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Resumen

El Antigeno Nuclear de Células en Proliferacidon es una proteina estructural que se encarga de
mediar interacciones entre el ADN y algunas proteinas como polimerasas, nucleasas y ligasas, lo
que la convierte en una proteina clave en los procesos de sintesis, modificacién y reparacion del
ADN.

Por otro lado, Thermococcus gammatolerans es el organismo mas resistente a la radiacién
ionizante conocido hasta ahora. Entre los dafios mas graves generados por la radiacién podemos
encontrar la modificacion de las cadenas de ADN. La radiacion propicia la generacion de sitios
abasicos, asi como la ruptura del enlace fosfodiéster. Debido al papel tan importante del PCNA en
la reparaciéon del ADN, es posible que el PCNA de Thermococcus gammatolerans posea diferencias
estructurales importantes respecto al de otros organismos no radiotolerantes.

Para determinar la estructura de una proteina mediante cristalografia de rayos X se emplea una
fuente de radiacién con propiedades similares la radiaciéon a la que esta constantemente sometido
Thermococcus gammatolerans, y a medida que se difracta el cristal, tanto el cristal como la
proteina que lo conforma sufren dafios debido a la radiacidon incidente. Durante el presente
trabajo, se determind la estructura cristalografica del PCNA de Thermococcus gammatolerans
mediante cristalografia de rayos X, y se realizaron estudios iniciales acerca de como la proteina
sufre cambios estructurales a medida que un cristal es difractado en repetidas ocasiones. Los
resultados obtenidos sugieren que el PCNA de Thermococcus gammatolerans puede recibir una
mayor dosis de radiacién sin dafiarse, ya que no se observa dafio estructural en ninguna de las
estructuras determinadas.



Introduccion

Abrazaderas deslizantes

Las abrazaderas deslizantes conforman una familia de proteinas presente en los tres
dominios en que se clasifican los seres vivos. Estructuralmente semejan a un anillo que presenta
regiones de hélices alfa orientadas hacia el interior y de hojas beta en la porcién exterior. De esta
forma la regién de hélices interacciona con el ADN vy las regiones con hojas beta quedan hacia el
exterior del anillo y es posible que medien las interacciones con otras proteinas. En las bacterias es
conocida como subunidad B y esta conformada por un homodimero, mientras que en las arqueas
y organismos eucariontes se conoce con el nombre de PCNA y su estructura es trimérica (Krishna,
1994). Estos dimeros o trimeros son ensamblados sobre el DNA, resultando en un anillo alrededor
de la doble hélice, y sirven como andamio para facilitar la unién de otras proteinas que intervienen
en procesos de modificacion de acidos nucleicos, por ejemplo, polimerasas, nucleasas, ligasas,
entre otras implicadas en la regulacion del ciclo celular (Moldovan, 2007). Esta familia presenta
una pobre identidad en secuencia (~7% entre organismos filogenéticamente lejanos), pero la
estructura es muy conservada (con un rmsd menor a 2A) (Sander, 1991 & Krishna, 1994).

En general, tanto en la subunidad B como en el PCNA se presentan homopolimeros, sin
embargo, algunos estudios de gendmica hallaron organismos que presentan un PCNA
heterotrimérico (Pan, 2013).

Antigeno Nuclear de Células en Proliferacion

El Antigeno Nuclear de Células en Proliferacion (PCNA, por sus siglas en inglés) fue
descubierto en 1978 por 2 grupos independientes. Miyachi y colaboradores estudiaban el suero de
pacientes con lupus eritematoso sistémico. En dicho suero encontraron un anticuerpo que
reconocia débilmente algunas células de higado y rifién; con mayor intensidad linfocitos
provenientes de los nédulos linfoides, timo y bazo; mientras que los linfocitos de sangre periférica
no mostraron reaccion (Miyachi 1978). Casi simultdneamente, Bravo y Celis realizaron un estudio
de sintesis diferencial de proteinas a través del ciclo celular utilizando células HeLa como modelo
de estudio. En este estudio, se encontrd una proteina cuya abundancia se duplicaba durante Ila
fase S del crecimiento con respecto a las demas fases (Bravo & Celis, 1980). Estos estudios se
limitaron a mencionar su presencia, y no fue sino hasta 8 afios después, en 1986, que se describid
la primera funcién del PCNA, que fue la de ser una proteina accesoria a la polimerasa 6, esencial
para la replicacién del genoma (Tan, 1986; Bravo, 1987).

Posteriormente se describieron otras interacciones y modificaciones postraduccionales
mediante las cuales se regulan otros procesos como la reparacion, arresto en alguna de las fases
del ciclo celular, cambios en la homo y heterocromatina; todos ellos mediados por cambios en las
proteinas que interaccionan con el PCNA (Maga, 2003).

Estructura del PCNA
El PCNA es una proteina nuclear que consiste en un trimero con simetria pseudohexagonal
(Krishna, 1994; Kelman, 1995). Los mondmeros que forman estos arreglos suelen ser iguales,



formando un homotrimero. Sin embargo, existen organismos, como la mayoria de los
pertenecientes a las Crenarqueotas, que tienen un PCNA heterotrimérico (Dionne, 2003; Gareth,

2006).

homotrimérico (Figura 1).
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se muestra un alineamiento de algunas secuencias de PCNA
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Figura 1: Alineamiento de las secuencias de PCNA Se muestra un alineamiento de la secuencia del
PCNA de (1) Arabidopsis thaliana; (2) Mus musculus; (3) Drosophila melanogaster; (4) Homo
sapiens; (5) Plasmodium falciparum; (6) Zea mays; (7) Saccharomyces cerevisiae; (8) Thermococcus

gammatolerans; (9) Pyrococcus furiosus. (Identidad de secuencia = 6.90%) En amarillo se muestran
las hojas B y en rosa las a hélices. Estas secuencias reflejan la diversidad en secuencia de esta
proteina, pero también reflejan la conservacion de la estructura secundaria. Las secuencias fueron

tomadas de la base de datos de Uniprot.



La estructura de las abrazaderas deslizantes consta de 6 dominios distribuidos en un
dimero, con 3 dominios por subunidad, o por un trimero, con 2 dominios por subunidad;
mostrando una simetria pseudohexagonal.

Cabe destacar que la DNA pol lll B de Escherichia coli, el equivalente al PCNA, tiene una
masa molecular de 41 kDa, el PCNA de 29 kDa, y la proteina GP 45 de 25kDa, y que aun bajo estas
condiciones la estructura tridimensional de las tres es muy similar (Figura 2).

Figura 2: Estructura de algunas abrazaderas deslizantes.

A: gp45 del bacteridfago T4 (Codigo PDB: 1CZD). B: Subunidad 8 de la ADN pol Ill de E. coli (Codigo
PDB: 1MMI). C: PCNA de Saccharomyces cerevisiae (Codigo PDB: 1PLQ). En amarillo se muestran
las hojas B y en rosa las hélices a. Las tres estructuras mostradas fueron determinadas por
cristalografia. La figura se realizé con el programa Coot (Emsley, 2010).

Los aminoacidos localizados al interior del anillo forman las hélices a, e interaccionan con
el ADN y por ende estdn cargados positivamente; mientras que los aminoacidos externos que
forman las hojas B son mayoritariamente negativos. Gracias a las cargas negativas de su superficie,
es capaz de interaccionar y aumentar la eficiencia de otras enzimas como: pol §, p21, MeCTr, DNA
ligasa I, Fen I, Ciclina D, pol €, RF-C, CDK2, Gadd45, entre otras (Maga, 2003 & Moldovan, 2007).
Ademas, existe evidencia preliminar que sugiere la unién de varias proteinas al mismo tiempo al
PCNA (Roberts, 2003; Dionne, 2003).

A pesar de que la distribuciéon de cargas se mantiene, es decir las cargas positivas se
orientan al interior del anillo y las negativas al exterior, la abundancia de estas en la superficie de
los trimeros varia entre especies, como se muestra en la Figura 3.

La estructura del monémero de PCNA esta conformada por dos dominios principales, el
dominio del Amino terminal (Dominio 1) y el del Carboxilo terminal (Dominio 2), asi como por el
Asa que los conecta (IDCL, Inter Domain Connecting Loop). Asimismo, la porcion de hélices alfa se
encuentra orientada hacia la porcidon que formara el interior del anillo, mientras que las hélices
alfa lo rodean. El asa interdominio une ambos dominios, y se proyecta hacia la cara frontal del
PCNA. Esta estructura se muestra en la Figura 4.



Saccharomyces cerevisiae Homo sapiens Thermococcus kodakaraensis

Litopenaeus vannamei

Figura 3: Mapa del potencial electrostdtico en la superficie del PCNA de varios organismos.

Se muestra la cara posterior del anillo. En general observamos cargas positivas en el interior, que
permiten la interaccion con el esqueleto de fosfatos con carga negativa, y una superficie con mayor
abundancia de cargas negativas, que interacciona con otras proteinas. Las regiones donde el
potencial es igual o menor a -0.5 V se muestra en color rojo, mientras que donde es igual o mayor a
0.5 V se muestra azul. Las regiones cuyo potencial electrostdtico queda entre ambos rangos se
muestra en color blanco. La figura fue realizada utilizando CCPAMG.



Figura 4: Estructura del mondmero de PCNA.

Se muestra la cara frontal del anillo. A: Los colores representan los dominios. En color beige se
muestra el Domino 1 (N-terminal), en color rojo se muestra el Asa interdominio (IDCL, Inter Domain
Connecting Loop), y en lila se muestra el Dominio 2 (C-terminal) B: El color corresponde con la
estructura secundaria. En verde podemos observar las hojas beta, mientras que en color rojo
podemos observar las hélices alfa. Las hélices se orientan en direccion al centro del anillo, mientras
que las hojas beta y el Asa interdominio se orientan hacia el exterior, lo que permite que
interactuen con otras proteinas. La figura fue realizada utilizando CCP4MG usando la estructura
5A6D del PDB.



Thermococcus gammatolerans

Thermococcus gammatolerans es una archaea, perteneciente a las Euryarchaeota, y es la
arquea termofilica mas radiotolerante conocida hasta ahora, ya que puede recibir hasta 7500 Gy
de radiacién gamma y reparar su genoma, lo que le permite mantener su viabilidad celular (Jolivet,
2003). Fue aislada a partir de muestras tomadas de las ventilas hidrotermales localizadas en la
Cuenca de Guaymas. Algunas de las condiciones ambientales presentes en las ventilas
hidrotermales son altas temperaturas, de hasta 300 °C, y condiciones de alta radioactividad,
resultado de la presencia de radionucleidos en los depdsitos polimetdlicos sulfurosos.

Aun no se han descubierto todos los mecanismos mediante los cuales este organismo
resiste y repara el dafio generado en el material genético debido a la radiacidn. Es posible que esta
gran resistencia sea conferida por varios factores, como es una alta eficiencia de reparacién del
genoma, ya sea por enzimas con una eficiencia catalitica extraordinaria o por la acumulacidn de
una gran cantidad de ellas; o bien, por proteinas que eviten o aumenten la tolerancia al dafio
sobre el ADN. En los organismos termotolerantes este fendmeno es especialmente interesante
debido a que, a la temperatura de crecimiento ideal, mas de 80°C, el ADN se encontraria disociado
y esto daria lugar a mayores dafios por la radiacién; sin embargo, el ADN se presenta en su
estructura clasica de doble hélice gracias a las proteinas asociadas a él. Ademas, al parecer esta
resistencia ante los dafios producidos por la radiacién es conferida, al menos parcialmente, por las
proteinas asociadas a él (Confalonieri, 2011).



Justificacion

El ADN y las proteinas son biomoléculas especialmente susceptibles al dafio causado por la
radiacion ionizante. Los principales dafos causados en el ADN son la ruptura del enlace
fosfodiéster y la generacidn de sitios abasicos, mientras que en las proteinas el dafio se observa
principalmente en regiones que contienen iones metalicos, en el atomo de azufre de los
aminodcidos cisteina y metionina, y en menor medida, en la descarboxilacion de la cadena lateral
de los aminoacidos acido glutdmico y acido aspartico, asi como otras modificaciones en la cadena
lateral de otros aminodcidos. Los estudios realizados indican que el dano causado al ADN es
proporcional a la dosis de radiacion recibida, y una vez que la célula recibe una dosis de radiacion
gue genera un dafio superior al que es capaz de reparar, la célula sera incapaz de reproducirse. Es
por ello que los organismos que son capaces de recibir radiacién ionizante en altas cantidades y
sobrevivir a ella deben ser capaces de reparar ese dafio de una forma poco frecuente en otros
seres vivos. Paralelamente al dafio que esta sufriendo el ADN, muchas otras moléculas, como las
proteinas, estdn siendo dafiadas por la radiacion incidente; y si las proteinas encargadas de la
reparacién pierden su capacidad catalitica debido a la modificacién de las cadenas laterales de los
aminodacidos que las conforman, la reparacion serd poco o nada eficiente.

Por ello, Thermococcus gammatolerans, organismo que resiste altas dosis de radiacién ionizante,
debe presentar formas de minimizar el daifo generado a la maquinaria enzimatica generado por la
radiacion y asi reparar el dafio causado al ADN eficientemente. Se han estudiado algunas vias de
reparacion del genoma que son catalizadas por diversas enzimas independientes; sin embargo, la
mayor parte de los procesos descubiertos tienen un factor comun, la interaccién de las proteinas
con la proteina estructural PCNA. El PCNA es una proteina que carece de funcién catalitica, que
funge como andamio o anclaje entre las enzimas encargadas de realizar la reparacién y el ADN.
Debido a esta funcién la presencia del PCNA en un estado funcional es de vital importancia para la
reparacion del ADN, por ende, es posible que algunas caracteristicas clave que la diferencien de las
demads puedan ser encontradas al analizar su estructura y compararla con la del PCNA proveniente
de otros organismos.



Objetivo General
e Determinar la estructura del PCNA de Thermococcus gammatolerans por medio de
cristalografia de rayos X con una progresién de daino generado por la radiacién acumulada
proveniente de un sincrotrén.

Objetivos especificos

e Expresar y purificar el PCNA de Thermococcus gammatolerans en Escherichia coli
utilizando cromatografia de afinidad.

e Obtener cristales con un orden interno adecuado para la determinacién de la estructura.

e Obtener la estructura cristalografica por medio de la técnica de reemplazo molecular,
utilizando las coordenadas tridimensionales del PCNA de Thermococcus kodakaraensis
como base.

e Analizar el daio estructural sufrido por la proteina durante las colectas sucesivas.

e Comparar la estructura determinada con otras depositadas en el PDB, enfocandonos en
las diferencias estructurales que puedan resaltar caracteristicas que la diferencien vy
puedan explicar una posible tolerancia frente a la radiaciéon ionizante.



Metodologia

Microorganismo y vector
Para la expresion de la proteina se utilizé la cepa de Escherichia coli BL-21 Star (DE3). Esta cepa
posee el siguiente genotipo:

F- ompT hsdSB (rB - mB -) gal dcm rnel31 (DE3)

Descripcion del fenotipo:

F-: No posee el plasmido F-

ompT: Mutacidn en el precursor de la proteasa VII.

hsdSB (rB - mB -): Mutaciones en el sistema de metilacién y restriccion dependiente de metilacion.
gal: Impide el uso de galactosa.

dcm: Impide la metilacién de citosinas.

rnel31: Mutacién que disminuye la degradacién de mRNA expresado de forma heteréloga.

DE3: Contiene un profago. Este profago contiene la secuencia codificante de la ARN polimerasa del
bacteriéfago T7. Por ende, esta cepa puede expresar genes que se encuentren bajo promotores T7

Por otro lado, el plasmido utilizado para clonar y expresar el gen que codifica el PCNA fue el vector
p-Cold | (Takara), en la Figura 5 se observa el mapa de este vector.
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Figura 5: Mapa del plasmido utilizado para expresar el PCNA de T. gammatolerans.

A

Y en la Figura 6, se muestra detalladamente el sitio de clonacién:
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pCold-F Primer
—
5' TAACGCTTCAAAATCTGTAAAGCACGCCATATCGCCGAAAGG

TEE His « Tag Factor Xa
CACACTTAATTATTAAGAGGTAATACACCATGAATCACAAAGTG CATCATCATCATCATCAT ATCGAAGGTAGG
sD Met Asn His Lys Val His His His His His His lle Glu Gly Arg

Ndel Sacl Kpnl Xhol BamHI| EcoRl Hindlll  3all Pstl  Xbal
CATATG GAGCTC GGTACC CTCGAG GGATCC GAATTC AAGCTT GTCGAC CTGCAG TCTAGA TAGGTAATCTCTGCT
His Met GluLeu GlyThr LeuGlu GlySer GluPhe Lysleu ValAsp LeuGIn SerArg End

pCold-R Primer
-
TAAAAGCACAGAATCTAAGATCCCTGCCATTTGGCGGGGA ATTTG CAGGAAATAAATAATCGAT 3'

transcription terminator
Figura 6: Secuencia del sitio de multiclonacion del plasmido pColdl.
Se muestra tanto la secuencia de nucledtidos como los elementos que codifican.

El gen fue obtenido mediante comunicacion directa con el Dr. Patrick Forterre, del (Institut de
GénétiqueetMicrobiologie, Université Paris-Sud, quien amablemente nos doné ADN gendmico
purificado de Thermococcus gammatolerans. A partir de este material genético, se realizé una PCR
para amplificar el gen mediante los primers mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1: Cebadores utilizados para amplificar la region codificante para el PCNA de Thermococcus

gammatolerans.
Nombre Secuencia
Sentido ggtcggaattcCATATGCCGTTTGAGATCGTTTTTG

Antisentido ggttggGGATCCTCACTCCTCAACGCGGGGAGC
En negritas se destaca la region de corte de las enzimas de restriccion Ndel y BamHI, respectivamente.

Tanto el plasmido como el inserto fueron digeridos con las enzimas Ndel y BamHI, y
posteriormente ligados.

La ligacion fue comprobada mediante PCR y secuenciacion.

Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se esterilizaron mediante calor himedo en una autoclave a 121°Cy
0.1 MPa de presion. Después de la esterilizacidon el medio se deja enfriar hasta que alcanza una
temperatura de aproximadamente 45°C y se le agrega esta hasta alcanzar a una concentracién de
0.1 g/L. El plasmido pColdI confiere resistencia a este antibidtico.
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-Medio de cultivo Luria-Bertani

El medio de cultivo Luria (Lennox) consta de: Peptona de caseina, 10 g/L; Extracto de
Levadura, 5 g/L; Cloruro de Sodio, 5 g/L; y 15 g/L de agar cuando se requiera medio sdlido. Los
componentes se disuelven en agua destilada y se esterilizan. El medio de cultivo sélido se vacia en
placas estériles de 9mm de diametro, usando alrededor de 22 mL de medio de cultivo por placa.

-Medio de cultivo para inéculo.

El medio de cultivo para la preparaciéon del indculo usado fue tomado de Spadiut (Spadiut, 2008),
la composicidn se lista a continuacion: Glicerol, 5 g/L; Peptona de caseina, 5 g/L; Extracto de
levadura, 5 g/L; Cloruro de sodio, 5 g/L. Los componentes se disuelven en agua destilada, y se
esteriliza.

-Medio de cultivo M9.

El medio de cultivo M9 se utilizé para la expresidon heterdloga del PCNA. La composicidn es:
Glicerol, 10 g/L; Peptona de caseina, 10 g/L; Sulfato de magnesio 1M, 10 mL; Cloruro de Calcio
0.5M, 1 mL; y 200 mL de solucion salina M9. La composicién de la solucidon salina M9 es:
Na,HPO,*2H,0, 42.5 g/L; KH,PO,, 15 g/L; NaCl, 2.5 g/L; NH,CI, 5.0 g/L. El medio se prepara en
matraces bafleados, ya que las protuberancias de la base generan mayor turbulencia durante la
agitacioén orbital, lo que permite una mejor aireacién.

Soluciones amortiguadoras de pH

A continuacién, se muestras las soluciones que seran utilizadas para la purificacidon de la proteina.
Ademas de la preparacion listada, las soluciones que sera utilizadas en el equipo AKTA Pure 25
deben ser filtradas usando una membrana de 0.22 um y degasificadas antes de usarlas en el
equipo.

-Buffer A
Tris 50 mM, NaCl 400 mM, pH 7.5.

Para la preparacién se utiliza cloruro de sodio, 23.37 g/L y Tris Base, 6.05 g/L. Los
componentes se solubilizan en 750 mL de agua destilada, se ajusta el pH a 7.5 con 4cido
clorhidrico 2 M y se afora a 1L.
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-Buffer B
Tris 50 mM, NaCl 400 mM, Imidazol 500 mM, pH7.5.

Para la preparacion de la solucién Buffer B, se utilizard cloruro de sodio, 23.37 g/L; Tris
Base, 6.05 g/L e Imidazol, 34.09 g/L. Los componentes se solubilizan en 750 mL de agua destilada,
se ajusta el pH a 7.5 con 4cido clorhidrico 2 M y se afora a 1L.

Cultivo, preparacion y conservacion de Escherichia coli
Cultivo y conservacidn de E. coli BL21 (DE3)

A partir de un tubo o placa con la cepa pura, se toma una asada o una colonia y se siembra
una placa de medio Luria sin antibidtico. La placa se incuba a 37°C durante 18 horas y las colonias
obtenidas se colectan con un asa microbioldgica. Las células se colocan en criotubos que
contienen 1 mL de una solucién estéril de glicerol al 25% (v/v) en agua. Se agitan suavemente con
la micropipeta o con un vdrtex, para disgregar los grumos gruesos de células. Cuando no se
observen cimulos de células, los tubos se etiquetan y colocan en un ultracongelador a -80°C.

Preparaciéon de E. coli BL21 (DE3) quimiocompetentes

La preparacién de células competentes es un proceso vital en la produccién de proteinas
recombinantes, ya que nos permite introducir material genético exterior a la célula. Para la
preparacion de ellas es necesario preparar una noche antes un preindculo. Para ello, se toma una
colonia de E. coli BL21 (DE3) y se inoculan 5 mL de medio de cultivo Caldo Luria (Lennox) sin
antibidtico. El cultivo se incuba a 37°C y en agitacién a 200 rpm durante toda la noche. También se
coloca dentro de la incubadora un matraz de 500 mL que contenga 100 mL de Caldo Luria (Lennox)
sin antibidtico, este matraz sera inoculado al dia siguiente, y al permanecer a 37°C previo a la
inoculacidn, favorecera el crecimiento celular, lo que disminuird tiempo de incubacién al dia
siguiente.

Al dia siguiente se toma 1 mL de ese cultivo y se inoculan los 100 mL de medio Caldo Luria
(Lennox) sin antibidtico que se dejaron en la incubadora durante la noche previa. El cultivo se
incuba a 37°C y con agitacion de 200 rpm. Cuando alcanza una densidad éptica a 660 nm entre 0.4
y 0.5 se colectan las células por medio de centrifugacién a 10 000 rpm en una centrifuga 5804 R de
Eppendorf (13 751 g) con una temperatura de 4 °C durante 2 minutos. Se retira el medio de
cultivo.

El paquete celular se resuspende en 50 mL de una solucién estéril de cloruro de calcio 50
mM a una temperatura de 42C. Se coloca en hielo y permanece ahi durante 10 minutos.

Transcurrido ese tiempo, la suspension se centrifuga con las mismas condiciones, se retira
el sobrenadante y el pellet se resuspende en 30 mL de una soluciéon 50 mM de cloruro de calcio y
15% v/v de glicerol manteniendo la temperatura de 4 °C.
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La suspensién permanece en hielo durante 45 minutos y se alicuota en tubos estériles de
1.5mL, en volumenes de 50 uL. Estas alicuotas se almacenaron en un ultracongelador a -80°C
hasta su uso.

Transformacién de E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pColdI-TgPCNA

Se toma una alicuota de células BL-21 quimiocompetentes del ultracongelador a -80°Cy se
descongelan en hielo. Una vez que estan descongeladas se agregan 1 pL de plasmido pColdI-
TgPCNA vy se agita suavemente para homogeneizar. Se mantiene en hielo durante 30 minutos mas.

Después se realiza el choque térmico para la transformacion de las células. Para ello el
tubo se coloca en un bafio a 42°C durante 45 segundos. Transcurrido ese tiempo el tubo se coloca
en hielo por 2 minutos, se le agrega 1 mL de medio Caldo Luria (Lennox) y se incuba a 37°C
durante 45 minutos.

Finalmente, el contenido se dispersa en una placa de medio LB con 0.1 g/L de ampicilina.
La placa se incuba a 37°C durante una noche. Se recomienda sembrar varias placas utilizando
diferentes volimenes de cultivo.

Al dia siguiente, se toma una de las colonias y con ella se inocula una placa nueva de
medio LB con ampicilina. La cepa transformada serd almacenada a -80°C, de la misma forma en
gue se almacena la cepa sin transformar. Esta sera utilizada para inocular el medio de cultivo para
la produccion de PCNA.

Produccion de PCNA

Se inoculan 150 ml del medio para inéculo con una colonia de E. coli BL-21 Star
transformada y se incuba a 37°C con agitacidon de 200 rpm hasta que alcanza una densidad dptica
de 0.5 a 600 nm.

El medio de produccidn se inocula con 5% (v/v) de este cultivo y se incuba a 37°C a 200
rpm. Cuando el cultivo alcanza una densidad dptica de 0.5 a 600 nm, se le agregan IPTG hasta
alcanzar una concentracién 0.1 mM vy se coloca en el cuarto frio (4°C) durante 30 minutos. Para
favorecer que el cultivo se enfrie adecuadamente, se recomienda agitar el matraz cada 5 minutos.
Posteriormente se continda la incubacién cambiando la temperatura a 15°C y la agitacion se
mantiene constante. Se continla la incubacidn durante 24 horas. Al terminar el periodo de
induccion, el cultivo se transfiere a botellas para centrifugar de 250 mL y se centrifuga en una
centrifuga Beckman Coulter 341735 J2-21, con un rotor JA-14 (Beckman-Coulter) a una velocidad
de 6,000 rpm (5514 xg) a una temperatura de 4°C. Finalmente se retira el sobrenadante y los
paquetes celulares se congelan a -20°C hasta su uso.
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Purificacion

Preparacion de las columnas
e HisTrap FF

Para la purificacion de TgPCNA se utilizd una columna HisTrap FF, una columna preempacada
utilizada en cromatografia de afinidad por iones metdlicos inmovilizados (IMAC) de GE
Lifesciences; con un volumen de columna de 5 mL. La columna estd compuesta de Ni -Sepharosa 6,
con un tamafio de poro de aproximadamente 90 um.

La preparacién de la columna se realizé de la siguiente forma:

La columna se almacena en Etanol al 20%. Debido a ello, primero debe lavarse con 15 mL de agua
destilada, después se pasan 10 mL de una solucién de EDTA 0.1 M pH 8. Con ello se retira el niquel
de la columna. Posteriormente se lava con agua destilada y se le agregan 5 mL de una solucién 100
mM de NiCl2. Finalmente se lava con agua destilada para retirar todo el niquel no unido, y se
equilibra con el Buffer A, usando 20 mL de este.

La columna equilibrada esta lista para utilizarse en la purificacién. Cuando la purificacién concluye
se pasan 25 mL mas de agua y finalmente 15 mL de Etanol al 20%. La columna se almacena en un
refrigerador a 4°C.

e Columna preempacada para Filtracidon en Gel, Cromatografia de exclusidon Molecular.

La columna empleada es HiLoad Superdex 200 pg 26/60 (GE Lifesciences). La resina estd
compuesta por dextran y agarosa. El rango de pesos moleculares en los cuales la resolucién es
adecuada es de 10 000 a 600 000. La columna tiene un volumen de 320 mL en total, tiene un
ndmero mayor a 13 000 platos tedricos/m y un tamafio de particula promedio de 34 um. La
porosidad es de 10 um.

La columna fue utilizada en conjunto con el equipo Akta Pure 25 (GE Lifesciences).

Previo a utilizar la columna se debe equilibrar en forma similar a la columna HisTrap. Al igual que
en el caso anterior, la columna se conserva en Etanol al 20%, por lo que primero se lava con 350
mL de agua destilada, y después se equilibra con 350 mL de Buffer A. Una vez que la conductividad
se estabiliza la columna esta lista para aplicar la muestra. Después de utilizarse debe ser lavada
con 350 mL de agua destilada, y después con 350 mL de Etanol al 20% si se almacenara por mas de
una semana. Todas las soluciones que sean empleadas durante esta cromatografia deben ser
previamente filtradas con un filtro de 0.22 um y degasificadas.
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Colecta de células y extraccion de proteinas

Se toman los pellets congelados y se resuspenden en 50 mL de Buffer A por cada litro de
cultivo colectado. Se agrega lisozima a una concentracion de 1 mg en 50 mL y se coloca en un
orbitador durante 30 minutos.

Se agrega PMSF hasta una concentracién de 1mM y se sénica utilizando los siguientes
parametros: Amplitud de 40%, pulsos 59/59 (Activo/descanso) y una duracion de 12 minutos. Se
colecta en tubos para centrifuga de 50 mL y se centrifuga a 11 000 rpm (15 126 x g) en una
centrifuga 5804 R de Eppendorf. Se toma el sobrenadante y a partir de este se purifica la proteina.

Cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC)

El sobrenadante se pasa por la columna de afinidad HisTrap FF previamente equilibrada,
usando un flujo de 3 mL/min. Después se hacen pasar 10 mL de una solucién 4% Buffer B/96%
Buffer A (Cuya concentracion final es: 400 mM de NaCl, 50 mM Tris pH 7.5, 20 mM Imidazol) para
retirar las proteinas unidas débilmente a la resina. Posteriormente se pasan 10 mL de una solucién
10% Buffer B/90% Buffer A (400 mM de NaCl, 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM Imidazol) y se colecta la
fraccion. Al terminar se hace un ultimo lavado usando 10 mL en el cual el porcentaje del Buffer B
se aumenta a 20%, al finalizar esta etapa, la elusidon se realiza utilizando 100% de Buffer B. Las
fracciones se separan y se analizan por medio de un gel desnaturalizante SDS-PAGE.

Para preparar las muestras para la electroforesis, se mezclan en una relacién 1:1 con buffer de
Laemmli. El buffer de Laemmli 2X tiene la siguiente formulacién: 4% SDS, 10% B-Mercaptoetanol,
20% glicerol, 0.05% Azul de bromofenol, 100 mM Tris pH 6.8. Se toman 20 pL de cada una de las
fracciones, se mezclan con 20 pL de buffer de Laemmli, y se colocan en un termobloque a 95°C
durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se le da un breve pulso a los tubos usando una
centrifuga, para colectar todo el volumen en el fondo del tubo, y se cargan 20 ulL de la mezcla en
los pozos del gel. La electroforesis se realiza con un voltaje de 110 V durante aproximadamente 55
minutos. Una vez finalizada, el gel se retira de la camara, se separa de los vidrios donde se
prepara, y se coloca en una solucién de teiiido con Azul de Coomassie (50 % metanol, 10 % acido
acético, 0.5% Azul de Coomassie G-250). Se coloca en agitacién orbital durante 45 minutos.
Después, se destifie y sera posible observar las bandas.

Las fracciones en las cuales se observa una banda con un peso molecular acorde al de TgPCNA se
concentran hasta un volumen de 0.75 mL y se purifican por medio de cromatografia de exclusion
molecular.

Cromatografia de exclusion molecular

La columna debe estar preparada previamente en el equipo Akta Pure 25y se establece un
flujo de 1 mL/min usando Buffer A. La muestra se aplica a la columna usando un asa de 500 pL. Se
programa la colecta de fracciones a partir del minuto 112 después de que se aplicé la muestra a la
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columna, esto es debido a que el volumen vacio de la columna es de 112 mL. La elucién se
fracciona cada 5 mL. Las fracciones que muestren absorbancia mayor al valor basal registrado a
280 nm se analizan por medio de un gel desnaturalizante SDS-PAGE. El volumen de elucidn teérico
del PCNA es de 215.18 mL, sin embargo, este volumen estd calculado utilizando solamente el peso
molecular de la proteina, e ignora la influencia de la estructura tridimensional de esta. Al analizar
el gel de electroforesis, se toman las fracciones en las que se observa una banda correspondiente
a PCNA purificado, se concentran y se cuantifican.

Concentracion y cuantificacion de TgPCNA

Las fracciones seleccionadas son concentradas en filtros Amicon Ultra (Merk Millipore) de
15 mL. Estos tubos contienen filtros de celulosa regenerada y se centrifugan a 4 000 xg en una
centrifuga 5804 R (Eppendorf). Cuando el volumen es menor a 4 mL, se transfiere a un filtro
Amicon Ultra de 4 mL. La proteina purificada se concentra hasta aproximadamente 250 pL si
proviene de 2 L de cultivo.

Cuando se alcanza este volumen, la proteina es cuantificada por densitometria en un gel
SDS-PAGE. La cuantificacién por medio de densitometria en SDS-PAGE se realiza de la siguiente
forma:

Se prepara un estandar de BSA a 1 mg/mL, y se colocan 2, 4, 6 y 8 uL del estdndar en 10 pL
de buffer de carga. Las muestras a cuantificar se diluyen en factores 1:1; 1:2; 1:3; 1:5 y 1:10. Se
toma 1 plL de cada una de ellas y se coloca en 10 pL de buffer de carga. Las muestras se calientan a
96°C durante 5 minutos, se les da un pulso en la centrifuga para recuperar todo el volumen, y se
cargan en un gel de acrilamida al 10% para realizar un SDS-PAGE.

Se debe tener especial cuidado al cargar la muestra, ya que debe introducirse todo el
volumen de la muestra en los pozos sin que este pase a los pozos vecinos. La electroforesis se
corre con un voltaje de 140 V durante 45 minutos. El gel se revela con reactivo de Coomassie y se
analiza en un Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad) usando la placa blanca (White tray). La imagen se
analiza con el software Image Lab, de la misma empresa, y se cuantifica por medio de la
interpolaciéon de la cantidad y saturacion de pixeles, usando la curva patrén del mismo gel.

Una vez que se conoce la concentracion alcanzada, se diluye la proteina a una concentracién
adecuada para las pruebas de cristalizacion.

Cristalizacion

Para encontrar una condicién de cristalizaciéon adecuada para esta proteina se realizé una
exploracién inicial utilizando los kits Wizard |, I, Il y IV de Rigaku Reagents y la técnica de
microbatch.

También se utilizé el kit de PEG/lon de Hampton Research asi como otras condiciones
reportadas para proteinas similares.
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La condicion de cristalizacion mas exitosa (100 mM de citrato de sodio pH 5.8, 2.4 M
sulfato de amonio, 10% v/v 2-metil-2,4 pentaenediol (MPD)) fue optimizada usando las siguientes
concentraciones de los componentes:

100 mM de Citrato de sodio pH 5.2,5.5y 5.8
Sulfato de amonio 2.4,2.6y 2.8 M
MPD 5%, 7.5% y 10%

Estas condiciones se probaron mediante la técnica de microbatch. Las pruebas de cristalizacidn se
incubaron a 18°C durante al menos 3 semanas.

La técnica de microbatch consiste en colocar 1 plL de proteina en un pozo, y mezclarla con 1 L de
la solucidn de cristalizacion, y finalmente colocar 10 pL de aceite sobre la gota, para evitar la
evaporacién durante la incubacion. Las placas se colocan a 18 °C en un habitaculo donde
permanecen con el menor nimero de perturbaciones posibles.

Crioproteccion y sobreenfriamiento

Para que la colecta de datos de un cristal sea adecuada se recomienda que este se
sobreenfrie a una temperatura de 100 K para mejorar la calidad de los datos obtenidos,
reduciendo los dafos por radiacidn al reducir la difusién de las especies producto de la radidlisis.
El cristal debe ser montado en un asa de rayén (MiTeGen), el didmetro de esta va a depender del
tamafio del cristal.

Para sobreenfriar los cristales evitando la formaciéon de hielo que puede dafiar o destruir el
cristal, se utilizan moléculas pequeiias que impiden la formacién de hielo en la gota. Estos
criopreservadores son diversos, los mas comunes son glicerol, trehalosa, sales en altas
concentraciones y algunos aceites. El éxito de un criopreservador no puede ser asegurado previo a
su uso, ya que el cambio de densidad y composicidén entre el ambiente en el cual el cristal nucled y
crecié respecto al ambiente en el cual se congelara puede ocasionar fracturas, rupturas o
solubilizacidn del cristal. Para la preparacién de las soluciones crioprotectoras se prefiere recurrir a
moléculas pequeiias ya que la difusidn de ellas dentro del cristal es mas rapida.

Con base en ello, comprobd experimentalmente que el glicerol al 20% era un
criopreservador adecuado, ya que los resultados de difraccidon de cristales mostraban un tenue
anillo de hielo, cuya intensidad no interfiere con la del patrén de difraccion.

Los cristales posteriores se sobreenfriaron agregando este criopreservador a las soluciones
madre en las que crecieron, y colocando el cristal pocos segundos en esta solucion antes de
colocarlo en nitrégeno liquido.
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Difraccion de los cristales

Los cristales enfriados se transportaron al SSRL (Standford Synchrotron Radiation
Lightsource) para ser difractados en la linea 14-1. Las especificaciones de la linea se listan en la
Tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas de la linea 14-1 del SSRL

Fuente Magneto Doblado
Energia 6.0 - 13.0 KeV
Detector MARmosaic 325 CCD

Distancia al detector 95 - 650 mm

Goniémetro Huber Kappa
diffractometer

Sistema de Oxford Cryojet

enfriamiento

Presion Ambiente

Temperatura 100K

El flujo del haz de fotones fue de 1.18 x 10" fotones/segundo. La estrategia de coleccidn
se detallard en cada cristal.

Construccion de la estructura y afinamiento

Los datos fueron integrados usando Mosflm y escalados usando Scala, ambos de la suite
de CCP4, version 6.5. Para determinar el limite de corte en cuanto a resolucién, se tomaron en
consideracion los valores de CC (1/2), I/o (1); ademas de la integridad. EL valor de CC (1/2) debe ser
alrededor de 0.8, el de I/o(l) de al menos 2.0 y la integridad cercana a 100%, estos valores se
toman considerando los datos en la faja de mayor resolucién.

La primera estructura fue determinada por reemplazo molecular utilizando el PCNA de
Thermococcus kodakaraensis (PDB: 3LX1) y el programa Phaser, el cual se encuentra dentro de
CCP4. Para las estructuras subsecuentes, se utilizé la estructura a mayor resolucion disponible del
PCNA de T. gammatolerans determinada durante esta misma tesis. El afinamiento se realizd
usando PHENIX (Python-based Hierarchical ENvironment for Integrated Xtallography), versién 1.9-
1692), COOT (Crystallographic Object-Oriented Toolkit, de la suite de CCP4); y Refmac en ciclos
iterativos hasta alcanzar la convergencia de los valores R y Ry ce.

Refmac fue utilizado para realizar el afinamiento de cuerpo rigido inicial y para ordenar las
columnas de forma que PHENIX pueda leerlas adecuadamente. Posteriormente se alterné el uso
del comando phenix.refine para calcular nuevamente las fases con la nueva estructura con el
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ajuste mediante coot, que nos permite visualizar el mapa de densidad electrénica 2FyF: y el mapa
de diferencias FoFc, y con ellos ajustar las cadenas laterales, conformaciones alternativas de
ciertos aminodcidos y otras moléculas, como agua.

Validacion y depésito de la estructura

Cuando los valores de afinamiento estructural Ry Y Riee S€ CONsideraron adecuados, Ryok pOr
debajo de 0.2 y un R;e con una diferencia de menos de 0.05 unidades con respecto a Ryor,
ademas de un porcentaje bajo (menor al 2%) de aminodcidos con angulos phi y psi fuera de las
areas permitidas en el grafico de Ramachandran, la estructura se consideré como adecuada para
su depdsito en la base de datos del PDB (Bank, 1971).

La estructura fue depositada mediante AutoDep, del EMBL-EBI (European Molecular Biology
Laboratory-European Bioinformatics Institute), para ser anexada al PDB cuando fuera aprobada. La
estructura se publico bajo el cddigo de acceso 5A6D.
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Resultados y discusion

Purificacion de TgPCNA

Una vez que se obtuvieron células transformadas con el plasmido, se selecciond una
colonia que expresa el TgPCNA, se conservé y a partir de esta se produjeron los cultivos

subsecuentes, como se describe en los métodos.

Posteriormente, se realizd la cromatografia de afinidad por cationes metalicos divalentes

inmovilizados. La elucién se muestra en la Figura 7.
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Figura 7: Perfil de purificacion del PCNA después de la cromatografia de afinidad.
(1) Marcador de peso molecular; (2-5) Eluciones de una columna de afinidad HisTrap FF de 5 mL,
realizadas con 100% de Buffer B. A la izquierda se muestra la masa correspondiente a cada una de
las bandas del marcador de peso molecular.

Las fracciones con la banda correspondiente a la masa molecular de TgPCNA se concentraron
hasta alcanzar un volumen de 2 mL y se aplicaron a una columna Superdex 200 pg 26/600 para la
cromatografia de exclusion molecular. Se utilizé el Buffer A y un flujo de 1 mL/min.

En la Figura 8 se muestra el perfil de elucién de la cromatografia de exclusion molecular.
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Figura 8: Perfil de elucion de la cromatografia de exclusion molecular mediante la columna
Superdex 200 26/600.

El volumen de elucion del PCNA fue de 218 mL. Este valor se interpold en la recta obtenida de la
calibracién de la columna, dando como resultado un peso molecular de 31 kDa, que es muy
cercano a la masa real del PCNA de 28 KDa. Se realiz6 una SDS-PAGE para analizar la muestra

(Figura 9).
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Figura 9: SDS-PAGE con la fraccion correspondiente al PCNA después de la cromatografia de
exclusion molecular.
Carriles: 1: Marcador de peso molecular; 2: PCNA antes de ser inyectado a la columna; 3: PCNA
obtenido de la columna. A la izquierda se muestra la masa correspondiente a cada una de las
bandas del marcador de peso molecular.
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Con base en el cromatograma se seleccionaron las fracciones que contenian PCNA y se
concentraron mediante centrifugacion utilizando un tubo Amicon Ultra de 15 mL con un corte de
10 kDa hasta obtener un volumen de 3 mL. Al alcanzar este volumen se utilizé un Amicon Ultra de
4 mL para continuar con la concentracién hasta alcanzar un volumen de 300 pL. S tomaron 100 pL
y se aplicaron a la columna de exclusién molecular. La filtracién molecular se llevé a cabo con los
mismos parametros que antes, empleando la misma columna, con el fin de cerciorarse de la
pureza de la muestra. El cromatograma de esta segunda cromatografia de exclusién molecular se
muestra en la Figura 10.

Figura 10: Perfil de elucion de la cromatografia de exclusion molecular del PCNA purificado.

La proteina se cuantificd por medio de densitometria a través de SDS-PAGE utilizando un método
de densitometria de pixeles. Este método consiste en analizar la densidad y saturacién de una
imagen vy calcular su concentracion mediante la interpolacidon con un estandar de concentracion
conocida. Los resultados de la cuantificacidn se observan en las Figuras 10y 11.

Figura 11: Primera cuantificacion del PCNA
Carriles: 1: Albumina a 4 mg/mL; 2: Albumina a 3 mg/mL; 3: Albumina a 2 mg/ml; 4: Albumina a 1
mg/ml; 5: PCNA obtenido de la cromatografia de exclusion molecular.
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Carriles 1

Figura 12: Gel SDS-PAGE utilizado para la cuantificacion del PCNA.
Del lado izquierdo se encuentra el estandar de BSA, y del lado derecho se encuentra el PCNA. Se

utilizaron 4 diluciones con factor 1:2 para corroborar que se hace una cuantificacion adecuada.

Carriles: 1: Albumina a 2 mg/mL; 2: Albumina a 4 mg/mL; 3: Albumina a 6 mg/mL; 4: Albumina a 8
mg/ml; 5: TgPCNA diluido 1:8; 6: TgPCNA diluido 1:4; 7: TgPCNA diluido 1:2; 8: TgPCNA diluido 1:2.

La proteina se concentrd hasta 12 mg/mL para las pruebas de cristalizacion.

Cristalizacion de TgPCNA

Inicialmente las pruebas de cristalizacién se hicieron por la técnica de microbatch, usando la

proteina a una concentracion de 8, 10 y 12 mg/mL vy los kits de cristalizacion de Rigaku Reagents

Wizard I, II, Il y IV, asi como PEG/lon de Hampton Research. Las condiciones de cristalizacién

exitosas se muestran en la Tabla 3; aunque en algunas de ellas los cristales observados eran muy
pequenos.

Tabla 3: Condiciones bajo las cuales se obtuvieron cristales del PCNA de T. gammatolerans

Kit Condicién  Composicion
Wizard 1 37 2.5 MCloruro de Sodio 100 mM Imidazol/HCl pH 8.0
Wizard 2 21 35% (v/v) MPD 100 mM Acetato de Sodio/Acido Acetico pH 4.5
29 1260 mM Sulfato de Amonio 100 mM CHES/Hidréxido de Sodio 200 mM Cloruro de Sodio
36 10% (p/v) PEG 3000 100 mM Fosfato dibasico de sodio/Acido Citrico pH4.2 200 mM Cloruro de Sodio
37 1M Tartrato de Sodio y Potasio 100 mM Tris/HCl pH 7.0 200 mM Sulfato de Litio
38 2.5 M Cloruro de Sodio 100 mM Acetato de Sodio/Acido Acetico pH 4.5 200 mM Sulfato de Litio
41 2 M Sulfato de Amonio 100 mM Tris/HCl pH 7.0 200 mM Sulfato de Litio
48 1M Tartrato de Sodio y Potasio 100 mM MES/Hidréxido de Sodio pH 6.0
Wizard 3 40 10% (v/v) MPD 100 mM Bicina/Hidréxido de Sodio pH 9 200 mM Acetato de Zinc
42 30% (p/v) PEG 4000 100 mM Tris/HCl pH 8.5 200 mM Sulfato de Litio
45 1.5 M Sulfato de Litio 100 mM Tris/HCl pH 8.5
46 50% (v/v) MPD 100 mM Tris/HCl pH 8.5 200 mM Cloruro de Amonio
Wizard 4 9 5% (v/v) PEG 400 100 mM Acetato de Sodio/Acido Acetico pH 5.5 2 M Sulfato de litio y 100 mM Sulfato de Magnesio
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La condicién en la que se obtuvieron cristales de mejor tamafo y apariencia fue la misma que la
reportada previamente para el PCNA de T. kodakaraensis (Ladner, 2011). A partir de esta
condicién original se realizd la optimizacidn de la siguiente forma:

e Se utilizaron 3 concentraciones de sulfato de amonio: 2.4 M, 2.6 My 2.8M.

e Se utilizaron 3 concentraciones de MPD: 5%, 7.5% y 10%

e Se utilizaron 3 valores diferentes de pH en la composicion del buffer de citratos: 5.2, 5.5y
5.8.

Se prepararon nuevas soluciones de cristalizacion mediante la combinacién de dichas
concentraciones.

-~

Figura 13: Cristal 1: Fotografia del cristal de TgPCNA.
Las condiciones bajo las que se obtuvo fueron 2.8M de sulfato de amonio, 7.5% de MDPy 100 mM
de buffer de citratos con un pH de 5.2. La concentracion de enzima fue de 10 mg/mL. Las
dimensiones aproximadas del cristal son 0.5 x 0.25 mm.

Difraccion y obtencion de la estructura cristalografica

El cristal obtenido segun las condiciones de Ladner (Figura 13) fue difractado en el SSRL, en la linea
14-1. El patrén de difraccién se obtuvo con una resolucién de 2.8 A; por lo que se considerd
adecuado para determinar la estructura cristalografica (Figura 14). La estrategia de colecta fue la
siguiente: Se expuso el cristal durante 30 segundos con una rotacion de 1° bajo un flujo de
nitrégeno liquido. El dataset, o conjunto de datos, incluye un total de 100 imagenes. Los datos
estadisticos del cristal se encuentran concentrados en la Tabla 4.
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Figura 14: Patron de difraccion del cristal del PCNA de T. gammatolerans.
El cristal se obtuvo bajo las siguientes condiciones: 2.8 M sulfato de amonio, 7.5% de 2-metil-2,4-
pentanediol, 100 mM citrato de sodio pH 5.2; y una concentracion de proteina de 10 mg/mL.

Tabla 4: Datos de difraccion del cristal

Fuente de rayos X SSRL, linea 14-1

Grupo espacial P3

Angulos a=90°, B=90°, y=120°

Contenido de solvente 56.13 %

Reflexiones Unicas 15022 (2183)

Rmerge 0.06311 (0.5523)

[l/o(1)] 15.3 (2.6)

Mosaicidad 0.28

Entre paréntesis se muestran los datos de la ultima faja de resolucion.
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Mediante Phaser, una herramienta de la suite de CCP4, se realizo el calculo de las fases
para obtener la estructura por medio de reemplazo molecular, usando las coordinadas del PCNA
de Thermococcus kodakaraensis (PDB: 3LX1). Posteriormente la estructura fue afinada con PHENIX
REFINE y COOT.

La estructura se construyd basandonos en los mapas de densidad electrénica. En las Figura
15 a la Figura 18 se puede observar el mapa de densidad electrénica junto con la region de la
proteina que representa.

Figura 15: PCNA de Thermococcus gammatolerans junto con el mapa de densidad
electrdnica.

Se observa un buen ajuste de la estructura al mapa. Del lado derecho podemos observar que
representa la parte final del dominio, justo antes de formar el asa interdominio. PDB: 5a6d, figura
generada mediante CCPAMG. En la figura de la izquierda podemos observar la misma region,
visualizada en COOT. Se observa la estructura de una subunidad, el mapa de densidad junto con los
dtomos en color amarillo, azul y rosa, asi como la densidad electrénica que corresponde a la
subunidad contigua. Se muestra el mapa el mapa de densidad electrdnica 2F,F, con el contorno a
1 sigma.
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Figura 16: Region de interaccion de un monémero de PCNA con el aledafio para la
formacion del anillo.

Se muestran solo los adtomos de una subunidad. En la figura de la derecha se muestra que estos
aminodcidos corresponden a la region que interactua con la siguiente molécula de PCNA. PDB:
5a6d, figura generada mediante CCP4AMG. En la figura de la izquierda podemos observar la misma
region, visualizada en COOT. Se observa la estructura de una subunidad, el mapa de densidad junto
con los adtomos en color amarillo, azul y rosa, asi como la densidad electrénica que corresponde a
la subunidad contigua. Se muestra el mapa el mapa de densidad electronica 2FyF¢, con el contorno
a 1 sigma.
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Sin embargo, el asa que se encuentra entre los dominios muestra una baja densidad
electrénica (Figura 17 y Figura 18), esto es causado por la flexibilidad de la regién que permite
multiples conformaciones, heterogéneas entre las celdas que componen el cristal, lo que vuelve
dificil de observar mediante cristalografia ya que no se presenta una intensidad de difraccién tan
fuerte como en el resto (Figura 15 y Figura 16) de las regiones, debido a que el efecto aditivo en la
difraccion de las celdas unitarias se vuelve menor. Aunque en la base de datos del PDB existen
estructuras de PCNA en las que esta regidon se muestra definida en la densidad electrdnica, no es
lo mds comun. En algunas de ellas esta asa se encuentra estabilizada, es decir, tiene el movimiento
restringido debido a la interaccidn con otras proteinas o con la misma proteina, pero proveniente

de las celdas unitarias contiguas.
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Figura 17: Inicio del asa que conecta ambos dominios.

Se observa una densidad electréonica adecuada en la region del lado izquierdo, que pertenece al
dominio A del PCNA. En la figura de la derecha se muestra que estos aminodcidos corresponden la
region terminal del dominio A y los primeros aminodcidos que se encuentran en el asa
interdominio. PDB: 5a6d, figura generada mediante CCP4MG. En la figura de la izquierda podemos
observar la misma region, visualizada en COOT. Se observa la estructura de una subunidad, el
mapa de densidad junto con los dtomos en color amarillo, azul y rosa, asi como la densidad
electrénica que corresponde a la subunidad contigua. Se muestra el mapa el mapa de densidad
electronica 2FoF¢, con el contorno a 1 sigma.
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Figura 18: Parte media del asa. Como se puede observar, la densidad electrdnica visible en
esta region es muy escasa. En la figura de la derecha se muestra que estos aminodcidos
corresponden la region mostrada. PDB: 5a6d, figura generada mediante CCP4MG. En la figura de
la izquierda podemos observar la misma region, visualizada en COOT. Se observa la estructura de
una subunidad, el mapa de densidad junto con los dtomos en color amarillo, azul y rosa, asi como
la densidad electrdnica que corresponde a la subunidad contigua. Se muestra el mapa el mapa de
densidad electrénica 2FyF¢, con el contorno a 1 sigma.

La estructura representada por medio de listones es la siguiente.
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Figura 19: Celda unitaria obtenida del cristal de PCNA de Thermococcus gammatolerans.

La celda unitaria se encuentra compuesta por dos moléculas de PCNA. A: Vista frontal de la celda
unitaria. Se muestra la molécula frontal (Amarillo) con las alfa hélices hacia el lado izquierdo, y la
molécula posterior (Azul) se encuentra con posicionada hacia el lado contrario, con la cara que
contiene las hélices alfa hacia el lado derecho. B: Vista lateral de la celda unitaria. En esta
perspectiva se pueden apreciar ambas moléculas de forma mds clara. La molécula frontal
(Amarillo) muestra las hélices alfa, mientras que la molécula posterior (Azul) presenta las Idminas
beta. La imagen fue generada en CCP4MG, empleando la representacion con listones y colores por
molécula.
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Tabla 5: Parametros estadisticos de la estructura del PCNA de Thermococcus

gammatolerans
Linea 14-1 del SSRL
Longitud de onda (A) 1.18
Resolucién (A) 49.86-2.8
Grupo espacial P3
Temperatura (K) 100
Detector MARCCD

Parametros de celda unitaria (a,b,c)

Reflexiones tnicas

92.669, 92.669, 56.13
15022 (1521)

Contenido de solvente 56.13
1/(a(1)) 15.75 (2.64)
Redundancia 3.2
Integridad 99.69 (99.87)
Rmerge 0.063 (0.55)
Afinamiento
Ruork 0.1883
Riree 0.2379
R.m.s.d. distancia 0.011
R.m.s.d. angulos 1.51
Factor B promedio 70.7
Ramachandran (%)
Favorecidos 93
Permitidos 6.18
No permitidos 0.82
Cdédigo PDB 5a6d

La estructura fue depositada en el PDB, se sometié a revisidon y curacién por parte de
Abhik Mukhopadhyay, y fue aceptada (Cdodigo de acceso 5A6D). La estructura final se muestra en
la Figura 19, y sus parametros estadisticos se muestran en la Tabla 5.

Al observar el contenido de la unidad asimétrica y como esta orientada respecto a los
vecinos, notamos que el PCNA se encuentra en la forma trimérica, formando un anillo como se
muestra en la Figura 20. Esta observacion es secundada por el servidor Protein Quaternary
Structure (PQS), el cual, basandose tanto en la superficie de la molécula como en la distribucion de
aminodcidos polares y no polares, sugiere un ensamble trimérico del PCNA en solucién. Durante la
filtracidon en gel (Cromatografia de exclusién molecular) no observamos este comportamiento ya
gue el volumen de elucion de la proteina corresponde al que tendria una proteina con una masa
molecular similar a la del mondmero, aunque en estudios previos se ha sugerido que la
oligomerizacion de una proteina esta condicionada por la concentracion (Merten, 2012), y en el
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caso del PCNA de Thermococcus kodakaraensis sucede de esa forma, ya que la proteina tiende a la
formacidn de trimeros bajo condiciones altas de concentracién (Ladner, 2011). Sin embargo, dado
gue dentro de la columna de exclusidn molecular la concentracién es mucho mas baja, alrededor
de 0.05 mg/mL, en comparacion con la de las pruebas de cristalizacion, 10 mg/mL, es posible que
se comporte como un monémero, lo cual es respaldado por el peso molecular calculado a partir
del volumen de elucion de la proteina dentro de la columna de exclusidon molecular, pero que en
las pruebas de cristalizaciéon forme una estructura trimérica ya que la concentracién es mucho
mayor, o que la nucleacién favorezca la formacidon de este arreglo.

Figura 20: Vista lateral de la celda unitaria y sus simétricos. En representacion de cilindros se
observa la unidad asimétrica, con las dos subunidades de PCNA al centro, una de color rosa y otra
amarilla. Mediante la representacion de dtomos completos podemos ver las celdas simétricas
contiguas. La imagen se generé en COOT y el radio en el que se muestran es de 70 A.

Figura 21: Vista superior de la celda unitaria y sus simétricos. En representacion de cilindros se
observa la unidad asimétrica, con las dos subunidades de PCNA al centro, una de color rosa y otra
amarilla. Mediante la representacion de dtomos completos podemos ver las celdas simétricas
contiguas. Desde esta perspectiva es posible ver el anillo trimérico formado por la subunidad de la
celda unitaria junto con otras dos subunidades adyacentes, provenientes de los simétricos. La
imagen se generd en COOT y el radio en el que se muestran es de 70 A.
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Figura 22: PCNA de Thermococcus gammatolerans ensamblado en trimero.
La imagen fue generada en CCP4MG, empleando la representacion con listones y colores por
molécula.
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Analisis del dafio por radiacion en un cristal de TgPCNA

Posteriormente, se difracté otro cristal en la misma linea del SSRL. En el siguiente cristal
colectado (Figura 23), se deseaba observar la progresion del dafo en el cristal, por la misma regién
de cristal se colecto multiples veces: Se colectd 7 veces la regién de los grados 0- 1502, con un
tiempo de exposicidn de 2s, un delta phi de 19, con un total de 150 imagenes por colecta.

Figura 23: Cristales empleados para la segunda difraccion.
Estos cristales fueron obtenidos bajo las condiciones: 2.6 M sulfato de amonio + 7.5% MPD +
100 mM citrato de sodio pH 5.2. Se utilizé una concentracion de 9 mg/mL. El tamafio de los
cristales oscila entre 0.2 mm a 0.5 mm.

Antes de obtener la estructura cristalografica se deben filtrar los datos, lo que puede
causar pérdida de informacidn. En el caso de esta colecta este procesamiento de datos se vuelve
especialmente interesante debido a que podremos observar el efecto de la radiacion acumulada
en el cristal ya que afectara los pardmetros del cristal, disminuyendo su calidad a medida que las
colectas avanzan. La resolucién mdaxima a la cual los datos son adecuados para la determinacién
de las estructuras cristalograficas va en disminucién, ya que en el primer dataset los datos
alcanzan una resolucién de 1.8 A, mientras que en el Gltimo la resolucién disminuyé a 1.85 A. Cabe
destacar que esta disminucion es bastante pequefa considerando que se ha colectado 7 veces y se
ha depositado en él una dosis aproximada de 15.19 MGy.

En la Tabla 6 se resumen los parametros estadisticos de las 7 colectas que se realizaron del
cristal.
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Tabla 6: Parametros estadisticos obtenidos de la difraccion del cristal durante las 7 colectas. Entre paréntesis se muestran los datos de la faja de mayor resolucién.

1

2

3

4

5

6

Resolucion
Rmerge

Rmeas

Reflexiones
totales
Reflexiones
Unicas
1/(o(1))

CCy,
Integridad
(%)
Multiplicidad

49.71—(1.90-1.80)

0.051 (0.402)
0.062 (0.489)

179249 (25773)

56181 (8235)
12.2 (2.7)
0.996 (0.746)
99.9 (100)

3.2(3.1)

49.67 — (1.90 — 1.80)

0.052 (0.466)
0.062 (0.569)

177212 (25221)

56019 (8221)
10.4 (2.3)
0.997 (0.697)
99.9 (99.9)

3.2(3.1)

49.72 —(1.90 — 1.80)

0.057 (0.528)
0.068 (0.643)

179357 (25707)

56221 (8225)
10.1(2.1)
0.996 (0.633)
99.9 (100)

3.2(3.1)

49.70 — (1.94 — 1.84)

0.059 (0.508)
0.071 (0.621)

166026 (23400)

52551 (7683)
9.5(2.1)
0.996 (0.672)
99.9 (99.9)

3.2(3.0)

49.75 — (1.94 — 1.84)

0.061 (0.514)
0.073 (0.625)

168532 (24196)

52723 (7710)
9.6 (2.1)
0.996 (0.678)
99.9 (100)

3.2(3.1)

49.74—(1.94—1.84)

0.057 (0.502)
0.068 (0.610)

168457 (7716)

52699 (7716)
9.9 (2.2)
0.996 (0.704)
99.9 (100)

3.2(3.1)

7
49.72 - (1.95 — 1.85)
0.056 (0.370)

0.067 (0.450)
165527 (23701)

51791 (7556)
10.8 (2.9)
0.996 (0.810)

99.9 (100)

3.2(3.1)

35



Uno de los pardmetros estructurales del cristal que se ve afectado por la radiacién absorbida es el

volumen de la celda unitaria. Para este cristal se realizé un calculo del volumen de la celda unitaria

utilizando los pardametros mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7: Cambios en las dimensiones de la celda unitaria con respecto a la radiacion recibida

Colecta Radiacién a=b c Volumen Porcentaje
absorbida delacelda de cambio
(MGy) unitaria
(A°)
1 2.17 92.477 63.409 5078.26393  100.00%
2 4.34 92.489 63.39 5077.40104  99.98%
3 6.51 92.513 63.398 5079.35952  100.02%
q 8.68 92.44 63.4 5075.51162  99.95%
5 10.85 92.572 63.443 5086.20651 100.16%
6 13.02 92.56 63.429 5084.42496 100.12%
7 15.19 92.583 63.39 5082.56139 100.08%

El aumento del volumen de la celda unitaria en funcién de la radiacién recibida se observa en la

Figura 24:

100.20%

100.15%

100.10%

100.05%

99.95%

100.00% P

99.90%

99.85%

99.80% T

Cambio en el volumen de la celda unitaria

Numero de colecta

Figura 24: Cambio en el volumen de la celda unitaria en funcidn a la colecta.
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Tabla 8: Parametros estadisticos obtenidos de la difraccidon del cristal durante las 7 colectas, con una resolucion maxima de 1.8 A.

1

3 4
Resolucién | 49.71-18 | 1918 | 49.67-1.8 1.9-1.8 49.72-1.8 19.-1.8 49.70-1.8 1.9-1.8
ES;‘;E;LI P3 P3 P3 P3
Rmerge 0.051 0.402 0.052 0.466 0.057 0.528 0.06 0.681
Rmeas 0.062 0.489 0.062 0.569 0.068 0.643 0.072 0.834
Totales 179249 25773 177212 25221 179357 25707 176816 24824
Unicas 56181 8235 56019 8221 56221 8225 56149 8232
lISigma | 12.2 2.7 10.4 2.3 10.1 2.1 9.1 1.6
cC % 0.996 0.746 0.997 0.697 0.996 0.633 0.996 0.486
Integridad 99.9 100 99.9 99.9 99.9 100 99.9 99.8
Multiplicidad 3.2 3.1 3.2 3.1 3.2 3.1 3.1 3
5 6 7
Resolucién | 49.75-1.8 1.9-1.8 | 49.74-1.8 1.90-1.8 49.73-1.8 1.9-1.8
Eg‘;'zi‘gl P3 P3 P3
Rmerge 0.061 0.682 0.057 0.687 0.06 0.754
Rmeas 0.074 0.831 0.069 0.836 0.072 0.918
Totales 179894 25903 179796 25819 179713 25828
Unicas 56367 8285 56339 8263 56319 8261
I'Sigma | 9.1 1.6 9.3 1.6 8.8 1.5
CC % 0.996 0.497 0.996 0.5 0.996 0.434
Integridad 99.9 100 99.9 100 99.9 100
Multiplicidad 3.2 3.1 3.2 3.1 3.2 3.1
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El aumento en el volumen de la celda unitaria es un efecto colateral en otros cristales proteicos
sometidos a radiacién en un sincrotrdn, ya que es un efecto debido a la absorcidn de radiacién por
parte del cristal. A pesar de que los estudios concuerdan en el aumento del volumen de la celda
unitaria (Garman, 2003), la proporcion en que aumenta respecto a la cantidad de radiacion
recibida es aun desconocida, y dado que esta relacionada con la composicién del reservorio, los
pardmetros técnicos de la colecta (temperatura, intensidad del haz de luz, tiempo de exposicién) e
inclusive con la composicidn o estructura de la proteina; este coeficiente de absorcidon podria ser
distinto para cada cristal. Por ello, y a pesar de que el volumen de la celda unitaria aumenta por la
cantidad de radiacién recibida, no podremos relacionar directamente este aumento en el volumen
de la celda unitaria con la cantidad de radiacion absorbida, ni con el dafio recibido por la proteina
(Southworth-Davies, 2007). Por otro lado, existen otros estudios, bajo las condiciones en que
realizan los experimentos, determinan que existe una relacién proporcional entre el aumento del
volumen de la celda unitaria con respecto a la radiacion recibida y proponen el monitoreo de este
aumento como una medida de cuantificacidn del dafio recibido, y este método tiene la ventaja de
gue puede ser utilizado durante la colecta (Ravelli, 2002).

En este caso, no se observa un aumento en el tamafio de la celda unitaria con respecto a la dosis
de radiacidn recibida (Tabla 7), y aunque el volumen de la celda unitaria si es mayor en la ultima
colecta con respecto a la primera, durante las colectas 2 a 6 no observamos un aumento
consistente. Curiosamente, en la colecta nimero 4 se observa una disminucion del volumen de la
celda unitaria. Desconocemos el porqué de esta variacion, sin embargo, es interesante que esta
colecta también tenga cambios andmalos en otros parametros. En un estudio se analiza el
aumento del volumen de la celda unitaria en funcién a la dosis de radiacidn recibida por 3 cristales
de distintas proteinas (Sliz, 2003). Los cristales se difractan 4 veces consecutivas, con una rotacién
de 1° por frame y una colecta total de entre 30 a 40°, pero con distintas estrategias de exposicién.
Durante la primera y tercera colecta, se emplea un flujo atenuado a una décima parte, con un
tiempo de exposicién de 5s; durante la segunda, se retird el atenuador y se expuso el cristal
durante 0.5 s; y finalmente, la cuarta colecta también se realizé sin atenuador, con un tiempo de
exposicion de 5 segundos. Cabe destacar que no se especifica el tamafio de los cristales utilizados.
El aumento en el tamafio del volumen de la celda unitaria durante la primera colecta fue de 0.4 %
para la proteina HLA, 0.5% para la proteina US2 y 4% para la proteina A3. Esto significa que,
durante una sola colecta, el aumento porcentual del volumen de la célula unitaria es mas del
doble que el obtenido para el cristal de TgPCNA durante las 7 colectas. Por lo tanto, consideramos
gue el aumento en el volumen de la celda unitaria durante las 7 colectas no es alto, sin embargo,
para conocer realmente la magnitud de este cambio es necesario compararlo con el de otras
proteinas cristalizadas bajo condiciones similares, y posteriormente difractadas bajo condiciones
igual, para realizar una comparacién adecuada.

Algunos de los parametros cristalograficos, como el nimero de reflexiones totales, dependen de la
resolucion maxima a la que se corten los datos de difraccidon. Por ello, cortar los datos de
difraccion a menor resolucién inevitablemente llevard a un nimero menor de reflexiones totales.
Por ello, y para evitar que la disminucién del orden en el cristal y la consiguiente pérdida de
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resolucion que provoca, sea la causa de la disminucién en la calidad de los datos obtenidos,
decidimos procesar de nuevo todos los datasets, pero ahora con un corte de resolucidn constante
a 1.8 A. Estos datos no fueron utilizados para la determinacién de las estructuras, sélo para la
discusidn de la progresidon del daio en el cristal. En la Tabla 8 observamos los resultados de las 7
colectas al procesar todas ellas con una resolucién méxima de 1.8 A. Es notable que los
parametros reflexiones totales, reflexiones Unicas y multiplicidad, tengan ligeras variaciones, pero
no se observa una clara disminucién a medida que el experimento progresa (Figura 25). Esto nos
indica que, al menos en el caso de este cristal, aparentemente el nimero de reflexiones no se ve
afectado por la radiacion acumulada, pero otros parametros no se comportan de esta forma.

200000
180000 L¢-‘-¢-‘—._‘
«» 160000
)]
‘5 140000 ¢— Reflexiones Totales
% 120000 (Globales)
[
g 100000 = Reflexiones Unicas
'g 80000 (Globales)
@ Reflexiones Totaes
€ 60000 =
3 F - = = = . (Max. Resolucidn)
40000
[ . -
==é=Reflexiones Unicas
20000 (Max. Resolucion)
O T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7
Colecta

Figura 25: Variacién en el numero de reflexiones en cada dataset cortado a 1.8 A.

El valor de I/(o(l)) representa la cantidad de veces que, en promedio, son mas intensos los puntos
del patrén de difraccion respecto al fondo (ruido) detectado. Cuando analizamos los datos
utilizando la resolucion de corte necesaria para determinar una estructura cristalografica se
observa una disminucién drastica de la calidad de este valor entre el dataset 3 y 4, lo que causa
que la resolucién a la cual se cortan los datos baje de 1.8 A a 1.84 A (Tabla 8). Se desconoce el
porqué de esta disminucién tan marcada, ya que simultdneamente se observd un aumento en el
volumen de la celda unitaria. Para analizar este cambio desde otro punto de vista, decidimos
tomar también los datos cortados a 1.8 A de resolucién, y asi eliminar el cambio drastico en los
pardmetros estadisticos observado entre el dataset 3 y el 4.
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Figura 26: Disminucion de la intensidad de las difracciones con respecto al ruido en funcion de la
colecta, considerando solamente los datos de la faja de mdxima resolucion. Se muestran los datos
correspondientes a la mayor faja de resolucion, considerando 1.8 A como mdxima resolucién para

todas las colectas. En el eje izquierdo se muestra el dato crudo de I/<o(l)>, mientras que del lado

derecho se muestra el porcentaje de disminucion, tomando como 100% el valor de I/<o(l)> del
primer dataset.
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Figura 27: Disminucion de la intensidad de las difracciones con respecto al ruido en funcion de la
colecta, considerando los datos de todo el cristal. Se muestran los datos correspondientes al
promedio considerando todas las reflexiones, considerando 1.8 A como mdxima resolucién para
todas las colectas. En el eje izquierdo se muestra el dato crudo de I/<o(l)>, mientras que del lado
derecho se muestra el porcentaje de disminucién, tomando como 100% el valor de I/<a(l)> del
primer dataset.
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Como podemos observar, la disminucion del valor de I/<o(l)> es notable conforme se deposita
mayor radiacion en el cristal (Figura 26 y Figura 27), y aunque la pérdida de intensidad es mayor
cuando solo se considera la faja de mayor resolucion (Figura 26), el perfil de perdida de intensidad
es similar a cuando se considera el promedio de todas las reflexiones (Figura 27). La disminucién
de la intensidad de la sefial con respecto al fondo puede estar dada por disminucién de la
intensidad de la sefial, o por el aumento de la intensidad del ruido de fondo. El caso niumero 1 Ila
pérdida de intensidad se debe a la disminucidn del orden del cristal y la diminucién de celdas
unitarias correctamente alineadas que conlleva. Esto resulta en que la perdida de las difracciones
de alta resolucidon sea mayor que las de baja resolucién. Por el otro lado, el ruido inicial es
generado por una alta mosaicidad y formacidn de cristales de hielo. Este ruido puede aumentar ya
que al generarse gases dentro del cristal la celda unitaria se expande de una forma no uniforme, lo
gue incrementa dicha mosaicidad.

A pesar de que se utilizaron todos los dataset hasta una resolucién de 1.8 A, el dataset 4 sigue
mostrando un comportamiento inusual con respecto a los demas. Este fendmeno Ilama nuestra
atencién debido a que durante cada una de las colectas el cristal se irradié con la misma
intensidad y el mismo tiempo de exposicidn, por lo que tedricamente el cristal recibié la misma
dosis de radiacion durante cada colecta, y al no cambiar su composicidén quimica, absorbio a su vez
la misma dosis. Suponiendo que no se trate de un fendmeno causado por un evento fuera de
nuestro control, como variaciones en la intensidad del haz del sincrotrén, consideramos que esto
estd causado por (1) El aumento de la temperatura del cristal, (2) La generacion de radicales
reactivos no es linealmente proporcional a la radiacién absorbida, si no que al alcanzar una cierta
dosis se disparara un evento de ionizacion excepcional o (3) La estructura puede “absorber” o
“asimilar” una cantidad limitada de radiacién, o de radicales libres, y que una vez superado este
limite, el dafio generado fuera muy brusco, con un comportamiento similar al que se obtiene al
titular una solucién amortiguadora con una base o un acido y agotar su capacidad amortiguadora;
y en el caso del cristal, al agotarse los grupos disponibles para la oxidacién, el oxigeno libre no
reacciona con otros grupos, si no con otra molécula y forma oxigeno gaseoso, que aumenta y
deforma el volumen de la celda unitaria, afectando también al orden de dichas celdas, lo que
ocasiona que la cantidad de celdas alineadas correctamente disminuya, y con ello la intensidad del
patron de difraccion.

La opcién nimero 1 no es facil de comprobar, ya que medir cambios en la temperatura del cristal
es un proceso metodolégicamente complejo; sin embargo, algunos modelos matematicos basados
en la densidad promedio, tamafio, absorcién de radiacidn, y enfriamiento por parte del flujo de
nitrégeno liquido, nos sugieren que el cristal sufre de un incremento en la temperatura de 4.1°C
durante el primer segundo en que es expuesto a la radiacion del sincrotrén, y la temperatura se
mantiene constante durante el tiempo posterior. Este estudio tiene las limitaciones de que asume
un cristal de dimensiones menores al tamafio del haz de luz, una composicion del cristal estandar
gue no considera proteinas sino hidratos de clatrato con caracteristicas quimicas distintas a las
proteinas, y no se considera la formacién de hielo (Nicholson, 2001). Por otro lado, Kriminski
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indica que para conocer el cambio de temperatura en un cristal es necesario conocer las
propiedades de dicho cristal, el calentamiento generado por la absorcidon de radiacion y el
enfriamiento generado por el flujo de nitrégeno sobre la superficie del cristal. Debido a que ambos
valores implican un calculo complejo, se limita a recomendar que el cristal sea mds grande que el
haz de luz ya que esto permite un mejor enfriamiento al existir transferencia de calor desde Ila
regioén irradiada a la regidén que queda fuera del haz (Kriminski, 2003). Hasta este punto no es
posible conocer los cambios que sucedieron dentro del cristal, sin embargo, esperariamos que
dichos cambios fueran homogéneos y constantes durante la colecta ya que el tiempo de
exposicion, la intensidad de la luz, el flujo de nitrégeno y la composicién del cristal permanecieron
constantes.

Por otro lado, comprobar por medio de las estructuras cristalograficas los siguientes puntos
tampoco es tarea facil. En el caso del punto nimero 3, podriamos buscar si hay una evidencia en
algun grupo de la proteina que demuestre una clara acumulacién del dafio por radiacion, debido a
una mayor susceptibilidad de ser afectado por radicales libres generados en el medio o de
absorber radiacién directamente. Este punto estaria secundado por el hecho de que los atomos
con mayor densidad electrénica (Como los atomos de azufre de los aminodcidos cisteina y
metionina) o con una mayor susceptibilidad de oxidarse (Como los carboxilos de las cadenas
laterales del acido glutamico y del acido aspartico). No debemos olvidar que la acumulacién de
dafio en el cristal no es un proceso discreto, sino un proceso continuo; pero al observarlo
mediante cristalografia no podemos conocer finamente las etapas que lo componen, ya que se
necesita cierto nimero de imdgenes para la determinacion de la estructura. Esta limitacién ha sido
superada de forma parcial mediante la colecta de multiples cristales y usando datasets
compuestos. Estos datasets compuestos permiten observar el estado de la estructura de una
proteina que ha sido irradiada un tiempo menor al minimo necesario para la determinacién de su
estructura, estableciendo ventanas mas cortas de difraccién en varios cristales, y después unir los
datos obtenidos de todos ellos para la determinacién de una Unica estructura.

La radiacion absorbida mostrada en la Tabla 7 se refiere a la radiacién total absorbida en el
cristal al realizar la colecta del ultimo frame de cada dataset, pero esta cantidad depositada no es
la misma que se tiene en el primer frame de dicho dataset. Puesto de otra forma, es probable que
ese punto de quiebre de la capacidad amortiguadora se encuentre en algin punto durante la
colecta del dataset 4, no necesariamente al final de este; por lo que no es factible determinar el
punto exacto de agotamiento de absorcidn del cristal. En cuanto al punto nimero 2, seria facil de
probar al irradiar una solucién similar a la del cristal, pero en ausencia de proteina y titular la
cantidad de radicales libres generados, o cambios en el potencial redox de la solucidn. La limitante
de este experimento seria que (1) parte de la radiacién interactia con la proteina, ya sea por
difraccion o absorbiéndola, y los efectos generados por esta absorcién son imposibles de ver en un
ambiente sin la proteina, por lo que la interaccidon del haz incidente del sincrotrén y el dafio
generado no serdn iguales en ausencia de ella; (2) para facilitar la medicién de los radicales libres

42



de oxigeno seria recomendable el afnadir compuestos que reaccionen con estos radicales, y que al
reaccionar tengan cambios en su estructura que generen modificaciones en su perfil de absorcidon
de UV-Vis, lo que permitiria generar y monitorear estos radicales durante la colecta simulada. Si
estos compuestos son moléculas pequefias inclusive seria posible incluirlas en las soluciones de
cristalizacién y asi conocer el comportamiento de ellas dentro de los cristales. Ademas, en el caso
de esta proteina, seria posible incluso mas sencillo debido a que la absorcién UV-Vis es muy baja,
debido a la baja proporcién de aminoacidos aromaticos. (3) El volumen de liquido a irradiar debe
ser el mismo del de la gota que contenia el cristal, limitando la cantidad demuestra que se puede
tratar durante una “colecta simulada”. Para ello, el compuesto mencionado en el punto anterior,
ademds de permitir cuantificar su oxidacion, debe ser suficientemente resistente como para
resistir una colecta simulada completa, e inclusive, varias colectas consecutivas. Este experimento
seria especialmente util si es posible cuantificar la cantidad de radicales generados por Grey, e
inclusive como esta generacién o absorcién cambia en funcién de la composicién del liquido, y no
solo estimarla. Sin embargo, por el momento solamente podemos estimar la radiacion absorbida
mediante software, que a pesar de que nos ofrece una idea de la radiacion recibida, existe la
posibilidad de que no sea exacto.
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Estructuras cristalograficas determinadas utilizando los 7 dataset
colectados

Tomando los 7 dataset colectados del mismo cristal, procedimos a determinar la estructura
cristalografica. La colecta se realizd en la linea 14-1 del SSRL con siguiente estrategia de coleccién:
Cada set consistio de 150 frames. Para la toma de estos 150 frames se utilizé un tiempo de 2
segundos de exposicion. Este es el tiempo que el obturador deja pasar el haz de rayos X, que
incide en el cristal, es dispersado por este, y forma el patrén de difraccion al llegar al detector. La A
entre cada frame fue de 1°, este dato se refiere a la cantidad de grados que un cristal rota durante
la difraccién. Por lo tanto, cada dataset consistié de 150 ° colectados a lo largo de 300 segundos de
exposicién. Al llegar al frame 150, el cristal fue rotado hasta alcanzar la posicidn original en que se
empezd a difractar, y de nuevo se colectd con la misma estrategia. Este paso fue repetido 6 veces,
para alcanzar 7 datasets completos obtenidos de la misma regidn del cristal.

Para el indexado se utilizaron los frames 1 y 90, y el programa ipmosflm. De igual forma que la
estructura anterior el grupo espacial en el que cristalizé fue P3. Ninguno de los parametros se
restringid, de forma que ipmosflm determind la mosaicidad y el tamafo de la celda unitaria. Una
vez obtenidos los datasets integrados, se procedié al escalado y unién de las intensidades
mediante Scala, de la suite de CCP4. Los criterios para determinar la resolucién a la cual serian
cortados los datos fueron <I/(o(l))> mayor a 2.0, y recomendable tener CC(1/2) mayor a 0.8.
Siguiendo estos criterios, la resolucién maxima de los datos fue de 1.8 A en los primeros 3
datasets, a 1.84 A en los siguientes 3 y el Ultimo a 1.85 A. Para solucionar el problema de las fases
se realizé el reemplazo molecular usando la estructura 5A6D determinada previamente. Al realizar
el afinamiento de la estructura, nos encontramos con que los valores de Ryoi Y Riree S€ Mantenian
fuera de los rangos aceptables. Debido a ello, regresamos a analizar los frames mas
detenidamente.

Durante esta segunda inspeccién, notamos que existia un segundo arreglo de atomos, mas débil
gue el que formaba el grupo P3. Para eliminar estos datos de la determinacién de la estructura, la
mosaicidad se fijé en 0.35. Durante el escalado de los datos se observaba una mayor influencia de
este segundo arreglo cristalografico en los primeros 50 frames de cada dataset, por lo que estos
no fueron utilizados para la determinacion de la estructura. Finalmente, se obtuvieron 7
estructuras cristalograficas a partir de un mismo cristal de PCNA. Los detalles de dichas estructuras
se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9: Pardmetros estadisticos del afinamiento de las 7 estructuras determinadas a partir del
mismo cristal:

1 2 3 4 5 6 7

Ruork 0.2051 0.2079 0.2078 0.2099 0.2085 0.2095 0.2064
Riree 0.2476 0.2494 0.2422 0.2433 0.2419 0.2549 0.2441
R.m.s.d. distancia 0.007 0.007 0.008 0.016 0.015 0.008 0.017
R.m.s.d. angulos 1.06 1.25 1.26 1.94 1.87 1.25 1.83
Factor B promedio 42.61 4481 47.54 49.49 51.4 47.42 47.85
Ramachandran (%)

Favorecidos 96.93 95.8 96.39 96.95 9599 96.36 95.76

Permitidos 2.86 4 2.81 2.44 2.81 3.23 3.23

No permitidos 0.2 0.2 0.8 0.61 1.2 0.4 1.01

Una vez determinadas todas las estructuras, procedimos a revisarlas cuidadosamente y a
determinar en qué aminodacidos podian observarse regiones de densidad electronica anémala. Los
aminodacidos mas susceptibles son 1) cisteina y metionina, 2) acido glutamico y aspartico y 3)
aminodcidos con grupos amino en la cadena lateral. El pardmetro para determinar un aminoacido
como andmalo fue que tuviera una desviacion mayor a 3.5 o en su nube de densidad electrénica.

Los resultados se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10: Aminoacidos cuya cadena lateral no presenta electrénica clara

Estructura en la que se
observa la anomalia

Cadena Posicion Aminoacidocon 1 2 3 4 5 6 7
densidad
electronica

disminuida.
A 1 Metionina *
20 Alanina *
34 Acido Glutamico * *
62 Acido Glutamico *
95 Acido Aspartico *
96 Acido Glutamico g
124 Acido Glutamico * *
147 Acido Aspartico .
153 Acido Aspartico *
161 Acido Glutamico &
184 Acido Glutamico *
B 53 Leucina *
62 Acido Glutamico *
75 Histidina *
124 Acido Glutamico *
153 Acido Aspartico -

173 Asparagina

Los residuos de aminodcidos (Tabla 10) muestran una disminucidn en la resolucion de la
densidad electrénica, y son mas abundantes a medida que se deposita una mayor cantidad de
radiacion. Las estructuras fueron determinadas cortando los datos a la maxima resolucidn que
permitian los datos obtenidos, lo que implica que en aquellas colectas en las que se alcanzé una
integridad de datos adecuada y mayor resolucién, se obtuvieron estructuras con mayor definicién.
Estas estructuras a mayor definicién presentan una mayor certidumbre en cuanto a la posicién de
los atomos y la densidad electrénica correspondiente, por lo que pequefios cambios en la
densidad electrdénica generaran dreas con densidad andmala, mientras que, a menor resolucidn,
se necesitan cambios mas grandes en la densidad electrénica para que el mapa muestre zonas
fuera de 3.5 o. Para conocer la influencia de la resolucidon en el dafio aparente, se volvié a
determinar la estructura de la colecta numero 6 pero realizando el corte de los datos a la misma
resolucién de la alcanzada en la colecta nimero 7, es decir, se disminuyd la resolucidn del dataset
6 en 0.1 A. Al analizar esta nueva estructura el resultado fue que la interpretacién de la densidad
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electrénica de algunos aminodacidos cambio, ya que en la estructura a 1.84 A no poseian una
densidad completa de la cadena lateral, y algunas se marcan como densidad electrdnica roja en el
mapa de FoFc, mientras que en la estructura a 1.85 A estds regiones no superan el umbral de 2.5 o,
por lo que no se observan en el mapa Fof¢, aunque la densidad electrénica de algunas cadenas
laterales es menos definida y se observan regiones mas gruesas. Se tomd un umbral mas bajo al
usual debido a que en el mapa de diferencia a 3.5 o no se observaron disminuciones claras en la
densidad electrénica. Este resultado nos indica que parte del dafio recibido por el cristal es
enmascarado por la pérdida de resolucion del mismo, lo cual podria explicar porque en algunos
cristales con menor resolucién el dafio no sea visible y es posible que en otras proteinas analizadas
mediante este método se subestime el dafio a medida que la resolucidn del cristal disminuye.

/95(ASP)/0D2
q B
) G/ES(GLUVO /62(GLU)/OEL
(4 )/OEL -
foB/?S(HIS)/NEZ
tR | .
{ 8 a BV
felyoer L ‘ L,YB/53(|,-EJ:J)/CD1
 QRO(ALA)/CB A =
\\ff /124{GLU)/OE1
ﬁ-/(’/124(GLB)\/OE2 b,
<y "
» "’\Q@ss(ASP)/c '/ <,
- N _W147(AsP)/cG - ’ X \403
/184(GLU)/N v J /153(ASP)/OD1
N RS- W \3, -(P/173(ASN)/ND2

ﬁm(GLU)/CD

Figura 28: Aminodcidos del TgPCNA que presentan densidad atémica disminuida después de 7
colectas.

Del lado derecho el monémero A, del lado izquierdo, el B. La disminucion en la densidad electrdnica
debe interpretarse como una disminucion en la definicion del mapa de densidad 2FyFc pero que no
supera el limite de 3.5 sigma dentro del mapa FoF¢, por lo que no se consideran como dafiados, o
con ausencia de dtomos.
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Los aminoacidos sospechosos coinciden con los reportados previamente como los mads sensibles,
ademads de que la mayoria de ellos estan orientados hacia el solvente, como se muestra en la
Figura 28 (Gerstel, 2015). Entre los aminodcidos mas sensibles se encuentran en el grupo de los
aminodacidos hidrofilicos, ya que contienen grupos polares que son facilmente oxidados. Ademas
de estos aminoacidos expuestos al solvente, la alanina 20 de la cadena A y la leucina 53 de Ia
cadena B tienen densidades poco definidas. Para tratar de obtener una razén que justifique el
orden en que se dafan los aminoacidos se calculd el pKa de las cadenas laterales con base en la
estructura. El pKa de un aminodcido cambia en funcién del ambiente quimico que lo rodea, la
exposicion al solvente y los aminodcidos vecinos, y aunque el programa utilizado (PROPKA2) no
considera todos los pardametros, podria ser mas cercano al pKa real de los aminoacidos en la
estructura que el pKa nominal (Tabla 11).
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Tabla 11: pKa de los residuos de acido glutdmico y aspdrtico presentes en el PCNA de
Thermococcus gammatolerans.

4 7% 433 8 543 3.82
12 449 423 15 465 3.3
26 521 715 25 465 897
33 517 474 42 231 5.12
34 - 4.62 50 538 4.70
55 659 478 74 345 458

62; 87 271 276
64 471 466 95 - 391

65 459 452 117 3.94 4.87

67 473 453 147 4.48
100 471 445 162 4.07 4.01
104 523 46 183 375 3.17
119 392 63 188 504 3.6
120 403 475 206 472 547
122 457 425 215 513  4.19
124 _ 230 569 5.10
127 462 465 235 477 3.97

139 46 459
143 528 542
161 | 482 4.6 |
163 3.84 3.8
169 455 4.7
171 455 456
174 52 4.8
176 347 36
182 469 46
190 433 4.08*
192 558* 5.73*
193 438* 471
194 354 3.73
216 815 4.78
224 476 467
236 3.89* 4.74

Sombreado se muestra el pKa de los

aminoacidos con resolucidon de densidad electrénica

disminuida en la cadena lateral.
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En el caso de ambos aminodcidos, observamos que el dafio se presenta en algunos que
presentan un pKa alrededor de 4.5, con excepcién de aspartico 95 y 153 de la cadena A. Dado que
el pH de la solucién en la cual cristalizaron fue de 5.5, la cadena lateral de estos residuos se
encuentra desprotonada en una proporcién de alrededor del 90%. Sin embargo, si el estado de
protonacién fuera la Unica determinante, aquellos residuos de aminodcidos con las cadenas
laterales con el pKa mas bajo se verian daiadas primero, y esto no se observo.

Como se menciond anteriormente, esta estructura fue determinada basdndonos en la
estructura 3LX1, que es el PCNA de Thermococcus kodakaraensis. Entre ambas secuencias existe
una alta identidad (92.77%), pero al descargar la estructura 3LX1 y observar los mapas de densidad
electrénica, notamos que dicha estructura presenta residuos dafiados sobre el limite de 3.5 ¢, a
diferencia de la determinada para el PCNA de Thermococcus gammatolerans. Es importante
destacar que Thermococcus kodakaraensis no se ha reportado como un organismo
radioresistente. Estos datos no pueden ser tomados directamente como prueba de que la
estructura de Thermococcus gammatolerans sea mas resistente a la radiacién, ya que no
contamos con varios detalles de la colecta mediante la cual se obtuvieron los datos para
determinar la estructura de Thermococcus kodakaraensis como son: (1) Longitud de onda usada
durante la difraccidén, aunque si sabemos que usé una fuente de radiacién casera que tiene menor
energia que un sincrotrén pero requiere un mayor tiempo de exposicion, (2) Tiempo de exposicion
de cada frame tomado, (3) Numero de frames tomados, y (4) nimero de colectas.

A pesar de no contar con esos datos, podemos suponer que la radiacién acumulada
durante esa colecta es similar a la depositada durante una o dos colectas de nuestro cristal, debido
a que los experimentos de difraccion que tienen como objetivo determinar la estructura
cristalografica de una proteina colectan el minimo de frames necesarios para determinarla. Asi
gue, basado en que (1) la longitud de onda es mayor, por lo que la radiacién incidente es de
menor energia, la radiacion depositada en el cristal por cada frame serd menor, (2) debido a lo
anterior, el tiempo de exposicién debe ser mayor, por lo que en este pardmetro la estructura
recolectada en el anodo rotatorio tendria una mayor exposicion, (3) normalmente sélo se toman
los frames necesarios para la determinacion de la estructura y esto cambia dependiendo del grupo
espacial, pero nosotros tomamos mas frames de los necesarios, asi que podriamos considerar que
la cantidad de frames tomados no varia demasiado entre ambas estructuras, y (4) de forma
cotidiana, solo se colecta un dataset por cristal, mientras que nosotros colectamos 7. Ademas, en
cuanto a aspectos que no estan relacionados directamente con la colecta, la estructura 3LX1 tiene
una menor resolucion que cualquiera de nuestros datasets, por lo que el dafio que alcanza a
reflejarse en los mapas FoFc debe ser alin mayor para que sea evidente en el mapa. Finalmente, la
solucidon de cristalizacién es casi idéntica entre ambos cristales, por lo que el coeficiente de
absorcion de radiacién de ambas soluciones debe ser muy similar. El conjunto de todos los
aspectos descritos anteriormente, podemos asumir que la dosis recibida en el cristal de T.
kodakaraensis es similar a la recibida por el de . gammatolerans durante las primeras colectas, lo
gue nos permite la comparacidn del dafio recibido por ambas estructuras. Por ello, parece que el
PCNA de Thermococcus gammatolerans tolera una mayor cantidad de radiacion que el de
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Thermococcus kodakaraensis, sin embargo, es necesario hacer estudios bajo las mismas
condiciones con este PCNA, y con otros provenientes de otras especies. En otras estructuras de
PCNA también se observa dafio durante la primera colecta, sin embargo, las soluciones de
cristalizacién son diferentes, por lo que la absorcién de radiacion puede ser diferente. Las
estructuras de las proteinas provenientes de otros organismos fueron alineadas considerando su
estructura secundaria para calcular el rmsd. Al compararla con el PCNA de Saccharomyces
cerevisiae (Codigo PDB: 1PLQ), el rmsd tiene un valor de 1.380 A; con el de Thermococcus
kodakaraensis (Cédigo PDB: 3LX1), el rmsd tiene un valor de 0.884 A, con el de Archaeoglobus
fulgidus (Cédigo PDB: 1RWZ), el rmsd tiene un valor de 1.513 A, con Pyrococcus abysii (Codigo
PDB: 6T7X), el rmsd es de 0.801 A, y finalmente, con Haloferax volcanii (Cédigo PDB: 3HI8), el rmsd
es de 1.665 A. El analisis y comparacién de las estructuras no parece tener una relacién con la
radioresistencia de los organismos listados.
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Conclusiones

Es posible que la proteina PCNA de Thermococcus gammatolerans presente un cierto grado de
resistencia a la radiacién. Mediante el analisis del mapa FoF: no observamos cambios en la
densidad electrénica por encima de 3.5 o, aun después de 7 colectas sobre el mismo cristal.
Asimismo, los datos sugieren que la resolucién es un factor importante al evaluar el dafio
generado por la radiacidon, ya que cuando la resolucidon disminuye, el dafio puede quedar
enmascarado, y por ende, se debe considerar esta posibilidad durante el procesamiento y analisis
de los datos en estudios de dafio por radiacion. Aunque parece que esta resistencia es una
propiedad intrinseca de la proteina, el origen de esta resistencia permanece incierto, aunque
probablemente permanezca en la secuencia de aminodcidos y su acomodo dentro de la
estructura, asi como las interacciones que mantienen entre ellos.

Perspectivas

Este trabajo establece un precedente prometedor para estudiar la radiotolerancia en proteinas
mediante estudios cristalograficos, ya que es posible que esta proteina presente propiedades
radiotolerantes mayores a otras proteinas de estructura similar.

Para continuar con dichos estudios, se recomienda cristalizar el PCNA de otros organismos bajo
condiciones de cristalizaciéon similares. Si se logra, entonces disminuiremos el impacto que tienen
las propiedades de la solucion en la absorcion de radiacién por parte del cristal, ya que estas
propiedades seran similares entre las soluciones. Una vez que se tengan estos cristales,
convendria difractarlos bajo un esquema idéntico de difraccién.

Con esos datos, podriamos conocer si realmente el TgPCNA de Thermococcus gammatolerans es
mas tolerante que otros al dafio generado por la radiacién, y de ser asi, posteriormente dilucidar
el origen de esta capacidad. Es posible que esta capacidad esté relacionada con la resistencia a la
oxidacién, uno de los fendmenos que comunmente afectan a las proteinas.
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