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A Lucia Murphy Carrera, por supuesto.

Te amo.






RESUMEN

Actualmente la cristalografia de rayos X es la principal técnica experimental pa-
ra obtener la estructura de una macromolécula. El dafio por radiacién es un
problema inherente en esta técnica.

Los experimentos de difraccién de rayos X se realizan a una temperatura de
—173°C, por lo que las tnicas especies reactivas son los electrones solvatados,
los atomos de hidrégeno y los huecos positivos. La captura de los primeros
por parte de los puentes disulfuro de las proteinas, promueve la ruptura de los
mismos. Este dafio sobre residuos particulares de la macromolécula cristalizada,
se conoce como dafio especifico.

En esta tesis se intenté mitigar este dafio sobre los puentes disulfuro, al reducir
el ntiimero de electrones solvatados dentro del cristal. Como modelo se us6 la
lisozima de clara de huevo de gallina (Gallus gallus), la cual es facil de cristalizar
y posee cuatro puentes disulfuro. Se abordaron dos diferentes estrategias para
llevar a cabo este proyecto: (i) afiadir, por medio de remojo, metales de transicién
al cristal macromolecular y (ii) cambiar el pH de la condicién de cristalizacion.

El dafio especifico fue mayor en los cristales remojados con compuestos con
dtomos metdlicos, a comparacién del cristal nativo. En cuanto al cambio de pH
en la condicién de cristalizacién, de manera inesperada, el cristal relativamente
mas basico fue el que presenté menor dafio sobre los puentes disulfuro.

En conclusion, a pesar de ser aceptores de electrones, los dtomos metalicos
elevan la dosis de radiacién absorbida por el cristal macromolecular lo que hace
que el dafio por radiacién sea mayor. Con respecto al cambio de pH en la con-
dicién de cristalizacién, los resultados obtenidos son contrarios a los esperados
de acuerdo a la hipétesis planteada. Como perspectiva, se sugiere la investiga-
cién, con mayor detalle, del efecto del pH en el dafio por radiacién en cristales
macromoleculares.






...if we were to name the most powerful assumption of all,
which leads one on and on in an attempt to understand life,
it is that all things are made of atoms, and that everything
that living things do can be understood in terms of the
jigglings and wigglings of atoms.

— Richard P. Feynman, The Feynman Lectures on Physics.
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INTRODUCCION

1.1 CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X

Para determinar la estructura atémica de una macromolécula, es comtin emplear
la resonancia magnética nuclear y/o la cristalografia de rayos X (CRX). Los mo-
delos estructurales se depositan en la base de datos de proteinas (BDP) [1]. Cerca
del 90 % de los depésitos se han dado gracias a la CRX.

El experimento de CRX es relativamente simple y consiste en la repeticién de
tres pasos: (i) incidir rayos X sobre el cristal de la macromolécula de interés, (ii)
captar, por algin medio, el patrén de difraccién resultante y (iii) rotar sobre un
eje, respecto a un marco de referencia, el cristal. El objetivo radica en colectar su-
ficientes patrones de difraccién, los cuales contienen informacién necesaria para
determinar la estructura macromolecular. La teoria en si es un poco mas compli-
cada. En breve, la energia de los rayos X se puede transferir a los electrones de
las moléculas que conforman el cristal. Si la transferencia se da de forma elastica,
los electrones oscilaran con la misma frecuencia que la onda de rayos X incidente.
Esto resulta en una emisién de rayos X que a su vez pueden interferir entre si, de
forma destructiva o constructiva. Unicamente si la diferencia entre las fases de
las ondas de estos rayos X es exactamente igual a n27 radianes, donde n es un
numero entero, la interferencia serd constructiva [2]. Dicho evento se manifiesta
como uno de los tantos puntos en un patrén de difraccién (figura 1.1).

Figura 1.1: Patr6n de difraccién de un cristal de proteina. Cada pixel tiene asociada una
intensidad, proporcional al niimero de fotones detectados. Los anillos con-
céntricos, o fajas de resolucién, indican la resolucién estructural de los datos:
interno, medio y externo a 3.0, 2.4y 1.5 A Imagen creada con ADXV v. 1.9.13
y el patrén de difraccién en https://tinyurl.com/ydfw6asv.


www.scripps.edu/tainer/arvai/adxv.html
https://tinyurl.com/ydfw6asv
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1.2 DANO POR RADIACION

Una de las limitantes de la CRX, es el dafio que causan los rayos X sobre el cristal
macromolecular. Esto se conoce como dafio por radiacién y en dltima instancia
provoca que cada cristal macromolecular presente un limite temporal, denomi-
nado tiempo de vida ttil, donde la informacién contenida en los patrones de
difraccién se degrada hasta perderse. La cantidad de patrones de difracciéon que
puedan obtenerse de un cristal macromolecular dependerd, entre otros factores,
de su tiempo de vida dtil. Entre mayor sea el dafio por radiacién, peores serdan
las consecuencias.

El dafio por radiacién ha sido un problema fundamental para la CRX, incluso
desde la primer macromolécula determinada [3]. Para aquella época, a finales
de la década de 1950, era comtin monitorear la intensidad de un par de puntos
en el patrén de difraccién y cambiar el cristal por uno nuevo si la intensidad se
reducia entre 15 a 30 % de su valor inicial [4]. Por esta razén, la mayoria de los
modelos estructurales depositados en la BDP, por lo menos antes del afio 2000,
representan un promedio de varios cristales [5].

1.2.1 Origen

El dafio por radiacién se da porque los electrones de las moléculas que confor-
man el cristal, absorben la energia de los fotones incidentes. La absorcién tiene
su causa en uno de dos fenémenos fisicos: el efecto fotoeléctrico o la dispersion
ineldstica. La probabilidad de que se dé el primero es un orden de magnitud
mayor que el segundo. El efecto fotoeléctrico consiste en la absorcién total de
un fotén por un electrén. Como consecuencia el electrén es expulsado de su
orbital dejando una vacante electrénica, conocido como hueco positivo (h*), en
la molécula que lo contenia. La energia de los electrones liberados, llamados
fotoelectrones, se disipa en la trayectoria que estos hayan tomado; generando
cientos de iones, radicales libres y eventos de excitaciéon molecular. Los radicales
son especies quimicas que poseen uno o mds electrones desapareados, por ende
su reactividad es muy alta y su tiempo de vida es particularmente corto. Una
reaccién en cadena de radicales libres es inminente. Si algtin radical, o cualquier
especie quimica producto de la radiacién, llegase a perturbar alguna molécula
que forme parte de la red de los contactos cristalinos, se perderia entonces el
orden cristalino [6]. Sin cristal no hay experimento, por lo que es crucial colectar
suficientes patrones de difraccion antes de que esto suceda.

1.2.2  Clasificacién

El dafio por radiaciéon se clasifica de acuerdo con su escala temporal. El dafio
primario es la ionizacién dada por el efecto fotoeléctrico. El dafio secundario
es la subsecuente cascada de radicales libres, dependiente del tiempo y de la
temperatura. El dafio terciario se define como el dafio fisico, visible mediante un
microscopio 6ptico, sobre el cristal. Esto implica que una fraccién suficiente de
macromoléculas ha sido afectada por el dafio primario y secundario [7].
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1.2.3 Consecuencias

Las consecuencias del dafio por radiacién se observan en: (i) la disminucién de
la intensidad de los puntos en el patréon de difraccién, sobre todo aquellos en
las fajas de alta resolucioén; (i7) un cambio del volumen de la celda unitaria?, que
causa la pérdida de la isomorfia cristalina; (iii) el aumento en los pardmetros
de desplazamiento atémico?; y (iv) la degradacién general de las medidas que
indican la calidad global de los datos [7]. El listado anterior se conoce como dafio
a nivel global. Por otra parte, el dafio especifico se refiere al dafio estructural en
la macromolécula cristalizada. Esto conlleva un orden dado: primero ocurre la
reduccién de dtomos metdlicos; después se da la ruptura de puentes disulfuro;
luego la descarboxilacién de aspartatos y glutamatos; y finalmente se pierde el
grupo tiometilo de las metioninas [8, 9]. No todos los residuos de aminoacidos
susceptibles son afectados de la misma manera. Las razones de esto no estdn del
todo claras [10]. Por este motivo, aunque existen ciertos principios bdsicos para
determinar el dafio especifico, es dificil predecirlo y saber de antemano el grado
en que afectard el modelo estructural obtenido.

En tdltimo grado, puede ser imposible obtener una estructura macromolecular
debido a la inherente susceptibilidad del cristal al dafio por radiacién o a la
pérdida de isomorfia cristalina.

1.2.4 Métricas

La mejor manera de determinar el dafio por radiacién en un cristal macromole-
cular, es estimando la dosis de radiaciéon absorbida (DRA) por el cristal. La DRA
depende a su vez de la composicién atémica del cristal y de algunos pardmetros
del haz de rayos X [11]. La DRA se mide en Grays (Gy) que, segln el Sistema
Internacional de Unidades, es equivalente a la absorcién de un Joule de energia
ionizante por kilogramo de material irradiado. En experimentos de CRX es tipico
encontrar valores de DRA del orden de MGy (1 x 100 Gy) [4]. En este aspecto, se
han propuesto varias métricas para cuantificar el dafio por radiacién en funcién
de la DRA; sin embargo, se ha demostrado que el uso de distintas métricas puede
dar diferentes resultados [12]. Actualmente no existe una métrica que haya sido
acordada por unanimidad.

Como ya se mencion, anteriormente se monitoreaba la intensidad de algunos
puntos del patrén de difraccién y se cambiaba el cristal usado por uno nuevo
cuando la intensidad de dichos puntos decaia hasta cierto nivel. Hoy en dia es
comuin comparar la intensidad promedio entre patrones de difraccién o entre
todo un conjunto de patrones de difraccién. En general se toma la intensidad
promedio a una dosis dada y se divide por la intensidad promedio inicial, es
decir: Ip/Iy. Dicha comparacion tiene que darse entre patrones de difraccion
equivalentes, ya sea usando la imagen completa o considerando fajas de resolu-
cién especificas (véase [13] o [14], respectivamente).

Para visualizar el dafio especifico, es comtin crear mapas de diferencia de
densidad electrénica entre conjuntos de datos con diferentes DRA (figura 1.2).

1 La unidad minima que al ser repetida n veces por operaciones de translacion en x, y y z, reproduce
el cristal completo.
2 Una medida de la confianza en la ubicacién de cada dtomo del modelo estructural.
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Figura 1.2: Mapas de diferencia de densidad electrénica entre dos conjuntos de datos. En
[A] se muestra el modelo estructural obtenido del primer conjunto de datos.
También se representa la diferencia de densidad electrénica entre el primer
(DRA igual a 0.6 MGy) y el segundo (DRA igual a 3.2 MGy) conjunto de datos.
La diferencia de densidad electrénica negativa (magenta) y la positiva (cian)
estdn a £ 3.5 0, respectivamente. De acuerdo con el modelo estructural inicial,
existe una densidad electrénica negativa en la posicién de los atomos de azu-
fre (S7) involucrados en la formacién del puente disulfuro. Esto implica que
la posicién de estos d&tomos para la segunda colecta de datos, no corresponde
totalmente a la del modelo inicial; sino que una parte estd dada por el puente
disulfuro y otra parte por un nuevo conférmero de cada cisteina [B]. En pocas
palabras, el dafio por radiacién promovié la ruptura de este puente disulfu-
ro en un numero significativo de celdas unitarias dentro del cristal. Nétese
ademds que el nuevo conférmero de la cisteina 80 provoca un cambio en la
conformacién de la cadena lateral de la glutamina 41, un contacto cristalino.
Imagen creada con PyMOL v. 2.2y los datos correspondientes a 2BLX y 2BLY
del estudio de Nanao et al. [15].

1.3 CRIOPROTECCION

El primer estudio en el que se valor6 el potencial de la crioproteccién para redu-
cir el dafio por radiacién, surgié por necesidad. Sucedia que ciertos cristales de
insulina con dtomos pesados, sufrian un rdpido desgaste por la radiacién. Con
base en la observaciéon de que el dafio secundario es dependiente, en parte, de
la temperatura; Low et al. compararon, de manera cualitativa, el deterioro de los


https://pymol.org/2/
https://www.rcsb.org/structure/2BLX
https://www.rcsb.org/structure/2BLY

w

1.4 LIMITE DE GARMAN

patrones de difraccion colectados a 21, 0 y a —13 °C. Los resultados fueron claros:
a menor temperatura, mayor el tiempo de vida ttil de los cristales [16].

El problema con la reduccién de temperatura en cristales macromoleculares,
era la formacién de hielo dentro de estos. Fue Haas quien primero us6 crioprotec-
tores para prevenir este problema. En el primer caso logré reducir la temperatura
hasta —50 °C, remojando cristales de lisozima entrecruzados con glutaraldehido
en una mezcla de agua con glicerol [17]. En un estudio posterior con cristales de
lactato deshidrogenasa, el proceso de entrecruzamiento destruia los cristales. En
cambio, si solo eran remojados por un par de dias en una solucién con sacarosa,
el dafio por radiacion era diez veces menor [18]. Este enfoque fue generalizado
por Petsko, quien obtuvo temperaturas de hasta —70°C en una docena de di-
ferentes cristales de proteina. En diez de los doce cristales estudiados, el dafio
por radiacion se declaré nulo [19]. Una de las desventajas de esta técnica es en-
contrar las condiciones de crioproteccion adecuadas para cada macromolécula
[19]. A pesar de este detalle, la crioproteccién fue ganando adeptos de tal forma
que para el afio 2000 era parte de la rutina de la CRX [5]. Gracias a la crioprotec-
cién, en general era suficiente un tinico cristal macromolecular para obtener un
conjunto de datos completo.

Por otro lado se dio un avance importante en el brillo® de las fuentes de rayos
X, en particular de los sincrotrones. Este adelanto permitié: (i) obtener patrones
de difraccién de mejor calidad, (ii) llevar a cabo el experimento en mucho menos
tiempo y (iii) la posibilidad de emplear cristales de menor tamario [20]. Desafor-
tunadamente, a causa de este avance en brillo, el dafio por radiacién volvié a ser
evidente a pesar del uso rutinario de la crioproteccién [7-9, 21, 22].

14 LIMITE DE GARMAN

El valor méximo de DRA para cristales macromoleculares se determiné experi-
mentalmente en un estudio con cristales de apo y holoferritina [13]. Este limite,
mejor conocido como limite de Garman, equivale a 30 MGy. En el mismo estudio
se observo que este limite correspondifa a un decaimiento de la intensidad inicial
promedio, Iy, hasta un valor igual a 0.71.

El limite de Garman es una aproximacién para estimar el tiempo de vida ttil
de un cristal macromolecular, pero no es general. Es valido que ciertos cristales
sean mads susceptibles al dafio por radiacién y por lo tanto su limite sea menor.
Por ejemplo, Liebschner et al. hallaron que en cristales de taumatina el valor de
Dy, la DRA a la cual se tiene 0.7, correspondia a una tercera o una cuarta parte
del limite de Garman, dependiendo de la energia de los rayos X usados [23].
En el otro extremo, se supone que si una colecta de datos supera dicho limi-
te, el deterioro de los datos experimentales tendra graves consecuencias, desde
conseguir una estructura alterada en cierto grado por la radiacién, hasta la inca-
pacidad de conseguir una estructura a causa de la pérdida de isomorfia cristalina
o del orden cristalino [13].

El brillo se define como la distribucién del flujo de fotones en el espacio y el rango angular. El flujo
se establece a su vez como el niimero de fotones por segundo que atraviesan un area definida por
un ancho de banda dado [20].
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1.5 RADIOPROTECTORES

Otra estrategia para mitigar el dafio por radiacién, es el uso de radioprotecto-
res. El objetivo de estas moléculas es que reaccionen con los radicales, u otras
especies quimicas generadas por la radiacién, antes que la macromolécula crista-
lizada. Las caracteristicas principales que deben tener son: (i) no afectar el orden
cristalino, (ii) tener una constante de reaccion alta por la especie quimica a neu-
tralizar y (iii) en caso de que se necesite su difusion, tener un tamafio adecuado
para moverse a través de los canales de solvente en el cristal macromolecular.
Ademads es claro que deben de tenerse en cuenta otras propiedades como la
solubilidad, la toxicidad y el valor monetario.

En 1974 se realiz6 el primer estudio enfocado en esta estrategia por Zaloga y
Sarma; quienes notaron que al afiadir estireno a cristales de una inmunoglobuli-
na G, se prolongaba su tiempo de vida ttil [24]. Diez afios después Cascio et al.
introdujeron politetilenglicol* en cristales de tres proteinas diferentes y notaron
también un aumento en el tiempo de vida ttil de los cristales [25]. Debido al éxi-
to de la crioproteccién para ese entonces, no hubo investigaciones que siguieran
estos estudios. Fue hasta que el dafio por radiacién emergi6é de nuevo como un
problema fundamental en la CRX, que los estudios en este aspecto se retomaron.

1.5.1 Incongruencias

Actualmente no hay una nocién a favor del uso de radioprotectores en el campo
de la CRX, basicamente por dos razones: la primera es que con suficientes crista-
les, se pueden conseguir suficientes patrones de difraccién y entonces es posible
determinar la estructura macromolecular [26]. En segundo lugar, los resultados
de diferentes grupos de investigacién no concuerdan entre si. Por ejemplo: (i)
Murray y Garman, usando cristales de lisozima, no consiguen recrear los resul-
tados de Zaloga y Sarma [27]. (i) Los resultados de Cascio et al. son puestos
en duda por Southworth-Davies et al. al demostrar la inefectividad del polieti-
lenglicol para ciertas moléculas pequertias que servian como modelos del puente
disulfuro. Ademads en este estudio se probaron una veintena de posibles radio-
protectores y solo dos destacaron; la 1,4-benzoquinona y el dcido ascérbico [28].
(iif) Kauffmann et al. en el 2006 investigaron el efecto del acido nicotinico, gluta-
tion y el dcido ditionitrobenzoico; en cristales de lisozima, taumatina y elastasa.
Usaron un cristal por cada combinacién. Los tres radioprotectores mostraron un
efecto de protecciéon en todos los casos, excepto el glutatién para la lisozima [29].
En contraparte, en el 2009, Nowak et al. compararon varios cristales de tripsina
con y sin dcido nicotinico. Encontraron que dependiendo del cristal analizado,
se podian obtener conclusiones totalmente diferentes: el 4cido nicotinico era per-
judicial o un buen radioprotector [30]. (fv) De la Mora y colaboradores cotejaron
cristales de lisozima con y sin nitrato de sodio y observaron una tolerancia dos
o cinco veces mayor a los rayos X, dependiendo de la métrica usada, si el cristal
posefa dicho radioprotector. Cabe sefialar que este es el tinico estudio en el que
se ha observado la reduccién de una molécula de nitrato, en la vecindad de un
puente disulfuro, a nitrito [31].

Estos conflictos se deben al uso de distintas métricas, a diferentes formas de
procesar los datos experimentales y a la variacion entre cristales macromolecula-

4 Polietilenglicol 4000 o 20000, dependiendo del cristal macromolecular.



1.6 RUPTURA DEL PUENTE DISULFURO

res, aun aquellos crecidos en la misma condicién de cristalizacion [12]. El lector
interesado podra encontrar en el material suplementario del estudio anterior, un
resumen de posibles radioprotectores investigados en la CRX hasta ese entonces.

1.6 RUPTURA DEL PUENTE DISULFURO

Uno de los fendmenos mds notables del dafio por radiacién es la ruptura de los
puentes disulfuro. Se han propuesto dos modelos para explicar este fenémeno.
En el primero (figura 1.3 [A]), se propone la formacién de un intermediario
aniénico (1) que puede regresar a su estado original o descomponerse por una
de dos vias: con la ruptura espontdnea del enlace disulfuro (2), produciendo en
tal caso el radical tiilo y el tiolato; o a través de una protonacién (3), formando
un radical con carga neutra para generar eventualmente un radical tiilo y una
cisteina (4). La formacién del radical aniénico se atribuye a electrones solvatados
que pueden moverse desde los canales de solvente hacia la cadena principal de la
proteina cristalizada, terminando en los puentes disulfuro de la misma. Ademas
se plantea un mecanismo de reparacién, dado por la transferencia de huecos
positivos hacia el radical aniénico (-1).

A RS+ RS® RS+ RSH
I 2 ! 4
.................................................... S
RS @ [Rs ® RSH B
N N ol Tl > le
RS h® [Rs 3 Rs

“ )
-H®| @ _H@|7lH® 5 ©
A\
RSH @ RSH o RSH @ RSH
PR ° e ...... >» + —> +

Figura 1.3: Modelos de la ruptura del puente disulfuro. En [A] se muestra el modelo de
acuerdo con el estudio de Carpentier ef al. [32] y en [B] el de Sutton et al. [33].
Las flechas punteadas representan reacciones con productos de la radiacion:
electrones (e~), huecos positivos (h*) y 4tomos de hidrogeno (H*).

El segundo modelo (figura 1.3 [B]), se denominé como el modelo de muilti-
ples rutas® y toma en cuenta la interaccién entre estas. La ruptura del enlace
disulfuro es debida a una protonacién, que puede ser reversible o no (7 o 3,
respectivamente) y una segunda reduccién por un electrén (5), proveniente pre-
cisamente de una ruta adyacente. Una segunda protonacién resulta en los dos
residuos de cisteina reducidos (6).

5 Una ruta se define como la trayectoria en la que un fotoelectrén disipa su energia.



INTRODUCCION

1.7 vrisozima

La lisozima de clara de huevo de gallina (Gallus gallus), es una enzima de 129
residuos de aminoacidos con una masa aproximada de 14.3kDa [34]. Su ntimero
de identificacién es 3.2.1.17, lo que significa que es una hidrolasa, en especifico
una glucosidasa [35]. Su funcién consiste en romper el enlace entre los residuos
que conforman el componente principal de la pared celular bacteriana, el pepti-
doglicano [35].

Figura 1.4: Modelo estructural de la lisozima. El identificador de este modelo estructural
en la BDP es 3A8Z y tiene una resoluciéon de 1.4 A [36]. Se muestra el trazado
de los Ca de la proteina y sus respectivos puentes disulfuro. Imagen creada
con PyMOL v. 2.2.

Gracias a la CRX, fue la primer enzima de la cual se obtuvo un modelo es-
tructural y un posible mecanismo de funcién [37, 38]. La lisozima estd formada
por dos dominios, uno compuesto mayoritariamente por hebras  y el otro por
hélices a. Ademads posee cuatro puentes disulfuros entre sus ocho residuos de
cisteina: Cs—C127, C30—C115, C64—C80 y C76—C94 (ﬁgura 1.4).

Esta macromolécula se ha usado como modelo en una gran cantidad de es-
tudios pertinentes al dafio por radiacion; por esta razén y porque es facil de
cristalizar, se consideré como un modelo adecuado para este proyecto.


http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/2/1/17.html
https://www.rcsb.org/structure/3A8Z
https://pymol.org/2/

ANTECEDENTES

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es muy comtin exceder el limite de Garman en un experimento de CRX, sobre
todo al usar sincrotrones de tercera generacién. Debido a esto es tipico encontrar
dafio especifico en los modelos estructurales de macromoléculas depositados en
la BDP. Las metaloproteinas, en general, son las mds afectadas. Dichos modelos
son usados por una cantidad de investigadores que, desafortunadamente, no tie-
nen conocimiento alguno del dafio por radiacién. Si no se tiene cuidado en este
aspecto, se podrian llegar a generar conclusiones erréneas en cuanto al funcio-
namiento de la macromolécula de interés [39].

Por otra parte, el dafio por radiacién es uno de los factores que limita en gran
medida la determinacién estructural de algunas proteinas [4].

2.2 MOTIVACION

Se han investigado varias estrategias para minimizar el dafio por radiacién en
cristales de macromoléculas. La crioproteccién ha demostrado ser titil en este
sentido. Buscar estrategias eficientes en la reduccién del dafio por radiacién, es
el motivo del presente trabajo. Con el fin de que las estrategias que se encuen-
tren en este estudio puedan generalizarse e influyan, de manera positiva, en la
calidad de modelos estructurales atin por venir.

El uso de radioprotectores podria combinarse facilmente con la crioproteccién.
Con base en la idea general de los radioprotectores, se investigaron dos posibles
maneras de reducir el dafio por radiacién: con la adicién de metales de transicién
al cristal y cambiando el pH de la condicién de cristalizacion.

2.3 ESTRATEGIA I: ADICION DE METALES DE TRANSICION

Durante la investigacion de la sensibilidad de las enzimas a la radiacién ionizan-
te, circa 1960-1970, surgié evidencia experimental de que ciertos iones metalicos
otorgaban un efecto radioprotector [40-42]. La hipétesis que se propuso enton-
ces fue que los iones metdlicos funcionaban como aceptores de electrones, reci-
biendo precisamente los electrones liberados por el efecto fotoeléctrico. En estos
estudios, en general, las condiciones experimentales eran diferentes a las que se
tienen en la CRX.

Teniendo en cuenta los estudios anteriores, Murray y Garman calcularon el
resultado de la inclusién de algunos compuestos con metales de transiciéon a
cristales de apoferritina. Concluyeron que la sola presencia de iones metalicos
dentro del cristal macromolecular, podria incrementar la DRA y por lo tanto el
dafio por radiacién [27]. Esto sucede porque el cambio de la composicién quimi-
ca del cristal, resulta en un cambio en su coeficiente de absorcion ;41. Debido a

1 En general y « Z*, donde Z corresponde al ntimero atémico [20]
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este efecto deletéreo, hasta donde el autor tiene conocimiento, solo Macedo et al.
han probado un par de compuestos con metales de transicién como radioprotec-
tores en cristales macromoleculares. Segtin sus conclusiones, el hexacionaferrato
(II) de potasio fue el tinico compuesto que mitigd parcialmente la reduccién del
adtomo de cobre en el centro metélico de la azurina [43].

Por otra parte es claro que la reducciéon de los d&tomos metdlicos ocurre antes
que la ruptura de los puentes disulfuro [44, 45]. Por lo tanto es posible que la
introduccién de compuestos con metales de transicién al cristal macromolecular,
pueda disminuir la ruptura de los puentes disulfuro. La constante de reacciéon
del ion cobre (II) por el electrén solvatado es de 3 x 100 LM 1s71 [46]. Aqui se
investig6 el efecto de dos compuestos con iones cobre (II); el sulfato de cobre y
el ciclofano binuclear de cobre. El primero es un precipitante de uso comun en
la CrX. El segundo se obtuvo gracias al Dr. Rogerio Sotelo Mundo, investigador
del Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo del estado de Sonora.
Este compuesto posee dos dtomos de cobre coordinados (figura 2.1) [47].

(b) Ciclofano binuclear de cobre

Figura 2.1: Modelos atémicos del cluster de tantalio y el ciclofano binuclear de cobre. Las
coordenadas del primero se obtuvieron de la BDP, como coordenadas ideales.
Al no haber estructura cristalogréfica del segundo, se model6 en el progra-
ma Avogadro v. 1.2.7 [48], optimizando su geometria. Las flechas indican la
distancia en A. El c6digo de colores es el siguiente. En (a); magenta y azul
para bromo y tantalio, respectivamente. En (b); blanco, azul, naranja y verde
para carbono, nitrégeno, oxigeno y cobre, respectivamente. Imagen creada con
PyMOL v. 2.2

Por otra parte, estudiando la fotodindmica de clusters metélicos, se noté que
la introduccién del cluster de tantalio (figura 2.1) y de hexabromuro de platino


https://avogadro.cc/
https://pymol.org/2/

2.4 ESTRATEGIA II: CAMBIO DE PH DE LA CONDICION DE CRISTALIZACION

a un cristal de lisozima, parecian evitar la ruptura de los puentes disulfuro de
esta macromolécula, por lo menos hasta una DRA aproximada de 10 MGy (figura
2 en [49]). A comparacion, De la Mora et al. y Carpentier y colaboradores, notan
la ruptura de los puentes disulfuro de la misma proteina a una DRA de 4.7 y
3.62 MGy, respectivamente (figura 5 en [31] y figura 3 en [32]). En este caso se
cree que el cluster de tantalio podria funcionar como un sumidero de electrones
y huecos positivos, ya que su estructura se mantiene a pesar de que cambie su
numero de oxidacién [50]. El potencial de reduccién estdndar para el cluster de
tantalio y el i6n cobre se presenta a continuacién [51, 52].

Cu'l(ac) +2e7 — Cuys) 0.34V
Cullae) +1e” — Cug) 0.15V
TagBri2!Y +1e™ — TagBrp ! 0.85V
TagBrio™ +1e~ — TagBri! 0.55V

2.4 ESTRATEGIA II: CAMBIO DE PH DE LA CONDICION DE CRISTALIZACION

La observacién de que residuos de aminodcidos idénticos parecen tener suscep-
tibilidades diferentes al dafio por radiacién, implica que el dafio especifico es
causado en buena parte por el dafio secundario y no por el dafio primario. Por
otra parte, dado el uso rutinario de la crioproteccién en la CRX, es normal realizar
el experimento de difraccién a una temperatura de —173 °C. Esto significa que
los mecanismos quimicos del dafio por radiacion especifico, se limitan a reaccio-
nes dadas por huecos positivos, electrones y atomos de hidrégeno; puesto que
son las tnicas especies quimicas capaces de moverse a esta temperatura [53, 54].

Segun las siguientes reacciones, la radidlisis del agua presente en el cristal
macromolecular, produce tres tipos de radicales libres: el radical hidroxilo (HO®),
el electron solvatado (ey,, ) v el &tomo de hidrégeno (H®) [55].

solv.

X
Hy0 2% H0t 4 e 2.1)

X
H,0 222 11,0 .2)
H,O0*" — HO®* + H' (2.3)
e” +nHO — e, (2.4)
H,O* — HO®* +H* (2.5)

Las subsecuentes reacciones de recombinacién pueden suceder:

HO® +e_,, — HO™ (2.6)
HO® + H* — H,O (2.7)
2HO* — HyO, (2.8)
2H* — H» (2.9)
2e,;, +2H" — Hy (2.10)

El dtomo de hidrégeno y el electrén solvatado se encuentran en un equilibrio
acido-base (pK,; = 9.1); por lo tanto el electrén solvatado se convierte en H® en
una solucién 4cida.

-~ L HY - W 2.11)

€solv.
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Las constantes de reaccién para las reacciones anteriores, 2.6-2.11, son del orden
de1x10°a1x 10" Lm 's™! [56].

Se propone aqui que a una mayor acidez, es decir, un exceso de protones, en el
cristal macromolecular, habrd una mayor acumulacién de dtomos de hidrégeno
(reaccién 2.11) y por lo tanto mayor serd su recombinacién (reaccion 2.9), evitan-
do asi reacciones adversas por parte de los electrones solvatados con los puentes
disulfuro de la proteina.

Desafortunadamente también existe un problema con este enfoque, pues se ha
sugerido que la acumulacién de hidrégeno molecular dentro del cristal macro-
molecular podria ser la principal causa de los efectos del dafio por radiacién a
nivel global [57].



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipétesis es que tanto los metales de transicién como los protones pueden ser-
vir como radioprotectores en cristales de lisozima. En general las dos estrategias
pretenden reducir el ndmero de electrones solvatados; mitigando, en particular,
la ruptura de los puentes disulfuro en cristales de lisozima de clara de huevo de
gallina.

El objetivo general es conocer el efecto que tendrd el cambio de pH en la
condicién de cristalizacién y la adicién de tres posibles radioprotectores con
metales de transicion, en cristales de lisozima; en especifico sobre la ruptura de
los puentes disulfuro de esta proteina.

Los objetivos particulares son:

1.
2.

NN O W

Crecer cristales de lisozima a tres valores de pH: 3.7, 4.7 y 5.7.

Anadir, por separado, los radioprotectores a cristales con un pH igual a
4.7.

. Criopreservar cada cristal.

. Colectar conjuntos de datos secuenciales para cada cristal obtenido.
. Procesar los datos experimentales.

. Obtener un modelo atémico para cada serie de colectas.

. Comparar el dafio por radiacién, a dosis equivalentes, entre los diferentes

cristales.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 CRISTALIZACION DE LISOZIMA

Todos los reactivos usados para los experimentos de cristalizacién fueron de
grado ultrapuro y conseguidos de Sigma-Aldrich, incluida la lisozima con el
numero de catdlogo L6876. Los cristales de proteina se crecieron con la técnica
conocida como difusién de vapor, en modo gota colgante, con el siguiente pro-
tocolo (figura 4.1): (i) Colocar grasa de vacio en el borde de un pozo de una
placa de cristalizacién y agregar 1 ml de la solucién precipitante al pozo. Esta se
prepara con acetato de sodio a 100 mm y 10 % peso sobre volumen de cloruro de
sodio a un pH de 4.7 a 25 °C. (ii) Sobre un cubreobjetos siliconizado afiadir 2 ul
de la solucién precipitante y 2l de la solucién con proteina, que en este caso
es la misma solucién precipitante pero con una concentracién de 25 mgmL~! de
lisozima. (iii) Cubrir el pozo con el cubreobjeto. La mezcla anterior, i.e. la gota
de cristalizacion, debe quedar colgando. (iv) Mantener la placa de cristalizacién
a 18 °C. 48 horas después buscar cristales dentro de la gota colgante, con ayuda
de un microscopio 6ptico.

Figura 4.1: Esquema del experimento de cristalizacién. A, B, C y D sefialan respectivamente:
la grasa de vacio, la solucién precipitante, el cubreobjetos y la solucién con
proteina.

Para evaluar el efecto de la estrategia II, el cambio de pH en la condicién de
cristalizacién, el protocolo anterior se repitié pero ajustando el pH a 3.7 0 5.7. Se
decidi6 utilizar estos valores de pH, sencillamente porque correspondian a los
limites del amortiguador de la condicién de cristalizacién usada. El cambio de
pH se realiz6 a 25°C con 4cido clorhidrico o hidréxido de sodio, dependiendo
del efecto deseado. Por simplicidad, los cristales con diferente pH se designaron
como: N37, N47 y N57. Cabe sefialar que de estas tres condiciones, N47 es la
condicién nativa y por tltimo, como la escala de pH es logaritmica, un cambio
de pH de 5.7 a 3.7, representa un cambio de dos érdenes de magnitud en la
concentracién de protones (H™).

15
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42 CRIOPROTECCION Y ADICION DE RADIOPROTECTORES

Previo a la difraccién, los cristales obtenidos se remojaron durante un minuto en
soluciones crioprotectoras, es decir, en su respectiva solucién precipitante con
la diferencia de que se reemplazé agua por 30 % volumen sobre volumen de
glicerol.

En el caso de la adiciéon de radioprotectores, cada cristal se remoj6é nuevamente
en su respectiva solucién precipitante, pero sustituyendo esta vez agua por la
concentracién especifica de cada posible radioprotector (tabla 4.1). Para cotejar
resultados con el estudio de De la Mora [31], se realiz6 el procedimiento anterior
con nitrato de sodio y 4cido ascérbico (tabla 4.1).

Codigo Tiempo de remojo [s] Concentracién [mM]

ASC 120 500
CIC 120 10
NIT 90 500
SUL 90 100
TAN 90 2

Tabla 4.1: Se muestra el tiempo de remojo y la concentracién de radioprotector en cada
solucién radioprotectora.

Como se nota en la tabla anterior, nuevamente por simplicidad se us6 el si-
guiente codigo para denominar los cristales remojados en cada radioprotector:
ASC, CIC, NIT, SUL y TAN; que corresponden a acido ascérbico, ciclofano binu-
clear de cobre, nitrato de sodio, sulfato de cobre y el cluster de tantalio, respecti-
vamente.

43 DIFRACCION DE CRISTALES

Se realizaron ocho series de experimentos de difraccién con la ayuda, en algunas
de las colectas de datos, de la Dra. Vivian Stojanoff y el entonces investigador
en estancia postdoctoral Ulises Salazar Kuri. Las colectas de datos se llevaron
a cabo en la linea X6a del NSLS (del inglés National Synchrotron Light Source) en
Estados Unidos de América. Cabe sefialar que este sincrotrén era de segunda
generacion y cerr6 oficialmente el 30 de septiembre de 2014, después de operar
por 32 afios.

El experimento de difraccién consisti6 en irradiar el cristal por dos segundos,
obtener el patrén de difraccion y rotar el cristal un grado (Ag = 1). Si se repite
este proceso cien veces, digamos de ¢ = 1 hasta ¢ = 100, se obtiene una conjunto
de datos conformado por cien patrones de difraccién. Después de obtener una
colecta de datos, se regresé el cristal a su orientacién inicial (¢ = 1) y se realizé
una sobreexposicién a los rayos X, vulgarmente denominada como “quemada”.
Esto se hace con el tnico fin de exagerar el dafio por radiacién. A comparaciéon de
los pardmetros para la colecta, en la quemada el cristal se irradia por un minuto
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y se rota diez grados. Los patrones de difraccién de las quemadas se descartan'.
Una ronda consiste de una colecta de datos seguida de una quemada. En general
se intentaron realizar entre treinta o treinta y cinco rondas, dependiendo del
tiempo disponible en la linea. Suponiendo treinta rondas, se tiene un tiempo
total de exposicién para cada cristal de 400 minutos®. Cerca de 2.3 dias en total.
El haz de rayos X tenia una dimensién de 200x200 pm, una longitud de onda de
0.939 A y un perfil tipo gaussiano con una anchura a la altura media del pico de
250 y 50 pm vertical y horizontalmente, respectivamente. Debido al drea del haz
de rayos X, los cristales se eligieron de un tamafio aproximado de 200x200x100
pum, con el fin de asegurar una dosis de radiacién uniforme sobre el cristal.

No fue posible repetir los experimentos para llevar a cabo un anélisis estadis-
tico, en parte por el uso restringido del sincrotrén y en parte porque, como ya se
menciond, el sincrotrén estaba a pocos meses de cerrar. A pesar de esto, se logré
obtener un tiempo de colecta ttil para esta tesis.

44 PROCESAMIENTO DE DATOS

Una vez obtenidos los patrones de difraccién, los siguientes pasos se realizan in
silico. La imagen de la figura 1.1, es un tipico patrén de difraccién obtenido.

Los datos fueron indexados, integrados y escalados con XDS v. 20180126 [58].
Por simplicidad, el corte de resolucién correspondié al circulo méds grande que
podia estar completamente inscrito en el detector usado.

45 AFINAMIENTO DE ESTRUCTURAS

El modelo estructural 3A8Z de la BDP (figura 1.4) se utiliz6 para comenzar el afi-
namiento de las estructuras de cada una de las ocho condiciones experimentales.
Este modelo se escogié porque se obtuvo a partir de cristales de lisozima cre-
cidos en condiciones experimentales similares a las de esta tesis y por lo tanto
se espera que el grupo espacial sea el mismo y la celda unitaria sea isomorfa,
permitiendo asi la obtenciéon de las fases por medio de una sustitucién molecu-
lar, la forma mds simple de un reemplazo molecular. Las estructuras se afinaron
con phenix.refine v. 1.13-2998 y el servidor web PDB-REDO que a su vez utili-
za el programa REFMAC5 v. 5.8.0216 para los afinamientos [59-61]. Entre afina-
mientos se fue completando el modelo estructural con Coot v. 0.8.9 [62]. La
estructura inicial fue afinada con las restricciones geométricas que se utilizan por
defecto para los puentes disulfuro. Para obtener las estructuras subsecuentes se
reafiné el modelo inicial, con la diferencia de que las restricciones geométricas se
disminuyeron y se afinaron las cisteinas de manera independiente. Esto se hizo
con el fin de obtener las coordenadas precisas de los 4&tomos S, involucrados en
los puentes disulfuro.

La sobreexposicién satura el detector usado.

Para poner esto en perspectiva, dependiendo del tamario, calidad y simetria del cristal, asi como
del tipo de sincrotrén usado, se requiere alrededor de 90s a 360s de exposicién para obtener un
conjunto de datos completo de un cristal de lisozima.
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http://xds.mpimf-heidelberg.mpg.de/
https://www.rcsb.org/structure/3a8z
https://www.phenix-online.org/
https://pdb-redo.eu/
https://www2.mrc-lmb.cam.ac.uk/groups/murshudov/
https://www2.mrc-lmb.cam.ac.uk/personal/pemsley/coot/
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46 DOSIS DE RADIACION ABSORBIDA

Con el fin de estimar la DRA se usé el programa RADDOSE-3D v. 2.1.0 [63]. En
general se midi6 el flujo de la linea cada cinco rondas utilizando un fotodiodo
de silicio con un espesor de 0.3 mm y un tamafio de 300 x 300 pm. Debido a que
el sincrotrén era de segunda generacion, el flujo de fotones decaia con el tiempo
y por lo tanto en cada ronda la DRA era menor (ver apéndice A). Esto dificulté
en parte el cdlculo de la dosis.

47 ANALISIS DEL DANO POR RADIACION

Se us6 el programa phenix.merging_statistics v. 1.13-2998 para calcular las
métricas relacionadas con la calidad de los datos obtenidos. Por cada conjunto
de datos se analiz6 la intensidad promedio, el volumen de celda unitaria y el
factor Rmeas [64]. Por otra parte se investig6 el efecto sobre los puentes disulfuro,
a la misma DRA, con mapas de diferencia de densidad electrénica.


http://www.raddo.se/
https://www.phenix-online.org/

RESULTADOS

5.1 CRISTALIZACION

Los resultados de los experimentos de cristalizacién se muestran en la figura 5.1.

A B

Figura 5.1: Cristales de lisozima, obtenidos a 50 (columna A) y 25mg mL~! (columna B).
El volumen final de la gota colgante es de 2, 4, 6 y 8uL, en las filas 1, 2, 3 y 4,
respectivamente. La barra negra en 1A mide 1 mm y todas las imdgenes tienen
el mismo nivel de aumento. La condicién usada fue 2B.

No se obtuvieron cristales con el protocolo descrito en la seccién 4.1 modifi-
cado para un pH de 5.7. Debido a esto, uno de los cristales crecidos de manera
normal, es decir, con un pH igual a 4.7, se remoj6 por dos dias previo a su di-

fraccion en la solucién precipitante con un pH de 5.7. No se midi6 el pH en este
cristal.
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5.2 PROCESAMIENTO DE DATOS

Debido a que de aqui en adelante se incluyen varias métricas cristalograficas,
se realizé un apéndice donde se explican brevemente estas métricas (apéndice
B). Todos los cristales se obtuvieron en el grupo espacial P432,2. Los resultados
del procesamiento de datos para las ocho estructuras iniciales se muestran a
continuacion.

ASC CIC N37 N47
Intervalo de 34.9-1.6 39.03-1.65 26.93-1.6 30.7-1.65
resolucién (A) [1.65-1.6] [1.70-1.65] [1.65-1.6] [1.70-1.65]
Parametros de celda a,c (A) 78.05, 37.11 78.07, 36.95 78.70, 36.94 77.83, 36.99
Puntos totales 122489 (11815) 109082 (10537) 123384 (11976) 108560 (10550)
Puntos tnicos 15073 (1488) 14044 (1384) 14440 (1452) 14184 (1380)
Multiplicidad (%) 8.1(7.9) 7.8 (7.6) 8.5 (8.2) 7.7 (7.6)
Integridad (%) 96.34 (98.54) 98.43 (99.28) 91.10 (94.47) 99.89 (100.00)
<I/o(I) > 44.68 (13.59) 38.98 (12.29) 25.94 (16.12) 31.04 (7.06)
Bwilson (AZ) 14.62 15.55 12.37 17.64
Runrg (%) 2.86 (14.04) 3.13 (13.98) 6.38 (10.33) 4.00 (25.06)
Rimeas (%) 3.05 (15.04) 3.36 (15.09) 6.83 (11.07) 429 (26.92)
Rpim 1.03 (5.21) 1.18 (5.46) 2.33 (3.84) 1.55 (9.71)
CCi2 1 (0.989) 1 (0.989) 0.996 (0.989) 1 (0.975)
cc* 1(0.997) 1 (0.997) 0.999 (0.997) 1 (0.994)

N57 NIT SUL TAN
Intervalo de 30.82-1.6 34.05-1.6 27.84-1.65 39.44-1.65
resolucion (A) [1.65-1.6] [1.65-1.6] [1.70-1.65] [1.70-1.65]
Parametros de celda a,¢ (A)  78.77, 37.00 77.86, 37.86 78.74, 36.88 78.88, 36.95
Puntos totales 112155 (12071) 123874 (12096) 111906 (10648) 113123 (10813)
Puntos dnicos 14277 (1550) 15826 (1551) 14096 (1384) 14533 (1423)
Multiplicidad 7.9 (7.8) 7.8 (7.8) 7.9 (7.7) 7.8 (7.6)
Integridad (%) 89.73 (99.87) 99.57 (99.87) 97.38 (98.23) 99.84 (100.00)
<1/o(I) > 28.44 (6.37) 35.67 (19.50)  49.84 (19.05)  62.73 (29.54)
Bwitson (A7) 15.24 11.88 12.85 10.20
Runrg (%) 4.48 (31.17) 4.05 (8.66) 2.68 (9.65) 2.32 (6.56)
Rumeas (%) 4.81 (33.41) 4.35 (9.29) 2.87 (10.34) 2.48 (7.03)
Rpim 1.69 (11.71) 1.54 (3.30) 0.98 (3.60) 0.88 (2.50)
CCin 0.999 (0.963) 0.999 (0.996) 1 (0.995) 1(0.998)
cc* 1(0.991) 1 (0.999) 1 (0.999) 1(1)

Tabla 5.1: Procesamiento de datos. Los valores entre paréntesis corresponden a los valores
en la dltima faja de resolucién, especificada entre corchetes. Debido al grupo
espacial, inicamente los pardmetros de la celda unitaria mostrados son a y c.

El total de rondas para ASC, CIC, N37, N47, N57, NIT, SUL y TAN fue de 35,
29, 30, 17, 30, 35, 30, 35, respectivamentel. N47 presenta 17 conjuntos de datos y
esto fue por un malfuncionamiento del sincrotrén. El 27° conjunto de datos de
CIC no se grab6. N57 presento anillos de hielo en las fajas de resolucién: 3.7-3.64,
2.28-2.22 y 1.94-1.88 A y por lo tanto se procesé excluyendo dichas fajas.

1 Debido a la cantidad de datos, se realiz6 un script para automatizar el proceso (apéndice C).
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5.3 MODELOS ESTRUCTURALES

Los modelos estructurales obtenidos son bastante similares entre si (figura 5.2
[A]). Las diferencias se observan en las zonas méas desordenadas de la proteina
(figura 5.2 [B]).

A Az
0.70 50
0.35
25
0.00 05

Figura 5.2: Modelos cristalograficos iniciales. En [A] se muestran los modelos coloreados
por la raiz de la desviacién cuadratica media, definida como (1/n}1;(x; —
xfef )12 donde x; y xfef es la posicién del i-ésimo Ca en la estructura a com-
parar y la de referencia (N47) y n es el ntimero de residuos de aminoécido
en la proteina (129). En [B] se muestran los mismos modelos pero ahora co-
loreados por su pardmetro de desplazamiento atémico, el factor B isotrépico.
Las etiquetas en [B] son las mismas que en [A]. Figura creada con Chimera v.

1.13.1.

Para estimar la calidad de manera global de los modelos estructurales obteni-
dos se obtuvo el ajuste entre el modelo y los datos experimentales observados
(los patrones de difraccién). Este ajuste se muestra en la tabla 5.2.

ASC CIC N37 N47

Ryork (%) 1520 (17.89) 15.35 (16.87) 14.80 (15.05) 16.45 (23.31)
Ripee (%) 17.73 (2121) 17.79 (20.81) 17.76 (20.39)  20.68 (32.25)

N57 NIT SUL TAN

Ryork (%) 16.18 (18.44) 15.00 (15.41) 14.76 (15.53)  14.28 (14.40)
Riee (%) 1817 (21.53) 18.14 (17.36) 17.04 (20.57) 17.16 (19.26)

Tabla 5.2: Calidad global de los modelos iniciales. Se muestran las métricas que determi-
nan la calidad, global, del modelo atémico obtenido. Los valores entre parénte-
sis corresponden a los valores en la tdltima capa de resolucién, definida en la
tabla anterior.
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5.4 DOSIS DE RADIACION ABSORBIDA

Debido a que los experimentos se realizaron en un sincrotrén de segunda gene-
racién, se determiné la DRA para cada cristal y con cada valor de flujo medido.
Después se grafico la DRA contra la corriente en el anillo de almacenamiento y
a esta grafica se le realiz6 un ajuste lineal o cuadrético, dependiendo del ajus-
te obtenido (figura 5.3). La ecuacion del ajuste se usé para determinar la DRA
por el cristal en cada conjunto de datos. De esta forma es posible comparar las
estructuras y su densidad electrénica, a un nivel aproximado de DRA.

ASC-1 | cIc-1 Na7
06- y=-0.575+0.0034 x y=-1.05+0.00612 x y=-0.501+0.00258 x
R?=0.998 R?=0.996 R?=0.968

0.4+
g 0.2+ / /
=3
]
5 N47-2 N57-1 NIT |
5
2067 y=-1.18+0.00641 x y=-0.141+0.00103 x y=-0.619+0.003 x
2 R2=0.998 R2=0.998 R2=0.986
S 0.4
172
Qo
©
:5 0.2+
.§ P e
®
° SUL-1 SUL-2 TAN-2
el
B2
§0-6- y=-0.623+ 36 x y=-6.98+0.0562x=0.000103 x> * y=-2.76+0.0216 x-3.9x107° x*

s =0.985 £0.971 R2=0.93

*
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Corriente en el anillo de almacenamiento (mA)

Figura 5.3: Gréficas de la DRA por ronda contra la corriente en el anillo de almacenamien-
to. El nimero después del guién en cada cédigo corresponde a la n-ésima
inyeccién. Por ejemplo, SUL-2 corresponde a la DRA en el cristal con sulfato
de cobre durante una segunda inyeccion. El ajuste depende, principalmente,
del tiempo transcurrido después de cada inyeccién. Si el flujo de fotones se
medfa minutos después de una inyeccién (corriente alta), el ajuste es cuadrati-
co (SUL-2 y TAN-2); si la medicién se realizaba horas después de la inyeccién,
el ajuste es lineal (ASC-1, CIC-1, N47-2, N57-1, SUL-1). En el caso de N37 y
NIT no hubo inyecciones durante la colecta de datos, los datos de flujo se to-
maron cada cinco rondas y por eso el ajuste es lineal. Véase el apéndice A y D
para mas detalles.

Como el sincrotrén se encontraba en sus tltimos dias de funcionamiento, cier-
tos problemas técnicos dificultaron determinar la DRA. Por ejemplo, durante la
colecta de datos de N57 se cay6 el haz de rayos X tres veces, por lo que se tienen
cuatro inyecciones. El flujo se midi6 tres veces en la primera inyeccién (N57-1);
una vez en la segunda y la cuarta inyeccién; y ni una vez en la tercera inyeccion.
En TAN-1 se midi6 el flujo dos veces. En N47-1 no se tiene ningtin dato de flujo.
Debido a esto la DRA correspondiente a N47 en la primer inyeccién, se estimé a
partir de los datos de la segunda inyeccién (N47-2). Como consecuencia se tiene
una incertidumbre en la DRA en todas las estructuras de N47 y a partir de la
décima estructura de N57.
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La intensidad promedio y el Rpeas Se muestran a continuacién.
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Figura 5.4: Intensidad promedio (superior) y el Rmeas (inferior) por niimero de ronda.
La discontinuidad en las graficas denota una nueva inyeccién de electrones al
anillo de almacenamiento, lo que implica un mayor brillo. En algunos cristales
se nota claramente como el Rieas Varia inversamente a la intensidad promedio
(ASC, CIC, N47 y N57). En otros cristales esta variacion es apenas perceptible
(SUL y TAN). En N37 y NIT no se tuvo ninguna inyeccién, por lo que los
valores de Rmeas incrementan conforme aumentan las rondas. Esto implica
que la intensidad promedio depende del flujo de fotones y el Rmeas de la
intensidad promedio. Otros factores, como el estado del sincrotrén y la calidad

Numero de ronda

del cristal, pueden contribuir a esta tltima dependencia.
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La intensidad promedio y el cambio en el volumen de la celda unitaria se
muestran enseguida.
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Figura 5.5: Intensidad promedio (superior) y el cambio en el volumen de la celda unitaria
(inferior) por nimero de ronda. Se repite la grafica de la intensidad promedio
para sefnalar la dependencia del volumen con respecto a la intensidad prome-
dio. El volumen inicial de la celda unitaria se toma como el 100 %. En la mayor
parte de los casos el comportamiento es un incremento progresivo de la celda
unitaria, pero no siempre es el caso (CIC). Es claro que los saltos de volumen
corresponden a nuevas inyecciones de electrones. Se ha sugerido que el au-
mento de volumen se debe a una acumulacién de hidrégeno molecular dentro
del cristal macromolecular [57].
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5.6 DIFERENCIA DE DENSIDAD ELECTRONICA

Las figuras 5.6-5.9 presentan la diferencia de densidad electrénica sobre los puen-
tes disulfuro de los cristales difractados a una DRA aproximada de 3 MGy.

Figura 5.6: Diferencia de densidad sobre el puente disulfuro Cs—Cip7. La malla de di-
ferencia de densidad electrénica se dibuja a —3.5¢ (magenta) y +3.50 (cian).
Imagen creada con PyMOL v. 2.2.

Figura 5.7: Diferencia de densidad sobre el puente disulfuro C3p—Ci15. La malla de di-
ferencia de densidad electrénica se dibuja a —3.5¢ (magenta) y +3.50 (cian).
Con un circulo rojo se marca una de las moléculas de nitrato presente en el
cristal NIT. Imagen creada con PyMOL v. 2.2.


https://pymol.org/2/
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N57Q oot ) )

Figura 5.8: Diferencia de densidad sobre el puente disulfuro Cgs—Cgp. La malla de di-
ferencia de densidad electrénica se dibuja a —3.5¢ (magenta) y +3.5¢ (cian).
Con un circulo rojo se marca una de las moléculas de nitrato presente en el
cristal NIT. Imagen creada con PyMOL v. 2.2.

, @ ‘

Figura 5.9: Diferencia de densidad sobre el puente disulfuro C7s—Cos. La malla de di-
ferencia de densidad electrénica se dibuja a —3.50 (magenta) y +3.5¢ (cian).
Imagen creada con PyMOL v. 2.2.

En las imédgenes previas se notan cuatro caracteristicas: (i) el enlace disulfuro
mas estable es el Cgq —Cgp; (i7) el més labil es el puente Cz—Coy; (iii) solo se nota
una ligera diferencia de densidad electrénica sobre los dtomos S, en N57 y NIT;
y (iv) en la vecindad de dos de los cuatro puentes disulfuro, C3p—C115 y Ce4—Cgo,
se nota una molécula de nitrato afectada por el dafio por radiacién.
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5.6 DIFERENCIA DE DENSIDAD ELECTRONICA

El dafio especifico sobre los puentes disulfuro se puede cuantificar y dicho
resultado se demuestra en la siguiente gréfica.
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Figura 5.10: Se grafica la diferencia negativa de densidad electrénica por puente disulfuro

a tres diferentes DRA: 1, 2 y 3 MGy. La diferencia mostrada es el promedio de
ambos aztfres involucrados en la formacién del respectivo puente disulfuro.
Los datos estdn normalizados con respecto a N47, es decir, el valor promedio
en cada disulfuro de N47 se escal6 a uno (barras rosas). La diferencia por
lo tanto es relativa a la diferencia de densidad electrénica que poseen los
puentes disulfuro en la estructura de N47. Esto significa que valores debajo
[arriba] de la linea horizontal punteada, presentan puentes disulfuro que en
promedio son menos [mds] susceptibles al dafio por radiacién, a comparacién
de N47. Debido a que el cristal denominado SUL contiene dtomos de cobre,
su coeficiente de absorcién (y) es mucho mayor que el del resto de los otros
cristales, a causa de esto no se consiguié una estructura con una DRA cercana
a 1 MGy, por ende este dato no se tiene disponible para la primer gréafica
(ausencia de la barra café en la grafica superior).

En la gréfica anterior se nota que los cristales TAN, CIC, N37 y SUL en pro-
medio muestran un mayor dafio sobre los puentes disulfuro, a comparacién de
N47. El patrén que muestran NIT, N57 y ASC es mas complejo. En las tres DRA,
NIT presenta menor dafio sobre sus puentes disulfuro a comparacién de N47,
excepto por el puente Cg4—Cgp a una DRA de 3MGy. Al comparar NIT contra
N57: a una DRA de 1 MGy, NIT presenta menor dafio por radiacién en todos sus
puentes salvo por el disulfuro Ces—Cgp; a una DRA de 2 MGy, el dafio sobre los
disulfuros es semejante en ambas estructuras, excepto por el puente Cys—Coy
que se encuentra menos dafiado en NIT que en N57; a una DRA de 3 MGy, se re-
vela ahora que el dafio por radiacién es menor en todos los puentes de N57. Por
su parte, ASC a una DRA de 1 MGy se podria incluir en el grupo de los cristales
que en promedio tienen mayor dafio sobre los puentes disulfuro. Sin embargo, a
una DRA de 3MGy el comportamiento que presenta es parecido al de NIT.
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DISCUSION

6.1 COMPARACION CON ESTUDIO PREVIOS

En varios estudios de dafio por radiacién en cristales macromoleculares se ha
analizado, con mayor o menor detalle, la susceptibilidad de los puentes disulfu-
ro de la lisozima. En la mayoria de estos trabajos los resultados estan basados en
mapas de diferencia de densidad electrénica entre conjuntos de datos a diferen-
tes DRA, cuando este no sea el caso se mencionaréa en el texto. En 1999 Weik et
al. colectaron tres conjuntos de datos de un cristal de lisozima y realizaron una
quemada entre el segundo y el tercer conjunto de datos [9]. En ese estudio la DRA
calculada por conjunto de datos y quemada fue de 10° y 107 Gy, respectivamen-
te. Se propuso el puente Cs—C1p7 como el mds susceptible al dafio por radiacién.
Al cabo de unos afios, en el 2006, Kaufmann et al. colectaron cinco conjuntos de
datos por cristal de lisozima, entre otras proteinas, con y sin radioprotectores.
Con respecto a la lisozima, observaron que el dafio sobre los puentes disulfuro
podjia ser reducido parcialmente por los radioprotectores usados, excepto para el
disulfuro Cz—Coy, por lo que se sugirié que este era el disulfuro mas susceptible
[29]. La DRA total fue de 4.5MGy por cristal. En el 2011, Kmetko et al. colecta-
ron varios conjuntos de datos minimos, es decir, con una rotacién total de cinco
grados por conjunto de datos, de cristales de lisozima con y sin nitrato de sodio
[65]. Las colectas se realizaron a —173 °C y a temperatura ambiente. A —173°C
y una DRA de 1.9 MGy, se determiné que los puentes C7—Cgsq y Cs—C1p7 eran
los que sufrian mayor dafio. A temperatura ambiente y una DRA de 0.12 MGy, el
puente Cs—C127 fue el mdas dafiado. Segtin su métrica, especifica de su estrategia
de colecta datos, el puente C¢—C1p7 mostré dos veces menos dafio en cristales
con nitrato de sodio que en cristales sin esta sal. Este efecto protector solo se no-
t6 en los cristales difractados a temperatura ambiente y no a —173 °C. Segtin sus
conclusiones es mds factible eliminar moléculas de la condicién de cristalizaciéon
que en ultima instancia pudieran aumentar el dafio por radiacién, que buscar
moléculas radioprotectoras. También en el 2011, De la Mora et al. colectaron en-
tre cinco y seis conjuntos de datos por cristal con un intervalo de DRA desde
0.8 MGy hasta 28.2 MGy [31]. En contraste con el estudio anterior se tiene una
proteccién hasta cinco veces mayor sobre los puentes disulfuro en cristales de
lisozima con nitrato de sodio que en el cristal nativo (figura 6.1). Una probable
causa de esta diferencia, es que la concentracién de nitrato de sodio usada en
los cristales de De la Mora et al. fue cinco veces mayor, en comparacién con la
concentracién usada en el estudio de Kmetko et al. En el 2013 Sutton et al. co-
lectaron quince conjuntos de datos y segtin sus resultados los puentes disulfuro
maés dafiados son el C¢—Cio7 y el C3p—Cy15 (figura 6.2) [33]. En comparacién
con todos los trabajos anteriores, en esta tesis de maestria se tienen ocho series
de colectas con un total de 24100 patrones de difraccién; dos o tres érdenes de
magnitud més datos que los estudios previos.
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Figura 6.1: Se reproduce la figura cinco del estudio de De la Mora et al [31]. Los paneles
corresponden a mapas de diferencia electrénica entre conjuntos de datos a
una DRA cada vez mayor. Se muestran los mapas que corresponden al cristal
nativo (a), el cristal con dcido ascérbico (b) y el cristal con nitrato de sodio (c).
La diferencia de densidad electrénica se representa con una malla roja y se

encuentra a un valor de —0.25 electrones/ AS.
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Figura 6.2: Se reproduce la figura seis del estudio de Sutton et al [33]. Los péaneles co-
rresponden a mapas de diferencia electrénica entre conjuntos de datos a una

DRA cada vez mayor. La diferencia de densidad electrénica se muestra con una
malla roja a —30 y una malla verde a +30.



6.1 COMPARACION CON ESTUDIO PREVIOS

En el caso de esta tesis el orden de susceptibilidad fue: Ces—Cgp< C6—Cr27<
Cz0—-C115< Cy6—Co4. Este resultado es el promedio de la densidad electrénica
negativa sobre cada Sy de cada puente disulfuro. Cabe sefialar que este orden se
mantiene en la mayoria de los cristales desde una DRA de 1 MGy a 3 MGy. Solo
en el caso de NIT ocurre algo diferente. NIT presenta un par de moléculas de
nitrato cercanas a los puentes C30—C115 y Cea —Cgo (figuras 5.7 y 5.8). El orden de
susceptibilidad en NIT, a 1 MGy, es el siguiente: Cgs —Cgpo< Cs—C127< C76—Cos<
Cz0—C115. En otras palabras, la susceptibilidad de los dos puentes disulfuro mas
dafiados en los otros cristales se invierte en NIT. Después de 2MGy los dos
disulfuros mds susceptibles presentan un nivel de dafio semejante: Cgg—Cgp<
Cp—C127< Cy6—Cos~ C3p—C115. La hipétesis de que el nitrato tuviera algtn efec-
to sobre este cambio, se descarta al notar que en NIT no se tiene ningtn nitrato
cercano al disulfuro Cyg—Cog.

Aunado a esto, en el estudio de De la Mora et al. se sugirié que la molécula
de nitrato cercana al puente C¢—Ci27, era la responsable de su protecciéon. Este
resultado estd basado en que la desaparacion de la densidad electrénica se da
primero en el nitrato y después sobre el puente disulfuro (figura 6.3). Al realizar
el andlisis de los mapas de diferencia de densidad electrénica entre los conjuntos
de datos que De la Mora ef al. depositaron en la BDP, se observa una falta de
correlacién con respecto a la proteccion del puente disulfuro y la cercania de la
molécula de nitrato (figura 6.4). Este andlisis y los resultados del parrafo anterior
incitan a cuestionar dicho “efecto protector”, por lo menos a un nivel local.

Rs
=

b) c)

12.3 MGy

R RS

A A

17.9 MGy 23.3 MGy 28.6 MGy

K

Figura 6.3: Se reproduce la figura ocho del estudio de De la Mora ef al. [31]. Con esta
figura, los autores pretenden demostrar que antes de la reduccién del enlace
disulfuro, C¢—C127, se da la reduccién del nitrato en su vecindad. Los péneles
(a-f) corresponden a una DRA cada vez mayor. El mapa 2F, — F. se encuentra
dibujado a 1 ¢ (azul) y el mapa F, — F. se muestra a ¢ = 3.0 (verde y rojo,
respectivamente).
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Figura 6.4: Se presenta la diferencia de densidad electrénica entre conjuntos de datos
a una DRA de 28.6 MGy sobre la estructura 2YBH de De la Mora et al [31].
Para comparar esta imagen con la de la figura anterior, se intenté obtener la
misma orientacién espacial. El nitrato que se encuentra mds cercano al puente
disulfuro C¢—C127, se encuentra menos dafiado que el propio disulfuro. La
malla de diferencia de densidad electrénica se dibuja a —3.50 (magenta) y
+3.50 (cian). Imagen creada con PyMOL v. 2.2.

6.2 METRICAS TRADICIONALES

Las métricas para determinar el dafio por radiacién a nivel global dependen del
flujo de fotones y por lo tanto su comparacién es dificil. Esto se nota claramente
en las gréficas presentadas en las figuras 5.4 y 5.5. Esto implica que es imperativo
utilizar un sincrotrén de tercera generacion para realizar estudios de dafio por
radiacién; sin embargo, se debe tener en cuenta que el mayor brillo de estas
fuentes de rayos X tendrd como consecuencia un mayor dafio por radiacién.

En cuanto al comportamiento de la intensidad promedio y el Rimeas con respec-
to al namero de colecta de datos, una explicacién posible es que el haz de rayos
X, muestrea un mayor ntimero de celdas unitarias cuando el brillo es mayor. Por
eso la calidad de los datos, segtin el Rpyeas, mejora inmediatamente después de
una nueva inyeccién de electrones al anillo de almacenamiento del sincrotrén
usado. Con respecto al cambio en volumen de la celda unitaria, se tiene que se-
falar que esta fue una de las primeras métricas propuestas para estimar el dafio
por radiacién [66]. Poco después se observé que esta métrica era muy variable,
incluso en cristales pertenecientes a la misma gota de cristalizaciéon [27]. Esto
depende de cada cristal y de sus imperfecciones, pero también del brillo. Una
observacion a favor de esta dependencia, se da en el estudio de Ravelli ef al. [22].
Ahi se colectan un par de conjuntos de datos de lisozima con un haz de rayos
X atenuado y luego sin atenuar. En sus resultados es notable un “salto” en el
aumento del volumen de la celda unitaria y corresponde exactamente a la irra-
diacién del cristal con el haz sin atenuar. En cuanto a su comportamiento, por lo
general se nota un aumento del volumen de la celda unitaria; sin embargo, no
es raro obtener un decremento (véase [23, 27]). El aumento de la celda unitaria
estd correlacionado con la acumulaciéon de Hy dentro del cristal macromolecular
[57]. El decremento podria estar dado por dafio por radiacién especifico en los
contactos cristalinos o por un ndmero de factores experimentales como la deshi-
dratacién del cristal o cambios en su orientacion espacial durante la difraccién
del cristal.


https://www.rcsb.org/structure/2YBH
https://pymol.org/2/

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7.1 ESTRATEGIA I

El dafio por radiacién sobre los puentes disulfuro de la lisozima de clara de hue-
vo de gallina, aumenté al afiadir compuestos con metales de transicién al cristal
macromolecular. Como se mencioné anteriormente, es probable que esto se deba
a un incremento en el coeficiente de absorcion del cristal [27]. A la longitud de
onda de los rayos X utilizados, cualquier elemento dentro del cristal con un na-
mero atémico menor que el del aztfre, contribuye de manera insignificante a la
absorcion total de rayos X. La absorcién comienza a ser significativa entre mayor
sea el nimero atémico. Es notable que de los ocho cristales difractados, aquellos
que presentan un dafio por radiacién mayor que el cristal nativo (N47) son: TAN,
N37, CIC y SUL. La apariciéon de N37 en el listado anterior no contradice la hi-
potesis de que el dafio por radiacién aumenta a causa de una mayor absorcién
de fotones, pues se usé una cantidad indeterminada de HCI' para modificar su
pH. Estos resultados permiten concluir que la adicién de metales de transicién
al cristal macromolecular elevan el dafio por radiacién dentro del mismo.

7.2 ESTRATEGIA II

El dafio por radiacién sobre los puentes disulfuro de la lisozima de clara de
huevo de gallina aumenté o disminuy6 al usar un pH relativamente mds dcido
o basico que el de la condicion nativa, respectivamente. Esto va en contra de la
hipétesis presentada en este trabajo. La causa de que N37 presente mayor dafio
por radiacién en sus puentes disulfuro se menciona en el parrafo anterior. Con
respecto a N57, a 1 MGy, esta condicién se compara con N47 y es mejor que usar
dcido ascérbico como radioprotector. A 3 MGy la condicién N57 muestra menos
dafio por radiacién en sus puentes disulfuro que los cristales con dcido ascérbico
o nitrato de sodio. Cabe sefalar que N57 demuestra un perfil insuficiente del
flujo de fotones durante la colecta de datos; sin embargo, la DRA es en todo caso
mayor que la calculada, por lo que N57 es probablemente mejor de lo que parece.
El hecho de que N57 sea uno de los cristales con menor dafio por radiacién fue
inesperado. Segun las estadisticas cristalograficas N57 posee una mala calidad y
esto es probable que sea por la exclusién de las fajas de resolucién con anillos
de hielo y/o por la variacién entre cristales macromoleculares. Esto daria paso
a la posibilidad de que no se observé todo el dafio por radiacién sino solamente
una fraccién del mismo?; sin embargo, los mapas de diferencia de densidad
electrénica de N57 son los que poseen menor ruido, asi que la causa no esta del
todo clara.

1 El cloro tiene un niimero atémico mayor que el del aztfre.
2 Finalmente las estructuras cristalograficas son un promedio espacio-temporal.
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7.3 PERSPECTIVAS

Si bien en la seccién 5.4 se noté que la DRA de algunos cristales posee cierta in-
certidumbre, la coherencia del orden de susceptibilidad de los puentes disulfuro
en todos los cristales, salvo en NIT, nos permite aceptar nuestros resultados. A
opinién del autor, serfa interesante realizar experimentos con un intervalo de pH
mayor. En este aspecto es muy importante qué proteina elegir como modelo de
estudio, pues deberia de cristalizar en un amplio intervalo de pH con la calidad
suficiente. Incluso si la calidad del cristal es mejor que 1.2 A, es posible visuali-
zar la mayor parte de los &tomos de hidrégeno y seria entonces posible realizar
andlisis con mayor detalle.

Ademas se hace énfasis en que es fundamental realizar experimentos de dafio
por radiacién en sincrotrones de tercera generacién. Asf la DRA serd constante
por conjunto de datos colectado y su célculo serd méas preciso y practico.



SINCROTRONES

El sincrotrén es un tipo de acelerador de particulas (figura A.1).

Figura A.1: Esquema de un sincrotrén. Un sincrotrén estd compuesto por un acelerador
lineal [A], que se utiliza para acelerar electrones; un anillo de propulsién [B],
donde los electrones se aceleran todavia mds; y un anillo de almacenamiento
[C], donde se produce la radiacién sincrotrén. La luz emitida se filtra en la
cabina 6ptica [D]; el experimento de difraccion se realiza en la cabina experi-
mental [E]; y los patrones de difraccién se obtienen en la cabina de control [F].
Imagen modificada de https://commons.wikimedia.org/wiki/Synchrotron_
Soleil.

Una de las diferencias mas importantes entre un sincrotrén de segunda y uno
de tercera generacion, es el modo en que se llena el anillo de almacenamiento.
Un sincrotrén de tercera generaciéon tiene un modo denominado top-up, lo cual
significa que se inyectan electrones de manera semicontinua al anillo de almace-
namiento. El resultado es entonces un flujo de fotones semiconstante [20]. En el
caso del NsLs, debido a la inevitable pérdida de electrones en el anillo de almace-
namiento, se inyectaban electrones cada doce horas. Después de cada inyeccién,
el flujo de fotones se estabiliza al cabo de un par de horas y posteriormente
disminuye de manera lineal. La relevancia de esto se da precisamente en la esti-
macién de la DRA, pues el flujo de fotones es uno de los pardmetros necesarios
para dicho calculo. Como el flujo disminuia con el tiempo, la DRA también lo
hacia. Por lo que fue necesario realizar el cidlculo como se establece en la seccién
correspondiente de los resultados (5.4).
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ESTADISTICAS CRISTALOGRAFICAS

A continuacién se presenta un resumen sobre las estadisticas cristalogréficas. El
lector interesado obtendrd mayor detalle en las siguientes referencias [68-72].

Los puntos de los patrones de difraccién se indexan con tres ntimeros hkl y
la intensidad de los puntos se integra. Esto se hace para todos los patrones de
difraccién obtenidos, resultando en una larga lista de indices ikl con su respecti-
va intensidad y su error estdindar. Como se pueden dar varias observaciones del
mismo punto hkl, ya sea idénticos o relacionados por simetria, se procede a la re-
duccién de los datos al fusionar o combinar estas multiples observaciones. Dado
que la intensidad de los puntos se vuelve mas débil conforme incrementa la reso-
lucién, las estadisticas del procesamiento de datos se dan en ntimeros generales,
es decir, para todo el conjunto de datos y para la dltima faja de resolucién.

La métrica cristalogréfica mas importante es la resolucion de los datos, se mide
en A e indica el nivel de detalle que se puede alcanzar a distinguir en los mapas
de densidad electrénica y por lo tanto en la construccién del modelo estructural.
A grandes rasgos, la resolucion se clasifica como: atémica (<1.2 A), alta (<1.5 A),
media (<24 A) y baja (>3.0A). El conjunto de datos puede no estar completo
debido, entre otros factores, a la geometria del detector, a dafio por radiaciéon
excesivo y/o a una alineaciéon desafortunada del cristal durante la colecta de
datos. Por ejemplo, si se tiene un conjunto de datos a 1 A de resolucién, pero con
una integridad baja, realmente se tiene un conjunto de datos a una resolucién
menor. La integridad es la métrica cristalografica que representa la cobertura,
normalmente expresada en porcentaje, de todos las puntos tinicos teéricamente
posibles dentro del conjunto de datos observados. De la reduccién de los datos
se obtiene la multiplicidad o redundancia () y esta métrica es el ntimero total
de puntos observados sobre el ntimero total de puntos tnicos.

El nivel de la intensidad sobre el ruido, se expresa como un promedio sumado
sobre las N observaciones en una faja de resolucién:

<I/o(l) >= 1 i i (B.1)
N hkl U(Ihkl)

La relacién anterior proporciona un estimado de la utilidad de los datos en
funcién de la resolucién.
Por otro lado, en la CRX se intenta resolver la siguiente ecuaciéon

1 Wkl
p(x,y,z) ZZZFhkle —27i(hx +ky + 1z — apy)] (B.2)
—h —k —1

Donde p es la densidad electrénica, V es el volumen de la celda unitaria, F es
la amplitud del factor de estructura y « es su fase. Esta ecuacién se tiene que
resolver para cada punto hk! en el patrén de difraccion.

Como ya se menciond, los datos observados en la CRX son las intensidades de
los puntos en el patrén de difraccién, es decir Iy. A partir de las intensidades
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se pueden obtener las amplitudes del factor de estructura porque I o F,fkl. En
realidad esta proporcionalidad no se cumple exactamente debido a un ntiimero
de factores y para obtener F2, se escalan las intensidades. El proceso de escala-
miento hace que los intensidades sean consistentes entre si. El valor B de Wilson,
Bwison, €s precisamente el factor de escala que se aplica en este proceso.

Una vez combinadas y escaladas las intensidades, el indicador tradicional pa-
ra evaluar la calidad de los datos experimentales se obtiene por medio de la
siguiente ecuacién,

R _ Lk iy g — i
ml‘g - n Il
Ykt Xoi—1 Ly

que mide la dispersién de las n mediciones independientes de la intensidad de
una reflexién, Iy, alrededor de su promedio, Ik La calidad de los datos se
considera peor entre mayor sea el Ry;rg. Un valor menor a 5% o mayor a 10 %,
indica un conjunto de datos bueno o subdptimo, respectivamente. En la tltima
capa de resolucion el Ry, debe presentar un valor menor a 20 % [68].

Debido a que la intensidad de los puntos de difraccién disminuye a mejor
resolucién, se hace un corte de resolucién para descartar aquellas intensidades
que supuestamente degradan la calidad del modelo obtenido. Tradicionalmente
el corte de resolucién se hace cuando el Rmrg excede un valor ~ 0.6 y/o antes
de que la relacién sefial:ruido sea menor a 2.

En 1997 Diederichs et al. demostraron que el Rmrg dependia de la multiplici-
dad de los datos, por lo que se implement6 el

(B.3)

R Yot G2 i g — T B4
meas — PR (B.4)
Ykt Xoiea Ly

La ecuacién anterior ajusta la contribucién de cada punto por un factor de
vn/n —1, siendo n la multiplicidad [64].

Poco después se implement6 el Rpim el cual varia en comparacion con el Rmrg

por un factor de v/1/n—1 y segan sus autores, describe la precisiéon de las
intensidades ya promediadas [73].

Poco después se sugirié6 un coeficiente de correlacion de Pearson entre dos
conjuntos de datos provenientes de uno solo (CCy/;). Esto se implementa al
separar de manera aleatoria a la mitad los datos cristalograficos obtenidos [74].
Esta medida aborda directamente la consistencia interna de los datos.

Por otra parte, para medir el ajuste entre el modelo estructural obtenido con
los datos observados se hace uso de:

thl I8 hkl

Donde F); y F;;; son las amplitudes del factor de estructura observadas y cal-
culadas, respectivamente. Debido a que en el proceso de afinamiento es posible
disminuir el valor R, ya sea de manera intencional o no, se implementé un nue-
vo R que se calcula de manera idéntica pero con un subconjunto de los datos,
de 5% a 10 %, que nunca entran al ciclo de afinamiento. Este nuevo R se conoce
como Rgee v €l primero como Ryyopk-



PROCESAMIENTO DE DATOS

#!/bin/bash

#

# img2mtz

# Generates from a set of x-ray diffraction images

# the binary mtz file. Useful for doing radiation damage studies.
# Check the repo (https://github.com/murpholinox/img2mtz)
# for a more complete and documented version.

# This one is specific for HEWL, but you can change

# 1t to whatever protein you are using.

# img2mtz is licensed under the

# GNU General Public License v3.0

cd ~/data

for i in dirl dir2 dirN

do

cd $i

for j in ‘ls -1°

do

cd "$j"

generateXDSINP.sh "$j"_001.img.bz2

sed 's/_001.img.bz2/_???.img.bz2/' XDS.INP > a
sed 's/P_NUMBER=0/P_NUMBER=96/' a > b

sed 's/ANTS= 70 80 90 90 90 90/ANTS= 78 78 37 90 90 90/’ b > ¢
sed 's/A_RANGE=/A RANGE=1 100/’ c¢ > d

sed 's/T_RANGE=/T_RANGE=1 100/’ d > XDS.INP

rm ab cd; xds_par

echo "GENERATE_FRACTION_OF_TEST_REFLECTIONS=0.05" > XDSCONV.INP
echo "INPUT_FILE=XDS_ASCII.HKL" >> XDSCONV.INP
echo "OUTPUT_FILE=temp.hkl CCP4_I" >> XDSCONV.INP
echo "FRIEDEL'S_LAW=FALSE" >> XDSCONV.INP

xdsconv

f2mtz HKLOUT temp.mtz<F2MTZ.INP

cad HKLIN1 temp.mtz HKLOUT out.mtz<<EOF

LABIN FILE 1 ALL

DWAVELENGTH FILE 1 1 0.93930

END

EOF

cd ..

done

done
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AJUSTE DE LA DOSIS DE RADIACION ABSORBIDA

Cédigo R  R%, R%, —Ri  Ajuste

X
ASC-1 0998 0.998 0 lineal
CIC-1 0.996 0.996 0 lineal
N37-0 0968 0.992 0.024 lineal
N47-2 0998 0.998 0 lineal
N57-1  0.998 1 0.002 lineal
NIT-0 0.986 0.989 0.003 lineal
SUL-1 0985 0.998 0.013 lineal

SUL-2 0.721 0.971 0.250 cuadrético
TAN-2 0.678 0.93 0.252 cuadratico

Tabla D.1: Modelo del decaimiento de la DRA segtin el mejor ajuste obtenido. En la primer
columna se tiene el mismo c6digo que en la gréfica 5.3. La columna dos y tres,
corresponden al R? de un ajuste lineal o cuadratico, respectivamente. En la
cuarta columna se tiene la diferencia entre los coeficientes de determinacion de
los diferentes ajustes. Si esta diferencia no era mayor a 0.1, es decir Riz —RZ>
0.1, entonces se escoge un ajuste lineal. La quinta columna establece el ajuste
escogido para modelar la DRA por ronda en cada experimento.
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