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Resumen

El desarrollo de fuentes de rayos X cada vez mas intensas, ha convertido al
dafio por radiacion en una de las principales limitantes de la cristalografia de rayos X
para determinar estructuras tridimensionales de biomoléculas. Ademas de dificultar
la determinacion de fases, el dafio por radiacion provoca alteraciones quimicas en la
matriz proteica que pueden ser malinterpretadas durante el analisis estructura-
funcion. Los sitios mas susceptibles al dafio son los metales, por lo que es necesario
estudiar con mayor detalle el efecto que tiene la exposicion a la radiacion X sobre
los cristales de metaloproteinas. Una mayor comprension de los mecanismos que
subyacen al dafio hara posible utilizar estos fenémenos para desencadenar
reacciones redox en el interior de los cristales de proteinas y permitira describir con
mayor detalle los mecanismos de accion de estas enzimas.

Este trabajo se divide en dos partes. En la primera, estudiamos las bases
guimicas del dafio por radiacion utilizando como modelo a la lisozima (HEWL).
Demostramos que es posible reducir el dafho por radiacion mediante el uso de
moléculas que neutralizan radicales libres e identificamos dos mecanismos de dano
distintos: una via oxidativa y una reductiva.

En la segunda parte analizamos el efecto de la cascada de reacciones quimicas
que se producen durante la irradiacion, sobre la lacasa de Coriolopsis galfica, una
enzima de la familia de las multicobre oxidasas azules (MCOQ). Entre otras
consecuencias, la cascada de reacciones desencadenadas en el interior de los

cristales reduce los sitios metdlicos y provoca modificaciones en los sitios activos.



Abstract

The development of increasingly intense X-ray sources has converted radiation
damage in one of the major limiting steps during the determination of three-
dimensional structures of biomolecules by X-ray crystallography. Radiation damage
is an obstacle during phase determination by anomalous methods and causes
chemical modifications over the protein matrix that can be misinterpreted during
the structure-function analysis. Because metal sites are the most susceptible atoms
to radiation effects, it is necessary to study in greater detail the consequences of
the exposure to X-radiation of metalloprotein crystals. A deeper understanding of
the mechanisms underlying radiation damage will allow us to trigger and control
redox reactions within the protein crystals in order to describe at atomic detail the
mechanisms of action of these enzymes.

This thesis is divided into two parts. In the first, we studied the chemical basis of
radiation damage using as a model hen egg white lysozyme (HEWL). We
demonstrate that it is possible to reduce radiation damage by using two different
scavengers. This method allowed us to identify two different mechanisms of
damage: an oxidative and a reductive pathway.

In the second part, we analysed the effect of the cascade of chemical reactions that
occur during irradiation, over Coriolopsis gallica laccase, an enzyme of the family of
blue multicopper oxidases (MCO). The most relevant consequences of the cascade
of reactions, triggered inside C. gallica crystals, is the reduction of metal sites

together with modifications over the active sites.



Abreviaciones

A - desdoblamiento hiperfino.

ADPs — parametros de desplazamiento atomico (siglas en ingles).

Borde K — el borde K (K-edge, en inglés) describe un aumento en el coeficiente de
absorcion de fotones. El aumento repentino de la absorcion se debe al efecto
fotoeléctrico. Para que esta interaccion se lleve a cabo, la energia del foton debe ser
superior a la energia de union del electron de capa K del atomo que interacciona
con los fotones.

Borde L — es el equivalente al borde K, pero en este caso la energia de los fotones
debe ser superior a la energia de enlace de los electrones de capa L.

Cg L- lacasa del basidiomiceto Coriolopsis gallica.

¢ - coeficiente de extincion.

e, - electrones solvatados o acuosos.

EPR- resonancia Paramagnética de Electrones

ET- transferencia electronica

H, .- elemento de acoplamiento de la matriz electronica

HEWL- lisozima

A-longitud de onda, o en el contexto de transferencia electronica, energia de
reasociacion.

MES- acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico.

Mn(l,...) — intensidad media o sumatoria de las intensidades.

MicroPIXE- emision de rayos X inducida por protones.

NaNQ,- nitrato de sodio.

"OH- radical hidroxilo.

PDB — banco de datos de proteinas (Protein Data Bank).






Capitulo 1 Introduccion

La cristalografia de rayos X es la herramienta que ha dado forma a nuestras
nociones fundamentales sobre la relacion estructura-funcion en biomoléculas. La
determinacion de estructuras tridimensionales, ha hecho posible la comprension, a
nivel atomico, de los mecanismos que subyacen la funcion de las proteinas y de los
acidos nucleicos.

El comienzo del desarrollo de esta técnica revolucionaria se remonta a la
mitad del siglo XX, posterior al descubrimiento realizado por Max Von Laue, en el
cual observo que la interaccion rayos X—cristales', producia difraccion. Su posterior
aplicacion para determinar la estructura de moléculas inorganicas fue una
contribucion de William Henry Bragg y William Lawrence Bragg, padre e hijo.
Pasaron mdas de cuatro décadas para que pudiera determinarse la primera
estructura de una proteina, la mioglobina (Kendrew et al, 1958), y fue desde
entonces cuando el poder de la cristalografia se hizo evidente y desencadeno su
desarrollo de manera exponencial.

En gran parte, el boom de la cristalografia comenzo hace cuatro décadas como
consecuencia de la identificacién de las propiedades de la radiacion sincrotron
(Rosenbaum et al., 1971). Entre ellas se encuentran el brillo* y la posibilidad de
sintonizar la longitud de onda. Estas caracteristicas incrementaron su accesibilidad
para la determinacion de estructuras de biomoléculas. No hay que olvidar que el

empleo de la radiacidén sincrotron para determinar estructuras de biomoléculas

' En ese entonces cristales de sustancias inorganicas
? fotones st mm?
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1.1. Dano por radiacion

Acompanando el exito de la radiacién sincrotrén, llegaron problemas técnicos
como la falta de lineas de uso exclusivo para la biologia estructural; la necesidad de
detectores mas sensibles; el desarrollo de programas computacionales para facilitar
el procesamiento de datos y experimentales como el dafio por radiacion.
Actualmente, el dafo por radiacion, junto con la cristalizacion y la determinacion de
fases, sigue siendo uno de los cuellos de botella en la determinacion de estructuras
de proteinas por difraccion de rayos X.

El dano por radiacion es consecuencia de la interaccion radiacion ionizante-
materia y por lo tanto es inevitable. Del total del haz de rayos X incidente,
solamente 2 % interacciona con el cristal, mientras que el 98 % continda su camino
sin interferencia alguna. Del 2 % que interacciona con el cristal, la mayor parte, un
92 %, corresponde al efecto fotoeléctrico. Este tipo de interaccion, causa la
ionizacion de los atomos de la muestra, ocasionando cambios quimicos en las
moléculas que constituyen al cristal y como consecuencia la desestabilizacion de la
red cristalina. Este Ultimo aspecto dificulta la obtencion de datos experimentales de
buena calidad, puesto que el orden del arreglo cristalino determina las propiedades
de difraccion. Por lo tanto, durante la colecta de datos existe un compromiso entre
obtener los mejores datos (mayor resolucion, relacion I/ol, redundancia, integridad,
etc.) y minimizar los efectos del dafio por radiacion, que alteran todos los
indicadores mencionados. En contraste con el efecto fotoeléctrico, la dispersion
elastica, aquella que da lugar al patron de difraccion, constituye nicamente el 0.08
% del haz incidente.

Extrapolando observaciones basadas en la dosis que causaba pérdida de la

mitad del poder de difraccion en experimentos de microscopia electronica a 77 K,
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se estimo un limite de dosis de 20 MGy para cristales de proteinas irradiados con
rayos X (Henderson, 1990). Posteriormente, utilizando cristales de apo vy
holoferritina se determind experimentalmente una dosis maxima de 35 MGy (Owen
et al., 2006). Este valor es un limite superior, puesto que se ha observado que dafios
especificos o a nivel local ocurren a diferentes valores de dosis. Con el desarrollo de
sincrotrones de 3%* generacion y mas recientemente de lasers de rayos X (X-FEL)
las dosis absorbidas por los cristales de proteina se han incrementado entre 10 y
1000 veces en comparacion con los anodos rotatorios, conduciendo a dosis
absorbidas cominmente mayores a los limites tolerados por la mayoria de los
cristales.

Por ello, el estudio de las causas del dafo por radiacion y el desarrollo de
estrategias que lo mitiguen han tomado mucha relevancia en anos recientes.
Existen varios métodos empleados para aminorar los efectos del dano por radiacion.
El mas eficiente de ellos es la difraccion a temperaturas criogénicas (< 100 K), la
cual incrementa el tiempo de vida media, o la dosis que un cristal puede recibir sin
sufrir alteraciones quimicas, entre 27-70 veces (Nave & Garman, 2005; Kmetko et
al., 2011). Las bajas temperaturas disminuyen la movilidad de los radicales
generados durante la colecta de datos, mas no eliminan su formacion. Por ello se
han tratado de desarrollar otros métodos como la adicion de radioprotectores o
scavengers y la difraccion a altas energias en donde la contribucion del efecto
fotoeléctrico es minimizada de forma significativa.

En ese contexto, el segundo capitulo de la presente tesis estudia las bases
quimicas del dafio por radiacion y su efecto sobre cristales de proteina. Para ello

utilizamos como modelo la proteina mas estudiada en este campo: la lisozima



(HEWL)". En combinacién con la adicién, por separado, de dos scavengers con
propiedades distintas, tratamos de diferenciar el efecto de dos de los radicales
predominantes generados durante la irradiacion: electrones solvatados (e, ) y
radicales hidroxilo ("OH). Para separar el efecto de ambos, empleamos a uno de los
mas eficientes aceptores de electrones solvatados descritos (nitrato, NO,™) y
alternativamente, una molécula con mayor afinidad por los radicales "OH

(ascorbato).

1.2. Utilizacion del dafo por radiacion

Puesto que el dafio por radiacion es inevitable, varios enfoques han tratado de
aprovechar la formacion de especies radicales para estudiar los mecanismos
cataliticos de enzimas. Una de las consecuencias del dafo por radiacion es la
reduccion gradual de los sitios metdlicos (Carugo & Carugo, 2005), por lo que los
modelos finales son, en realidad, un promedio de los diferentes estados de
oxidacion, distintos al inicial, explorados durante la colecta de datos. La idea de
utilizar la reduccion inducida por la irradiacion, ha sido puesta en practica en
metalo-proteinas como la peroxidasa de rabano blanco (Berglund et af., 2002) y
como la superoxido dismutasa (SOD) (Wuerges et al., 2004). En estos sistemas, se
asume que los electrones generados durante la irradiacion del cristal son aceptados
preferencialmente por los sitios metalicos que en consecuencia son reducidos,
simulando la reaccion que catalizan al oxidar un sustrato. Es decir, los metales redox
activos actian como minimos energéticos para los e, . Generalmente estas

reacciones de transferencia de electrones estan acopladas a transferencia de

* HEWL del inglés Hen Egg White Lysozyme.






experimentales®, puede variar en un factor de 10. Es decir, si no se cuantifica la
dosis es posible que se fusionen data-sets correspondientes a dosis distintas y por lo
tanto el resultado es un artificio cristalografico.

En este contexto, utilizamos los radicales generados durante la irradiacion de
cristales de proteina, en un sistema redox para abordar su mecanismo de reaccion.
Para ello, en el Capitulo 3, caracterizamos nuestro modelo: |a lacasa de Coriolopsis
gallica®. La caracterizacion fue necesaria para confirmar que la enzima se
encontraba en el estado oxidado y asi reducirla gradualmente durante la irradiacion
de cristales.

Una vez confirmado el estado de oxidacion de la enzima, en el capitulo 4
probamos que durante la difraccion de cristales de Cg L ocurre la reduccion de los
sitios de cobre. Por medio de este acercamiento encontramos cambios en la
conformacion de los sitios activos, que relacionamos tanto con la dosis absorbida
como con el grado de reduccion de la proteina que constituye los cristales.

Por ultimo, en el capitulo 5, sintetizamos los resultados, discutimos su relacion
y presentamos las conclusiones finales junto con las perspectivas derivadas de esta
tesis.

Decidimos presentar los resultados obtenidos durante la realizacion de esta
tesis en capitulos separados para hacerla de lectura mas amena. Esto no significa
que no haya un objetivo comun entre los capitulos. Ese objetivo general es el
recalcar la importancia del dafio por radiacion durante la difraccion de rayos X, y
dentro de él, se encuentran englobados varios objetivos particulares como
comprender las bases quimicas del dafo, sus consecuencias sobre las estructuras

determinadas por este medio, asi como el desarrollo e implementacion de metodos

> Area del haz, longitud de onda, tiempo de exposicidn, etcétera.
% A partir de este punto denominada Cg L.
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Capitulo 2 Bases quimicas del dafio por radiacion

2.1. Introduccion

El dafio que sufren los cristales de proteina al exponerlos a radiacién ionizante’,
como lo son los rayos X, es inevitable y se manifiesta con el desorden progresivo
del cristal y cambios especificos en los residuos de aminoacidos y los cofactores. El
desorden, o degradacidn cristalina, se evidencia experimentalmente como una
disminucion gradual de las propiedades de difraccidn del cristal: pérdida de
intensidad y resolucion, ambas directamente relacionadas con el aumento en los

parametros de celda unitaria, de los PDAs y mosaicismo.

2.1.1. Interaccion radiacion ionizante-materia

El dafio por radiacion es inevitable porque es consecuencia de la interaccion
radiacion ionizante-materia. Durante la irradiacion de un cristal de proteina con
rayos X ocurren tres fendmenos fisicos: el efecto fotoeléctrico, la dispersion
inelastica (también llamada dispersion de Compton) y la dispersién elastica (o
dispersion de Rayleigh).

El efecto fotoeléctrico consiste en la absorcion de la energia del fotén
incidente por parte de los electrones de la muestra y la consecuente liberacion de
electrones de las capas internas de los atomos afectados. El electrén liberado pierde
rapidamente su energia, pero es capaz de recorrer varios nm a temperaturas > 77 K.
La vacante es ocupada por un electron de capa externa y dependiendo de la energia

del foton incidente, grosor y composicion de la muestra, el exceso de energia es

’ Rayos X, rayos alfa, beta y gama.



liberado en forma de fluorescencia, o transferido a un segundo electron quien a su
vez puede ser liberado del atomo (electron de Auger). Este fenomeno causa la
ionizacion atomica, produciendo radicales libres que reaccionan con la proteina y
modifican las interacciones intra e intermoleculares. Un radical libre es cualquier
especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados y es capaz de
existir de forma independiente durante un periodo de tiempo definido (Halliwell &
Gutteridge, 1999). Estas especies son muy inestables y por tanto reactivas. Las
reacciones que producen los radicales libres se pueden dividir en dos tipos: 1)
reaccidon en cadena; que da origen a la neutralizacion del radical® junto con la
formacion de una nueva especie radical y 2) reaccién de terminacién; que ocurre
entre dos radicales libres y da lugar a un par completo.

La dispersion inelastica o de Compton, es la interaccion en la que una parte de
la energia del foton es transmitida a los electrones de la muestra. La transferencia
de energia del fotdn causa que el electron recule, produciendo energia cinética que
es absorbida por el cristal y que contribuye a la dosis absorbida. Como consecuencia
de la pérdida de energia, el foton dispersado es de menor energia que el incidente.

Por ultimo, la dispersion elastica consiste en la dispersion del foton incidente
sin transferencia de energia a la muestra y por lo tanto sin cambios en la longitud de
onda del foton dispersado. Este tipo de interaccion es la que da origen al patrén de
difraccion.

Si bien, la determinacion de estructuras tridimensionales de proteinas por

difraccion de rayos X es posible gracias a la dispersion elastica, ésta representa

¥ El radical libre original que ha perdido su electrén desapareado.
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solamente el 0.08 % del haz incidente’. Mientras que la dispersion inelastica
representa un porcentaje similar a la elastica, la mayor parte del haz que
interacciona con la muetsra, ~ 1.92 %'°, es absorbido por el efecto fotoeléctrico. Al
ser el tipo de interaccion predominante y a la vez la causal de la produccion de
especies reactivas, el efecto fotoeléctrico es responsable del dano por radiacion

(Swartz & Swartz, 1983).

La interaccion de los rayos X con el solvente produce varias especies reactivas
con rendimiento conocido'': ‘OH (2.4), e,,” (2.8), H", H" (0.4) y H,(g) (0.4) (Figura
2.1). Por ello, la gran cantidad de solvente que contienen los cristales de proteina
(entre 20-80%) juega un papel esencial en la progresion del dafo. Por ejemplo, el
radical ‘OH es extremadamente inestable, reacciona con la mayoria de las moléculas
organicas a una tasa de reaccion limitada solo por la difusion. Su reaccion mas
favorecida es la abstraccion de un H de las amidas del esqueleto proteico.

Ademas del solvente, la radiacion actta directamente sobre la proteina. Una
de las consecuencias de esta interaccion, es la formacion de agujeros positivos que
se producen cuando la energia del foton es suficiente para expulsar electrones de
los atomos. En consecuencia, se forman radicales amino en el esqueleto de la

proteina (Rao & Hayon, 1974).

En lo que a movilidad respecta, a 100 K los agujeros positivos estan
completamente inmovilizados. Sin embargo, los e,,~ pueden migrar a temperaturas

> 77 K (Jones et al., 1987). Estos ultimos son moviles incluso a 5 K mediante

tunneling (Dick et al., 1998). La migracion de los electrones culmina al encontrar un

° Este porcentaje depende de la energia de los rayos X, sin embargo se mantiene sin cambios
significativos en el intervalo de energia cominmente empleado para difractar cristales de proteina
(5000-25000 keV).
10 Como mencionamos en la introduccién, solo el 2 % del haz incidente interacciona con el cristal.
'L os nimeros en paréntesis, que siguen a cada especie, corresponden a los valores G, definidos
como el nimero de moléculas producidas por cada 100 eV absorbidos (Ward 1988).
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2.1.3. Intensidades como indicador del decaimiento

Desde el primer estudio de dafio por radiacion a cristales de proteina, se
utilizaron las intensidades como parametro del decaimiento de los cristales (Blake &
Phillips, 1962). Se utiliza como parametro la intensidad porque es un indicador
experimental de la integridad de la red cristalina. Blake y Phillips compararon el
comportamiento de las intensidades obtenidas al difractar un cristal de mioglobina
durante 300 h®. Colectaron siete data—sets, irradiando el mismo intervalo de
rotacion del mismo cristal, y concluyeron que la pérdida de intensidad de las
difracciones era directamente proporcional al tiempo de irradiacion y por tanto
proporcional a la dosis absorbida. Determinaron que un foton de 8 keV (A=1.54 A)
es capaz de alterar cerca de setenta moléculas de proteina y desordenar otras
noventa. Modelando el comportamiento de la intensidad con el aumento de la
dosis, encontraron que, a temperatura ambiente, el decaimiento de las intensidades
era exponencial y se ajustaba a una funcion de primer orden descrita por la

siguiente ecuacion:

Iy

/ B, sin? @

en donde /, es la intensidad medida a un tiempo particular, /, la intensidad inicial, B
es una medida del desorden, 6 el angulo de la difraccion y A la longitud de onda del
haz incidente. De acuerdo a este modelo, tras la irradiacion, el cristal se puede

dividir en tres componentes:

13 Equivalentes a una dosis estimada de 0.6 MGy, aunque los autores utilizaron originalmente como
unidad los Mrad (un MGy equivale a 100 Mrad).
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Figura 2.2 Dependencia de las intensidades con el aumento de la dosis y el
efecto de la co-cristalizacion de HEWL con ascorbato de sodio 1 M sobre las
mismas. Modificado de Barker, A. et al. 2008.

Hasta hace pocos afos se consideraba que mientras mayor fuera el flujo y la
intensidad del haz incidente, mejor seria la calidad de los datos, ignorando la
cantidad de dosis depositada sobre el cristal. Sin embargo, el desarrollo de fuentes
mas brillantes de rayos X que depositan dosis mucho mayores sobre los cristales, ha
convertido a este Ultimo aspecto en una parte esencial durante la colecta de datos.
Para poner en contexto este trabajo, un cristal del cual se colecta un data—set de 90
°, conun Ap**=1°; 90 imagenes colectadas en un anodo rotatorio™, absorberia una

dosis aproximada de 0.07 MGy (Barker et al., 2009). En cambio, un data-set

idéntico obtenido del mismo cristal pero colectado en la linea ID 14—4 del ESRF

(European Syncrotron Radiation Facility), una de las lineas mas intensas en el

1 El Ap son los grados de rotacién por cada imagen que se colecta.
15 En especifico un Microstar de Bruker.
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El tercer enfoque es el uso de sustancias radioprotectoras que pueden
incorporarse a los cristales por medio del remojado o la co-cristalizacion. La adicion
de estas especies quimicas mitiga las reacciones desencadenadas por los radicales
sobre la red cristalina. Junto con su eficiencia a temperatura ambiente (triangulos
en la Figura 2.2), se ha demostrado que, dependiendo de las caracteristicas de la
molécula, es decir, si es un eficiente captor de €, O de "OH, incrementan en mayor
o menor medida la dosis media (D,,)"” tolerable por un cristal de proteina (Barker et

al., 2009).

Aunque cada uno de los tres métodos descritos anteriormente se basa en
fundamentos distintos, el mejoramiento de los mismos depende del nivel de
comprension que tengamos sobre las bases fisico-quimicas que subyacen al dafo
por radiacion. En ese sentido este segundo capitulo explora las causales quimicas
del dafio y sus efectos sobre cristales de lisozima, a través del uso de dos scavengers
que actlan de manera distinta: nitrato (NO;™), un eficiente aceptor de electrones y
ascorbato, una molécula con mayor afinidad por los radicales "OH. Las distintas
propiedades de los radioprotectores utilizados, nos permitiran describir, de manera
independiente, el efecto de los radicales "OH y el de los e, sobre cristales de
lisozima.

El capitulo se divide en dos partes: en la primera, analizamos el efecto de la
adicion de nitrato de sodio a HEWL tanto en solucion como en los cristales. Con
ello, pretendemos demostrar que el nitrato es un eficiente captor de e,,". En la
segunda parte, el analizamos el decaimiento de las intensidades de las difracciones

en un cristal nativo y el efecto de la adicion de ascorbato de sodio y nitrato. Este

17 La dosis media se define como la energia por unidad de masa (Gy=)-kg™) a la cual la intensidad
global es la mitad de la intensidad observada a la dosis cero.
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(120 s en total) y tras la Ultima irradiacion se colectaron barridos durante 120 s con
el obturador cerrado. El asa conteniendo la solucion de proteina, o los cristales, se
rotd con un Ag = 1° durante cada una de las irradiaciones. El haz incidido sobre la
muestra fue de dimensiones 50 x 100 um, con A = 0.939 (13.2 keV), a una
transmision del 100 %. Tres cristales, uno nativo y dos remojados en NaNO;,
obtenidos como se describe a continuacion, fueron utilizados para obtener

espectros UV-Vis durante la difraccion.

2.2.2. Cristalizacion
La HEWL fue cristalizada en el grupo espacial P4,2,2 con dimensiones de
celdaa=b=7778A,c=3845A,a=b =c=90° y con 38% de solvente. Los
cristales se obtuvieron por el método de gota colgante mezclando 4 ul + 4 ul de
proteina 50 mg ml™" en una solucién amortiguadora 100 mM acetato de sodio a pH
4.7 y una solucion precipitante compuesta por 100 mM acetato de sodio pH 4.7 y
NaCl al 10 % (p/v). Previo a la difraccion, los cristales se remojaron durante 1
minuto en soluciones crio-preservadoras, en las que remplazé H,O de la solucion
precipitante original por 30 % glicerol (v/v). Los cristales de HEWL conteniendo
ascorbato se obtuvieron por co—cristalizacion, sustituyendo, de nueva cuenta, en la
solucion precipitante H,O por 1.0 M de ascorbato de sodio. Los cristales de NaNO,
se obtuvieron remojando los cristales en la misma solucion crio-protectora descrita
anteriormente, pero en este caso remplazando solvente por 0.5 M nitrato de sodio
(NaNO,).
Se difractaron cinco cristales: uno nativo (nat) crecido en solucidon
precipitante y en ausencia de radioprotector, uno co-cristalizado con ascorbato

(asc) y tres remojados en nitrato, de los cuales, dos fueron remojados durante 4
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minutos (denominados nitl4 y nitll4) y el restante remojado durante 8 minutos
(nitlns8).

2.2.3. Analisis del decaimiento de intensidades

Para el método de intensidades globales, los data sets secuenciales fueron

integrados en MOSFLM (Leslie, 2006). Las difracciones integradas fueron

ordenadas, escaladas y convertidas en amplitudes con los programas SORT, SCALA

y TRUNCATE respectivamente (Evans, 2006). Diez ciclos de afinamiento y

minimizacion de cuerpos rigidos, seguidos por varios ciclos de afinamiento
restringido fueron realizados para los primeros seis data sets de cada cristal,
excepto para nit 14 del cual sélo fue posible afinar los primeros cinco. Puesto que el
grupo espacial y dimensiones de celda fueron idénticas a las del modelo empleado
(depbsito PDB 2W1L), no fue necesario realizar remplazo molecular. Ambos tipos
de afinamiento, tanto el de cuerpos rigidos como el restringido, fueron realizados

en el programa REFMAC5 (Murshudov et al., 1997), que, al igual que los programas

SORT, SCALA y TRUNCATE, es parte del paquete CCP4 (The CCP4 suite: Programs

for protein crystallography, 1994). Para la construccion y ajuste manual del modelo,

asi como la adicion de aguas se utilizé el programa COOT (Emsley et al., 2010). Por
la pérdida de resolucion causada por el dafo por radiacion, los data sets colectados
a 1.7 A, fueron afinados y comparados entre si a una resolucion de 2.0 A,
seleccionada por ser la franja de mayor resolucion en la que los valores de |/c(1) se
mantuvieron > 2.0 durante todo el intervalo de dosis absorbida explorado. El
afinamiento restringido se continud hasta alcanzar valores de R<0.20 y R;,..<0.25.

), es calculada en SCALA y representa el promedio de

mean

La intensidad ‘global’, Mn(l

todas las intensidades contenidas en cada data set.
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Tablal Parametros de la colecta de datos. Los cinco cristales difractaron originalmente (dosis

cero) mas alla del limite de resolucion determinado por el detector (1.7 A).

nat asc nitl4 nitll4 nitlli8
Dimensiones del 50 x 40 x 25 60 x 50 x 20 50 x 50 x 25 55 x50 x 30 60 x 40 x 30

cristal (um)

Tasa de dosis 15.60 26.34 30.00 26.80 8.60
(kGy s™)

2.3. Resultados

2.3.1. Microespectrofotometria

Utilizamos microespectofotometria UV-Visible acoplada a la difraccion de
rayos X, porque permite observar en tiempo real la formacion de las dos especies
reactivas predominantes que se generan durante la irradiacion de cristales de
proteina: e, y "OH. La formacion de los primeros, se observa por la aparicion de un
pico con absorcidon maxima a ~ 580 nm, mientras que las formacion de radicales RS-

SR’*", se caracteriza por la aparicion de un pico a ~ 400 nm (Southworth-Davies &

Garman, 2007; McGeehan et al., 2009). Estas dos especies radicales aparecen

durante la difraccion de cristales de proteina y se cree son los principales
responsables del decaimiento de las propiedades de difraccion del cristal.

Durante la irradiacion de la solucion nativa de proteina observamos cambios
en dos regiones del espectro UV-Visible, un incremento en la region de los 500-650
nm con un maximo en 580 nm y otro aumento en la region < 450 nm que se
observa como un hombro con un maximo a los 400 nm. La sefial con maximo de
absorbancia de 580 nm, atribuible a la produccion de electrones solvatados,
aparece durante los primeros ms de irradiacion hasta alcanzar un maximo tras

concluir la exposicion a los rayos X (alrededor de los 50 s). Tras el cierre del
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obturador, la absorbancia en esta regién, comienza a decaer gradualmente hasta
alcanzar un valor cercano al nivel basal al inicio de la lectura (Figura 2.4 a).
Simultaneo al aumento de absorcion observado a los 580 nm, se observa un
incremento en la region cercana a los 400 nm, atribuible a la formacion de aniones
radicales disulfuro (RS-SR’*"). Después de los 140 s, el pico de 400 nm decae
ligeramente pero sin acercarse siquiera a la absorbancia original. Esta observacion
es congruente con el mayor tiempo de vida que tiene el radical disulfuro con

respecto a los electrones acuosos (McGeehan et al., 2009). En conjunto, la

disminucion y aumento de la absorbancia observados en las regiones de los 580 nm
y a 400nm, a partir de los 50 s y coincidentes con el cierre del obturador, sugieren
que una fraccion de los electrones solvatados reaccionan con la poblacion restante
de disulfuros, disminuyendo asi la concentracion de los primeros y aumentando la
de los radicales RS-SR’*". La absorbancia a 400 nm debe estabilizarse cuando la
concentracion de e,, en la solucion, no es suficiente para continuar reduciendo los

disulfuros.
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Figura 2.4 Formacion e,,;” a 580 nm y de radicales RS-SR’"™ a 400 nm en a) una
solucién 30 mg - ml™ de HEWL y b) la misma solucién con 0.5 M de NaNO;,.

Para probar la eficiencia del nitrato como scavenger de electrones en la misma

solucion de lisozima colectamos espectros UV-Visible durante la irradiacion con
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rayos X de una solucion de HEWL a la cual ahadimos 0.5 M de NaNQ,. Como puede
apreciarse en el inciso b) de la Figura 2.4, ninguna de las dos sefales, ni 400 ni 580
nm, observadas en la solucion nativa de HEWL, aparecen en presencia de NaNO,.
La disminucion de la absorbancia, en todo el intervalo del espectro, es consecuencia
de la rotacidén de la muestra con respecto al haz de rayos X. El control a 750 nm
confirma esa observacion.

En cristales de HEWL, los resultados siguen la logica de lo observado en

solucion: la presencia de nitrato elimind la aparicién de e,,” (Figura 2.5).
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Figura 2.5 Espectro de un cristal de proteina remojado en 0.5 M de nitrato de sodio.

2.3.2. Analisis de intensidades globales
Para mostrar el efecto de los scavengers sobre |a dosis media (D,,) tolerada

por los cristales de HEWL, analizamos el comportamiento de las intensidades de las
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En todos ellos, sin embargo, la proteccion ante la ruptura de los enlaces S-S se
mantiene a dosis mayores que la D,,, lo cual sugiere que, el decaimiento de la
intensidad o el desorden cristalino ocurre por vias diferentes a la desestabilizacion
causada por la ruptura de puentes disulfuro. En particular, en el cristal nit/ll8 que
tuvo una D,, y tasa de irradiacion (Gy s™) muy similar al nativo, no observamos la
ruptura de ninguno de los cuatro puentes disulfuro.

Aln mas interesante, fue el observar que la densidad electronica de los
nitratos disminuye conforme aumenta la dosis, indicando que, durante el transcurso
de la irradiacion, los aniones NO,™ se transforman en NO2™ y luego en NO. Como
ejemplo, mostramos la reduccion del nitrato localizado en la vecindad del puente
disulfuro Cys6—Cys127. Durante la reduccion del nitrato, evidenciada por la pérdida
de un O a una dosis de 6.6 MGy (Figura 2.10 b) la densidad electrénica del puente
disulfuro permanece intacta. En contraste, en el cristal nativo, a 4.7 MGy, ya se
observa dafio en el mismo puente disulfuro (Figura 2.9 a). A una dosis mucho
mayor, 23.3 MGy, la densidad electronica del NO, resultante, desaparece y junto
con ello comienza a observarse dano en el enlace disulfuro, mostrado como

densidad electronica negativa en el mapa F,-F, (Figura 2.10 f en color rojo).
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Figura2.10 Reduccion de la densidad electronica en el nitrato adyacente al puente
disulfuro formado entre los residuos Cys6—Cys127.

2.4. Discusion

Nuestros resultados demuestran que si bien hay una relacion clara entre el
dafo especifico, en particular ruptura de disulfuros y descarboxilacion de residuos
acidos, y el dafo global (pérdida de poder de difraccion), ambos deben ser
considerados por separado.

La adicion de scavengers muestra un incremento en un factor de dos, de la
D,, tolerada por los cristales de HEWL, pasando de 12.5 MGy en el cristal nativo a
22.2 MGy y 22.0 MGy para nitll4 y asc, respectivamente. A su vez, la co-
cristalizacion con ascorbato, aumenta la tolerancia de los Asp y Glu a la

descarboxilacion. En el caso mas extremo, el dafio observado a 10.9 MGy en el
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cristal nativo, corresponde al observado a 18.2 MGy en el cristal ascorbato (Figura
2.8 a y b). En cambio, la presencia de nitrato en los cristales solo incrementa la
tolerancia a la descarboxilacién en unos 4.5 MGy (de 7.8 a 12.3 MGy en los cristales
nat y nitll4 respectivamente).

La presencia de nitrato en los cristales, protege de forma mas eficiente
contra la ruptura de disulfuros que contra la descarboxilacion. En los tres cristales
remojados en nitrato, la densidad electronica de los enlaces S-S se mantienen
intacta, aun cuando la dosis absorbida haya superado el valor de D,,. Esto sugiere
que otros factores como descarboxilacion y modificacion de la red de aguas (o
puentes de H) son quienes conducen a la pérdida del orden cristalino, reflejado
experimentalmente como la disminucion de la intensidad de las difracciones.

La variabilidad observada entre cristales de nitrato, es comun en este tipo de
trabajos porque la concentracion final de la molécula al interior del cristal es muy
variable (Nowak et a. 2009), pues depende de la difusion, tamafo del cristal,
temperatura y se ha demostrado que puede ser determinante en el efecto neto de
los scavengers sobre la tolerancia a la dosis (Thorne et al. 2011).

En base a las observaciones anteriores postulamos que el mecanismo de
ambos scavengers es el siguiente. A temperatura ambiente (TA) el nitrato ha
probado ser un muy eficiente scavenger de exceso de electrones (Anbar et al.

1967). La reaccidn nitrato + electrones es exotérmica y ocurre a una tasa cercana al

.+ k(e—aq)=9.7 x 10° M7's™, de acuerdo a la ecuacion:

limite de difusion, e

NO;™ + e, — NO,* + H,0 — NO,” + 20H" (1)
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Durante la difraccion, realizada a temperaturas de 100 K, los fotoelectrones
liberados durante la irradiacion de los cristales de lisozima inducen una cascada de
electrones secundarios que interaccionan fuertemente con el ambiente, causando
subsecuentes ionizaciones. Durante este proceso, varios electrones (e7) quedan
atrapados en el medio (e,,”) dando lugar a la banda de absorcion en la region visible
con maximo de 580 nm, caracteristica de sistemas crio-enfriados. La abolicion del
ancho de banda producido por los electrones muestra que el nitrato funciona como
un minimo energético para los e, En ausencia de nitrato, una via
termodindmicamente favorecida concluye en los enlaces S-S de la proteina en el
cristal nativo, lo cual provoca la reduccion y posterior ruptura de los enlaces,
explicando la alta susceptibilidad de los mismos a la dosis de radiacion. La eficiencia
del nitrato como neutralizador de electrones es evidente en la Figura 2.10, donde se
observa que el enlace S-S permanece intacto mientras que el NO,se reduce
gradualmente. Este trabajo es la primera evidencia clara de la quimica involucrada
en la accion de scavenging.

El ascorbato en cambio, aunque es también es un buen scavenger de
electrones, es menos eficiente que el nitrato, pero en cambic, es un mejor
antioxidante o scavenger de radicales "OH. En solucion y a TA, el ascorbato capta
rapidamente los agujeros positivos producidos radioliticamente. En diluciones
acuosas el agujero formado en un inicio (H,0™), se convierte en el radical hidroxilo
"OH, reaccion (2). En presencia de ascorbato (AH™), éste reacciona con el radical a
una tasa de k(COH) =8 x 10° M* s* (Schuler et al. 1974), limitada Gnicamente por

la difusion como se observa en la reaccion (3).
H,O"" + H,0 - H,0" + "OH. (2)

AH + 'OH - AH" +OH - A"+ H,0. (3)
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Por ello, proponemos el analisis del decaimiento de las intensidades globales
y/o el andlisis de intensidades equivalentes (R,, factor de decaimiento) como

parametros universales cuando se trate de dafio por radiacion.

2.5. Conclusiones

En conclusion el uso de los scavengers es una estrategia que permite, de
forma eficiente, mitigar los efectos del dafno por radiacion tanto a nivel global, en
un factor de dos, como a nivel de dafno especifico, en un factor cercano a seis ante
la ruptura de puentes disulfuro. Su aplicacion es simple y a la vez generalizable para

la mayoria de los cristales de proteina y sus beneficios comparables con otros

acercamientos como la difraccion a temperaturas de 15 K (Meents et al., 2007), en
donde un 23 % mas de tolerancia a la radiacion se ha reportado, o al de un factor de

cuatro observado en la proteccion de enlaces S-S, a 50 K (Meents et al., 2010).

La adicion de scavengers es efectiva cuando se considera la quimica que
subyace las causales del dafo. En este capitulo mostramos que las dos moléculas
empelados son eficientes aunque actian por mecanismos distintos: el nitrato por un
mecanismo reductivo, y el ascorbato por la via oxidativa. Las diferencias estan
basadas en las propiedades de estas moléculas para inactivar radicales; el ascorbato
es mas eficiente para las radicales "OH (ke™(,,)= 3 x10™° M™'s™ y k("OH)= 8 x107),
mientras que el nitrato es mas eficiente como aceptor de electrones con una ke~

(,)=9 x107° M~'s™* (Buxton, 2008).
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Tabla 3.1 Caracteristicas de los metales mas abundantes en los sistemas vivos.

lon Union Movilidad | Funcién

Na‘, K* Débil Alta Acarreadores de carga

Mg**, Ca* Moderada Semi-movil | Transduccion de sefiales y estructural
Zn* Moderada-fuerte | Intermedia | Estructural

Fe, Cu,Mn, Mo | Fuerte Baja Catalisis redox, quimica del oxigeno

En particular, el Cu desempefa un rol esencial en reacciones biologicas de
oxido-reduccion: uniendo, activando y reduciendo oxigeno molecular (O,)

mediante transferencia de electrones de capa exterior o interior(Solomon, Jones, et

al., 1993). Los centros de cobre se clasifican de acuerdo a sus propiedades
espectroscopicas, intimamente relacionadas con el tipo de ligando y configuracion
electronica de los complejos metal-proteina y por el papel que desempenan en las
reacciones que catalizan. De esta forma encontramos centros que modulan la
transferencia de electrones y aquéllos O,-reactivos, en donde se lleva a cabo la
reduccion del oxigeno molecular. Mientras que los primeros suelen ser
mononucleares, los de la segunda clase pueden ser mono-, di- o trinucleares.

Sus propiedades espectroscopicas los agrupan en tres tipos:

Tipo 1 o ‘azul’ (T1 Cu).- detectable alrededor de los 610 nm por la intensa
transferencia de carga entre el SCys-Cu*, que le confiere su caracteristica
coloracion azul. También es distinguible en el espectro de EPR por presentar un
desdoblamiento hiperfino paralelo estrecho (Aj=40-95 x 10 cm™).

Tipo 2 o normal (T2 Cu).- se caracteriza por un desdoblamiento hiperfino
paralelo amplio (A = 140-200 x 107* cm™) en el espectro de EPR, mas no es

detectable en el UV-Visible.
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predominantemente de naturaleza fendlica. Su alta promiscuidad, permite que
participen en procesos biologicos tan diversos como degradacion de lignina,

pigmentacion de esporas y detoxificacion (Claus, 2003).

3.1.1. Espectroscopia de sitios metalicos

El Cu® tiene nueve electrones de valencia en la subcapa d, por lo que el orbital
dx’-y” esta desapareado en el estado fundamental. Una forma de perturbar este
electrén desapareado es aplicando un campo magnético. Métodos magnéticos,
como Mossbauer magnético y EPR, permiten estudiar, a baja y alta resolucion,
propiedades de los metales susceptibles al magnetismo como el estado de
oxidacion y espin (Tabla 1).

A mayor energia, en la region infrarrojo-visible, se excitan electrones de los
orbitales d apareados hacia orbitales d parcialmente ocupados o desapareados. Este
tipo de transiciones d — d son sensibles al campo del ligando en el centro metalico y
por lo tanto proporcionan informacion sobre la geometria y estructura electronica
del sitio activo. Puesto que las transiciones d — d estan prohibidas por paridad®, su
sefal en el espectro de absorcion es muy débil, pero puede detectarse mediante
técnicas como dicroismo circular (CD) y CD magnético (MCD).

En la region UV-Visible, 190-1000 nm, los electrones son excitados desde los
orbitales apareados y centrados de los ligandos® hacia los orbitales d parcialmente
ocupados del metal. Este estimulo da origen a transiciones del tipo transferencia de
carga (CT) ligando-metal. Las transiciones de CT son claves para entender la

naturaleza del enlace ligando-metal, porque la alta covalencia esta asociada con

*En la region de energia de 10*-10" cm™.
% Parity forbidden
% Ligand-centered orbitals
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Figura 3.1 Espectro XAS de los sitios T2 y T3 Cu en la lacasa de R. vernicifera. La linea
discontinua muestra el perfil de la poblacién en estado Cu**, con un maximo de absorcién a ~
9000 eV. La linea punteada corresponde a una poblacién en estado reducido o Cu'*,
caracterizada por la disminucién a 9000 eV y la presencia de un hombro a ~ 8982 eV.
Modificado de Solomon, E. I. et al. 1996.

En resumen, en el campo de metaloproteinas, la espectroscopia permite
determinar la geometria y estructura electronicas de los sitios metalicos. Luego, a
partir de dichas propiedades es posible desarrollar correlaciones estructura—funcion

y/o probar mecanismos de reaccion a nivel molecular.

3.1.2. Propiedades electronicas del T1 Cu asociadas a la transferencia electronica
Las caracteristicas espectroscopicas inusuales de los sitios T1 Cu, que los
convierte en maquinas eficientes para la transferencia de electrones (ET), estan
vinculadas a su particular geometria y estructura electronica.
En contraste con la débil transicion d — d de los complejos tetragonales de

cobre Cu** -comunes en complejos inorganicos- que se caracterizan por & ~ 40 M
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cm™a~ 610 nm, el T1 Cu presenta una intensa absorciéon a 610 nm con & ~ 5000
cm™. En lo que a EPR respecta, el estado fundamental del Cu®, presenta un
desdoblamiento hiperfino (Ay) del espin electrénico menor en un factor de dos en
comparacion con los sitios normales (40-95 x 107" cm™ vs. 40-95 x 10™* cm™). El
origen de estas propiedades Unicas refleja una novel funcién de onda que es esencial
comprender, porque es el orbital molecular redox-activo (RAMO) el que
desempena un rol clave en funciones biolégicas como la ET rapida a largas
distancias®.

En el caso del espectro de EPR del sitio T1 Cu, se pensaba que la causa de la
disminucién en el A era una mezcla de los orbitales Cu 4p, y Cu dx*-z?, favorecida
por la geometria tetraédrica distorsionada. Sin embargo, por medio de XAS y
validado por QM/MM se ha mostrado que la disminucion es consecuencia de la alta
covalencia del sitio T1 Cu: en el que 40 % del electron desapareado es de caracter

Cu dx*~y’y 35% de caracter Cys S 3p. Dicho de otra forma, el electron desapareado

se distribuye 40 % en el orbital Cu dx’~y’ y 35 % en el Cys S 3p = (Penfield et al.,

1985).
Estas propiedades electronicas otorgan a estos sitios una mayor eficiencia en

la ET. De acuerdo a la teoria de Marcus (Marcus & Sutin, 1985), son tres los

factores que determinan la eficiencia de la transferencia de electrones (ET): la
fuerza conductora (AG®), la energia de reorganizacion (L) y el acoplamiento
electronico reactante-producto (Hp,). En las BMCO la rapida y direccionada
transferencia electronica desde el T1 Cu hacia el aceptor final (0,), unido al centro

trinuclear (TNC), es activada por la alta covalencia anisotrépica del enlace Cu-S. Es

27 . . . , o
Largas distancias se consideran aquéllas mayores a los 20 A.
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decir, las propiedades necesarias para una eficiente y rapida ET (una H,, altay una 1

baja), han sido seleccionadas en los sitios T1 Cu.

3.1.3. Voltametria en pelicula de proteina (PFV)

La voltametria en pelicula de proteina (PFV, por sus siglas en inglés) es un
método electroquimico de reciente desarrollo que permite estudiar las propiedades
electronicas y cataliticas de enzimas redox. Una pelicula delgada, monocapa
idealmente, de proteina es adsorbida sobre la superficie de un electrodo. La union
proteina-electrodo hace posible la transferencia de electrones y la retencion
completa de las propiedades de los centros activos. Al modular el potencial del
electrodo es posible controlar el movimiento de los electrones en cualquiera de las
dos direcciones (electrodo—enzima, enzima-electrodo). El flujo de electrones, es
detectado como una corriente (/) cuyas caracteristicas reflejan las propiedades del
centro de control electroquimico, es decir, el sitio redox activo cuyo intercambio
electronico con el electrodo es rapido y reversible. Para la mayoria de las enzimas, la
transferencia electronica intermolecular es rapida y el centro de control
corresponde al sitio catalitico, aunque hay excepciones en las que el paso limitante
es una transferencia electrénica intermolecular.

En PFV, la tasa de intercambio® responde de manera caracteristica a
variaciones en el potencial del electrodo, revelando una dimension potencial en la
cinética enzimatica y proporcionando un método poderoso para investigar enzimas
con multiples centros redox. El flujo de electrones a través de la enzima esta unido,

en serie, a la tasa de transporte del sustrato (Q,,..) y a la tasa de intercambio

trans

electronico en la interfase electrodo-enzima (€, Figura 3.2). Ambas etapas

28 Turnover rate
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Purificacion

Cg L, obtenida directamente del Basidiomiceto Coriolopsis gallica, fue
adquirida de IBMol México. Los primeros 21 residuos del N-terminal, de los 517
residuos de aminoacidos que componen a Cg L, conforman un péptido sefal
removido tras la exportacion de la proteina al espacio extracelular. Como resultado,
se obtiene un polipéptido de 496 residuos de aminoacidos, con un peso molecular
de 52.7 kDa (&, ~ 60.5 mM™ cm™) .

En base a SDS-PAGE determinamos que la muestra contenia alrededor de un
30 % de impurezas. entonces, la solucion de proteina, compuesta por fosfato de
potasio pH 6.0 y glicerol al 20 % (v/v), fue dializada, en dos pasos de 12 y 6 horas
en MES 50 mM pH 5.5 utilizando una membrana de 14 kDa (MWCO) para eliminar
glicerol y otras impurezas. Posteriormente, la solucion fue dializada y concentrada
en tubos Amicon-Ultra (30 kDa MWCO, Millipore) hasta alcanzar una
concentracion de proteina de ~ 2 mg ml™. Tras el paso de concentracion la proteina
fue aplicada en una columna Hi-Load 26/60 Superdex 200 (GE lifesciences),
previamente equilibrada en 50 mM MES pH 5.5 y 50 mM NacCl. Tras la exclusion
molecular determinamos la pureza de la muestra por SDS-PAGE y geles de
isoelectroenfoque (IEF).

La solucion de proteina fue dializada en solucion amortiguadora MES 10 mM
pH 5.5 y 0.5 mM CuSO,, para ocupar todos los sitios de cobre de la proteina

susceptibles a ser desocupados durante la dialisis. Finalmente, se realiz6 una Gltima

% Calculado con el programa Protein Calculator v3.3
(http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html)
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dialisis y concentracion (también en tubos Amicon-Ultra) en MES 10 mM pH 5.5

para eliminar el cobre en solucion.

3.2.2 Cuantificacion de cobre

Dos métodos fueron utilizados para la cuantificacion de cobre en Cg L:
reaccion con 2,2’-biquinolina y MicroPIXE. El primero consiste en desnaturalizar la
proteina para extraer los metales y posteriormente reducirlos a Cu'". De la reaccidn
Cu™ + 2,2-biquinolina se forma un complejo con un maximo de absorcién a 548 nm

y Con &g, ~ 6.8 MM cm™ (Felsenfeld, 1960; Hanna et al., 1988), que se distingue a

simple vista por su coloracion magenta. La solucion de 2,2’-biquinolina consistio en
0.5 mg ml™ de 2,2’-biquinolina en acido acético glacial. Para evitar la oxidacion de
los Cu™ todas las soluciones se saturaron con N,(g) para desplazar el O,. La curva
de calibracion se realizd con soluciones de CuSO, a concentraciones variables.
Conociendo la concentracion de proteina de la muestra, es posible determinar la
proporcion Cu:proteina, que en Cg L debe ser 4:1 por la presencia de los cobres T1,
T2y el T3 binuclear.

Alternativamente, dos muestras distintas fueron analizadas por MicroPIXE

(Garman & Grime, 2005). Este método consiste en irradiar una gota deshidratada,

originalmente de 0.2 ul de solucion concentrada de proteina, con un haz de
protones de alta energia (2-4 MeV). El haz de protones ioniza los atomos, cuyas
vacantes electrénicas son ocupados por electrones de capas superiores que decaen
liberando rayos X, en forma de fluorescencia, en un amplio espectro. Este espectro
de rayos X contiene la firma de todos los atomos, de nimero atémico mayor al Na,
que componen la solucion. Si conocemos el contenido de atomos de azufre por la

secuencia primaria, se puede utilizar este valor como medida interna de la
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realizaron en una celda de vidrio sellada y con temperatura controlada, utilizando
un electrodo de trabajo con punta de grafito pirolitico (PGE), area = 3 mm?,
acoplado a un rotor de electrodo Princeton Applied Research 636, un cable de
platino como contra-electrodo y un electrodo de referencia conformado por
Ag|AgCl|3M NaCl. El electrodo de referencia permanecié en una solucion 0.1 M
Na,SO, almacenada en un brazo lateral y conectado a la celda por capilar de Luggin.
El potencial de referencia fue corregido al del electrodo estandar de hidrogeno
(SHE) mediante la formula Egy = Eju,q + 0.206 V, a 298 K. Los cambios de
potencial fueron controlados con un CompactStat (lvium Technologies). La
superficie de grafito del electrodo de trabajo fue modificada con antraceno para
simular un sustrato y facilitar la unidén especifica proteina—electrodo en la region
hidrofébica que rodea al sitio T1 Cu. La modificacion se logroé ciclando una vez el
potencial del electrodo giratorio entre 0.3 y —0.5 V (vs. SCE) en una solucion acida
conteniendo 0.19 M de antraceno-2-diazonio, para formar la amina
correspondiente. La temperatura se mantuvo a 273 K. Tras la modificacion del
electrodo se formé una pelicula de proteina al agregar 2 ul de una soluciéon 18 mg
ml™ de Cg L en 50 mM Mcllvaine pH 5.5. Las mediciones electrocataliticas se
realizaron, a 298 K, en soluciones amortiguadoras de Mcllvaine 50 mM en el
intervalo de pH 3-6.5. Para trabajar con soluciones equilibradas en 100 % de O,, se
burbujed el gas a través de la celda de vidrio. El electrodo giratorio se rot6 a una
velocidad de 4000 rpm. Cada voltametria catalitica consistié de cuatro barridos en

el intervalo 0.9-0.2-0.9 V durante. El potencial catalitico, E,,,, se determiné como el

cat’

maximo de la primera derivada (dl/dE) del tercer barrido de las voltametrias

ciclicas. Los datos se procesaron con el programa SOAS (Fourmond et al., 2009).

56


file:///C:/Users/Enrique/Desktop/Doctorado/tesis/Capítulo%203%20Caracterización%20de%20CgL-Final.docx%23_ENREF_9

3.3 Resultados

3.3.1 Purificacion

Un pico mayoritario fue observado tras la cromatografia de exclusion
molecular (linea punteada Figura 3.5 a). Tras eliminar las impurezas, se observé un
Unico pico (linea continua Figura 3.5 a) correspondiente a un peso molecular de ~
60 kDa, cercano a los 52 kDa estimados para Cg L. La pureza de la proteina se
probé mediante SDS-PAGE y geles IEF, en los que se observo una Unica banda a ~

55 kDay un pl ~ 3.5 (Figura 3.5 b).

a)
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Figura 3.4 a) Cromatograma de exclusion molecular en una columna Superdex 200. Se
muestran el paso de purificaciéon inicial (linea punteada) y tras la eliminacion de los
contaminantes (linea negra continua). En b) se presenta el gel IEF con una sola banda, a
ambos lados del marcador, correspondiente a un p/ de 3.5.

3.3.2 Concentracion de cobre
A partir de la curva de calibracion, se determind un gs45 = 6.8 mM™ cm™ para

el complejo 2,2'-biquinolina-Cu'*, congruente con el reportado anteriormente

(Felsenfeld, 1960). La cuantificacion de Cu en Cg L, mediante este método resulto

en una proporcion Cu:proteina de 3.8 + 0.4:1.0, dentro del intervalo de error de los
4.0:1.0 esperados.

Posteriormente, utilizamos MicroPIXE para confirmar los resultados
anteriores. Antes de estimar la proporcion Cu:proteina en la muestra realizamos un
barrido en un area de 1 mm?, para detectar las regiones de mayor concentracion de
proteina a partir del espectro del S. Como se puede observar en los mapas de la
Figura 3.6 a) y b), hay una superposicion de las regiones con mayor concentracion
de azufre y cobre. En esas regiones se irradia con un haz de protones de 3 um de
diametro para disminuir el ruido en el espectro de rayos X. La Figura 3.6 ¢)
demuestra que no hay ningun elemento con nimero atomico mayor que el Na
diferente del cobre. La presencia de P y Cl se explica porque son componentes o
impurezas acarreadas durante la preparacion de las soluciones amortiguadores. A
partir de los espectros de rayos X se determind una proporcion Cu:proteina de 4.2 +
0.2:1.0.

Este resultado confirma que la enzima contiene el complemento completo
de cobres, es decir, que tanto el sitio T1 Cu, T2 Cuy T3 Cu estan ocupados en su
totalidad. Cabe resaltar que ambos resultados se obtuvieron a partir de muestras en

que la enzima fue concentrada en presencia de los precipitantes PEG 1000 y PEG
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8000, los reactivos empleados durante la cristalizacion, lo cual descarta que los

precipitantes causen la liberacion de los atomos de cobre de la proteina®.

Figura 3.5 a) Mapas de absorcion de los elementos Sy Cu derivados del barrido de 1 mm? de
superficie de la muestra con el haz de protones de alta energia. Espectro de rayos X derivado
del bombardeo de la muestra con el haz de protones de alta energia. El cobre es el Unico
elemento presente de mayor nimero atémico que Cl.

33 Esta aclaracion sera relevante en el capitulo 4 cuando discutamos el efecto de los rayos X sobre los
sitios metalicos.
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3.3.3 UV-Visible

Una vez confirmada la presencia y alta ocupacion de los sitios de cobre,
obtuvimos barridos en la region UV-Visible utilizando soluciones concentradas de
Cg L. Esto para determinar el estado de oxidacion de los sitios T1 Cuy T3 Cu, asi
como informacion sobre sus propiedades electronicas.

La Figura 3.7 muestra el espectro UV-Visible de Cg L en solucion, en él se
pueden observar las sefales caracteristicas de las lacasas: el maximo a 608 nm,
correspondiente a la CT entre SCys-T1Cu y la banda a 330 nm, que se asigna a los
dos T3 Cu unidos por un hidroxilo. En lo que a los coeficientes de absorcion
respecta, el sitio T1 Cu presenta un coeficiente bajo (e,= 4.2 mM™ cm™),
comparado con el de R. vernicifera (¢;,= 5.5 mM™ cm™). En cambio, la region del
T3 Cu, muestra un g, alto (g;; = 10.1 mM™ cm™) con respecto al descrito para R.
vernicifera (¢;;= 5.5 mM™ cm™). En lo referente a cambios en el pH de las
soluciones amortiguadoras, no se encontraron diferencias entre los espectros

colectados a pH 4.0, 5.5y pH 7.0.

Figura 3.6 Espectro UV-Visible de Cg L en MES 50 mM pH 5.5.
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El valor de &, podria aumentar si un porcentaje de los sitios se encontrara
reducido. Para descartar que hubiera una subpoblacion de Cu'* en la muestra,
colectamos barridos en el UV-Visible agregando concentraciones crecientes de
peroxido de hidrégeno. A pesar de alcanzar una concentracion final de diez veces la
concentracion de cobre esperada en la solucion, ningiin cambio fue observado en
€r- Aunque la ocupacion de parcial de los sitios fue descartada previamente por la
cuantificacion, incubamos la enzima en soluciones con CuSO,, en condiciones
oxidante (Cu®") y reductora (Cu™), la Ultima lograda al incubar la solucién de CuSO,
en acido ascorbico y saturada con N,(g) para desplazar el O, disuelto en la muestra.
Este tratamiento tampoco modifico los valores de &, ni de €.

Por otra parte, Cg L si es susceptible a la reduccion. Con concentraciones
crecientes de ascorbato de sodio®* observamos que la sefal de 330 y 608 nm,
correspondiente a las especies oxidadas de los T1 y T3 Cu, disminuye gradualmente
como consecuencia de la reduccion quimica. Al oxidar nuevamente, afiadiendo
gradualmente peroxido, se puede observar la formacion de dos intermediarios a ~

310y 370 nm (Figura 3.8 b).

34 También se probd ditionita de sodio y es igual de efectiva pero la reaccidn es mas lenta.
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dos tipos de cobres paramagnéticos (Tabla 1). A pH neutro, 7.0, el espectro fue

simulado con una proporcion 1:1 dos sefiales distintas, la primera con A =93 x 107

cm™ y por lo tanto asignada como T1 Cu y la segunda con A, = 170 x 10™* cm™

correspondiente a un T2 Cu (Tabla 3.3, Figura 3.9 linea azul).

Tabla 3.3 Parametros de EPR de Cg L soluciones a diferentes valores de pH. Los datos en
paréntesis corresponden a la poblacion alternativa del T2 Cu (T2’ Cu), observada en las
condiciones acidas.

Cu | Parametro pH 4.0 pH 5.5 pH 7.0
O, 2.045 2.05 2.06
9y 2.05 2.035 2.05
Tl a, 2,192 2.188 2192
Alem™) 10 = 10 10 x 10 10 x 19
A e 93 x 10" 90 x 10~ 93 x 107
g, 2.05(2.08) 2.05(2.075) 2.05
9y 2.03(2.08) 2.03(2.075) 2.03
T2
(T2) g, 2.26 (2.365) 2.26 (2.260) 2.263
Alem™) 10 = 10 10 x 10 10 x 19
Al (cm™) 177 x 107 (153 = 107) 177 = 107 (153 = 107%) 170 = 107

Posteriormente, probamos si cambios en el pH causaban alteraciones sobre
los sitios paramagnéticos. Para simular correctamente los espectros de las
soluciones de Cg L a pH 5.5 y 4.0, fue necesario incluir una senal adicional,
correspondiente a un centro de cobre con ligeras variaciones en los parametros
descritos anteriormente. El mejor ajuste de la simulacién de dicha senal, se obtuvo
con un valor de A =153 x 107" cm™, por lo que se designé a este sitio adicional
como T2’ Cu, es decir, como una poblacién de T2 con propiedades ligeramente
alteradas. A pH 5.5 esta sefal fue modelada como % de la sefal total,

correspondiendo % ala senal del T2 normal y el %2 restante al T1 Cu. Al acidificar
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indicando que la superficie del PGE ha sido cubierta por el antraceno. Dependiendo
de la superficie del electrodo, un tercer pico puede aparecer a 0.38 V. En la
direccion oxidativa se observa un pico asimétrico con un maximo a 0.39 V y un
segundo pico centrado a 0.61-0.62 V.

El efecto de la modificacion del electrodo se puede ver claramente en la
figura 3.12 b, en la que la corriente del electrodo modificado es mas de cinco veces
mayor a la presente en el electrodo no modificado.

Una vez modificado el electrodo, utilizamos la PFV catalitica para analizar dos
aspectos de la catalisis: el perfil actividad vs pH y el comportamiento del potencial

catalitico (E

cat

) en el intervalo de pH 2.5-7.0, asi como el efecto de concentraciones
crecientes de los inhibidores CI7, F"y N,

Como se observa en la Figura 3.10 (barras verdes) el perfil de la actividad vs
pH es idéntico al observado mediante la conversion de sustratos fendlicos y no
fenolicos en las pruebas realizadas en solucion. Entonces, podemos asegurar que la
union de la enzima con el electrodo no modifica por tanto la actividad de Cg L, en

este caso la reduccion de O..

67



0.6

0.4 -

0.2

02 + -

-0.4

1/ uA

-0.6 -

-0.8 -

modificado
= - =no modificado

0.25 0.35 0.45 0.55 0.65 0.75 0.85
Potencial vs SHE / V

Figura3.12 a) Voltamograma derivado de la modificacién del electrodo con antraceno. b)
Voltamograma catalitico de electrodos con Cg L, la comparaciéon muestra la mayor corriente
observada tras la modificacion quimica del electrodo.

La determinacion de E_,,, mostro una fuerte dependencia con el pH del medio.

cat?

El mayor potencial catalitico (0.80 V) se observo a pH 3.0 y decae con un perfil tipo

sigmoidea al alcalinizar el medio. El perfil se sobrepone con el de la actividad
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35 e . . .
Utilizamos esta lacasa como referencia porque es la mejor estudiada.
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descrito para otras lacasas fungicas, por ejemplo Coprinus cinereus €;,= 4.0 mM™

cm™y g,= 4.3 MM cm™ (Bukh & Bjerrum, 2010), Melanocarpus albomyces €;,=

6.5 MM cm™ y g,= 10.0 MM cm™ (Hakulinen et al., 2002) o la bacteriana de

Bacillus subtilis e,= 4.0 mM™ cm™ y g,= 4.3 mM™ cm™ (Durlo et al., 2008).

Aunque se han determinado varias estructuras de lacasas y otras BMCO por rayos
X, es dificil encontrar en la literatura sus valores de &, y &5, por lo que es dificil
establecer una correlacion entre la configuracion de los sitios* y los espectros UV-
Visible.

Los perfiles de actividad en el intervalo de pH mostraron que la enzima es
activa en el intervalo 3.0-6.5 y que la actividad tiene un perfil de curva sigmoidea en
el intervalo estudiado, sin importar la naturaleza del sustrato empleado. La
actividad maxima se observo a pH 3.0, siguiendo un decaimiento gradual hasta
inactivarse a pH 7.0.

El mismo comportamiento se observo para E

cat?

cuyo valor oscila entre 0.80 V

y 0.73 V. La superposicion de los perfiles de actividad y de E

cat

vs pH, sugieren la
participacion de residuos acidos en la determinacion de los perfiles de actividad y
del potencial catalitico.

La dependencia pH-inhibicion de la actividad enzimatica por CI°, sugiere un
mecanismo de inhibicion distinto al de los otros dos inhibidores probados (F' y N3°),
asi como la participacion de la protonacion de algln residuo cercano a los centros

de cobre involucrado en la union del CI.

36 Con conformacion me refiero principalmente a nimero e identidad de ligandos, los cuales estan
directamente relacionados con el potencial redox de los sitios y con el nivel de covalencia de los
enlaces.
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Capitulo 4 Reacciones redox en cristales de Cg L

4.1 Introduccion

Este cuarto capitulo comprende un estudio sobre como aprovechar la
generacion de radicales, producidos durante la irradiacion de cristales de proteina
con rayos X, como herramienta para estudiar mecanismos cataliticos de sistemas
redox a nivel atomico. Para ello utilizamos como modelo a Cg L.

Como describimos en el capitulo anterior, las lacasas poseen cuatro sitios de
cobre, clasificados en tres tipos de acuerdo a sus caracteristicas espectroscopicas. El
T1 Cu, o cobre azul, el mas cercano a la superficie de la proteina (Figura 4.1),
funciona como aceptor primario de electrones. Esta coordinado por dos histidinas y
una cisteina. El residuo Met que en algunas lacasas funge como ligando axial en Cg L
corresponde a lle. La intensa transicion de transferencia de carga (CT) SCys—>Cu*'
hace a este sitio detectable en |a region visible del espectro, con un maximo de
absorcion a 608 nm y en EPR por un desdoblamiento hiperfino estrecho. EI T2 Cu o
cobre normal, coordinado por dos histidinas y una molécula de OH~, sélo es
identificable por EPR y se caracteriza por un desdoblamiento hiperfino amplio. En el
sitio binuclear T3 Cu, cada uno de los cobres es coordinado por tres histidinas. Su
estado oxidado, en el que ambos T3 se encuentran unidos por medio de un OH’, se

observa como un hombro a 330 nm.
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Figura 4.1 Estructura tridimensional de Cg L sefnalando la ubicacion de los sitios

metalicos y los canales de acceso del O, (magenta) y de salida de H,0 (cian).

El enfoque empleado en este capitulo combina la produccion de especies
radicales, primordialmente e,,” y "OH, generadas durante la irradiacién de rayos X*’
y un sistema redox como lo es Cg L. Bajo nuestra propuesta, los electrones
requeridos para la reduccion de oxigeno, que originalmente provienen de la
oxidacion de un sustrato en el sitio T1 Cu, serian generados durante la irradiacion
de los cristales y en especifico por la radidlisis del solvente (Figura 2.1, Capitulo 2).
Puesto que los cristales de Cg L contienen mas de 60 % de solvente, la generacion
de radicales "OH y de e, es relevante en este estudio. La reduccion y radiélisis de
sitios metalicos, junto con el dafio sufrido por ciertos residuos de aminoacidos ha

sido demostrada ampliamente en diversas proteinas y en elementos como Br

(Qliéric et al., 2007), Hg (Ramagopal et al., 2005), | (Evans et al., 2003) y Se (Rice

et al., 2000).

3 Descrito en el capitulo 2.
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Lo anterior nos permite hipotetizar que observaremos cambios de estado de
oxidacion en los centros de cobre inducidos por los radicales generadas durante la
irradiacion de los cristales de Cg L. En caso de ocurrir una reduccion gradual, ésta
causaria la reduccion del O, a 2H,0 en las moléculas de Cg L al interior del cristal,
simulando asi la catalisis enzimatica (Figura 4.2). Siendo que la proporcion de sitios
metalicos reducidos depende directamente de la dosis, al manipular la dosis
absorbida podremos obtener estructuras en diferentes niveles o estados de
reduccion, las cuales podran ser extrapolables a los intermediarios cataliticos de la
reduccion de O,. Junto con la reduccion de Cu* — Cu", los sitios metalicos seran
sujeto de radiolisis: la ruptura del enlace metal-proteina. Por ello, esperamos que la
ocupacion de los sitios metalicos sea también proporcional a la dosis absorbida por

el cristal.

Figura 4.2 Ciclo catalitico de la reducciéon de O, a 2H,0 en las BMCO. (Modificado de

Solomon, E. I. et al., 1996).
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a su vez son dependientes de la cantidad de dosis absorbida durante la colecta de

datos.

Tabla 4.1 Distancias de coordinacion y ocupacion de los sitios de Cu en Cg L a diferentes
valores de pH.

pH | CuT1(A) CuTl [CuT2 CuT3 CuT3
(ocupacion) | (ocupacion)| (CuA-CuB) | (ocupacion)
(A)

NHis415-Cu=2.11

4.0 NHis4762-Cu=2.50 0.3 - 4.5 A=038
SyCys-Cu=2.54 B=0.7
NHis415-Cu=2.12

5.5 NHis476-Cu=2.11 0.7 0.46 5.0 A=038
SyCys-Cu=2721 B=0.8
NHis415-Cu= 2.2

7.0 NHis476-Cu= 2.3 0.6 0.31 4.8 A=038
SyCys-Cu=2.31 B=0.7
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Tras la dialisis, la proteina se concentr6 a 15 mg ml™ en tubos Amicon con un
MWCO de 30 kDa. Las condiciones de cristalizacion se optimizaron a partir de los
resultados obtenidos con los kits de cristalizacion Crystal Screen 1 (CS1) y Crystal
Screen 2 (CS2) de Hampton Research (Aliso viejo, EE.UU.). Todas las pruebas se
realizaron bajo el método de gota colgante (difusion de vapor), mezclando 1 ul de
solucion proteina + 1 ul de solucion precipitante. Se obtuvieron microcristales en la
condicién nimero 7 del CS2, conformada por 10% (p/v) PEG 1000, 10% (p/v) PEG
8000. Tras la optimizacion se obtuvieron cristales en dos condiciones, ambas a 277
K: 100 mM MES, 5% PEG 1000, 5% PEG 8000, pH 4.5 y 10% PEG 1000, 10% PEG
8000 en Tris pH 7.2. Se realizaron varias matrices de optimizacion para remplazar el
MES por acetatos, citratos y una solucion de Mcllvaine, sin embargo, todos ellos
fueron infructuosos.

Todos los valores de pH fueron verificados con tiras de papel pH (pHydrion)
en los intervalos 0-13 y 4.0-6.9, o alternativamente con un potenciémetro (Oakton
Benchtop Meter 510) tras escalar las soluciones a un volumen de 10 ml.

Anterior a la colecta de datos, los cristales fueron transferidos, durante 2
minutos, a una solucion crio-protectora conformada por 25% (p/v) PEG 1000, 15
% (p/v) PEG 4000, 5% (p/v) PEG 8000 y 100 mM Tris pH 7.2*. Los cristales se
montaron en un asa de rayon y fueron enfriados a 100 K en un flujo de N,(g).

Para incrementar la ocupacion de los sitios de cobre, los cristales crecidos a
pH 4.5 y 7.2 fueron remojados en la solucion crio-protectora descrita

anteriormente pero con 2-10 mM de CuSO, adicional (Bento et al., 2005). La

incubacion se realizd en el intervalo de 2-10 minutos. A tiempos de incubacion

* Puesto que este pH esta fuera del intervalo de amortiguamiento del MES no se considera una
solucion amortiguadora o buffer.
** Alternativamente en 100 mM MES pH 4.5
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Para generar los modelos correspondientes a dosis absorbidas intermedias,
se formaron data-sets compuestos utilizando el método descrito previamente

(Berglund et al., 2002). En resumen, se colectaron data-sets completos (240

imagenes, Ae=0.5°) de cuatro cristales de Cg L a diferentes angulos ¢ iniciales
(@gare)- A partir de ellos se formaron el mismo nimero de data-sets compuestos
tomando 80 imagenes de cada data-set original, en los que cada intervalo fusionado
correspondio a la misma dosis absorbida (Figura 4.4). Los data-sets compuestos
fueron fusionados utilizando SORTMTZ y posteriormente procesados como se

describid anteriormente.

4.3 Resultados

4.3.1 Espectroscopia Visible en linea
Los espectros de luz visible acoplados a la difraccion mostraron la reduccion

gradual de la sefal de 608 nm correspondiente al sitio T1 Cu (Figura 4.5a). Aunque,
en realidad se observa una disminucion en toda la regién de 500-700 nm la
comparacion entre 450 y 608 nm muestra que la diferencia de los barridos presenta
un minimo a ~ 608 nm (Figura 4.5 b). La absorbancia en la region de 350 < A > 700
nm no se obtuvo debido al que el equipo empleado no registraba este intervalo.
Esto impidi6 observar cambios en la banda de absorcion de 330 nm,
correspondiente a los sitios T3 Cu. Sin embargo, la reduccion de la absorbancia
observada en la region del sitio T1 Cu sugiere la reduccion y/o la radidlisis del

mismo.
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estructuras nuevamente al proceso de afinamiento fue el de determinar por un
método automatico y Unico para todas las estructuras, la ocupacion de cada uno de
los sitios metalicos.

En lo que respecta a las ocupaciones, no se observaron diferencias
significativas con respecto a los valores asignados manualmente durante la tesis de
maestria (Tabla 4.2). Aunque las dosis absorbidas son muy similares, las
ocupaciones de los sitios T2 y T1 Cu son variables y parecen depender del pH del
medio en el que se cristalizaron y difractaron los cristales de Cg L. El sitio T2 Cu es
el mas labil de los cuatro, ausente a pH 4.0 y a ocupaciones menores a 0.5 en los
cristales a pH mas alcalino. La ocupacion del T1 es susceptible solo al pH mas acido,
en el que su ocupacion es de 0.3, la mitad de la observada a pH 5.5y 7.0. En cambio,
la ocupacion calculada para los dos T3 Cu es practicamente la misma en los tres
modelos. Aunque el afinamiento en PHENIX modifico las ocupaciones determinadas
originalmente para justar los valores de PDA de los sitios metalicos con los de su
entrono (residuos de aminoacidos y moléculas de agua), las nuevas ocupaciones
estuvieron dentro de un intervalo de error aceptable. Por otra parte, el remojado en
una solucion crio-protectora con sales de cobre (CuSO,) no aumento la ocupacion
de ninguno de los sitios, independientemente del pH del medio.

El afinamiento automatico no modificd tampoco las diferencias observadas en
la geometria de los centros de cobre de las tres estructuras determinadas a baja

dosis (Tabla 4.1, Figura 4.5).

Tabla 4.2 Comparacién de las ocupaciones de los sitios de cobre determinadas por el
método manual y mediante afinamiento de ocupaciones en Phenix en cristales de Cg L.

pH | Dosis (MGy) Ocupacion T1Cu Ocupacion T3 Cu Ocupacion T2
(manual / phenix) (manual / phenix) (manual / phenix)
4.0 0.2 02/03 A=0.9B=0.9/A-0.8B=0.7 0/0
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5.5 *0.4* 07/07 A=0.8B=0.8 / A=0.8 B=0.8 0.5/0.5

7.0 0.3 0.8/06 A=0.9B=0.7 / A=0.8 B=0.6 05/0.3

4.3.3 Absorcion de rayos X
A continuacion, realizamos XAS para darle mayor sustento a los resultados

obtenido de los barridos en el visible, que sugieren la reduccion del sitio T1 Cu como
consecuencia de las reacciones quimicas desencadenadas durante la irradiacion.

El espectro obtenido del cristal de Cg L a la menor dosis asequible (0.2 MGy),
mostré el perfil caracteristico de cobres en estado oxidado o cuprico (Cu®) conun
maximo de absorbancia a 8998 eV (Figura 4.7, linea continua). El espectro del
cristal obtenido tras una colecta completa de datos, con una dosis aproximada de 8
MGy muestra una menor absorbancia a 8998 eV, acompahada por la aparicion o
incremento de un hombro a menor energia a 8984 eV. Este perfil es caracteristico
del estado reducido o cuproso (Cu'") y demuestra que durante la irradiacion con
rayos X los sitios de cobre contenidos en cristales de Cg L se reducen. El hombro a
8984 eV se observa, aunque a menor magnitud, desde el espectro a 0.2 MGy y se
explica porque la dosis para reducir estos sitios metalicos es menor a ese valor. Por
lo tanto, el incremento en la absorbancia del hombro a 8984 eV es dependiente de
la dosis absorbida.

Ahora, a diferencia de los resultados derivados del espectro visible, que nos
permiten afirmar que el T1 Cu es el que se reduce, los espectros de XAS no
permiten discriminar la identidad de los sitios reducidos, sino simplemente concluir
gue hay un aumento de Cu™ con respecto al Cu®’ en la poblacién contenida en el

cristal.
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justificara la inclusion de un atomo de cobre en los modelos en ese sitio particular.
En lo que al T1 Cu respecta se observd, también en todos los cristales empleados,
una ocupacion menor a 0.2, aunque en la mayoria de ellos el valor tiende a 0.0.
Puesto que los resultados fueron practicamente iguales para los mas de 15 cristales
difractados, en la Tabla 4.3 s6lo se presentan los resultados de tres cristales

representativos.

Tabla 4.3 Ccupacion de los sitios de cobre en los cristales de Cg L difractados a altas

dosis.

A (A) Dosis Ocupacion T1Cu Ocupacion T3 Cu Ocupacion T2
(MGy) | (manual / phenix) {manual / phenix) | (manual / phenix)

0.9798 16 0.0 A=05B=05 0.0

1.1271 8.2 0.0 A=05B=0.5 0.0

1.3778 5.9 0.0 A=05B=05 0.0

Una ventaja de utilizar & = 1.38 A es que nos permitié calcular mapas de
densidad anémala para identificar los cobres de manera inequivoca y descartar que
la baja ocupacion se debiera a una relocalizacion de los sitios metalicos. En
congruencia con los modelos descritos anteriormente, el (nico sitio que mostro
densidad anomala fue el T3 binuclear (Figura 4.7). Las regiones correspondientes a
los sitios T2 y T1 y sus alrededores no mostraron ningun indicio de la presencia de
cobre. Una caracteristica interesante del mapa mostrado en la Figura 4.7 es que la
magnitud de la sefal anéomala de ambos sitios T3 es distinta, aun cuando su

ocupacion es la misma (Tabla 4.3).
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densidad electrdnica calculada entre ambos cobres. En esta Ultima el mejor ajuste
del modelo se obtuvo al incluir una molécula de H,0. Entre la menor (4 MGy) y
mayor (16 MGy) dosis, observamos una expansion gradual de la distancia de 4.43 A
al inicio a 4.74 A. Esa expansion de la distancia de los cobres T3 aleja a la molécula
de H,0, que inicialmente se encontraba equidistante de los sitios T3, Cuy T3; Cu
(22y23 A respectivamente). La configuracion final del sitio, aquella determinada
a 16 MGy, posiciona a la molécula de H,0 a 2.1A del T3, Cuy a 2.8 A del T3, Cu

(Figura 4.8).

Figura 4.8 Cambios inducidos por el aumento de la dosis absorbida en los sitios T3
del centro trinuclear. a) 4,b) 8 ¢) 12 y d) 16 MGy. Mapas 2F-F=1.7cy F,-F=3.5

.

A partir de los mismos data-sets compuestos, calculamos mapas anémalos

para observar si la sefial andbmala correspondia con las ocupaciones calculadas para
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dosis y pH mas alcalino (5.5 y 7.2), el sitio T2 no presentd densidad electrénica, a
diferencia de los valores de ocupacion de 0.3-0.5 observados a baja dosis.

El sitio T1 Cu también mostrd ser mas susceptible a la radiolisis a altas dosis.
Mientras que a baja dosis su ocupacion es de 0.3 a pH 4.0, en cristales crecidos en
condiciones idénticas, pero difractados en fuentes sincrotron su ocupacion fue de
0.0, es decir, no se observo densidad electronica para este sitio. A pH mas alcalino,
en especifico pH 7.2, la ocupacion del T1 Cu a bajas dosis fue de 0.6-0.7. Sin
embargo, a altas dosis, la mayor ocupacion observada fue de 0.2, siendo 0.0 en la
mayoria de los cristales probados.

Por ultimo, los sitios T3 Cu que habian mostrado no ser susceptibles a la
radiolisis a bajas dosis (ocupaciones cercanas a 0.8), a alta dosis disminuyen su
ocupacion a £ 0.5.

En sintesis, podemos concluir que hay un orden en la radiolisis observada en
los cristales de Cg L, en la que el primero en ser escindido es el T2 Cu, seguido por el
T1 Cu y por dltimo una disminucion en los sitios T3 Cu, que en nuestros resultados,
nunca es menor de 0.4, incluso a la mayor dosis de absorcion probada de 16 MGy.

Respecto a los data-sets compuestos, Unicamente se observd densidad
electronica en los cobres del sitio T3. Con el aumento de dosis, en los modelos
determinados a 4, 8,12 y 16 MGy, no se observaron cambios en la ocupacion de
ninguno de los dos T3 Cu. En cambio, si se observo una expansion de la distancia
que separa al T3, del T3,, esto conforme aumenta la dosis y como consecuencia la
desaparicion de la densidad electronica (ruptura del enlace) entre el T3, Cu y la
molécula de agua modelada. Esto sugiere que la molécula de agua, que
originalmente se encontraba puenteando los dos cobres T3, se encuentra enlazada

Unicamente al T3, al aumentar la dosis absorbida a 16 MGy. Junto con este cambio
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observamos que la senal andémala correspondiente al T3, Cu es mucho mayor que la
del T3, desde la menor dosis obtenida. La tenue sefal del T3, desaparece a partir de
los 12 MGy, aun cuando la ocupacion de los dos sitios es igual (0.5 ambos) en el
intervalo de dosis de 4-16 MGy. Puesto que la ocupacion no cambia al aumentar la
dosis, interpretamos esa diferencia en la densidad anoémala como consecuencia de
la reduccion del sitio T3,. Mientras que el T3, se encuentra oxidado, congruente
con la unién de la molécula de H,Q, el T3; se ha reducido durante la irradiacion con
rayos X. Como se observa en la figura 4.7 la absorcion y por tanto la contribucion

anomala, disminuye con el aumento de la dosis absorbida.

4.5 Conclusiones
En conclusion, la radiolisis de los sitios de cobre impidid la determinacion de

intermediarios de la reduccion de O,, puesto que la ausencia del sitio T2 no es
consistente con el mecanismo catalitico propuesto.

Sin embargo, observamos por dos métodos distintos, XAS y espectroscopia en
el espectro visible, que los sitios de cobre se reducen al aumentar la dosis de
radiacion absorbida. Mientras que los espectros en la region visible, muestran la
reduccion especifica del T1 Cu, XAS muestra la reduccion de una parte de la
poblacion de Cu contenida en la muestra.

La combinacion de las técnicas de espectroscopia y de la densidad electronica
calculada para los modelos cristalograficos, nos permite deducir que la reduccion de
los sitios, precede o es simultanea a la radiolisis. Mientras que a dosis menores a 4
MGy la ocupacion del T2 Cu ya es menor a 0.5 en los tres cristales probados, la del
T1 Cu es dependiente del pH del medio. A estas bajas dosis la ocupacion de los dos

T3 no se ve afectada significativamente. En cambio, a dosis mayores de 4 MGy no
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existe densidad electronica en el sitio T2 Cu. Lo mismo observamos con la
ocupacion del T1 Cu que tiende a 0.0 a dosis mayores a la mencionada. Mientras
gue a bajas dosis (menores a 1 MGy) la ocupacién de los cobres del sitio T3 es de
alrededor de 0.8, a altas dosis ésta disminuye a valores < 0.5. La reduccion
observada mediante XAS, junto con los mapas andémalos calculados para los data-
sets compuestos, sugiere que el sitio T3, Cu es mas susceptible a la reduccion que
su contraparte el T3, Cu, quien permanece predominantemente® oxidado y

coordinado por una molécula de H,0.

45 . . , .. .
recordemos que estamos hablando de un promedio poblacional y no de moléculas Unicas/sencillas.
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Capitulo 5 Conclusiones finales

Si bien la presentacion de los resultados obtenidos en esta tesis se hizo en
capitulos independientes, el trabajo en conjunto tuvo un objetivo comun:
comprender las bases quimicas del dafio por radiacion ocasionado durante la
determinacion de estructuras de proteinas por medio de difraccion de rayos X.
Englobados en el objetivo general planteamos dos objetivos particulares: proponer
métodos para aminorar los efectos del dafio causado por la radiacion y utilizar el
dano para desencadenar reacciones en enzimas redox.

Como conclusion general, los efectos del dafio por radiacion son causados por
las especies radicales generadas durante la irradiacion, predominantemente los e,
y "OH. Los efectos del dafio deben ser considerados durante la determinacion de
estructuras de proteinas, pero con mayor énfasis en el caso de metaloproteinas.

A continuacion sintetizamos los resultados obtenidos en los tres capitulos
anteriores, correspondientes a:

i. el empleo de radioprotectores o scavengers para atenuar los efectos del dano
por radiacién y para comprender a detalle el mecanismo quimico del dafo del
mismo (Capitulo 2).

ii. la caracterizacion de Cg L (potencial «catalitico (E.,), propiedades
espectroscopicas de los sitios de Cu, estado de oxidacion y ocupaciones de los
cuatro iones metalicos que componen los sitios activos de la enzima) (Capitulo
3).

iii. y por dltimo la propuesta de sistematizar un enfoque que intenta describir
mecanismaos cataliticos combinando sistemas redox y las cascadas de reacciones

que ocurren durante la irradiacidon con rayos X. En este enfoque, el control de

96



variables como la dosis y la disponibilidad de protones (pH del medio, cuando la
donacion de H' esta involucrada en la reaccion reductiva) inciden directamente

en los resultados obtenidos (Capitulo 4).

5.1 Efecto de la produccion de radicales sobre cristales de HEWL

Por espectroscopia UV-Visible acoplada a la difraccion de rayos X, mostramos
que la adicién de NaNO,, en soluciones concentradas y cristales de HEWL, mitiga la
aparicién de la banda de 580 nm correspondiente a los e,,". Nuestros resultados
demuestran que las moléculas de nitrato, presentes en soluciones y cristales de
HEWL, constituyen un minimo energético para los €.q - Como consecuencia, la
difusion de los electrones ya no concluye, predominantemente, en los enlaces S-S, y
en consecuencia se disminuye significativamente la formacion de radicales RS-SR’"
observada en la region de ~ 400 nm. Este resultado fue confirmado a nivel de
densidad electronica, en donde observamos que la integridad de los puentes
disulfuro es mayor en los tres cristales remojados en NaNO, que en el cristal nativo
y el co-cristalizado con ascorbato. Durante este trabajo no probamos la eficiencia
del ascorbato como mitigador de radicales, utilizando UV-Visible, porque ésta ya
fue demostrada anteriormente. A concentraciones mayores a 0.5 M, el ascorbato
resulto ser un eficiente mitigador de la formacion de electrones solvatados y de la

ruptura de enlaces disulfuro (Southworth-Davies & Garman, 2007).

La adicion de nitrato y ascorbato incrementa la dosis media (D,,) tolerada por
cristales de HEWL en un factor de dos. Aunque ambas moléculas actlan por
mecanismos distintos, nitrato sobre la via reductiva y ascorbato sobre la oxidativa,
ambos tienen un efecto comparable sobre la estabilidad de la red cristalina. El

efecto de la presencia de scavengers sobre el aumento de la tolerancia a la dosis
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absorbida es comparable al obtenido por difraccion a temperaturas de 50 y 15 K

(Meents et al., 2007; Meents et al., 2010). Por otra parte, la variabilidad observada

entre cristales incubados en nitrato sugiere que el tiempo de remojado puede tener
un efecto perjudicial sobre la estabilidad de la red cristalina. También mostramos
que los resultados obtenidos dependen del método que se utilice para cuantificar el
dafo inducido por la radiacion. El analisis del factor de decaimiento, R,, y el de
intensidades globales dieron resultados distintos para los cristales niti4 y niti8. A
pesar de las diferencias observadas entre ambos métodos, ambos mostraron que la
presencia de nitrato en el cristal nitfl4 y la co-cristalizacion con ascorbato en el
cristal asc, tiene efecto positivo sobre |a tolerancia de los cristales a la radiacion. La
variabilidad en los cristales de nitrato se explica por el método de remojado
utilizado, en el que la concentracion final del scavenger pudo variar entre cada
cristal.

5.2 Efecto de la produccion de radicales sobre cristales de Cg L

Al contrastar los resultados obtenidos de la cuantificacion de cobre y los
espectroscopicos (UV-Vis y EPR), con las ocupaciones calculadas en todas las
estructuras determinadas en este trabajo, indican que los sitios metalicos, tanto en
cristales como en soluciones concentradas de Cg L, son sujeto a la reduccion y
radiolisis.

En cuanto a la reduccion de los sitos metalicos, podemos decir que el T1Cu se
es susceptible a la reduccién alin a dosis muy bajas, 0.3 MGy, como lo mostraron los
espectros UV-Visible acoplados a la difraccion. Los espectros de XAS muestran que
a dosis mayores, mayores a los 4 MGy, hay un claro desplazamiento de la poblacion
original de Cu®" hacia una poblacién predominante de Cu'. Los mapas andémalos

calculados sugieren que el T3, Cu es mas susceptible a la reduccion que su
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contrapar el T3, Cu. En combinacion con los resultados derivados de los estudios en
cristales de HEWL podemos afirmar que la reduccion de los sitios de cobre
observada durante la irradiacidon con rayos X ocurre como consecuencia de la
generacion de electrones. En ausencia de sustrato, esta es la Unica fuente de
electrones en la muestra.

La ocupacion de los sitios es susceptible a la cantidad de dosis recibida (Tabla
5.1). Mientras que a dosis menores a 1 MGy la presencia de los sitios T1 y T2 Cu
parece depender del pH, a dosis mayores a los 4 MGy solo observamos los T3 Cuya
una ocupacion de 0.5 Este resultado, es fortalecido por la falta de actividad
observada en cristales irradiados en sincrotron y posteriormente disueltos en

soluciones conteniendo el sustrato 2,6-DMP.

Tabla 5.1 Ocupaciones de los sitios de cobre en las estructuras de Cg L y su
dependencia de la dosis.

Cristal | Total T1Cu | T2Cu | T3 Cu | Dosis
(MGy)

pH 4 1.8 0.3 0.0 A=08 |03
B=0.7

pH55 | 2.8 0.7 0.5 A=08 |04
B=0.38

pH7.0 | 2.5 0.7 0.3 A=08 |03
B=0.7

0.9798 | 1.0 0.0 0.0 A=05 |16
B=0.5

1.12 1.0 0.0 0.0 A=05 1|8
B=0.5

1.38 1.0 0.0 0.0 A=05 |6
B=0.5
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A partir de estas observaciones podemos establecer un orden para la radidlisis
de los sitios de cobre en Cg L en el cual el mas susceptible de todos es el T2 Cu,
seguido por el T1 Cu y por Gltimo los dos T3 Cu. Puesto que en un inicio todos se
encuentran en estado oxidado, proponemos que las diferencias se deben a la
accesibilidad de los sitios y/o a diferencias en el potencial redox de cada sitio. De
esta forma la accesibilidad del T2 Cu a los electrones seria mayor que ladel T1 Cuy
ésta a su vez significativamente mayor a la del T3 Cu. Respecto al potencial redox,
los sitios de mayor potencial actuarian como minimos energéticos para los e,
reduciéndose y posiblemente radiolizandose antes que los de menor potencial, que
a su vez, actuarian como minimos locales para los e,~. El potencial catalitico
determinado por electroquimica solo nos senala que Cg L es una lacasa de alto

potencial y muestra una dependencia de E_, con el pH, lo cual pudiera explicar la

cat
dependencia de la ocupacion y configuracion de los sitios de cobre con respecto al
pH del medio. Sin embargo, a partir de este calculo es imposible separar la

contribucion de cada sitio metalico a E_,, porque éstos actlan como un circuito

cat?
eléctrico. Para separar las contribuciones individuales debiéramos utilizar meétodos
como la utilizacion de inhibidores especificos para cada sitio o modificaciones
genéticas como la eliminacion de los residuos de aminoacidos que los coordinan.
Sobre este tema se ha propuesto que el sitio T2 actia como un transistor, es decir

regula o funciona como punto de control del flujo de electrones desde y hacia los

demas cobres en la proteina (Shleev & Ruzgas, 2008).

A pesar de que pudimos observar diferencias en la region del centro
trinuclear® al conformar data-sets compuestos, éstas no son extrapolables al

mecanismo catalitico de las lacasas por la ausencia de T1 y T2 Cu en las estructuras

“6 El sitio de reduccion del O,.
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hipotetizamos, esta relacionado con su accesibilidad o propiedades electronicas

como el potencial redox.

5.3. Perspectivas

Entre las perspectivas que se derivan de esta tesis proponemos evaluar el
efecto de anadir simultaneamente scavengers con diferentes propiedades sobre la
estabilidad de la red cristalina. En particular, la combinacion de ascorbato y nitrato
pudieran tener un efecto sumatorio en la D,, de cristales expuestos a rayos X.

Otra perspectiva es la adicion de scavengers, en particular de nitrato de sodio,
a cristales de metaloproteinas para aminorar la reducciéon y posiblemente la
radiolisis de los sitios. El efecto de la adicion de nitrato debe ser analizado desde
varios enfoques:

i. XASy/o UV-Visible acoplados a la difraccion, para mostrar su efecto sobre

la reduccion de los sitios.

ii. A nivel de intensidades para ver su efecto sobre el dano global.

iii. Mapas anomalos para identificar inequivocamente a los metales y poder

establecer estados de oxidacion en enzimas con multiples centros de cobre.

iv. A nivel de dafno especifico para ver su efecto sobre la proteccion de

residuos de aminoacidos.

Por Ultimo, una vez caracterizado el efecto de los scavengers sobre los
cristales de proteinas con sitios redox activos, controlando la concentracion de los
mismos y la dosis absorbida seria posible obtener intermediarios de la reduccion en

sistemas redox.
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