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Introduccion

1. INTRODUCCION.

1.1. STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE.

1.1.1. CARACTERISTICAS GENERALES.

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria Gram positiva que posee una de las
mayores tasas de mortalidad y morbilidad para el ser humano, siendo el causante de un gran
numero de procesos infecciosos (neumonia, ofitis media, sinusitis, peritonitis, etc.) y de
procesos invasivos severos (meningitis, septicemia, etc.), particularmente en ancianos, nifios y
personas inmunodeprimidas. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la neumonia es
la cuarta causa de mortalidad mundial, y el neumococo es el responsable del 10-25% de los
casos en paises desarrollados, y de hasta un 70% en paises en vias de desarrollo, estimandose
que anualmente esta bacteria provoca la muerte de casi un millon de nifios en todo el mundo
(OMS, 2007). En la actualidad, la relevancia adquirida por las infecciones causadas por
neumococo unido a la inexistencia de una vacuna realmente eficaz o a la apariciéon de cepas
resistentes a antibidticos, hacen necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
Dentro de estas nuevas estrategias cabe resaltar la busqueda de determinantes antigénicos
mas selectivos que la capsula polisacaridica de las actuales vacunas con el fin de desarrollar
terapias mas eficaces. Asi, recientemente ha cobrado especial importancia el estudio de las
proteinas de superficie de neumococo dada su implicacién en la virulencia de la bacteria y su
potencialidad como agentes antigénicos (Bergmann & Hammerschmidt, 2006). Otra de las
estrategias cuya aplicacion ha sido demostrada en estudios in vivo, consiste en el empleo de
proteinas liticas codificadas por los bacteri6fagos que infectan a neumococo como enzibiéticos
(Hermoso et al., 2007).

Figura 1.1.1: Variaciones morfologicas de S. pneumoniae. (a) Diplococo. (b) Largas cadenas.
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El neumococo tiene como habitat natural la nasofaringe humana y su colonizacion puede tener
lugar incluso durante los primeros dias de vida y permanecer en un estado latente. Sin embargo,
bajo ciertas condiciones, el neumococo se vuelve virulento y es capaz de causar los procesos
invasivos (Cartwright et al., 2002). En 1928 Griffith puso de manifiesto que la capsula es el
principal factor de virulencia. Mediante la inoculacion a ratones de neumococos encapsulados
(estirpe lisa) y no encapsulados (estirpe rugosa), encontré que los animales tratados con la
forma encapsulada morian, mientras que la inyeccion de la estirpe rugosa era inocua (Griffith,
1928). Posteriormente se aislé una nueva variedad que se manifestaba como no encapsulada,
con superficies irregulares, y que mostraba alteraciones en el patrén de divisién, produciendo
filamentos de gran longitud (Dawson, 1933). La variante morfoldégica mas frecuentemente

aislada en personas infectadas con neumococo es la forma “lisa” de Griffith.

Una de las caracteristicas mas importantes del neumococo es que presenta un requerimiento
nutricional absoluto por colina, la cual es incorporada en forma de fosforilcolina (PC) presente en
el acido teicoico (TA) de la pared celular y en el acido lipoteicoico (LTA) de la membrana
(Tomasz, 1967). La ausencia de este aminoalcohol en el medio de cultivo produce alteraciones
fisioldgicas graves como la detencion de la division celular y la formacion de cadenas celulares,
unidas mediante pequefias expansiones de los polos (filamentos) de la pared celular (Tomasz et
al., 1975). Este efecto también se observa si se incluyen concentraciones elevadas de colina en
el medio de cultivo (20 ug/ml) o si ésta se sustituye por anélogos estructurales como la
etanolamina (Tomasz, 1968) y otros compuestos de amonio cuaternario. Cuando se reemplaza
la colina por etanolamina, ademas de no producirse la separacion de las células hijas, aparecen
otras alteraciones, como el bloqueo de la autolisis al final de la fase estacionaria, la resistencia a
la lisis producida por desoxicolato sédico (DOC), la tolerancia a antibidticos B-lactamicos, la
incapacidad de transformacion y el aumento de la resistencia a la infeccién por fagos (Tomasz,
1970). Sin embargo, la adicién de colina al medio revierte todos estos efectos. Estudios
posteriores han permitido la obtencién de mutantes de neumococo (cepas JY2190 y R6Col) que
no muestran este requerimiento por colina y que son capaces de multiplicarse en ausencia de

este aminoalcohol (Yother et al., 1998; Severin et al., 1997).

Existen otros factores, tales como la presencia o la ausencia de iones metélicos (Austrian,

1953), que pueden alterar también la morfologia de neumococo. En ausencia de cationes
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divalentes las formas no filamentosas se comportan fenotipicamente como las filamentosas, lo
que indica que los metales pueden influir en el proceso de division celular (Webb, 1951; Shankar
& Bard, 1952). Basandose en este hecho se ha sugerido la presencia de una enzima, en las
formas no filamentosas, que estaria implicada en la separacion de las células hijas tras la

division celular y cuya actividad seria dependiente de metales divalentes.

En un principio se describié que la virulencia de neumococo venia exclusivamente determinada
por la presencia de la capsula (Austrian, 1953) aunque, recientemente, se han descrito nuevos
factores de virulencia, entre los que se encuentran diversas proteinas y componentes de la
pared celular (McCullers & Tuomanen, 2001; Mitchell, 2003).

A continuacién se describen detalladamente los distintos componentes estructurales de la

envuelta celular de neumococo.

1.1.2. LA CAPSULA POLISACARIDICA.

La capsula es la estructura mas externa (Figura 1.1.2) y el principal factor de virulencia de
neumococo. Esta compuesta, principalmente, por polisacaridos cargados negativamente
(Kamerling, 2000) que rodean a la célula y que se mantienen unidos a la superficie de la
bacteria, posiblemente, mediante enlaces covalentes (Skov Sgrensen et al., 1988; Yeung &
Mattingly, 1986). Existen aproximadamente 90 serotipos capsulares distintos con una
composicion quimica compleja y variable (Paton & Morona, 2000), en la que los polisacaridos
confieren las propiedades inmunogénicas y los componentes no sacaridicos proporcionan el

caracter antigénico.

A pesar de que la capsula no parece tener ningun papel en los fenémenos de adherencia,
invasion o inflamacion, ésta es esencial para la virulencia de la bacteria debido a su capacidad
para bloquear el reconocimiento del neumococo por parte del hospedador, impidiendo asi
fagocitosis (Jonsson et al., 1985; Yother, 2004). Existen variantes morfolégicas de cepas de
neumococo con diferente capacidad de unién a las células de la nasofaringe, y que se clasifican
en funcion del fenotipo que presentan (variacion de fase) sobre placas transparentes de agar
solidas denominandose opacas, semi-transparentes y transparentes (Weiser et al., 1994). Las
primeras presentan mayor cantidad de capsula polisacaridica, menor contenido de acidos
teicoicos en la pared celular (Kim & Weiser, 1998), y su mayor virulencia se ha asociado a una
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mejora de su supervivencia en sangre. Las variantes transparentes poseen menor cantidad de
capsula y mayor contenido de acidos teicoicos, lo que aumenta la capacidad para colonizar la

nasofaringe (Weiser et al., 1994).

(b)
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Figura 1.1.2: Organizacion celular en Streptococcus pneumoniae. (a) Corte celular. (b) Esquema de la
estructura externa. Los espesores aproximados de cada capa se indican a la izquierda de la figura.

1.1.3. LA PARED CELULAR DE NEUMOCOCO.

La pared celular rodea a la membrana citoplasmatica (Figuras 1.1.2 y 1.1.3) y confiere a la
bacteria una morfologia tipica. La adquisicion de este tipo de estructuras, a modo de
exoesqueleto, ha servido a las bacterias como mecanismo de adaptacién al medio externo,
protegiéndola de su posible lisis, ya sea osmética o mecanica (Salton, 1994). La pared
bacteriana, ademas de ser el medio de intercambio de solutos entre el exterior y el interior
celular, sirve de sistema de anclaje para toda una bateria de proteinas implicadas en procesos
de crecimiento y divisién celular, y en las interacciones de la célula con el medio exterior. De
hecho, la pared desempefia un papel importante en los procesos de colonizacion, adherencia,
inflamacion e invasion bacteriana (McCullers & Tuomanen, 2001), ya que el neumococo modula,
a través de la variacion de fase, la distribucién de subcomponentes de la pared relacionados
con la internalizacién de la bacteria o la induccién de la respuesta inflamatoria durante el

proceso de infeccion (Tuomanen et al., 1985a; Tuomanen et al., 1987).
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La composicion de la pared varia de unas especies a otras. En el caso de neumococo esta
constituida por un entramado de cadenas de peptidoglicano (mureina) y por los acidos teicoicos
asociados a ellas, formando este conjunto una estructura multilaminar con un espesor

comprendido entre 15-40 nm (Figuras 1.1.2'y 1.1.3).

) Acido Teicoico
Acido Lipoteicoico

Peptidoglicano

Mureina)
(Mure Pared Celular

Proteina de ™ E et W

Membrana Citoplasmdtica
Membrana P

d —

Figura 1.1.3: Representacion esquematica de la pared celular de S. pneumoniae. Esta
constituida por el peptidoglicano (fibras amarillas), los acidos teicoicos (trazos verdes) y
lipoteicoicos (frazos rojos), asi como la membrana citoplasmatica (esferas marrones) y
proteinas de membrana (morado).

1.1.3.1. El peptidoglicano.

El peptidoglicano de neumococo estd formado por un entramado tridimensional de cadenas
glicanicas constituidas por residuos alternados de acido N-acetilmuramico y glucosamina unidos
mediante enlaces glicosidicos p1—4 (Figuras 1.1.5a, 1.1.5¢ y 1.1.6), que se entrecruzan
mediante cortos segmentos peptidicos. Cada cadena glicanica posee alrededor de unos 35
disacéaridos (Beveridge, 1981), lo que supone, en su conformacion méas extendida, una longitud
media de 35 nm (Formanek, 1983). El crecimiento de la pared se realiza intercalando nuevos
anillos de peptidoglicano a los ya existentes (Pelzer, 1983). El nivel de acetilacion de los
residuos es del 90% para el muramico y del 16% para la glucosamina (Vollmer & Tomasz,

2000). La desacetilacion de los residuos tiene lugar tras su incorporacion a la pared celular y
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constituye uno de los mecanismos de virulencia de la bacteria, al hacerla resistente a las

lisozimas del hospedador (Vollmer & Tomasz, 2000).

La unién entre el polisacarido y las pequefias cadenas peptidicas se realiza mediante el grupo
D-lactico del acido muramico (Figura 1.1.5a y 1.1.5¢). La disposicién helicoidal que adoptan las
cadenas glicanicas hace que las unidades peptidicas queden proyectadas en las tres
direcciones del espacio, lo que permite establecer enlaces cruzados con los péptidos de
cadenas proximas (Barnickel et al., 1983) (Figuras 1.1.5b y 1.1.6). Las capas de mureina se
disponen formando angulos de 68° con las adyacentes, favoreciendo asi la formacién del mayor
numero de conexiones interpeptidicas. Esto proporciona rigidez a la pared y aumenta la
resistencia a la degradacion por las enzimas liticas, manteniendo, por otra parte, cierta
flexibilidad debido a la presencia de las cadenas peptidicas. Ademas, la estructura del
peptidoglicano presenta poros que permiten la interaccion de la pared con las proteinas de
superficie de la bacteria (Beveridge, 1981). Recientemente se ha determinado la estructura
tridimensional de un fragmento sintético del peptidoglicano (Meroueh et al., 2006) a partir del
cual se propone que las cadenas glicanicas se dispondrian perpendicularmente a la membrana,
con las cadenas peptidicas giradas cada 120°, permitiendo asi la interaccién con los péptidos

adyacentes, y formando en conjunto una estructura tipo panal de abeja (Figura 1.1.4).

Figura 1.1.4: Estructura tridimensional de un fragmento sintético de peptidoglicano.
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Figura 1.1.5: Estructura primaria del peptidoglicano (a). Modelo aceptado de cadena glicanica formada por
la repeticion de los residuos de acido N-acetilmuramico (NAM) y glucosamina (Glc). En la posicién 6 del
NAM se unen las cadenas de 4cido teicoico (GalNAC, N-acetilgalactocosamina; AATGal,
diacetoamidotridesoxigalactosa; Glu, glucosa; PCOL, fosforilcolina; P-RBT, ribitol fosfato). Unida al grupo D-
lactilo en posicién 2 del NAM se posiciona la cadena peptidica que, en su conformacion més estable,
presenta un giro (b). Modelo recientemente propuesto de cadena glicanica (c) (Seong Seo et al., 2008).

En neumococo las cadenas peptidicas contienen mayoritariamente tres (L-Ala-D-GIx-L-Lys) o
cuatro (L-Ala-D-GIx-L-Lys-D-Ala) aminoacidos, apareciendo en mucha menor proporcion el
pentapéptido L-Ala-D-GIx-L-Lys-D-Ala-D-Ala (Schleifer & Kandler, 1972). La presencia del
tripéptido parece indicar la existencia de D,D y D,L-carboxipeptidasas (Garcia Bustos et al.,
1987; Garcia Bustos & Tomasz, 1990). Existen dos tipos de conexiones interpeptidicas: la
primera tiene lugar entre la D-Ala en posicion terminal de la unidad donadora y la L-Lys en
posicion 3 de la unidad receptora mediante el puente L-Ala-L-Ser (0 menos frecuentemente L-
Ala-L-Ala); el segundo tipo es el enlace directo entre la D-Ala terminal y la L-Lys (Figura 1.1.6).

El primer tipo es el mas abundante y, aunque, estos son los aminoacidos que se han
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encontrado en mayor proporcién en las uniones interpeptidicas, se ha descrito también la
presencia minoritaria de glicina y aspartico (Fischer y Tomasz, 1985). Por otro lado, se ha
observado que las estirpes resistentes a penicilina presentan un contenido importante de
péptidos ramificados, mientras que en cepas sensibles el 70% de los péptidos son lineales
(Garcia Bustos & Tomasz, 1990; Severin & Tomasz, 1996).

PCol PCol
| | &=
[P-RBT1 - GalNA C — GaINAC - AATGal- Glu] 5
-Glc = NAM- Glc =NAM - Gk — NAM - Glc- NAM-
| | &= I
L-Alla L-Aila L-Alla
D-Glx D-Glx D-Glx
I [ I
L-Lys L-Lys L-Lys
< |
L-f\la X p.aR D-Ala
L-Ser ﬂ D-Ala /
|
L-iiys L-Lys L-Lys
I I
D-IGIx D-Glx D-?Ix
|
L-Ala L-Ala L-Ala
-Glc = NAM- Gic —=NAM - Glc — NAM - Glc

Figura 1.1.6: Esquema de la pared celular de neumococo. Cadenas glicanicas (rojo y
verde); péptidos y uniones interpeptidicas (violeta); &cido teicoico (azul). Las flechas
indican los enlaces de la pared que hidrolizan las amidasas (rosa), lisozimas (rojo),
glucosaminidasas (verde), peptidasas (violeta), y fosforilcolin esterasa (azul).

1.1.3.2. Otros componentes de la pared celular.

La pared celular contiene otros polimeros sintetizados por la propia bacteria que le confieren
caracteristicas diferenciales. Entre estos compuestos se encuentran los &cidos teicoicos (TA),
descritos por primera vez en 1930 como el polisacarido C de neumococo (Tilled et al., 1930), y
los &cidos lipoteicoicos (LTA) (Salton, 1994). En neumococo, los &cidos lipoteicoicos,
denominados antigeno F, poseen la misma composicion que los acidos teicoicos, lo que genera

una situacién unica dentro de las bacterias Gram-positivas (Fischer, 2000), donde los &cidos
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teicoicos y lipoteicoicos son entidades estructural y biosintéticamente distintas. Mediante el

empleo de técnicas inmunocitoquimicas se comprobd que los TA se localizan en las caras

externas e internas de paredes celulares aisladas (Serensen et al., 1988), mientras que los LTA

lo hacen sobre la membrana citoplasmatica, uniéndose a ella a través de un glicolipido. Su

sintesis se inicia en el citoplasma bacteriano por distintas rutas metabolicas (Bracha et al., 1978;

Glaser & Lindsay, 1974) y, una vez sintetizados, son translocados a través de la membrana

citoplasmatica (Lazarevic & Karamata, 1995; Fischer, 1993), aunque la incorporacién al

peptidoglicano insoluble tiene lugar durante la formacién de la pared celular.
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Figura 1.1.7: Estructura del pentasacarido que forma la unidad repetitiva basica del acido teicoico.
Se encuentra constituido por: P-RBT, ribitol fosfato; dos residuos de N-acetilgalactosamina

(GalNAC)  sustituidos en  posicion 6  por  fosforilcolina  (recuadro

verde);

diacetoamidotridesoxigalactosa (AATGal), y glucosa (Glu). (a) Modelo aceptado. (b) Modelo

propuesto recientemente.

El modelo actualmente aceptado de acido teicoico es un polimero del pentasacéarido [D-ribitol

(B1—>1)  D-N-acetilgalactopiranosa ~ (a3—1)  D-N-acetilgalactopiranosa

(0d4—1)

diacetamidotridesoxi-galactopiranosa (B3—1) a-D-glucopiranosa] (Figura 1.1.7a), en los que el
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residuo de a-D-glucopiranosa de cada repeticion se une, en posicion 3, con el ribitolfosfato del
siguiente pentasacarido a través de un enlace fosfodiéster (Fischer et al., 1993). Sin embargo,
este modelo (Figura 1.1.7a), no explica las propiedades del antigeno de Forssman del LTA y
predice una masa molecular para LTA superior a la observada actualmente. Recientemente, se
ha propuesto un nuevo modelo (Figura 1.1.7b) que solventa dichas inconsistencias (Seong Seo
et al., 2008). Los dos residuos de N-acetilgalactopiranosa, o solo el unido al ribitol fosfato,
pueden estar sustituidos en posicion 6 por fosforilcolina (PC) (Karlsson et al., 1999) (Figura
1.1.5). Las cadenas de teicoico contienen, como promedio, de 6 a 8 repeticiones del
pentasacarido (Yother et al., 1998) y constituyen entre un 40% y un 50% del peso seco de la
pared. El contenido medio es de una cadena de TA por cada unidad de tetradisacarido-
tetrapéptido (Garcia Bustos et al., 1987) lo cual quiere decir que el 25% de los muramicos estan
sustituidos. La distribucién uniforme de los TA 'y LTA en la pared celular (Umeda et al., 1992) le
confiere carga negativa debido a sus numerosos grupos fosfato, capaces de formar quelatos

con magnesio y otros cationes divalentes, lo que aumenta la rigidez del exoesqueleto.

La union de los TA a la pared celular se establece a través de un conector formado por glicerol
fosfato, ribitol fosfato o glucosil-fosfato que puede estar glicosilado o esterificado (su
composicion en neumococo no ha sido todavia determinada). Este conector se une, a su vez, a
la cadena glicanica (Figuras 1.1.5 y 1.1.6) a través de un disacarido que establece un enlace
fosfodiéster con la posicién 6 del NAM (Behr et al., 1992). Los é&cidos lipoteicoicos se unen
covalentemente a un glicolipido (D-Gal (ac1—2)-D-Glu (a.1—3)-di-O-acilglicerol) insertado en la
cara externa de la membrana citoplasmatica, y al intercalarse a través de la pared celular
acceden hasta la superficie de la bacteria, donde pueden actuar como antigenos (Fischer,
2000).

Como ya se ha mencionado, la presencia de colina como componente estructural de la pared
celular es una caracteristica especifica de neumococo (Tomasz, 1967). El 85% de la colina
macromolecular presente en la célula se encuentra formando parte de los TA (Brundish &
Baddiley, 1968), por lo que el 15% restante esté unido a los LTA. El porcentaje de residuos de
N-acetilgalactosamina monosustituidos por PC es de un 83%, correspondiendo el resto a la
doble sustitucidon, aunque estos valores pueden variar de unas cepas a otras (Fischer et al.,

1993). Recientemente, se ha detectado la presencia de colina como componente de estructuras
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periféricas en otros patdgenos del tracto respiratorio como Streptococcus mitis, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningiditis, Streptococcus oralis, Streptococcus constellatus, Clostridium
beijerinckii y Clostridium NI-4 (Gosink et al., 2000).

La colina en si misma tiene un papel importante en la patogenicidad de neumococo actuando
como adhesina. Participa directamente en la internalizacién de la bacteria, interaccionando con
los receptores celulares del factor de activacién plaquetaria (rPAF) expuestos en la superficie de
las células epiteliales activadas (Cundell et al., 1995). Ademas, durante el proceso de
inflamacién la colina es reconocida por la proteina C-reactiva humana (CRP) (Mold et al., 1982),
implicada en la respuesta inmune del hospedador (Szalai et al., 1996; Hirschfield & Pepys,
2003). Por otra parte, los residuos de colina actian como receptores para toda una familia de
proteinas codificadas por la bacteria, denominadas CBPs (del inglés ‘choline binding proteins’),
entre las que se encuentran enzimas que hidrolizan la pared celular (murein hidrolasas) y otros
factores implicados en la infectividad de la bacteria (Holtje & Tomasz, 1975b; Rosenow et al.,
1997; Hammerschmidt et al., 1999; Jedrzejas, 2001).

Ademas de intervenir en el control de la actividad de las CBPs, tanto los TA como los LTA
forman parte de los receptores de algunos bacteridfagos, y activan la ruta alternativa del
complemento (Héltje & Tomasz, 1975a; Horne & Tomasz, 1985; Bierbaum & Shal, 1985; Rogers
& Thurman, 1985; Tsuchido et al., 1985; Fischer, 1988). Ademas, son altamente antigénicos,
actuan como agentes quimiotacticos en la inflamacién meningea (Tuomanen et al., 1985b) y
estimulan la formacién de interleucina 1 en los monocitos humanos (Riesenfeld-Orn et al.,
1989).

1.1.4. PROTEINAS DE UNION A COLINA (CBPs).

La secuencia gendmica de S. pneumoniae reveld la existencia de 3 grupos de proteinas de
superficie: la familia de las proteinas de unién a colina (CBPs), las lipoproteinas y las proteinas
con un motivo LPxTG (Leu-Pro-X-Thr-Gly) que se unen covalentemente a la pared celular tras
la accion de una sortasa. Muchas de estas proteinas de superficie son factores de virulencia
que contribuyen a la patogénesis de este organismo. Ademas, estas proteinas participan en
interacciones especificas con los tejidos del hospedador humano, facilitando la supervivencia
bacteriana, ayudando a la expansion de la bacteria dentro de los tejidos del hospedador, y

11
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ocultando la superficie bacteriana a los mecanismos de defensa del hospedador. Debido a estas
propiedades, numerosas proteinas expuestas en la superficie son dianas potenciales para el
disefio de agentes profilacticos tales como vacunas y algunos de ellos podrian servir como

dianas para el disefio de drogas terapéuticas.

(a) Proteinas de superficie ACidq Teicoico
/ Y Acido

Lipoteicoico

NAM NAG

Figura 1.1.8: Proteinas de superficie. (a) Localizacién celular de las proteinas de superficie. (b) Proteinas de
union a colina como subgrupo de las proteinas de superficie.

S. pneumoniae sintetiza, dependiendo de la cepa, entre 12 y 15 CBPs (Hoskins et al., 2001,
Tettelin et al, 2001), las cuales son cruciales en patogénesis y también como antigenos
candidatos para desarrollar vacunas conjugadas. Las CBPs comparten una organizacién
modular (Figura 1.1.9) tal que existen uno o varios médulos responsable/s de la funcién
biolégica y un mddulo de unién a colina (CBM) (Lépez & Garcia, 2004), consistente éste en un
tandem de entre 6 a 18 repeticiones de 20 aa cada una (Garcia et al., 2000; Garcia et al., 1999a
& 1999b). Todas las CBPs, excepto LytB y LytC, tienen el CBM en la posicién C-terminal. En la
Tabla 1.1.1 se muestran las distintas CBPs identificadas en las dos cepas de neumococo cuyo
genoma ha sido secuenciado completamente: TIGR4 (Tettelin et al., 2001) y R6 (Hoskins et al.,
2001). Entre ellas se encuentran las murein hidrolasas” codificadas por neumococo (LytA, LytB,
LytC, Pce), diversos factores asociados con adhesién y virulencia (PspA y PspC), y otras
proteinas con funcion desconocida (PcpA, PcpB, PcpC, CbpF). Ademas de las funciones
especificas desarrolladas por cada una de ellas, las CBPs podrian ser importantes en el

establecimiento de interacciones de contacto no especificas con las células del hospedador, y

" Proteinas que hidrolizan de forma especifica los enlaces del peptidoglicano de la pared bacteriana

12
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estabilizar electrostaticamente la capsula por la carga neta positiva que aportan a la superficie
celular (Swiatlo et al., 2002).

La presencia de colina en la pared celular parece haber condicionado también la estructura de
las enzimas liticas (endolisinas) codificadas por los bacteriéfagos de neumococo que facilitan la
salida de progenie fagica al final del ciclo vegetativo (Lopez et al., 1982). Todos los fagos de
neumococo, con la excepcion de Cpl-7, codifican para una endolisina constituida por un médulo
catalitico en posicion N-terminal y un médulo de unién a colina en el extremo C-terminal,
altamente relacionado en secuencia con los de las murein hidrolasas codificadas por la propia
bacteria (Garcia et al., 1990). De hecho, las primeras CBPs identificadas fueron LytA, la
autolisina mayoritaria de neumococo y Cpl-1, la lisozima codificada por el fago Cp-1 (Garcia et
al., 1987a; Garcia et al., 1987b).

Organizacién Modular de las CBPs

N-term Numero de aminoacido C-term

4|00 3(‘;!0 2C|rO 1 PO [I) 1{30 ZPU 3({0 4?0

: .
L ytA\ S. pneumoniae
LytB

( e

Amidasa ;MENNENN

Figura 1.1.9: Esquema de la organizacion modular de las proteinas de unién a colina. Los dominios
funcionales se identifican segun su funcién; en verde (amidasas), rojo (amidasa de la familia CHAP),
morado (glucosaminidasa), azul claro (lisozimas), azul oscuro (funcién desconocida), fucsia (amidasa
de Pal) y marron (fosforilcolin esterasa). Las repeticiones de los CBMs se muestran en amarillo y Cpl-7
en naranja.
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TIGR4 R6 Funcién Referencia
Cbpl - n.d. (Tettelin et al., 2001)
PspA PspA Proteina de superficie. Inhibe la ruta del (Hammerschmidt et al., 1999; Tu et al.,
complemento y une la lactoferrina humana.  1999)
CbpC CbpF n.d. (Tettelin et al., 2001; Hoskins et al.,
2001)
CbpJ - n.d. (Tettelin et al., 2001)
ChpG CbpG truncada®  Serin-proteasa (CbpG-truncaday; (Tettelin et al., 2001; Hoskins et al.,
adhesina (CbpG) 2001 ; Gosink et al., 2000 ; Mann et al.,
2006)
CbpF PcpC n.d.
PSP2 Proteina hipotética n.d. (Tettelin et al., 2001; Hoskins et al.,
2001)
CbpE Pce? Hidrolisis de fosforilcolina de la pared celular (Héltje y Tomasz, 1974; de las Rivas et
(ver apartado 1.3.1.5) al., 2001)
Glucosaminidasa LytB Separacién de células hijas (ver apartado  (de las Rivas et al., 2002; Garcia et al.,
1.3.1.2) 1999a)
CbpA PspC* Adhesina. Une la inmunoglobulina Ay la (Briles et al., 1997; Hammerschmidt et
proteina C3 del complemento al., 1997; Rosenow et al., 1997; Smith y
Hostetter, 2000)
PspC,
degenerada SpsAtruncada  n.d.
LytC LytC Lisozima. Autolisis a 30 °C (ver apartado (Garcia et al., 1999b)
1.3.1.3)
Autolisina LytA Amidasa (ver apartado 1.3.1.1) (Garcia et al., 1985; Holtje y Tomasz,
1976)
PcpA PcpA Adhesina (Sanchez-Beato et al., 1998)
CbpD CbpD Posible amidasa (ver apartado 1.3.1.4) (Tettelin et al., 2001; Hoskins et al.,

2001; Gosink et al., 2000)

Nombre alternativo PcpB; 2 Pneumococcal surface protein; 3 Nombre alternativo LytD; 4 Nombre alternativo SpsA

y PbcA; n.d, no determinada;

Tabla 1.1.1: Proteinas de unién a colina (CBPs) identificadas en las cepas TIGR4 y R6 de S. pneumoniae

El motivo de unidon a colina, inicialmente descrito en neumococo, ha sido identificado
posteriormente en proteinas de otros microorganismos que contienen colina en su pared celular
y en las de los bacteriéfagos que las infectan (Sdnchez-Beato, 1995a; Sanchez-Beato, 1995b;
Katayama et al., 1995). Por otro lado, se han encontrado secuencias relacionadas en
glicosiltransferasas y proteinas de union a carbohidratos de diversas especies de Leuconostoc y

Streptococcus (Janecek et al., 2000), y en toxinas de Clostridium (Garcia et al., 1988a; Wren,
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B.W, 1991; Green et al., 1995; Greco et al., 2006)

(http://www.Sanger.ac.uk/Software/Pfam/niimero de acceso PF01473).

1.1.5. PAPEL DE LA ENVUELTA CELULAR Y DE LAS PROTEINAS DE SUPERFICIE EN
LA VIRULENCIA DE NEUMOCOCO (CBPs).

Como ya se ha mencionado, S. pneumoniae es un colonizador pasivo habitual de la nasofaringe
humana y uno de los principales patégenos humanos (Musher, 1992). EI mecanismo mediante
el cual se produce la invasion hacia el tracto respiratorio inferior y el pulmon, o hacia el cerebro

no se ha elucidado completamente (Novak & Tuomanen, 1999).

Entre los factores de virulencia mas importantes se encuentran, ademas de la capsula y de los
componentes de la pared celular (secciones 1.1.2 y 1.1.3) diversas proteinas de la superficie
celular, incluidas algunas CBPs, y la neumolisina (Mitchell, 2003; Figura 1.1.10).

Las proteinas de la familia de las CBPs consideradas como factores de virulencia son CbpA,
PspA, CbpG y LytA (Tabla 1.1.1). CbpA fue la primera adhesina identificada en la superficie y
esta implicada en los procesos de adherencia y colonizacion de la nasofaringe a través de su
interaccidn con citoquinas en células humanas activadas (Rosenow et al., 1997). Ademas, se
une a la IgA humana y a sus componentes de secrecion (Hammerschmidt et al., 1997), asi
como a la proteina del complemento C3. Por otro lado, PspA (proteina A de la superficie de
neumococo) inhibe y reduce la efectividad del sistema del complemento del hospedador,
ademas de prevenir la fagocitosis de neumococo (Neeleman et al., 1999; Tu et al., 1999). CbpG
(Tabla 1.1.1) ha sido identificada como un determinante de la virulencia, operativo tanto en
adhesion, durante la colonizacion, como en la sepsis (Gosink et al., 2000), siendo junto con
PspA las Unicas CBPs conocidas que desempefian un papel dominante en el desarrollo de
infecciones sistémicas. Recientemente, se ha descrito una forma truncada de CbpG (Tabla
1.1.1) que carece del CBM (modulo de union a colina) y presenta actividad proteasica ‘in vitro’
cuando es secretada (Mann et al., 2006). La autolisina LytA (seccién 1.3.1.1), aunque de
manera indirecta, coopera en la patogenicidad de neumococo al liberar componentes de la
pared celular y otros factores de virulencia tan importantes como la neumolisina y la

neuraminidasa (Berry et al., 1989).
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Figura 1.1.10: Esquema representativo de los principales factores de virulencia de S. pneumoniae
(modificada de Mitchell, 2003).

Por otra parte, y aunque no se han descrito como tales factores de virulencia, CbpD, LytB, LytC,
Pce y CbpG estan implicadas en la colonizacién de la nasofaringe. A Pce y CbpG se les
atribuye, también, un papel en el proceso de adherencia (Gosink et al., 2000), mientras que
CbpD asiste a LytA en la lisis celular (Kausmally et al., 2005). LytC, al igual que LytA, tiene un
efecto directo en la patogénesis derivado de su funcién litica, que se sugiere localizada en la
nasofaringe. En cuanto a LytB, la formacion de cadenas de neumococo parece limitar la
diseminacion de la bacteria durante el proceso de infeccién, por lo que el interés hacia dicha
enzima aumenta debido a su implicacion en la separacion de las células hijas tras la division

celular (De las Rivas et al., 2002).

A diferencia de las CBPs, la hialuronidasa y la neuraminidasa se encuentran unidas
covalentemente a la pared celular mediante un motivo LPXTG localizado en posicién C-terminal
y su actividad parece relacionada con la degradacion de la matriz extracelular y la exposicion de

posibles receptores celulares (Mitchell, 2003). Otro grupo de proteinas con el mismo tipo de
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anclaje a la pared celular son las metaloproteasas IgA1, ZmpB, ZmpC, ZmpD y PrtA, cuya
contribucién a la virulencia se ha caracterizado recientemente mediante experimentos de
infeccién en modelos animales (Oggioni et al., 2003; Blue et al., 2003; Chiavolini et al., 2003;
Bethe et al., 2001).

Otras proteinas de superficie consideradas como factores de virulencia son las lipoproteinas
PsaA y PavA unidas covalentemente a la membrana celular, cuya actividad esta relacionada
con los fendmenos de adhesiéon de neumococo a las células humanas (Tseng et al., 2002;
Holmes et al., 2001).

Por Ultimo, la neumolisina, de origen citoplasmatico, es la principal toxina codificada por
neumococo y promueve la colonizacién reduciendo la capacidad de eliminacion del ‘mucus’
(Jedrzejas, 2001). Otras de sus acciones mas relevantes son la formacion de poros (Tilley et al,
2005), la activacion de la via del complemento (Rubins et al., 1996), la estimulacién de la
produccion de mediadores inflamatorios (Houldsworth et al., 1994), la inhibicion fagocitica y
leucocitica (Paton & Ferrante, 1983) y la induccion de apoptosis y dafio en células cerebrales
(Braun et al., 2002).

1.1.6. ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES DE CBPs DE NEUMOCOCO O FAGOS
NEUMOCOCICOS.

De todas las CBPs identificadas hasta el momento sélo se han caracterizado las estructuras
tridimensionales de un fragmento del CBM de la autolisina LytA (Fernandez-Tornero et al.,
2001), las estructuras completas de la lisozima del fago Cp1, Cpl-1, (Hermoso et al., 2003) y de
la fosforilcolinesterasa de neumococo, Pce, (Hermoso et al., 2005), y el dominio R2 de CbpA
(Luo et al., 2005). Esta escasez de CBPs caracterizadas es debida principalmente, a la dificultad

que conlleva la cristalizacion de proteinas modulares.

1.1.6.1. C-LytA

El CBM aislado de la amidasa LytA (C-LytA) fue la primera estructura resuelta de un médulo de
unién a colina (Fernandez-Tornero et al., 2001 y 2002). La forma cristalizada corresponde al

dimero obtenido en presencia de colina (Usobiaga et al., 1996).
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C-terminal

Figura 1.1.11: Estructura cristalografica del dimero de C-LytA. Cada monémero aparece con distinto color
y junto a cada horquilla se indica el motivo al que pertenece (datos tomados de Fernandez-Tornero et al.,
2001). Los dos primeros sitios del monémero azul se encuentran ocupados por moléculas de DDAO (N-
oOxido de N,N-dimetil-decilamina), utilizadas en la cristalizacién. El sitio 3 del monémero rosa estd ocupado
por el derivado de platino utilizado para la resolucién de la estructura (cloruro de 2,2":6',2"-terpiridina-
platino I1). En el resto de los sitios de ambos monémeros se encuentra situada la molécula de colina.

Las repeticiones presentes en la estructura (denominadas p2-p6) y el extremo C-terminal se
pliegan formando una horquilla B seguida de un bucle que contiene un giro y una zona en
conformacién extendida. Las horquillas § estan constituidas por unos 5 aminoacidos por hebra 'y
se disponen formado una superhélice a izquierdas (solenoide ) de unos 25 A de diametro y 60
A de altura, en la que cada horquilla esta girada 120° con respecto a la anterior, de tal forma
que las horquillas Bi y Bi+3 adoptan una disposicion paralela. A diferencia de otros -solenoides
(Kobe & Kajava, 2000), la estructura de C-IytA estd formada por unidades individuales de

estructura supersecundaria (horquillasp).

Cada mondmero de la estructura cristalizada posee cuatro sitios de unién a colina, localizados
en las interfases hidrofébicas creadas entre dos horquillas B consecutivas (Fernandez-Tornero
et al., 2001). Cada uno de los sitios de unién a colina estd conformado por tres residuos

aromaticos, situados en las horquillas B, y un aminoécido hidrofébico localizado en el bucle que
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las une. Las interacciones que se establecen en la cavidad son, por un lado, de tipo hidrofébico
con los grupos metilo de la colina, y por otro de tipo cation-w entre los anillos ricos en electrones

de los aminoacidos aromaticos y la carga positiva de la colina.

Los mondmeros se disponen formando un angulo de unos 85° e interaccionan a través de la
region C-terminal del modulo de unién a colina (Figura 1.1.11), tal y como se habia sugerido
previamente (Varea et al., 2000). La interfase esta formada por las horquillas de p6 y la cola
C-terminal de cada mondmero, encontrdndose ligeramente giradas para favorecer las
interacciones con la otra subunidad. La molécula de colina no participa directamente en la union

entre monomeros, aunque potencia la dimerizacion (Varea et al., 2000).

1.1.6.2. Cpl-1.

La estructura completa de la lisozima Cpl-1, la primera publicada de una CBP completa, ilustra
claramente la naturaleza modular de las CBPs (Figura 1.1.12; Hermoso et al., 2003). La cadena
polipeptidica esta formada por el modulo catalitico y el mddulo de unién a colina, unidos
mediante un conector &cido constituido por 11 residuos. EI médulo catalitico esta formado por
un Unico dominio estructural que se pliega formando un barril o/ de estructura irregular
(caracteristico de la familia GH25 de las glicosilhidrolasas), al que le faltan las tres ultimas
hélices o y en el que la hebra 38 adopta una disposicion antiparalela. Las repeticiones del CBM
se organizan en dos regiones estructurales bien definidas, denominadas Cl y Cll (Figura 1.1.12).
Cl esta formada por las cuatro primeras repeticiones (pl-p4) que se disponen formando una
superhélice a izquierdas con las horquillas extendidas perpendicularmente al eje de la
superhélice, de modo andlogo a lo que ocurre en C-LytA (Figura 1.1.11). Cada una de las
repeticiones pertenecientes a este subdominio se encuentra localizada a 120° en sentido
contrario a las agujas del reloj. Por otro lado, el dominio CIlI esta constituido por una hoja
antiparalela de seis hebras que incluye las horquillas de las repeticiones p5 y p6 y dos hebras
de la cola C-terminal. Esta region esta directamente implicada en las interacciones existentes

entre los dos modulos que forman Cpl-1.

La posicion relativa de ambos modulos viene determinada por la estructura extendida del

conector que los une, constituido mayoritariamente por residuos acidos, y por las fuertes
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interacciones hidrofébicas que se establecen entre las hebras B6-p8 del mddulo catalitico y la
region C-terminal del CBM (Hermoso et al., 2003).

Cunt:ctur

CI

p3

Médulo catalitico

> cov

Figura 1.1.12: Estructura de Cpl-1. El codigo de colores es el siguiente: médulo catalitico en verde, conector en
azul y CBM en naranja. Se indican, ademés, las repeticiones del CBM y los dos dominios (Cl, naranja oscuro; y ClI,
naranja claro) que lo forman.

A pesar de que todas las repeticiones del CBM de Cpl-1 presentan el mismo tipo de estructura
secundaria y de que los residuos implicados en la unién a colina estan absolutamente
conservados, la desviacion del plegamiento global de Cll con respecto a la superhélice a
izquierdas hace que solo dos de los cinco posibles sitios de union a colina de Cpl-1 sean
funcionales (Hermoso et al., 2003). Este hecho pone de manifiesto la versatilidad de las
repeticiones que forman los CBMs y su capacidad para actuar como receptores de colina o para

mediar en las interacciones entre dominios y en la auto-asociacion de las CBPs.

1.1.6.3. Pce.

La estructura de Pce (Hermoso et al., 2005), la primera CBP resuelta de las codificadas por la
bacteria, muestra una disposicion modular (Figura 1.1.13), donde el médulo catalitico (azul) se

encuentra unido al modulo de unién a colina (amarillo) por un conector formado por 12 residuos
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(naranja). El extremo C-terminal esta formado por 86 aminoécidos (residuos 517-602), de los

que desconocemos el plegamiento y la estructura de los ultimos 55 residuos.

(b)
Y [T TTTTTTTT 1]
1 300313 517 602

Figura 1.1.13: Estructura modular del complejo Pce-fosforilcolina.
(@) Regiones estructurales de Pce diferenciadas por colores:
maédulo catalitico, azul; mddulo de union a colina y extremo C-
terminal, amarillo; conector, naranja. El bucle del médulo
catalitico que interacciona con el CBM se muestra en azul claro.
Con esferas se representan la molécula de fosforilcolina (PC) y
los iones de Zn2* (amarillo) en el sitio activo, los iones de Ca?*
(rojo), y las moléculas de Bis-Tris presentes en los sitios de unién
a colina. (b) Esquema de la organizacion modular de la cadena
siguiendo el mismo cddigo de colores.

El mddulo catalitico de Pce esta formado por un unico dominio estructural constituido por un
sandwich of-pou (Figura 1.1.14). Esta es la primera fosfodiesterasa resuelta cuya estructura
presenta el plegamiento caracteristico de la familia de las metalo-p-lactamasas, a pesar de
tener una baja identidad de secuencia (< 13 %) con otras enzimas de esta familia y de poseer
un tamafo considerablemente mayor. Al igual que ocurre con la secuencia, la similitud
estructural entre Pce y otras a/f hidrolasas con este tipo de plegamiento es baja. Las
dimensiones aproximadas del modulo catalitico son 55 x 53 x 45 A3, dividiéndose en dos
regiones equivalentes constituidas por ldminas-B antiparalelas con 5 y 4 hebras B,
respectivamente, seguidas de 3 motivos a3 que enlazan con los conectores (Figura 1.1.14b).

Las hélices o se exponen al solvente rodeando el nicleo compacto formado por las hebras f3.
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ANANLGE G

Ct

Figura 1.1.14: Estructura y topologia del médulo catalitico de Pce. (a) Estructura del médulo catalitico.
Los elementos de estructura secundaria se colorean desde el azul al rojo comenzando por el extremo N-
terminal. Los iones de Zn?*, Ca?*, y la molécula de fosforilcolina se representan igual que en la figura

1.12. (b) Topologia del modulo catalitico de Pce dividido segin la disposicion del sandwich, con las
l&minas B coloreadas en azul y las hélices a. en rosa. Las hélices 310 se han omitido por claridad.

El conector que une ambos mddulos esta formado por una region con varios residuos polares
plegados en una hélice 310, seguida de una zona constituida por residuos aromaticos y prolinas

que no presenta elementos de estructura secundaria.

El modulo de unién a colina esta formado por 10 repeticiones (p1-p10) de 20 aminoacidos
aproximadamente, con una secuencia consenso similar a la encontrada en otras CBPs (GWXK-
Xa-5-WYY-hidrofobico-X3.5-GXMX2.3). Cada repeticion contiene una horquilla B seguida de un
bucle que forma un giro (Figura 1.1.15a). Esquematicamente, la forma del médulo puede
asemejarse a un prisma triangular regular de 110 A de altura y 26 A de base, con los sitios de
union a colina situados a lo largo de las tres caras laterales del prisma (Figura 1.1.15b). El
patron de plegamiento global es el de una superhélice a izquierdas semejante a la descrita en
C-LytA y el dominio CI del CBM de Cpl-1 (Ferndndez-Tornero et al., 2001; Hermoso et al.,
2003). Las horquillas que la forman se disponen perpendicularmente al eje de la hélice, y cada
repeticion presenta un giro de 120° con respecto a la anterior, de tal forma que la horquilla i es

paralela a la horquilla B3 (Figura 1.1.15b)

22



Introduccion

110 A

Figura 1.1.15: Vista lateral y superior del mddulo de union a
colina. En a se indican las dimensiones y en b cada una de las
repeticiones (p1-p10) y los primeros 21 amino&cidos del extremo
C-terminal. Las moléculas de Bis-Tris presentes en los sitios de
unién a colina se representan con bastones. El color de los
elementos de estructura secundaria en ambos paneles se
degrada del azul al rojo a partir del extremo N-terminal.

Curiosamente, los primeros 21 aminoacidos (residuos 517-534) del extremo C-terminal, a pesar
de no tener identidad de secuencia con las repeticiones, adoptan el mismo tipo plegamiento,
alargando la superhélice que forma el CBM (Figura 1.1.15a).

La elucidacion tridimensional completa de la primera CBP de neumococo permitié, al igual que
en el caso de la determinacion estructural de Cpl-1 como primera endolisina completa, no sélo la
confirmacion de un plegamiento comun del CBM, sino también la evaluacion de las
interacciones entre dominios de proteinas modulares. Ademas, a partir de la estructura 3D de
Pce, se comprobd su implicacion en la degradacion del factor activador de plaquetas (PAF) y en

la inhibicién de la correcta respuesta del sistema inmune (Hermoso et al., 2005).

1.1.6.4. Dominio de adhesién R2 de CbpA.

CbpA es una de las 15 proteinas CBPs identificadas en el genoma de la cepa TIGR4 de
neumococo (Tettelin et al., 2001). La resolucion de la estructura completa de esta adhesina ha
sido inviable hasta la fecha pero mediante técnicas de RMN se ha conseguido elucidar la

estructura 3D de uno de sus dominios: el dominio R2 (Figura 1.1.16).
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39 CBM 693
CbpA N R1 R2 C C

Figura 1.1.16: Organizacion modular de CbpA. Los dominios A, B, R1, R2 y C exhiben mdiltiples
repeticiones del motivo cremallera de leucina mientras el dominio de unién a colina (CBM) representado
en verde, contiene ocho repeticiones del motivo de unién a colina.

La estructura 3D del dominio R2 de CbpA (Luo et al., 2005) esta constituida por 3 a-hélices que
adoptan un inusual triple a-hélice a través de interacciones antiparalelas a-hélice/a-hélice
(Figura 1.1.17a). Las a-hélices, aunque antiparalelas, no son exactamente coaxiales debido a
un ligero desplazamiento (Figura 1.1.17b). La estructura del dominio R2 de CbpA revelé que una
gran cantidad de residuos hidrofobicos estaban escondidos entre las interfases a-hélice/a-hélice
y que en la superficie proteica aparecian abundantes residuos polares y cargados mostrando
dos regiones con caracteres electrostaticos claramente diferenciados: una cara de elevado
potencial electronegativo y otra cara electropositiva. Ademas entre las hélices 1y 2 aparece el
motivo YPT implicado en adhesion (Hammerschmidt et al., 1997; Zhang et al., 2000)

(@) Motivo YPT (b)

€ PIPH
[ 1PH

YV Helice 2

Figura 1.1.17: Estructura en solucién del dominio R2 de CbpA. (a) Vista paralela al eje
helicoidal de las a-hélice. (b) Vista perpendicular al eje helicoidal de las a-hélice.
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1.2. OBTENCION DE FASES EN LA CRISTALOGRAFIA MACROMOLECULAR.

1.2.1. DETERMINACION ESTRUCTURAL DE MACROMOLECULAS POR DIFRACCION DE
RAYOS X.

1.2.1.1. El problema de las fases en cristalografia de proteinas.

Resolver la estructura de una macromolécula por difraccién de rayos X consiste, desde el punto
de vista cristalografico, en obtener una imagen de su densidad electrénica, con la cual construir
un modelo a escala atémica. Para ello, el objetivo es determinar la funcién de densidad
electrénica, p(xyz), para cada punto de la celdilla unidad del cristal, partiendo de la informacién
del espacio reciproco (espectro de difraccion). La transformacion del espacio reciproco al
espacio cristalino (funcion de densidad electrdnica) implica la resolucién de una funcion,
denominada transformada de Fourier (Ecuacion 1.2.1). En ella intervienen los factores de
estructura, F(hkl), definidos en cada punto del espacio reciproco (hki), y que contienen la
resultante de la dispersion de los rayos X, en esa direccion, que cooperativamente emiten los
electrones de todos los atomos contenidos en la celdilla unidad (ver seccion 3.5.1). La expresion

analitica del factor de estructura se muestra en la ecuacion 1.2.2, y en ella figura la magnitud f,

denominada factor de dispersién atomica, que da cuenta de la dispersion de los rayos X

provocada por todos los electrones del atomo j.

p(xyz)= VLZZZ| F(hKI)| -cos 2 (hx + ky + 1z — ar(hK]))

C

Ecuacion 1.2.1: Funcién de densidad electronica definida en cada punto de la celdilla unidad cristalina de
coordenadas x, y, z. Esta ecuacién representa la transformada de Fourier entre el espacio cristalino, definido por
p(xyz), y el espacio reciproco, definido por los factores de estructura. Es importante resaltar el hecho de que la
densidad electronica en un punto viene determinada por la informacion contenida en todos los factores de
estructura, es decir, por la informacién de todo el espectro. Inversamente, el valor de un factor de estructura (médulo
y fase) viene determinado por las posiciones de todos los atomos que forman la estructura, p(xyz).

F(hkl) _ Z fj eZﬁi(hxj +kyj +Izj)
j

Ecuacion 1.2.2; El factor de estructura F(hki) es la resultante de la dispersion de todos los atomos de la celdilla. El
factor f j es el denominado factor de dispersion atémico y es la resultante de la dispersién de todos los electrones

del atomo.

25



Introduccion

Los factores de estructura son ondas, y como tales se pueden describir por sus médulos,
|F(hkl)|, y sus fases, a(hkl), respecto de un origen comun de fases. Los mddulos, |F(hkl)],
representan las amplitudes de los haces difractados y se obtienen directamente a partir de las
intensidades que se recogen en el detector (la intensidad de una reflexion, I(hki), es proporcional
al cuadrado de la amplitud, |F(hki)).

En resumen, a partir de las medidas del espectro de difraccidén se obtienen las intensidades
I(hkl). Estas intensidades nos proporcionan faciimente las amplitudes |F(hkl)| de los factores de
estructura, pero, y aqui viene el problema, no sus fases a(hkl). Las fases son, pues, magnitudes
que no pueden medirse experimentalmente, y que son necesarias para la determinacion de la
densidad electrénica en el cristal (ecuacion 1.2.1). Por tanto es necesario recurrir a distintos
métodos para poder resolver el denominado problema de la fase. Una vez obtenidas las fases
asociadas a cada factor de estructura se podra resolver de inmediato la ecuacion 1.2.1, que nos
proporcionard un mapa de la densidad electronica y, por tanto, la estructura.

1.2.1.2. Métodos de resolucion estructural.

Mientras el problema de la fase para cristales formados por moléculas de tamafios pequefio y
medio ha sido resuelto mediante los llamados métodos directos; en el caso de los cristales de
proteinas para resolver dicho problema hemos de recurrir a los siguientes métodos: (i)
Reemplazo Molecular (MR, del inglés Molecular Replacement), haciendo uso de un modelo
estructural de una proteina homoéloga, previamente determinada, (i) Reemplazo Isomorfo
Multiple (MIR, del inglés, Multiple Isomorphous Replacement), introduciendo atomos altamente
dispersores o (iii) Dispersion Anomala Simple o Mdltiple (SAD, del inglés Single-wavelength
Anomalous Diffraction o MAD, del inglés Multi-wavelength Anomalous Diffraction), introduciendo
atomos dispersores anémalos. Con cualquiera de estos tres métodos podemos calcular unas
fases iniciales, ac(hkl) que, junto con las amplitudes experimentales, |Fexp(hkl)|, nos permitiran
calcular una funcién de densidad electrénica aproximada, sobre la cual podremos construir

nuestro modelo estructural. El proceso general a seguir se resume en la figura 1.2.1.
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XYZ ———F (hkl)= Y. f}.em”"‘*‘*-"-'”“"*’ — | F.(hkl)| Ho, (hkl)
/

) (.\‘).-’Z): VL Z Z Z| Fy (hkl)| -cos2m (hx + ky + Iz — o, (hkl))
ok !

¢

| Foyp (1))

Figura 1.2.1: Esquema del calculo de un mapa de densidad electrénica, p(xyz). A partir de las posiciones
atémicas conocidas (xyz) se pueden obtener los mddulos de factores de estructura y fases calculadas,
|Fe(hki)| y ac(hkl). La funcion de densidad electrénica se calcula con los modulos experimentales (|Fexo(hki)|)
y las fases calculadas (ac(hki)).

1.2.1.3. Los métodos directos.

Bajo el nombre de métodos directos se engloba una serie de métodos para la resolucion del
problema de las fases empleando las relaciones entre fases derivadas a partir de los valores
observados de las intensidades. El hecho de que la densidad electronica deba ser cero o
positiva, en cualquier punto de la celdilla cristalina, asi como el hecho de la atomicidad de las
moléculas, genera ciertas limitaciones en la distribucion de fases asociada a los factores de
estructura. Los métodos directos estan basados en el establecimiento de sistemas de
ecuaciones que usan las intensidades de los haces difractados y que describen dichas
limitaciones. La resolucién de dichos sistemas de ecuaciones proporciona informacion directa
sobre la distribucion de fases. Sin embargo, puesto que la validez de cada una de estas
ecuaciones se establece en términos probabilisticos, es necesario disponer de un gran numero
de ecuaciones que sobredeterminen los valores de las incdgnitas (fases). Esta metodologia se
denomina directa por el hecho de que, en contraste con otros métodos, proporciona la
informacién estructural (densidad electrénica) directamente de los datos experimentales y se
aplica con excelentes resultados para cristales y moléculas de tamafio pequefio y medio, es

decir, hasta un centenar de atomos aproximadamente.

Estas relaciones introducen los factores de estructura normalizados, E(hkl), nimeros complejos
obtenidos al dividir los factores de estructura F(hkl) por la raiz cuadrada de la intensidad

promedio obtenida para una resolucién dada si los atomos estuvieran distribuidos al azar en la
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celdilla. Las relaciones de fases mas intensas se obtienen entre reflexiones con valores
elevados del mddulo del factor de estructura normalizado, |E(hkl)| (Sayre, 1952; Karle &
Hauptman, 1956; Bricogne, 1988).

El valor tedrico maximo que puede poseer |E(hkl)| es proporcional a la raiz cuadrada del nimero
de atomos en la celdilla. Este valor sera obtenido si las contribuciones al factor de estructura de
los 4tomos de la celdilla estan todas en fase para la reflexion (hkl) considerada. La probabilidad
de este evento decrece muy rapidamente con el numero de atomos de la celdilla. Del mismo
modo, las relaciones entre fases se debilitan cuando el nimero de atomos en la celdilla
aumenta. Este es el porqué mientras los métodos directos son cuasi-universalmente utilizados
para resolver la estructura de pequefias moléculas constituidas por centenares de atomos como
maximo, su utilizacion para determinar la estructura de macromoléculas bioldgicas no
comprende mas que la localizacién de los dtomos pesados, resolviendo estructuras constituidas

por hasta miles de atomos y por aquellas que proporcionan datos de difraccion a muy alta

resolucion (dresolucion = M2sin@ < 1,2 A) (Usén & Sheldrick, 1999).

1.2.1.4. El método de reemplazo molecular.

Cuando se dispone del modelo estructural de una proteina con secuencia de aminoacidos
homologa, el problema de la fase se puede resolver mediante la técnica del reemplazo
molecular (MR) (Rossmann, 1972; Machin, 1985; Navaza, 1994). La estructura de esta proteina
homologa se considera como si fuera la proteina que va a determinarse y sirve como un primer
modelo que posteriormente seré refinado. Este procedimiento esta basado en la observacion de
que proteinas homologas en su secuencia peptidica, muestran un plegamiento muy similar. El
problema en este caso consiste en transferir la estructura molecular de la proteina conocida,
desde su propio empaquetamiento cristalino hasta el cristal de la proteina con estructura
desconocida. El posicionamiento de la molécula conocida en la celdilla unidad de la proteina
desconocida, requiere determinar su correcta orientacién y su posicién precisa. Ambas
operaciones se calculan mediante las funciones denominadas de rotacién y de translacién
(Figura 1.2.2)
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[R]

BA[R]+ T

Figura 1.2.2: Esquema del proceso de reemplazo molecular (MR). La molécula de estructura conocida
(A) se gira mediante la operacion [R] y se traslada mediante [T], para llevarla a la posicién que ocupa la
molécula problema (A)

La bondad de la soluciones de estas funciones se expresa mediante los coeficientes de
correlacion entre las funciones de Patterson (funciones equivalentes a la ecuacion 1.2.1.,
eliminando las fases y usando |F(hkl)|2, que proporciona informacion sobre las distancias
interatdmicas) experimental y la calculada con la proteina conocida. Un coeficiente de
correlacion alto entre dichas funciones equivale a un buen acuerdo entre el espectro de
difraccion experimental y el calculado con la proteina conocida. Una vez orientada y transladada
convenientemente la molécula conocida, se calcula un mapa de densidad electronica usando
los factores de estructura experimentales y las fases obtenidas a partir de la estructura de la

proteina homologa.

Este método sélo necesita datos de difraccion del cristal nativo, lo cual constituye una ventaja
frente a los métodos de obtencion de fases experimentales. Sin embargo, a pesar del numero
elevado de estructuras resueltas por reemplazo molecular y de que disponemos de un numero
razonable de estructuras conocidas, el método introduce errores. Uno de los problemas consiste
en que la solucion puede estar sesgada por el modelo y que una solucidn inicial aparentemente
correcta no pueda ser posteriormente refinada. En el caso de ausencia de un modelo estructural
conocido, tenemos que recurrir a métodos de obtencion de fases de novo descritos a

continuacion.
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1.2.1.5. Los métodos de reemplazo isomorfo.

El método de obtencion de fases por reemplazo isomorfo consiste en comparar los datos de
difraccion |F(hkl)| de un cristal de la proteina nativa con datos de cristales donde se han fijado
atomos pesados a la molécula de proteina. Estos atomos pesados poseen un numero de
electrones méas elevado que los que constituyen las moléculas biologicas, por lo que las
intensidades de los picos de difraccién del cristal derivado se diferencian significativamente de

las intensidades de difraccién del cristal nativo.

Un requisito esencial para la utilizacion de estos métodos es el isomorfismo entre las estructuras
cristalinas de la proteina nativa y del derivado. La fijaciéon de los atomos pesados sobre la
molécula no debe modificar su estructura, su orientacion o su posicién en el cristal; los
parametros de celdilla deben ser muy proximos. La densidad electronica pen del cristal derivado
puede considerarse como la suma de la densidad electronica pp de la macromolécula sola,
idéntica a la correspondiente en el cristal nativo, y de la densidad electrénica pn de la
subestructura de los atomos pesados. La transformada de Fourier de la densidad electronica
transfiere esta propiedad sobre los factores de estructura. El isomorfismo se traduce a partir de

la igualdad:

donde Fpy, Fpy FH representan los factores de estructura respectivos del cristal derivado, del

cristal nativo y de la subestructura de atomos pesados.

Para determinar la fase de los factores de estructura, determinamos en primer lugar la
subestructura de atomos pesados a partir de las diferencias entre las intensidades de las
reflexiones del cristal derivado y las correspondientes al cristal nativo, empleando los
denominados mapas de Patterson. Los mapas de Patterson representan el mapa de vectores de
situacion relativa entre los atomos pesados a partir del cual es relativamente sencillo determinar
sus posiciones dentro de la celdilla unidad. Del conjunto de vectores interatdmicos de cada

atomo con sus simétricos, existe un grupo de especial relevancia para la correcta interpretacion
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de los mapas de Patterson que se denominan secciones de Harker, y que corresponden a

determinadas concentraciones de maximos de la funcion de Pattersont (Figura 1.2.3).

Vectores

Au-Au

Figura 1.2.3: Seccion Harker w = 0 del derivado AtHal3 con una sal de oro, mostrando los maximos
prominentes para los vectores Au-Au (Albert et al., 2000).

Una vez determinada la subestructura de los atomos pesados, podremos calcular Fr, en modulo
y en fase. El factor de estructura buscado, Fp, vendrd dado por la relacién Fp = Fpy - Fr donde
los modulos |Fp| y |FpH| se conocen experimentalmente (Figura 1.2.4a). El miembro de la
izquierda de la ecuacién indica que la direccion donde apunta el vector Fp se encuentra en un
circulo de radio |Fp| centrado en el origen, mientras que los miembros de la derecha de la
ecuacion indican que se encuentra en un circulo de radio |FpH| y centrado sobre donde apunta
-F1 Mediante la interseccién de ambos circulos obtendremos la direccion donde apunta Fp
(Figura 1.2.4b) y por tanto, su fase. Sin embargo, como se observa en la figura 1.2.4b, el
método denominado SIR (Single Isomorphous Replacement), que utiliza el cristal nativo y un
solo cristal derivado, origina dos soluciones para cada fase resultante (de ahi que dicho método
deba recurrir a fuentes adicionales para la obtencidn de fases). Para determinar la fase de los
factores de estructura sin ambigUedad, es necesario al menos dos cristales derivados isomorfos
diferentes lo cual nos conduce al método MIR (Multiple Isomorphous Replacement), que fue el

t Si en la funcién de densidad electrénica, p(xyz), se omite la informacién de las fases y se reemplazan los médulos
de los factores de estructura por sus cuadrados, se obtiene la denominada funcién de Patterson
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primer método de obtencién de fases utilizado para resolver la estructura de macromoléculas
(Green et al., 1954) (Figura 1.2.4c).

bSO

5/

(a) (b)

Figura 1.2.4: (a) Representacion vectorial de los factores de estructura en el reemplazo isomorfo. (b)
Construccion de Harker para un Unico derivado. (c) Construccion de Harker para un doble derivado.

Los métodos SIRAS/MIRAS (Single/Multiple Isomorphous Replacement with Anomalous
Scattering) tienen en cuenta las diferencias anémalas de los datos de difraccién como fuente de

informacién de fase suplementaria.

1.2.1.6. Los métodos de dispersion andmala.

Los métodos que emplean la dispersion andmala se sirven del hecho de que el factor de
dispersion atomica de un atomo dado (ecuacién 1.2.2) varia fuertemente, en médulo y en fase,
en la region de la linea de absorcion de ese atomo: este es el fendmeno de la dispersién
anoémala. El factor de dispersidén atomica de un difusor andmalo esta representado por un
numero complejo: parte real y parte imaginaria (ver seccién 1.2.2).

Estos métodos se liberan del problema del no-isomorfismo utilizando datos de difraccion de un
cristal derivado Unico. La estructura se determina a partir de este cristal derivado y no es

necesario recoger los datos de un cristal de proteina nativo.

El método MAD (Multiple-wavelength Anomalous Diffraction) utiliza los datos de difraccion
recogidos a varias longitudes de onda, en torno a la regién de la linea de absorcion del
dispersor andémalo. Su utilizacion es posible gracias al empleo de radiacion sincrotrén en tanto
que proporciona longitud onda sintonizable. Este es hoy en dia el método de obtencion de fases
de novo mas utilizado (Hendrickson, 1999).
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Para el método SAD (Single-wavelength Anomalous Diffraction), los datos son recogidos a una
sola longitud de onda elegida en la region donde el factor de dispersion atémica presenta una
parte imaginaria elevada. Como en el caso del método SIR, la solucién de fase en el método
SAD es ambigua, pero, contrariamente al método SIR, las dos soluciones no son equiprobables
y la ambigliedad de fase puede ser parcialmente salvada a través de la utilizacion de métodos
de mejora posterior de fases como los métodos de modificacién de densidad y la simetria no

cristalografica.

1.2.1.7. Comparacién de los métodos de obtencidon de fases experimentales.

Los métodos de reemplazo isomorfo presentan la ventaja frente a los métodos de dispersion
andémala que la diferencia isomorfa de las intensidades de difraccion sobre las que depende la
obtencion de fases es generalmente mucho mayor que las diferencias anémalas en las que se
basan los métodos MAD/SAD. Es mas, el reemplazo isomorfo no requiere de una fuente de

radiacion sincrotron que proporciona una longitud de onda sintonizable.

El mayor inconveniente del método es que la condicion de isomorfismo entre los diferentes
cristales utilizados, generalmente no se cumple, lo que provoca que las diferencias entre las
intensidades de difraccién no puedan ser interpretadas en términos de pura sustitucion isomorfa,
lo que finalmente puede impedir la obtencién de fases. Por otro lado, el método MIR necesita los
datos de difraccién registrados con al menos dos cristales derivados, cristales que son

frecuentemente dificiles de obtener.

Los métodos que utilizan la dispersion andémala permiten resolver el problema del no
isomorfismo, ya que los datos de difraccion pueden, en principio, ser registrados con un solo
cristal. Por el contrario, éstos demandan medidas de las intensidades de difraccién muy precisas

como consecuencia de la relativa debilidad de las diferencias anomalas.

El método MAD puede ser utilizado a partir de datos recogidos con radiacion de longitud de
onda sintonizable. En relacion al método SAD, presenta la ventaja de proporcionar datos de fase
de muy buena calidad ya que resuelve experimentalmente la ambigiiedad de la solucion (Ver
seccion 1.2.2). Ademas, el método SAD presenta la ventaja de necesitar Unicamente datos de
difraccion recogidos a una sola longitud de onda; y si el atomo pesado lo permite, los datos
pueden, por ejemplo, ser recogidos con un generador de rayos X convencional. El método
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permite la obtencion de fases con los datos andmalos recogidos fuera de la linea de absorcién
de un dispersor andmalo determinado, en las condiciones donde la parte imaginaria del factor
de dispersion atémica no sea desdefiable, sin ser maxima. Esto es particularmente interesante
para los elementos cuyas lineas de absorcion se encuentren en las regiones de longitud de
onda dificilmente accesibles para los experimentos de difraccion (S, Ca, Xe, U...). Por otra
parte, como el método SAD s6lo necesita un conjunto Unico de datos, el tiempo de exposicion
de un cristal a los rayos X es reducida, disminuyendo también los riesgos de dafio por radiacion.
De hecho este problema es particularmente importante debido a la utilizacion de cristales cada
vez mas pequefios y fuentes de radiacion sincrotrén cada vez mas intensas. Ademas de la
reduccion del poder de difraccion que se traduce en la pérdida de las reflexiones a alta
resolucion, los dafios por radiacion son una fuente de no isomorfismo intrinseca del registro de
datos sobre un cristal, efecto que, si no es tenido en cuenta, puede impedir la obtencién de
fases. En lo que concierne a la precision de los datos, el método SAD necesita una precision
elevada hasta el punto que las diferencias anémalas debidas a los elementos excitados lejos del

pico de absorcidn puedan ser relativamente débiles.

1.2.2. DISPERSION ANOMALA.

1.2.2.1. Presentacién del fendmeno.

Cuando la radiacion X incidente tiene una frecuencia préxima a la frecuencia natural de
oscilacion de los electrones de un determinado atomo, se produce el fendomeno de la dispersién
anomala. Este fenomeno modifica el factor de dispersion atdmico (ver ecuacién 1.2.2) de tal
modo que su expresion se ve modificada con dos términos, 'y f’, que dan cuenta de las
componentes real e imaginaria, respectivamente, de la fraccion anomala del factor de
dispersion. De manera general, el factor de dispersion atémico f (nimero complejo que depende
de la longitud de onda de la radiacién incidente) vendra dado por la expresion que se muestra

en la ecuacién 1.2.3:

— ' £
f=f,+f'(A)+if"(1)
Ecuacion 1.2.3: Componentes del factor de dispersidn atémica. En presencia de dispersion andémala, el factor de
dispersion atdmico, fo, se ve modificado por dos términos adicionales que dan cuenta de las partes real e

imaginaria de la dispersién anémala.
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Las variaciones de f' y f’ frente a la energia de los rayos X se pueden calcular usando
consideraciones teéricas, tal como se muestra en la figura 1.2.5 para el caso del cobre. Para los
valores de la energia de los rayos X en los que existe resonancia el valor de f* aumenta
drasticamente, y al mismo tiempo el valor de f decrece. Este hecho tiene gran importancia
practica si se tiene en cuenta que muchos de los atomos pesados usados en cristalografia
tienen picos de absorcion a energias (longitudes de onda) que se pueden obtener faciimente
mediante radiacion sincrotrén. Asi pues, los datos de difraccion recogidos en estas condiciones
tendran una componente normal, debida fundamentalmente a los atomos ligeros (nitrégeno,
carbono e hidrégeno), y una componente andmala, la cual sera debida a los atomos pesados,
que producira una alteracién en la fase global de cada reflexién. Todo esto se traducira en un
cambio de intensidad entre las llamadas reflexiones o pares de Friedel (parejas de reflexiones
que en condiciones normales deberian tener la misma amplitud e idénticas fases, pero con
signos opuestos). El cambio de intensidad detectable entre las parejas de Friedel recibe el
nombre de difraccidn anomala, proporcionandonos informacion acerca de las fases generadas

por los dispersores andmalos, como una primera aproximacion de las fases globales.
Longitud de onda (A)

247A 180A 141A 1,16A 099A 086A 0,76A 0,78A
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Figura 1.2.5: Variacion de las componentes real e imaginaria del factor de dispersion atdmico de selenio
en funcion de la energia de los rayos X incidentes. La linea vertical sefiala la longitud de onda del CuKa.
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Sin embargo, hemos de tener en cuenta que mientras los valores calculados teéricamente por la
mecanica cuantica para f" y f’ son correctos lejos de las lineas de absorcion, cerca de las lineas,

los valores deben ser determinados de forma experimental.
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Figura 1.2.6: (a) Espectro de absorcion, registrado en modo fluorescencia sobre una solucién que contiene
un complejo de Gd a la longitud de onda de la linea de absorcion LIIl del Gd. (b) Factores de dispersion
anoémala "y f”del Gd en funcién de la energia de la radiacién incidente obtenidos a partir del espectro (a).

En el caso de la linea LIl de los lantanidos, los electrones de la capa L son excitados hacia un
estado de la regién de energia continua. Como se puede ver en la figura 1.2.6, el coeficiente de
absorcion de los lantanidos presenta un pico importante en la linea de absorcion, tanto para f’
como para f”. Este pico es denominado linea blanca. Las lineas blancas son debidas a una
densidad elevada de estados finales de la transicion. En términos generales, la presencia de
esta linea blanca esta fuertemente influenciado por el entorno molecular del atomo considerado
(Brown et al., 1997). Esta influencia es, sin embargo, poco importante para la linea LIl de los
lantanidos. Las variaciones de f’ con la energia de radiacion X incidente son obtenidas a partir
del espectro de absorcion del elemento considerado recogiendo datos de fluorescencia
alrededor de la linea de absorcion (Figura 1.2.6a). Este espectro de excitacion de fluorescencia
es equivalente a un espectro de absorcion, ya que la fluorescencia es directamente proporcional
a la absorcion: los electrones del elemento considerado son excitados por la absorcién de la
radiacion incidente dejando vacantes en las capas inferiores que son rellenados por los
electrones de capas de mas alta energia y emiten a su vez radiacién de fluorescencia. Los
factores de dispersion anémalos "y f* son obtenidos a partir del espectro de absorcion gracias a

la ayuda del programa CHOOCH (Evans & Pettifer, 2001). El resultado esta representado en la
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figura 1.2.6b. Se puede recalcar que el maximo de f” esté desplazado aproximadamente 4eV en

relacion al minimo de f.

En el caso de los lantanidos, debido a que la posicién y la presencia de la linea blanca son poco
sensibles al entorno local del lon lantanido, basta determinar los valores de f"y f” en funcion de
la energia de radiacion incidente para el elemento de interés independientemente del estado de

coordinacion del ion.

1.2.2.2. Las diferencias dispersivas.

La obtencion de fases por el método MAD se basa en las diferencias entre los pares de Friedel
medidas a una sola longitud de onda y las diferencias entre los pares de factores de estructura
medidos a dos longitudes de onda diferentes debido a las variaciones de la parte real y de la
parte imaginaria del factor de dispersion atdmica con la longitud de onda. A fin de obtener
valores dispersivos lo mas elevados posible, para un experimento MAD se recogen datos al
minimo valor de f"y maximo de f” (para obtener méximas diferencias anomalas). Generalmente,

un tercer conjunto de datos se recoge a una longitud de onda lejos de la linea de absorcion.

1.2.3. DETERMINACION DE LA POSICION DE LOS ATOMOS PESADOS Y OBTENCION DE
FASES.

1.2.3.1. Obtencién de fases con el método SAD.

En el marco del método SAD el calculo de la fase de los factores de estructura se realiza a partir
de las posiciones de los atomos pesados en la celdilla y los factores de dispersion atomica f = fy
+ f+ if’, calculando asi las contribuciones de los atomos pesados al factor de estructura.
Representando vectorialmente los factores de estructura de modo analogo al caso del
reemplazo isomorfo, observamos que la dispersion anémala provoca la ruptura de la ley de
Friedel* (Figura 1.2.7a)

t La ley de Friedel expresa que, en condiciones normales, las reflexiones (hkl) y (-h-k-1) son idénticas en intensidad.
Cuando hay dispersion anémala se produce la ruptura de la igualdad.
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Figura 1.2.7: (a) Representacion vectorial de los factores de estructura en la dispersion anémala. (b)
Construccion de Harker para MAD. (c) Construccién de Harker para SAD.

Si bien en el caso del método MAD la ambigliedad de fase se solventa utilizando datos
registrados a longitudes de onda diferentes (Figura 1.2.7b), en el método SAD (Figura 1.2.7¢),
dicha ambigliedad puede ser teéricamente resuelta gracias a la no equiprobabilidad de las fases
obtenidas como solucion (Dauter et al., 2002). Sin embargo, desde el punto de vista practico, la
discriminacion entre la soluciones suponia recoger datos de extraordinaria calidad y precision
haciendo este método inviable hasta hace muy poco tiempo. Hoy en dia, gracias al avance en
las instalaciones de recogida de datos cada vez mas precisas y de mayor intensidad, potentes
programas de procesado de datos asi como en la mejora en algoritmos de obtencién de fases y

procedimientos de modificacion de densidad, ha sido posible emplear este método para fasear.

1.2.3.2. Procedimientos de mejora de fase.

Antes de calcular el mapa de densidad electronica experimental, las fases iniciales obtenidas
son mejoradas por los procedimientos complementarios aplicando principalmente las
modificaciones de densidad electronica en el espacio directo (ver seccién 3.6.1.5). Esto es
particularmente importante para la obtencién de fases por los métodos SAD o SIR donde la
informacién de fase inicial es fuertemente bimodal. Las modificaciones de densidad en el
espacio directo permiten solventar la ambigledad resaltando la fase correspondiente a la

densidad modificada.
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1.2.3.3. La sefial anémala.

Para el éxito de una obtencion de fases basada en las diferencias anémalas, es primordial que
la sefial andomala sea superior a la incertidumbre de las medidas. La intensidad de los efectos
anémalos a una longitud de onda dada puede ser estimada mediante la relacion de Bijvoet a
partir de las amplitudes de las reflexiones (hkl) y (-h-k-I) (Hendrickson & Ogata, 1997; Dauter et
al., 2002):

b

<AF*T> (2N,)7 £,
<F> N, Z

en donde Na es el nimero de dispersores anémalos con un factor anémalo fay Np es el numero
de atomos de la proteina de factor de dispersion medio Ze. Esta relacion asume que los
dispersores anémalos son quimicamente idénticos y que sus sitios estan totalmente ocupados.
Cuando diferentes dispersores anémalos con diferentes ocupaciones de los sitios estan

presentes en el cristal, la relacién se transforma en:

1/2

<AFi>_ 1 quizfi”2
<F > Z oy N,

en donde g; es la ocupacion de los sitios y f’ es la parte imaginaria del factor de dispersion

atémico del dispersor anomalo i.

Esta expresién muestra que, asumiendo una ocupacion idéntica de los dispersores andmalos,
se obtienen relaciones de Bijvoet idénticas para una proteina que tenga un tamafio cuatro veces
mayor cuando f” es simplemente el doble. De forma similar, asumiendo los valores dados para
”, se obtienen relaciones de Bijvoet idénticas para una proteina cuatro veces mayor cuando las
ocupaciones de los sitios se doblan. Conviene destacar también que si el numero de
dispersores anomalos se dobla, el tamafio de la proteina puede ser doblada alcanzando el

mismo resultado.
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La importancia de la tasa de ocupacion de los sitios y del difusor anémalo elegido.

Con el fin de obtener una sefial andémala maxima, es importante que los sitios de fijacion de los
dispersores andémalos estén fuertemente ocupados, y que el dispersor anémalo y la longitud de
onda sean elegidas de forma que se obtenga el valor mas elevado posible de f”. Esto es muy

importante para resolver estructuras de gran tamafio.

La importancia de la resolucion de los datos.

La resolucién de los datos de difraccién viene dada por la calidad cristalina o, eventualmente,
por la geometria del experimento. Dado que de las diferentes contribuciones al factor de
dispersion atomica f(6, A) = fo(6) + f'(A) + if'(A) solo fo(6) decrece fuertemente a medida que
aumenta la resolucion, la sefial andmala debe ser relativamente mas elevada a mayor
resolucion. Este efecto es sin embargo limitado por la agitacion térmica del conjunto de los
atomos y, en particular, de los dispersores andmalos, que hacen que a alta resolucion las
reflexiones sean mucho menos intensas y que su intensidad esté medida con una precision

menor que las reflexiones a baja resolucion.

Esta es la razdn por la que en la identificacion de los sitios de fijacion de los atomos pesados,
los mejores resultados son a menudo obtenidos limitando la resolucion de los datos utilizados a
una resoluciéon mas baja que la resolucién maxima de los datos (Dauter & Nagem, 2002). Este
hecho se hace claramente patente cuando utilizamos los métodos directos que emplean los

factores de estructura normalizados, mas sensibles a los errores a alta resolucién.

Por otro lado, una alta resolucién de los datos es muy importante para interpretar el mapa de

densidad electrénica experimental y para la construccion del modelo.

La importancia de la redundancia de los datos.

La sefial anomala es débil en relacion a las intensidades de difraccion, siendo primordial, para
obtener fases, que la sefial anémala sea significativa debido a la inexactitud de las medidas. De
este modo, para maximizar la sefial anémala, hay que maximizar la exactitud de las medidas, es
decir aumentar la relacion sefial ruido, I/o, de las medidas. La relacion sefial sobre ruido

depende, por supuesto, de la calidad cristalina, pero depende también de las condiciones de
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recogida: tiempos de exposicion elevados, y un numero elevado de medidas por reflexion,

mejoran la precision estadistica de los datos.

Una redundancia elevada de los datos (es decir, la medida independiente, repetida, de la
intensidad de las reflexiones cuya equivalencia es impuesta por la simetria cristalina) permite
mejorar la precision estadistica de las medidas, eliminando los errores sistematicos debidos a
artefactos del experimento (Dauter & Nagem, 2002). Esta es la razén por la que, para fasear

utilizando la sefial andmala, es esencial tomar datos de difraccion con una redundancia elevada.

1.2.4. PRODUCCION DE CRISTALES DERIVADOS PARA LA OBTENCION DE FASES POR
LOS METODOS DE REEMPLAZO ISOMORFO Y POR METODOS DE DISPERSION
ANOMALA.

1.2.4.1. Eleccién del &tomo pesado v de la longitud de onda de la radiacion X incidente.

Criterios de dispersion.

Segun el método de obtencién de fases empleado, se emplean diferentes criterios para la
eleccion del atomo pesado y de la longitud de onda de la radiacion incidente.
Para el reemplazo isomorfo, el &tomo con el numero atdmico Z mas elevado maximiza las

diferencias isomorfas, y éstas son independientes de la longitud de onda.

Para los métodos que utilizan la dispersion andémala, elegimos el atomo con un valor elevado de
f" a la longitud de onda disponible. Para el método MAD, necesitamos entonces que uno de los
picos de absorcion del dispersor anomalo sea accesible al experimento, ya que la variacion de
los factores anémalos "y f’ son importantes. Para el método SAD, en el caso de que
dispongamos de una fuente de rayos X de longitud de onda sintonizable que permita fijarla en el
pico de absorcion del dispersor andmalo, se situara en dicho pico, en el maximo de f”. Si el pico
de absorcion del dispersor anomalo es inaccesible pero las medidas cerca del pico proporcionan
un valor de f” suficiente, es posible trabajar a dicha longitud de onda. Con el método SAD,
utilizaremos una radiacion de rayos X a longitud de onda fija. En el caso donde utilizamos
dispersores anémalos intrinsecos de los cristales nativos (metaloproteinas, obtencién de fases
con azufre) elegiremos la longitud de onda que permita obtener el valor de f’lo mas elevado

posible.
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Criterios quimicos.

Aparte de las propiedades fisicas de la dispersion de rayos X, es importante que el atomo
pesado elegido pueda facilmente introducirse en el cristal de la proteina. Habra que buscar un
compuesto que incluya el atomo pesado y que origine una ocupacion elevada en los sitios
especificos de la macromolécula bioldgica, sin distorsionar el orden cristalino de la muestra. En
el caso de los métodos de reemplazo isomorfo, ademas el cristal derivado ha de ser isomorfo al
nativo. La ventaja de los dispersores anomalos intrinsecos es evidente: ningun esfuerzo
complementario es necesario para la preparacion del derivado y los sitios de los dispersores

andmalos estan, generalmente, fuertemente ocupados.
Desde el punto de vista practico, para la eleccidn de una solucion de atomo pesado apropiada:

1. Si nuestra proteina tiene Cisteinas libres o Histidinas, debemos empezar por probar con
compuestos de mercurio (Garman & Murray, 2003).

2. Si nuestra proteina presenta una distribucién aminoacidica normal con Cisteinas, Metioninas

o Histidinas, debemos probar compuestos de Platino (Garman & Murray, 2003)
3. Si existe abundancia de residuos cargados positivamente, debemos emplear Pt(CN)2.

4. Evaluar la solubilidad del compuesto elegido en la solucion de cristalizacién de la proteina a
resolver. La mayoria de estos compuestos son inestables en solucidn y unicamente en un rango
determinado de pHs son solubles. Ademas, compuestos de la solucion de cristalizacion pueden
intervenir en la interaccion del compuesto de atomo pesado con la proteina. El sulfato aménico
tiene una elevada fuerza idnica disminuyendo las interacciones proteina — sal de dtomo pesado
(Drenth, 1999). De este modo, el compuesto de atomo pesado debe ser elegido con cuidado o
reemplazar el sulfato aménico por otra sal (por ejemplo, sulfato de litio, sodio o potasio) o
polietilenglicol. Otra de las incompatibilidades se produce con soluciones de cristalizacion que

contengan ditiotreitol y las soluciones de atomo pesado mercuriales.

5. Preparar soluciones de atomo pesado inmediatamente antes de los ensayos de derivatizacion

debido a su inestabilidad.

6. Verificar si la proteina posee Ca o Mg unido ya que en muchos casos puede intercambiarse

por atomos més pesados, en particular lantanidos. Ademas debemos asegurarnos si la proteina
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posee metales endégenos como el Fe o el Zn que puedan ser utilizados directamente en

ensayos de dispersién anomala.

7. Las condiciones iniciales para la derivatizacién son concentraciones de atomo pesado entre
0.1y 10 mM y tiempos de inmersion entre 10 minutos y varios dias a la mayor concentracién
que tolere el cristal. Actualmente la tendencia en la derivatizacién por inmersién es emplear
soluciones mas concentradas (hasta 20 mM) y tiempos mas cortos (segundos). En el caso de la
cocristalizacion debemos jugar con la concentracion de solucion de atomo pesado que a priori

se preparara también entre 0.1y 10 mM.

1.2.4.2. Accesibilidad del pico. Altas longitudes de onda.

En la mayoria de las lineas de sincrotron dedicadas al método MAD, las longitudes de onda de
los rayos X accesibles se sittian entre 0.7 y 2.0 A. Para ciertos elementos de interés, los picos

de absorcion se encuentran en la zona de los rayos X blandos (Tabla 1.2.1).

El mayor problema de utilizar altas longitudes de onda es la absorcion. Asi para las longitudes
de onda superiores a 2.0 A, la radiacion es muy fuertemente absorbida por la muestra, y
también por el aire: la intensidad difractada esta fuertemente atenuada, lo que hace que
degenere la calidad de las medidas y necesite correcciones de absorcion. La radiacion
absorbida por la muestra induce ademas dafio por radiacién que hace variar las intensidades
difractadas con el tiempo. Otro inconveniente de las altas longitudes de onda es que a la misma
resolucion, los angulos de Bragg son mas grandes: la resolucion maxima proporcionada por los
bordes del detector es con frecuencia inferior al limite de difraccion del cristal. Asi, en el pico de
absorcion LIIl del Gd (A = 1.711 A) en la linea BM30 del ESRF, con un detector de 165 mm de
didmetro situado a la distancia minima de 110mm de la muestra, la resolucion maxima que se

puede recoger es de 2.7 A.
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7 | Elemento | Linea | Anes[A] | Fincale] | T el

(\=1,5418 A)
15 K 5.78 41 0.43
16 S K 5.02 41 0.56
17 Cl K 4,39 41 0.70
20 Ca K 3.07 41 1.3
25 Mn K 1.90 9.7 2.8
26 Fe K 1.74 45 3.2
27 Co K 1.61 3.9 3.6
28 Ni K 1.49 43 0.51
29 Cu K 1.38 4.2 0.59
30 Zn K 1.28 43 0.68
34 Se K 0.98 6-10 1.1
35 Br K 0.92 3.8 1.3
36 Kr K 0.87 1.6-2.7 14
54 Xe L 2.27 13.5 74
64 Gd L 1.71 28 12.0
78 Pt L 1.07 10.2 6.9
79 Au L 1.04 10.2 7,3
80 Hg L 1.01 10.1 7.7
82 Pb L 0.95 10.1 85
92 U L 0.72 10.3 16
92 u Mv 3.49 120

Tabla 1.2.1: Longitudes de onda de los picos de absorcién y valores de f” de ciertos elementos (Muller &
Heinemann, 2005). Los valores de f” para los elementos presentan una linea blanca en sus picos de absorcidn
dependiente generalmente del entorno del dispersor andémalo, exceptuando los lantanidos. Los valores para el
uranio provienen de Chesne (2002).

Para alcanzar los picos K de elementos pesados, los rayos X muy duros pueden ser utilizados
(Schiltz et al., 1997). Sin embargo, uno de los inconvenientes de los rayos X muy duros es la
débil eficacia cuantitativa de la deteccion de los detectores usuales a esas energias. Otro
inconveniente es la importancia que toma, a energias superiores a 30KeV, la dispersion
Compton en relacién a la dispersion elastica de los rayos X, lo que hace que aumente el ruido

de fondo de manera significativa.
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1.2.4.3. Picos de absorcioén vy lineas blancas.

La figura 1.2.8 muestra la evolucion de la longitud de onda de los picos de absorciéon K, Ly M en
funcion del numero atdmico Z de los elementos de la tabla periddica. Véase que los picos K de
los elementos ligeros situados entre el Mn (Z = 25) y el Y (Z = 39) son facilmente accesibles (A =
1.89-0.73 A). Los picos LIl de los elementos situados entre el Sm (Z = 62) y el uranio (Z = 92)

son también facilmente accesibles (A =1.85 A - 0.72 A).
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Figura 1.2.8: Picos de absorcidn K, L y M para los elementos estables de la tabla periddica.

La parte imaginaria f” del factor de dispersion atémica es del orden de 4 e- para la mayoria de
los picos K'y del orden de 10 e- para los picos LIII (Muller & Heinemann, 2005), a excepcién de
aquellos elementos que presentan una linea blanca en su pico. Este es el caso para los picos K
del Mn (f"~ 10 e") y del Se (" entre 6 e~y 10 e, segun el estado de oxidacién) y para los picos
LIl de los lantanidos cuyos valores de f’ pueden alcanzar hasta 30 e-. Para los experimentos
cerca de los picos, es mas adecuado trabajar a una longitud de onda inferior a la del pico, ya
que " no decrece tan lentamente para A < Aumprat. ASi para la radiacion Ka del cobre, obtenemos
valores de " de 2 a 4 e-paralos elementos situados entre el vanadio, V, y el cobalto, Co, valores
de " que varian entre 9.6 y 13.3 e- para los lantanidos que van del lantano, La, al disprosio, Dy,

y un valor de "= 16 e- para el uranio.
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1.2.4.4. Revision de los métodos habituales para obtener los derivados para la obtencion

de fases por los métodos de reemplazamiento isomorfo o de dispersion anomala.

Utilizacion de proteinas con selenio o acidos nucleicos bromados.

El método de obtencion de fases de novo més utilizado con radiacion sincrotron es el método
MAD aplicado a los cristales de proteinas con selenio (Hendrickson et al., 1990; Dauter &
Nagem, 2002). EI método consiste en expresar la proteina de interés con selenometionina,
estando el atomo de azufre de la metionina reemplazado por un atomo de selenio. Las ventajas
del método son la ocupacion completa de los sitios de selenio y la sefial andémala relativamente
elevada, que va desde 6 a 10 e~ (segun el estado de oxidacion del selenio, en el pico K del Se).
Este pico, cuya longitud de onda es A = 0.98 A, es facilmente accesible con las lineas de luz
habituales, para las cuales, por otro lado, la intensidad ha sido, generalmente, optimizada a esta
longitud de onda. El mayor inconveniente de este método es la laboriosidad de la puesta en
practica. Es necesario expresar la proteina en medio con selenio lo que conduce a bajas tasas
de expresion y ademas, generalmente, la selenoproteina cristaliza en condiciones distintas a las

de la proteina nativa.

Ciertas proteinas eucariotas no pueden ser expresadas en los sistemas bacterianos y en otros
sistemas de expresion la incorporaciéon de la selenometionina es mala. Finalmente, ciertas

proteinas no contienen metionina.

Del mismo modo que la utilizacién de selenometioninas para resolver la estructura de proteinas,
se pueden utilizar nucledtidos bromados o iodados para resolver la estructura de acidos

nucleicos o de sus complejos con las proteinas.

Difusién anémala de los atomos intrinsecos.

Uno de los métodos consiste en utilizar dispersores andmalos presentes de forma natural en las
proteinas, como los metales de transicion en las metaloproteinas, o el azufre presente en todas
las proteinas que contienen metioninas o cisteinas. Esto presenta la ventaja de disponer de
sitios totalmente ocupados y de no necesitar, por tanto, la preparacion del derivado.
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Metaloproteinas.

Mas del 20% de las proteinas contienen intrinsecamente metales como Cu, Fe, Mn, Ni o0 Zn
(Leslie et al., 2004). Los picos de absorcion K de un gran nimero de estos metales estan
situados entre 0.7 y 2.0 A con los valores de " del orden de 4 e-. Asi, estas proteinas se prestan
a los experimentos de MAD o SAD al pico K, utilizando radiacién sincrotron. Ciertos elementos
presentan una dispersion andmala no despreciable para la radiacion Ka del cobre y se prestan
entonces a experimentos SAD con una fuente de radiacidén de laboratorio. Con una fuente de
rayos X de longitud de onda variable se puede obtener un espectro de fluorescencia de emision
recogido a una energia de activacion superior a la energia de los picos de absorcion de los
elementos presentes corrientemente. De este modo se puede detectar e identificar los metales

presentes eventualmente en la proteina de interés.

Método SAD utilizado con la seial andmala del azufre.

Todas las proteinas que contienen cisteinas o metioninas contienen azufre. Estos dos
aminoacidos representan de media el 4% de los amino&cidos. Para el método SAD, podemos
utilizar la dispersion andémala cerca del pico (el pico K del azufre esta a 5.02 A). Fue en 1981
cuando se consiguid resolver la primera estructura de una macromolécula a partir de la sefial
anémala del azufre (Hendrickson & Teeter, 1981). Desde 1999, numerosas estructuras se han
resuelto por el método SAD sirviendose Unicamente de la sefial andmala del azufre (Ramagopal
et al., 2003b). Sin embargo, este método se aplica, por el momento, a los cristales que difractan
muy bien. En efecto, la dispersion andémala del azufre a las longitudes de onda habituales es
muy débil (para Acy= 1.5 A'y Ac= 2.3 A los valores respectivos de f”son 0.56 e y 1.14 e-). Una
longitud de onda 6ptima con una linea de luz no optimizada para las grandes longitudes de onda
seria de A ~ 1.8 A (Leslie et al., 2004). Estas condiciones conducen a relaciones de Bijvoet muy
débiles, alrededor del 1% (Leslie et al., 2004). Utilizar esta sefial andmala tan débil necesita
datos de una gran exactitud, los datos deben entonces ser registrados con una redundancia
muy elevada. Esto demanda cristales que difracten bien y que resistan los dafios por radiacion.
El desarrollo del método va acompafiado del desarrollo de fuentes de radiacién sincrotrén de
lineas de luz adaptadas a la utilizacion de altas longitudes de onda asi como de la metodologia

adecuada para el tratamiento de los datos.
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Método SAD utilizado con la sefal anémala del fosforo.

Los &cidos nucleicos contienen una cantidad constante de fésforo (1 4&tomo de P por base). Del
mismo modo que la obtencion de fases con azufre se aplica a proteinas, la sefial anémala del
fésforo puede servir para resolver la estructura de acidos nucleicos o de sus complejos con las
proteinas. Esto conduce a una relacién de Bijvoet del 2% para un polinucleétido con la radiacién
Ka del cobre (Dauter, 2002).

Introduccién de &tomos pesados por inmersion o cocristalizacion.

Para obtener derivados para los métodos MAD o MIR, utilizamos clasicamente las sales de los
elementos pesados Pt, Au, Hg, U o Pb, las denominadas “las siete méagicas”: KoPtCls, KAu(CN)z,
KoHgls, UOo(CoH302)2, HgCla, KsUO2Fs o el sulfato de paracloromercuribenzoico
(PCMBS)(Garman & Murray, 2003). La linea LIl de cada uno de los elementos es muy
accesible con un valor de f”en torno a 10 e, salvo para el platino que presenta una linea blanca
en su pico con un valor de f” superior a 20 e-. Si utilizamos una fuente de rayos X de laboratorio
con un anodo de cobre, los valores de f’ estan comprendidos entre 7 e-y 16 e-, este Ultimo valor
obtenido con el uranio. Los dispersores pesados son introducidos de forma habitual en los
cristales por inmersiones relativamente largas (de horas a varios dias) de los cristales nativos en
soluciones poco concentradas de sal (0.1-10 mM). El inconveniente principal del método es el
modo de fijacién, generalmente aleatorio, de los distintos centros metalicos que hace necesario
repetir numerosos ensayos con diferentes compuestos para obtener cristales derivados. Sin
embargo, el conocimiento de la secuencia de la proteina puede ayudar en la eleccion de la sal
de atomo pesado a probar (ver secciéon 1.2.4.1). El problema radica en que la utilizacion de
estas sales de atomos pesados no siempre es facil puesto que estas sales son generalmente
poco solubles e inestables en las soluciones acuosas, son incompatibles con las numerosas
condiciones quimicas de cristalizacion, son a menudo mal toleradas por los cristales de proteina
y son altamente toxicas. Desde hace poco, las inmersiones mucho mas cortas (10 min-2h) son
practicadas con esos mismos compuestos a concentraciones mas elevadas (>10 mM), lo que
parece dar derivados de mejor calidad cristalina, con un mejor isomorfismo que con inmersiones
largas (Dauter, 2002). Las inmersiones cortas se practican igualmente con los iones que no
forman parte de la unién especifica con la proteina, como los iones metalicos no complejos, Ru

0 Cs, o los halogenuros. Asi, las inmersiones rapidas (10-30s) en las soluciones de ioduro o de
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yodo lo/KI pueden producir derivados que incorporan los iones I, I3 0 I's (Evans & Bricogne,
2002).

El empleo de yoduro como elemento pesado tiene muchas ventajas, que se pueden resumir en
que no es toxico, no produce alteraciones significativas en la estructura de la proteina ya que
reemplaza moléculas de agua, es muy soluble, es barato, no altera las condiciones de
cristalizacion y fundamentalmente, puede emplearse para resolver las estructuras sin necesidad
de acudir a la radiacién sincrotrén. A diferencia de lo que ocurre cuando empleamos las
soluciones de atomo pesado convencionales, las sales de haluros originan una subestructura
compuesta por un elevado numero de atomos de yodo, con tasas de ocupacion variables, como
consecuencia del mencionado reemplazo de moléculas de agua de la esfera de solvatacién y la
localizacién de esta subestructura sélo se ha podido resolver gracias al desarrollo en los
programas de busqueda de atomos pesados como SHELXD. Las técnicas de obtencion de
fases que se aplican a los derivados de yoduro son diversas, MIR, MIRAS, SIR, SIRAS y SAD.
La Unica técnica que no se puede aplicar es MAD, ya que el eje de absorcion se encuentra a
una longitud de onda fuera del rango disponible en el sincrotron. Sin embargo, los derivados de
bromuro pueden servir para los experimentos MAD (linea K a A = 0.92 A). En cualquier caso, la
sefial andmala del yodo a la longitud de onda de la radiacién CuKa es alta, por lo que es posible
obtener fases habiendo recogido los datos de difraccion en un difractometro con fuente

convencional (el valor de f’es de 7e- para el yodo con la radiacion Ka del cobre)

Los iones de los lantanidos son muy utilizados por las proteinas que unen Ca. En efecto, el
tamarfio de sus radios iénicos y su afinidad quimica son muy similares de tal modo que los iones
lantanidos reemplazan facilmente el calcio de sus sitios de fijacion a la proteina. En tal caso,
podemos aprovecharnos de la elevada dispersién anémala de los lantanidos bien a partir de su
linea de absorcion LIII, utilizando radiacién sincrotron, o bien a partir de una fuente convencional
de laboratorio (Kahn et al., 1985).

Utilizacion de gases nobles: xénon y krypton.

Podemos obtener cristales derivados para la obtencion de fases por métodos SIRAS o MIRAS,
introduciendo gases nobles, xendn o kripton, en los cristales nativos (Schiltz et al., 2003).

Efectivamente, sometiendo los cristales a una atmosfera de gas a presién (1-100 bar) en una
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celdilla apropiada. Estos gases son relativamente solubles en agua, difundiendo rapidamente
por los canales de solvente del cristal. La union de los atomos de Xe o de Kr pone en juego las
débiles fuerzas de las cavidades hidrofébicas, de los sitios enziméticos o de las cavidades
intermoleculares. Las ventajas de este método de obtencion de cristales derivados son, el
isomorfismo elevado de los cristales resultantes de las uniones de baja afinidad, el numero
elevado de sitios potenciales de fijaciéon y su complementariedad en relacion a los sitios de
fijacion de las sales clasicas, de naturaleza fundamentalmente polar. Por Ultimo, podemos variar
el numero y la ocupacion de los sitios variando la presion del gas. La probabilidad de fijacién
suficiente es elevada, >30-40% (Schiltz et al., 2003), y, cuando no hay fijacién, los sitios
potenciales pueden ser introducidos por las operaciones de mutagénesis dirigida. La
reversibilidad de la fijacion permite obtener diferentes derivados a partir de un cristal unico. El
registro de los datos puede hacerse a temperatura ambiente o0 a temperatura criogénica. La
dispersion anomala del Xe es relativamente elevada para los experimentos en laboratorio (fcuka
=T74¢).

1.2.5. UTILIZACION DE COMPLEJOS LANTANIDOS PARA OBTENER DERIVADOS.

Otra aproximacion para introducir los atomos pesados en los cristales de proteina consiste en
utilizar los complejos quelatos del elemento elegido. Esta aproximacion permite separar las
propiedades fisicas del atomo pesado, sus propiedades de dispersion de los rayos X, de las
propiedades quimicas del complejo que impone su comportamiento en el cristal. Las primeras
son esencialmente determinadas por el &tomo pesado elegido, mientras que las segundas
vienen impuestas por el ligando coordinado al metal pesado. Si la constante de asociacion del
complejo formado por el ligando y el atomo pesado es elevada, esta aproximacion puede
permitir a fijacion de los atomos pesados utilizando la interaccion del ligando con la molécula de
la proteina. De este modo, podemos concebir una gran variedad de ligandos. No obstante, el
tamario del complejo resultante tiene que estar limitado por el tamafio habitual de los canales de
solvente en los cristales de proteina. El complejo resultante debe ser compatible con las
condiciones fisico-quimicas utilizadas para cristalizar las proteinas, y suficientemente estable en

esas condiciones.
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Por ejemplo, es posible concebir ligandos disefiados para formar interacciones covalentes con
ciertos residuos proteicos, tales como los complejos tiol reactivos que se unen a cisteinas libres
(Purdy et al., 2002). Tal reaccién conduce frecuentemente a un fuerte descenso de la solubilidad

de la proteina debido a las fuertes modificaciones de las condiciones de cristalizacion.

Es igualmente posible concebir complejos cuyas propiedades fisico-quimicas permitan detectar
faciimente su fijacidn en el cristal: este seria el caso por ejemplo de los complejos coloreados
que permiten estimar su fijacion mediante la coloracién de los cristales derivados obtenidos
(Chesne, 2002).

Particularmente interesante ha resultado ser una clase particular de complejos lantanidos que
proporcionan excelentes derivados para resolver estructuras mediante dispersién andémala
(Figura 1.2.9) (Girard et al., 2003a; Girard et al., 2003b; Girard et al., 2002). Todos estos
ligandos se coordinan a un ion de Gd3* pero pueden también coordinarse a otros iones, Ln3*, de
los lanténidos. Los ligandos son derivados de un macrociclo de tetra-azaciclododecano salvo el
ligando lineal DTPA (acido dietilentriaminopentaacético) y su derivado DTPA-BMA, cuyos
grupos carboxilicos estan desprotonados en los complejos. Por lo tanto, los complejos
resultantes son neutros excepto en el caso de Gd-DOTA, Gd-DOTA-BOM y Gd-DOTMA, que
poseen una carga global neta negativa, y Gd-DTPA, que posee una doble carga negativa. Los
valores de pKa de los complejos se sitian entorno a 2 (Bianchi et al., 2000) por lo que en las
condiciones fisico-quimicas de cristalizacion habituales no habré protonacién ninguna. Los
complejos son altamente solubles en agua, su solubilidad se encuentra entorno a 1M, salvo

para Gd-DOTA-BOM cuya solubilidad es aproximadamente 0.6M.

Las constantes de estabilidad termodinamica de los diferentes complejos son muy elevadas,
oscilando entre logKk ~22 (Gd-DO3A) y logK ~28 [Gd-DOTA] (a titulo comparativo, para el
complejo [Gd-EDTA], logK = 17.35) (Bianchi et al., 2000)). Dichas constantes nos indican que
se trata de complejos muy estables y que no se disocian en las condiciones habituales de

cristalizacion (sélo medios muy &cidos (pH < 2) provocan su disociacién).
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1.2.5.1. Presentacion de una clase particular de complejos de Gadolinio.

|| S
L J . .
/N oo N/ e

HPDO3A DOTMA
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HOOC{ / \ >7COOH
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N N N
HOOC—/ \—COOH
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Figura 1.2.9: Ligandos correspondientes a los siete complejos de Gd presentados en este estudio. DO3A,
acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético; DOTA, é&cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacético; HPDO3A, acido 10-(2-hidroxipropil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético; DOTMA, &cido
a,a',a",a"-tetrametil-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético; DTPA-BMA, acido bismetilamida
dietilenetriaminopentaacético; DTPA, &cido dietilenetriaminopentaacético; DOTA-BOM, acido (fenilmetoxi)metil-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético.
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1.2.5.2. Quimica de coordinacion del Gd(lll).

El estado de oxidacion més estable de los lantanidos es el estado Ln(lll) y para el ion Gd3+, el
numero de coordinacion mas comun es el nueve. Cuando los ligandos indicados en la figura
1.2.10 se coordinan a los iones Ln3+ sus cadenas se repliegan en torno al centro metélico para
formar una especie de jaula (figura 1.4.2), confiriendo a esos complejos una estabilidad muy
elevada. Para dar un orden del tamafio de estos complejos, la distancia entre los dos atomos
mas alejados del complejo varia entre ~ 8.5 A (Gd-DO3A) y 10 A (Gd-DOTMA, Gd-DTPA-
BMA).

(a) (b)

¥ N

i':if* n
9

o A
) a4

\

Figura 1.2.10: Estructura tridimensional de los complejos de Gd empleados. a) Gd-DOTMA
tiene como ligando en la novena posicion de coordinacién una molécula de agua. b) En el
caso de Gd-DTPA, la novena posicion de coordinacién la puede aportar un oxigeno
carboxilico de un residuo proteico (no aparece representado).

En los complejos utilizados, el ion Gd3+ se encuentra unido, por una parte, a los cuatro atomos
de nitrégeno del macrociclo o a los tres atomos de nitrégeno del “pseudo-macrociclo” en los
ligandos lineales, y de otra parte, a los atomos de oxigenos de los ligandos (figura 1.2.10). La
coordinacion de estos ligandos octadentados (heptadentado en el caso del Gd-DO3A) deja una
vacante en la esfera de coordinacion del metal (2 en Gd-DO3A) la cual va a determinar su modo
de fijacion a las proteinas. Estas posiciones vacantes pueden ser ocupadas por moléculas de
agua, por centros donadores de residuos proteicos o por el oxigeno de un ligando de otra

molécula de complejo proxima.
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1.2.5.3. La dispersién andmala de los lantanidos.

Los lanténidos (Z=57-71) presentan todos una fuerte dispersion anomala de ' ~ 28 e- debido a
una fuerte resonancia (“linea blanca”) en su pico de absorcién LI, como muestra la Tabla 1.2.2.
Los picos estan situados a longitudes de onda inferiores a 2 A para los lantanidos que van
desde el Nd al Lu (tabla 1.2.3). Con la radiacion CuKa, los lantanidos que van del La al Gd

tienen valores elevados de f".

Elemento La Ce Pr Nd Pm Sm Eu

z 57 58 59 60 61 62 63

Pico Lu [A] 2.26 2.16 2.08 1.99 1.92 1.84 1.78
FeicoLin [€] 28.0 28.0 28.0 28.0 28.0 28.0 28.0
feukale] 9.6 10.3 11.0 1.7 12.4 13.3 11.0
Elemento Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb Lu
Z 64 65 66 67 68 69 70 71

PicoLu[A] | 1.71 165 158 154 148 143 1.39 1.34
PricoL [€] 28.0 28.0 28.0 28.0 28.0 28.0 28.0 28.0
Fouale] 12.0 8.0 8.0 4.0 40 5.0 5.0 5.0

Tabla 1.2.2: Longitudes de onda de los picos de absorcion L (Rieck, 1985) y parte imaginaria f* de los factores de
dispersion atémica a la longitud de onda A cuka = 1.54 A (Ibers et al., 1985) para los diferentes lantanidos.

El gadolinio presenta la ventaja de combinar una sefial anomala elevada (f= 12 e) con la
radiacion Ka del Cu'y un pico LIll a la longitud de onda de 1.711 A, relativamente accesible.

1.2.5.4. Obtencién de cristales derivados a partir de complejos de gadolinio

Insercion de complejos de gadolinio en los cristales

Las propiedades de los complejos descritos en la seccion 1.2.5.1, es decir, su estabilidad en la
mayoria de las condiciones fisico-quimicas de cristalizacion (pH, agente precipitante, tampon),
su elevada solubilidad y su ausencia de toxicidad (algunos se emplean como agentes de
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contraste en técnicas de diagndstico por imagen), les convierten en excelentes candidatos para
introducirlos como &tomos pesados en los cristales de proteina.

Los derivados correspondientes se obtienen empleando soluciones concentradas de complejos
lantanidos en las que se sumergen los cristales de proteina (inmersién) o bien se adicionan
desde el principio en la propia gota de cristalizacion (cocristalizacién) sin alterar
significativamente el proceso de cristalizacién. Una particularidad de estos complejos es la facil
reversibilidad del proceso de fijacién a las moléculas biolégicas con las cuales establece
uniones de tipo no covalente. Para obtener una fijacion suficiente se utilizan concentraciones
elevadas del complejo, del orden de 50-100 mM que, sin embargo, toleran las proteinas durante

la inmersién o la cocristalizacién para proporcionar cristales isomorfos a los nativos.

Cocristalizacion

La cocristalizacion reduce las manipulaciones del cristal y permite al complejo fijarse poco a
poco durante el crecimiento de los cristales, evitando asi el posible deterioro asociado a la

inmersion, en particular en el caso de cristales con un bajo contenido en solvente.

Las condiciones de obtencion de cristales derivados corresponden a las condiciones en las
cuales se obtienen los cristales nativos con la adicion de en torno a 100 mM de complejo en la
gota de cristalizacién. La adicion del complejo puede provocar ligeros cambios de solubilidad,
por lo que también es aconsejable variar la concentracion del agente precipitante. En caso de
fuerte solubilizacién de la proteina (lo cual es posible por la adicién de los complejos Gd-DOTA-
BOM y Gd-HPDO3A) es aconsejable bajar la concentracion del complejo a 50 mM. En casos
excepcionales, la adicion del complejo en la gota de cristalizacion impide la cristalizacién y
provoca la precipitacion de la proteina. De este modo podemos suponer que tal cambio en las
condiciones de cristalizacion puede indicar una fijacion notable del complejo. En ese caso, hay
muchas posibilidades de obtener buenos derivados con los mismos complejos por inmersion de

los cristales nativos.

Inmersion

Si disponemos de cristales nativos de la proteina y poca cantidad de la misma, el medio mas

comodo para obtener cristales derivados consiste en sumergir los cristales nativos. Si no
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podemos afadir proteina en la gota donde practicamos la inmersion, es conveniente aumentar
la cantidad de precipitante en la gota de inmersion con el fin de evitar la disolucion del cristal.
Tipicamente, la duracién de la inmersién es relativamente corta, variando de segundos a horas.
Los complejos son generalmente bien tolerados por los cristales, lo cual puede ser debido a su
débil afinidad por las proteinas y su electroneutralidad. Si los cristales no soportan la inmersion,

es conveniente bajar la concentracion del complejo o reducir la duracion de la inmersioén.

Para los cristales especialmente sensibles a las manipulaciones, podemos proceder a la
inmersion mediante la adicidn directa de la solucion del complejo a la propia gota del cristal: la

elevada solubilidad de los complejos permite afiadir pequefios volumenes de solucion.

Crioproteccion de los cristales derivados

La crioproteccion de cristales derivados se realiza de forma similar a la crioproteccion de los
cristales nativos, es decir, por inmersion en la solucidn crioprotectora habitual. Sin embargo, en
este caso, y debido fundamentalmente a una dilucion de la concentracion de la solucion del
atomo pesado, la inmersion en la solucién crioprotectora puede provocar una disminucion de la
afinidad del compuesto de atomo pesado por la proteina revirtiendo el equilibrio de dicha union.
Este fendmeno se le conoce como “back-soaking”. Es decir, se produce la salida del compuesto
de atomo pesado de su sitio de fijacion en el cristal al solvente disminuyendo la calidad del
derivado obtenido. Para minimizar este problema el paso de inmersién en la solucién
crioprotectora ha de hacerse lo mas répido posible de tal manera que acto seguido congelemos
el cristal en nitrogeno liquido evitando asi la difusion del atomo pesado al solvente y dejando
preparado el cristal para medir. Otro de los métodos adicionales que se pueden emplear para
evitar el back-soaking es la inclusion en la solucion crioprotectora de una concentraciéon de
atomo pesado similar a la del atomo pesado unido a la proteina en el cristal evitando de este

modo la difusién por diferencia de concentraciones.
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2. OBJETIVOS.

Neumococo, responsable de un elevado nimero de procesos infecciosos e invasivos severos en
humanos, es el Unico microorganismo conocido que presenta un requerimiento nutricional
absoluto por colina. Este aminoalcohol es incorporado en forma de fosforilcolina a los acidos
(lipo)teicoicos que forman parte de la envuelta celular y desempefia un papel fundamental en la
fisiologia y la patogenicidad de neumococo mediante su union a los componentes sericos del
sistema inmune y actuando como punto de anclaje para la familia de proteinas de superficie de
union a colina (CBPs). En este contexto, es interesante el estudio estructural y funcional de la
proteina CbpF, méxime teniendo en cuenta que se trata de una de las proteinas mas
abundantes en la pared celular de neumococo. Ademas cabe destacar que, a la dificultad de la
cristalizacion de proteinas modulares, debemos sumar la inexistencia de informacion alguna

respecto a la funcionalidad de la proteina objeto de estudio.

De forma paralela, y empleando a la proteina CbpF como modelo, se abordd un estudio
metodoldgico con una serie de complejos novedosos de Gd. Tras la produccion de la proteina
pura y estable, de las diferentes etapas que transcurren de la proteina a la estructura, las etapas
criticas son la cristalizacion y la obtencion de cristales derivados que permitan determinar las
fases experimentales. Es esta Ultima etapa del proceso en la que nos centramos y mas
concretamente en la obtencién de cristales derivados para los métodos de obtencién de fases
que emplean la dispersion anémala. En definitiva, el objetivo es aportar una herramienta eficaz

para obtener cristales derivados como alternativa de otros métodos bien establecidos.
Resumiendo, los objetivos concretos que se proponen en esta tesis pueden sintetizarse en:

e Determinar la estructura y funcion de ChpF:

Expresion y purificacion

- Cristalizacion

- Recogida y analisis de datos de difraccion de rayos X
- Resolucion estructural

- Andlisis de la estructura

- Andlisis funcional
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e Analizar la obtencion de fases en cristalografia macromolecular mediante el uso de

complejos lantanidos:

- Andlisis comparativo del poder de obtencion de fases de los distintos complejos
de Gd

- Andlisis comparativo de la cocristalizacion frente a la inmersion como método

de obtencion de derivados
- Andlisis del modo unién de los diferentes complejos de Gd

- Analisis comparativo de los datos obtenidos por radiacion sincrotron frente al

anodo rotatorio
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3. TECNICAS EXPERIMENTALES, RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. ESQUEMA GENERAL EN CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X.

La Cristalografia de rayos X es una de las técnicas fisicas mas potentes para la obtencion de
informacién estructural de la materia ordenada. Nos permite obtener una imagen tridimensional,
a escala atémica, del material cristalizado y, aplicado a las proteinas, proporciona informacién
de la estructura tridimensional, plegamiento y detalles de un gran significado fisico-quimico
(distancias, angulos de enlace o empaquetamiento cristalino) que constituyen informacién clave
para entender la funcion bioldgica. La resolucion estructural mediante Cristalografia de rayos X
puede dividirse en distintas etapas, las cuales se muestran en la figura que aparece en la figura
3.1.1.

3.2. EXPRESION Y PURIFICACION.

3.2.1. INTRODUCCION.

Dadas las caracteristicas de los estudios cristalograficos, desde el punto de vista preparativo se
requiere a priori una cantidad abundante de la muestra proteica, asi como un elevado grado de

pureza y homogeneidad en la misma.

En lo referente al problema de la cantidad se ha resuelto en gran medida con los métodos de
ingenieria genética que hacen posible clonar y sobreexpresar genes en celulas bacterianas o
eucariotas obteniendo cantidades importantes de proteina. La produccién masiva de una
proteina concreta puede llegar a ser de un cuarto del total expresado, pero a altas
concentraciones intracelulares las proteinas pueden formar agregados, cuerpos de inclusion o
desnaturalizarse. Por tanto, los niveles de produccion deben ser optimizados para obtener la
mayor proporcion de la proteina deseada, funcionalmente activa y en su conformacioén natural.
Sin embargo actualmente, en el caso de la obtencion de cuerpos de inclusién en una proteina
expresada en E. coli, existen cada vez mas ejemplos que sugieren el empleo de proteina

sometida a procesos de plegamiento para los ensayos de cristalizacion.
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Figura 3.1.1: Esquema de las distintas etapas que configuran un estudio estructural por Cristalografia de rayos X.
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La purificacién de una proteina tiene como objetivo final obtener el material deseado con el
maximo rendimiento y utilizando el proceso mas corto y, a ser posible, mas econdmico. Para
definir una buena estrategia es recomendable describir previamente el escenario béasico de la
purificacién, es decir, cual sera la aplicacion del producto purificado (que determinara el grado
de pureza), cual es el material de partida disponible y como debe manejarse, qué pureza se
requiere, qué se debe eliminar, qué puede quedar, cudl sera la escala final de la purificacion y,
por supuesto, de qué tipo de equipamiento se dispone o0 se necesita para la purificacion.
Obviamente, toda informacion relativa a las propiedades de la proteina y sus contaminantes
sera de gran ayuda en todo el proceso de purificacion. El punto final es la optimizacion del

esquema de purificacion.

Si bien la estrategia de purificacion en tres etapas se describi6 inicialmente como una ayuda
para el desarrollo de procesos de purificacion de proteinas terapéuticas, se ha demostrado
también valida para todo tipo de proteinas y a escala de laboratorio. Las tres fases de las que

consta son: captura, purificacion y pulido (Figura 3.2.1).

e Enlafase inicial de captura, los objetivos son aislar, concentrar y estabilizar la proteina
a purificar. Para ello se usan columnas cromatograficas con gran cantidad de carga y
buenas propiedades de flujo puesto que se trata de la purificacién inicial a partir de un

material crudo o clarificado.

¢ Durante la purificacion intermedia, el objetivo seria la eliminacién de la mayor parte de
los contaminantes (proteinas, acidos nucleicos, endotoxinas, virus). En este punto es
importante usar columnas de méxima resolucion, ya que los contaminantes que quedan
tienen propiedades cromatograficas similares a las de la proteina diana. Esto se lleva a
cabo combinando técnicas de distinta selectividad que se usan en modo de alta
resolucion. El flujo y la capacidad de carga tienen que controlarse para que la resolucion

sea maxima.

e En la etapa de pulido, el objetivo es conseguir una alta pureza eliminando cualquier
traza de impurezas o productos relacionados con la sustancia de interés que no se

hayan conseguido eliminar en la fase intermedia.
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Figura: 3.2.1: Secuencia de la estrategia de purificacion en tres fases.

3.2.2. EXPRESION Y PURIFICACION DE ChpF.

Una aproximacion bioquimica para identificar proteinas con alta afinidad por la colina que
contiene la pared celular de neumococo, usando una cepa de neumococo mutante LytA-,
permitid la extraccidén de cuatro proteinas que permanecian firmemente unidas a la capa de
peptidoglicano (Garcia et al., 1999). Tres de ellas resultaron ser LytB, LytC y Pce, que junto con
LytA, constituyen el conjunto de murein hidrolasas bien caracterizadas en neumococo. El
andlisis N-terminal de la cuarta proteina extraida a partir de la envoltura celular
(NTTGGRFVDKDRNK) revel6 la existencia de una nueva proteina denominada CbpF.

El gen spr0337 de la cepa R6 de neumococo, que codifica la proteina CbpF, fue clonado dentro
del plasmido pIN-IlI-A3 (Masui et al., 1984). El fragmento PCR correspondiente fue amplificado
con el oligonucledtido  5-ggaattcatgAATACCACAGGTGGCCGATTTG-3 'y  5-
cgggatccCGCAATCGCTTCTTTCATTATTG-3' complementario a los extremos 5’ y 3’ de la
secuencia de DNA que codifica para la proteina CbpF madura. Las letras en mintscula en los
oligonucleotidos indican la extension para introducir los sitios de restriccion adecuados (EcoRl
and BamHlI). El codon de inicio y los codones de parada complementarios se muestran en
negrita. El pldsmido recombinante resultante (pAPM40) contiene el gen de CbpF y su secuencia
de DNA se confirm6 con un secuenciador automatico de DNA Abi Prism 3700 (Applied

Biosystems). Todos los cebadores se sintetizaron en un sintetizador de oligos Beckman Oligo
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1000M. Las enzimas de restriccion y otros enzimas que modifican DNA fueron proporcionados
por Amersham. Para la purificacion de la forma madura, CbpF fue expresada en las cepas
DH5a de Escherichia coli transformadas con pAPM40 y crecidas en medio de cultivo Terrific
Broth (Sambrook et al., 1989) conteniendo ampicilina (1000 pg/ml) a 37 °C con aireacion.
Cuando el cultivo alcanz6 una densidad optica de 0.8 se indujo la expresion en la fase de
crecimiento logaritmico con 50 uM isopropiltio-B-D-galactopiranésido y la incubacién se continud
a 25 °C durante 16 horas para minimizar la presencia de cuerpos de inclusion. Las células se
recogieron en la fase estacionaria de crecimiento mediante centrifugacion a 10.000 x g durante
15 minutos, resuspendiéndose posteriormente en tampdn fosfato sodico 20 mM, pH 6,9. A
continuacion, se lisaron las células utilizando una prensa francesa (1100 psi) y el extracto celular
se centrifugd a 15.000 x g durante 15 minutos adicionando sulfato de estreptomicina con el fin
de eliminar los restos de ADN por precipitacion (Weissborn et al., 1994). CbpF se purifico a
partir de la fraccion soluble mediante cromatografia de afinidad en columnas de DEAE-celulosa
(Sanchez-Puelles et al., 1990). Todo el proceso se llevo a cabo a 4 °C. Tras agregar NaCl a
una concentracion final de 1My sembrar el extracto en la columna, CbpF se purificé siguiendo el

procedimiento descrito a continuacion:

1) Lavado exhaustivo de la columna con tampon A (fosfato 20 mM pH 6.9 y NaCl 1.5 M)
para eliminar impurezas retenidas en la columna.

2) Lavado con tampdn B (fosfato 20 mM pH 6.9 y NaCl 0.1 M) hasta conseguir la
eliminacion total de ADN.

3) Elucién de CbpF con 4% colina (280 mM) en tampdn B, recogiéndose fracciones de 1
ml. El exceso de colina provoca la separacion de CbpF de la columna dada su mayor

afinidad por este ligando.

Registramos las distintas fracciones de elucién mediante espectros de absorcién barriendo
longitudes de onda comprendidas entre 240 y 360 nm comprobando de este modo la pureza y
concentracién de las mismas. Del mismo modo, la homogeneidad de las muestras se verificd
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%
(Laemli et al., 1970; Fig. 3.2.2) y espectrometria de masas (MALDI-TOF; Fig. 3.3.1). La tincién

de las proteinas en el gel se realizd con Coomassie.
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Las fracciones con alta pureza y concentracion se mezclaron, dializadndose extensivamente
frente a un tampon Tris (20 mM, pH = 8.0) que contenia 140 mM de cloruro de colina. En este
caso, fue necesario alcanzar esta elevada concentracién de colina (140 mM) en el tampén de
didlisis debido a que a menores concentraciones la proteina precipitaba rapidamente. La
proteina se concentré a 277 K con un concentrador Amicon, YM-10 a aproximadamente 8 mg
ml'- La concentracién final de proteina fue determinada por espectrometria asumiendo un

coeficiente de extincion molar de 152640 M -'cm-1a 280 nm.

3.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS.

3.3.1. CONSIDERACIONES GENERALES.

La espectrometria de masas es una técnica basada en la ionizacion de las moléculas y en su
separacion en funcién de la relacion masal/carga (m/z). La ionizacién de las moléculas puede

realizarse mediante diferentes técnicas:

o Electronebulizacién o electrospray (ESI): La ionizacién se produce mediante la
aplicacién de una diferencia de potencial (3-5 kV) al capilar por donde se introduce la disolucion
al analizador, que actua como contraelectrodo. Con ayuda de nitrdgeno gaseoso se consigue
una nube de gotas cargadas que van siendo desolvatadas hasta obtener los correspondientes

iones pseudomoleculares.

o lonizacién y desorcion por laser inducida por matriz (MALDI): La ionizacién de las

moléculas de la muestra se consigue tras mezclar éstas con una matriz formada por una
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sustancia capaz de absorber en el UV. La mezcla sdlida formada se irradia con un laser cuya
energia es absorbida por la matriz, lo que provoca su ionizacién y la de la proteina. Una vez
ionizadas y en estado gas, las moléculas se hacen pasar a un analizador donde se produce la

separacion en funcion de la relacién masalcarga.
En la actualidad se utilizan dos tipos de analizadores distintos para proteinas:

o Analizador de trampa iénica (IT): Cuando la ionizacion se ha realizado por ESI se suele
utilizar un analizador de trampa idnica (IT). Los iones se confinan durante un cierto tiempo (ms)
en el analizador de campos eléctricos de corriente continua y radiofrecuencias. Posteriormente,
son expulsados hacia el detector, de forma secuencial, en orden creciente de la relacion m/z por

la aplicacion de una rampa de radiofrecuencias.

o Analizador de tiempo de vuelo (TOF): Es el sistema utilizado cuando se ha ionizado por
MALDI. Los iones formados en la camara de ionizacién son acelerados y se dejan volar
libremente hacia el detector. Su separacion se consigue por la distinta velocidad que adquieren

debido a la diferencia de masas.

Finalmente, la representacion de la corriente iénica detectada frente a la relacion masa/carga de

los iones, constituye el espectro de masas de la muestra analizada.

3.3.2. DETERMINACION DE ESPECIES MOLECULARES EN MUESTRAS PURIFICADAS DE
CbpF.

Los experimentos de MALDI-TOF se realizaron en el Servicio de Espectrometria de Masas del
Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano (CSIC) y se llevaron a cabo en un espectrémetro de
masas Voyager DE-PRO (Applied Biosystems) equipado con un laser de nitrogeno (A = 337 nm;
anchura de pulso = 3 ns; v = 20 Hz) y una fuente ionica con extraccion retardada. Los iones
positivos generados por la desorcion laser fueron introducidos en el tubo de vuelo (1.3 m de
longitud) con un voltaje de aceleracion de 25 kV, trabajando en modo lineal. Todos los espectros
de masas se obtuvieron recogiendo una media de 5000 disparos, y la matriz utilizada fue acido
sinapinico (10 mg/ml en una mezcla TFA al 0.21% y acetonitrilo al 30%). La calibracién

necesaria para los espectros de masas fue externa, empleandose apomioglobina de caballo.
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Figura 3.3.1: Registro del experimento de MALDI-TOF. El pico mayoritario registrado a 36387 Da se
corresponde al PM de CbpF con una molécula de colina. El intervalo constante de PM (=200 Da) del
resto de picos es caracteristico de los diferentes complejos de CbpF con aductos de la matriz y no a
otras especies moleculares. Por tanto, la muestra de CbpF contiene una Unica especie molecular.

3.4. ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA.

Las técnicas de ultracentrifugacion analitica permiten determinar la masa molecular y los
parametros hidrodindmicos de las macromoléculas biolégicas en solucion, asi como juzgar la
homogeneidad de una muestra. Ademas, posibilitan la deteccion y cuantificaciéon de las
interacciones macromoleculares reversibles proteina-proteina o proteina-ligando. Estas
interacciones son generalmente débiles y cuando las fuerzas del campo cristalino son
equivalentes o de mayor magnitud que ellas, la ultracentrifugacién analitica es una de las
herramientas mas potentes para su caracterizacion cuantitativa. Hay dos tipos de experimentos
basicos en la ultracentrifugacion analitica: la velocidad de sedimentacion y el equilibrio de
sedimentacion. Mediante los primeros es posible estimar los coeficientes de sedimentacion y
difusion de las macromoléculas estudiadas, los cuales estan relacionados con su tamafio y
forma. Por otro lado, los experimentos de equilibrio de sedimentacion permiten determinar la

masa molecular promedio de las macromoléculas estudiadas, asi como poner de manifiesto la

70



Técnicas experimentales, resultados y discusion

existencia de equilibrios de asociacion y llevar a cabo su caracterizacion cuantitativa mediante la

determinacion de las constantes de equilibrio y la estequiometria de los complejos.

En el caso de CbpF, empleamos la ultracentrifugacion analitica para determinar su estado de
asociacion y la masa molecular promedio, por lo que se recurrio a medidas de equilibrio de
sedimentacion. Teniendo en cuenta la elevada cantidad de residuos aromaticos que nos podrian
falsear el resultado, ademas de los experimentos de equilibrio de sedimentacién a distintas
concentraciones de colina, se hicieron también experimentos de equilibrio de sedimentacion por
refractometria, a las mismas concentraciones de colina, pero a mayores concentraciones de

proteina.

3.4.1. EXPERIMENTOS DE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACION POR ABSORBANCIA.

Los experimentos se realizaron en una ultracentrifuga analitica modelo Optima-XLA (Beckman),
equipada con un sistema optico UV-Vis instalado en el interior de la camara de la centrifuga que
permite la seleccion de una longitud de onda en el intervalo de 200-700 nm. Se utilizaron celdas
con ventanas de cuarzo de doble sector y seis agujeros con un paso 6ptico de 12 mm, siendo la
temperatura de medida de 20 °C. Las muestras de proteina (3.3 uM = 0.12 mg/ml) se
equilibraron en tampon fosfato 20 mM pH 8.0 y diferentes concentraciones de colina (0, 30, 50,
60, 70, 90, 140, 180, 220 y 280 mM). Con el volumen de muestra utilizado (= 80 ul) la altura que
se genera en la celda es de unos 0,14 cm, por lo que el equilibrio se alcanza en menos de 12
horas si la seleccion de la velocidad de sedimentacion es adecuada (Chervenka, 1969). En
nuestro caso se emplearon 3 velocidades distintas (10500, 12500 y 18000 rpm) con el fin de
comprobar la homogeneidad de las masas moleculares. Posteriormente, se resto la linea de
base (contribucion del material no proteico) realizada tras centrifugar la muestra, una vez

alcanzado el equilibrio, a 42000 rpm durante seis horas.

La determinacién de las masas moleculares promedio se realizd ajustando a los datos
experimentales la ecuacién [1], que describe la distribucion radial del gradiente de
concentracion para un soluto ideal tras alcanzarse el equilibrio entre los flujos de las moléculas

que sedimentan y difunden en cada posicién radial:

w (r)=w, (ro)exp[(M “w” | 2RT )(r2 — 1) )] [1]
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donde W; es la concentracion (peso/volumen) de la especie i, ry ro son las posiciones radial y
de referencia, respectivamente, M, es la masa molecular de flotacién de la especie i, @ es la

velocidad angular, R es la constante universal de los gases y T es la temperatura absoluta. La
masa de flotacién de la especie i esta relacionada con la masa molecular aparente, M;, por la
expresion:

*

Mi =M;{1-vip,) [2]

donde Vi es el volumen especifico parcial del soluto y 0, es la densidad del disolvente. El

ajuste se realizd utilizando el programa HETEROANALYSIS basado en el algoritmo de

conservacion de la sefial (Minton, 1994).

Los valores de M; se convirtieron en las correspondientes masas moleculares aparentes

usando un volumen especifico parcial de 0.72 ml/g, calculado a partir de la composicién de
aminoacidos (Laue et al., 1992). La densidad de las disoluciones de colina a 20 °C se determind
con un densitometro de precisién Antén PAAR DM2. Los célculos se realizaron con los datos

obtenidos a 18000 rpm.

Los resultados mostraron, por un lado, que la masa molecular promedio de CbpF era siempre
superior a la del monémero (Figura 3.4.1), y por otro, que ésta era independiente de la
concentracion de colina a partir de 50 mM, al menos a la concentracion de proteina empleada
(siempre inferior a 0.2 mg/ml). Es decir, por debajo de 50 mM colina, la proteina agregaba
masivamente mientras que a partir de 50 mM colina hasta 280 mM, el estado de asociacién de
la proteina permanecia inalterado aunque la masa molecular promedio en torno a 1.3 veces la
del monémero apuntaba a la existencia de un posible equilibrio de asociacion mondémero-dimero
no dirigido por la concentracion de colina. Con el fin de aclarar la existencia 0 no de un equilibrio
de asociacion-disociacion mondmero-dimero, se realizaron experimentos de equilibrio de

sedimentacion por interferometria.
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Figura 3.4.1. Ultracentrifugacién analitica empleando medidas de absorbancia. Representacion de la
relacion masa molecular experimental: masa tedrica del mondmero en funcion de distintas
concentraciones de colina (0, 30, 50, 60, 70, 90, 140, 180, 220 y 280 mM) a 3 velocidades diferentes
(10500, 12500 y 18000 rpm). En el centro se muestra la misma representacion limitando los valores de

la relacidn masa molecular experimental: masa tedrica del mondmero entre 0y 2.5 con el fin de analizar
la posible existencia de equilibrios de asociacion.

3.4.2. EXPERIMENTOS DE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACION POR REFRACTOMETRIA.

Frente a los experimentos de equilibrio de sedimentacion por absorbancia, que como su nombre
indica esté basado en un sistema de anélisis optico de absorcion (medidas de absorbancia),
existen otros dos sistemas Opticos de analisis basados en este caso en un analisis
refractométrico: sistema optico de Schlieren y sistema dptico interferométrico. De este modo,
mientras el sistema dptico de absorcién muestra un cambio de absorbancia al pasar de la zona
en la que sdlo hay disolvente a aquella en la que hay disolucidn, el sistema interferométrico
aprecia en esa misma zona un cambio en el indice de refracciéon del medio y el sistema dptico

de Schlieren convierte ese cambio en una desviacion vertical de la luz, apareciendo asi un pico,
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que, cualitativamente, se podria relacionar con la primera derivada del grafico proporcionado por
el sistema de absorcion. Asi, a través de estos experimentos la ultracentrifugacion analitica
permite juzgar la homogeneidad de una muestra. Una muestra heterogénea daria lugar a
diferentes frentes de avance bajo la accion del campo centrifugo, lo que a su vez se traduciria
en varios picos, o varios cambios de absorcién o de indice de refraccion, segun cual sea el
sistema de observacion empleado. Todo ello bajo la perspectiva, siempre, de que seria un
criterio negativo de homogeneidad: un comportamiento homogéneo no permite asegurar que la

muestra analizada lo sea.

Los experimentos de equilibrio de sedimentacion empleando sistemas 6pticos interferométricos
fueron realizados en el laboratorio del Dr. German Rivas en el Centro de investigaciones
Biologicas. A través de este sistema dptico de andlisis pudimos emplear concentraciones de
proteina méas elevada (0.3, 0.5, 1, 1.2, 2 y 2.2 mg/ml) de las que nos permitia el sistema dptico
de absorcion. Como hemos comentado anteriormente, la elevada cantidad de residuos
aromaticos y la necesidad de mantener la concentracién de la proteina de analisis en unos
determinados rangos de concentracion, hizo necesario la utilizacion de esta técnica para
complementar los datos de absorcion pudiendo analizar el comportamiento de la proteina a

mayores concentraciones de proteina mas cercanas al comportamiento en el cristal.

Tras los resultados obtenidos (Figura 3.4.2) vemos como el comportamiento de la proteina a
concentraciones de colina de 140 mM es independiente de la concentracion de proteina en un
rango de 0.5 a 2 mg/ml apareciendo casi exclusivamente en forma monomérica. Sin embargo, a
medida que disminuimos la concentracion de colina la proteina empieza a agregar pudiendo
sugerir la existencia de un dimero entorno a 70 mM colina. Curiosamente, aunque disminuimos
la concentracion de proteina es la disminucion de la concentracion de colina la que dirige el
desplazamiento del equilibrio hacia el dimero. A concentraciones de colina en torno a 35 mM, la
proteina empieza a agregar masivamente apareciendo formas multimérica. Estos resultados

vienen a confirmar y completar los experimentos realizados mediante medidas de absorcion.
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3.5. CRISTALIZACION.

3.5.1. INTRODUCCION.

La determinacion de la estructura tridimensional de cualquier molécula por difraccion de rayos X

depende, en primer lugar, del éxito en la obtencion de monocristales con tamafio adecuado para
someterlos a difraccion (McPherson, 1982).

Un cristal se puede considerar como una red imaginaria de unidades elementales idénticas,
denominadas cada una de ellas celdilla unidad. La repeticion por translacion en las tres
direcciones del espacio de este elemento estructural genera el volumen del cristal. Si el cristal

esta formado por celdillas unidad, la celdilla a su vez presenta en su interior una unidad minima,
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denominada unidad asimétrica. Mediante la aplicacion de ciertas operaciones de simetria a la
unidad asimétrica, se genera el contenido de la celdilla unidad y, en consecuencia, el de todo el
cristal. Dicha celdilla unidad esta definida por tres ejes (a, b, ¢) y tres angulos interaxiales (a, B,
y) (Figura 3.5.1) que se usan como sistema de referencia para las coordenadas atdmicas. La
combinacion de la celdilla con los elementos de simetria, designa el grupo espacial que describe
el patrén de repeticion que presenta una o varias moléculas (unidad asimétrica) en el espacio

tridimensional.

(a)

Elementos de simetria g I

£ g%"\?g N
£ =B EEEs
Unidad  Celdilla Unidad EEQ F"-ﬂ Fq

Asimétrica

Cristal o Celdilla Unidad

Figura 3.5.1: (a) La unidad asimétrica se repite a si misma mediante los elementos de simetria, reproduciendo
la celdilla unidad (b) El apilamiento de celdillas unidad forma el cristal.

Los cristales de proteina difieren mucho de los cristales convencionales de moléculas pequefias
(como los compuestos organicos en general) o sales inorganicas (como la sal comun) ya que las
caracteristicas de los primeros estan condicionadas por la propia naturaleza de estas

macromoléculas. Asi:

" Al estar formados por moléculas quirales, se describen exclusivamente con 65 grupos
espaciales (de los 230 posibles), es decir, sélo son posibles aquellos en los que no
existen las operaciones de repeticion que impliquen centros o planos de simetria, planos

de deslizamiento o ejes quirales.

. Debido al tamafio de las proteinas y su esfera de solvatacion, el volumen de la celdilla

unidad suele ser bastante grande.

" Como las macromoléculas empaquetan con baja densidad, al ordenarse en el cristal
dejan grandes canales constituidos por moléculas de agua desordenadas y el contenido

en solvente suele ser elevado (50-80%) (Mathews, 1968).
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Estos factores hacen que la fuerza de interaccion entre las moléculas sea débil, de manera que
los cristales son muy fragiles, sensibles a la radiacion y dificiles de manipular. Por otra parte, el
elevado contenido en solvente desordenado hace que los datos de difraccion que se obtienen
sean generalmente muy débiles. Este efecto puede ser especialmente acusado cuando en la
molécula existen segmentos de alta movilidad, o la cristalinidad de la muestra es baja. Sin
embargo, el alto contenido en solvente de los cristales de proteina también tiene aspectos
positivos ya que la presencia de una esfera de solvatacion permite a la proteina estar
correctamente plegada y la presencia de grandes canales posibilita la inclusion en el cristal de
atomos pesados, sales y moléculas, importantes (como se vera méas adelante) para resolver el
problema de la fase o para obtener estructuras de complejos proteina-ligando/inhibidor a partir

del cristal de proteina nativa.

Figura 3.5.2: Estructura cristalina donde
destacan los huecos que genera el
empaquetamiento  molecular.  Dichos
huecos son los que constituyen los
grandes canales de solvente presentes en
los cristales de proteina. En rojo aparece
la celdilla unidad vista desde el eje c.

Por tanto, el primer objetivo en la resolucion de la estructura de una proteina por Cristalografia
de rayos X es la obtencion de un monocristal que tenga el mayor tamafio posible (mayor numero
de elementos dispersores) y la menor mosaicidad (parametro que nos informa del orden interno
que posee un cristal). Cuanto mayor desorden interno, mayor sera la mosaicidad y peor la

calidad del cristal, lo que se traduce en peores datos de difraccién.

3.5.1.1. Principios basicos de la cristalizacion.

Para la produccion de monocristales de tamafio adecuado va a ser fundamental disponer de una
muestra pura y conformacionalmente homogénea. Durante el proceso de cristalizacion, las
moléculas en solucidn, en presencia de agentes precipitantes suaves, son conducidas a un

estado de sobresaturacion (termodinamicamente inestable) que posteriormente deriva en la
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aparicion de una fase cristalina donde las moléculas son llevadas a un equilibrio entre las fases
solida y liquida (Figura 3.5.3.) (Ducruix & Giegé, 1992).

El proceso de cristalizacion se puede dividir en dos fases: la fase de nucleacién (formacion de
los primeros agregados ordenados) y la fase de crecimiento del cristal (en donde el conjunto de

interacciones atractivas entre las moléculas son maximas, y las repulsivas minimas).

X . Curva equilibrio

*, disolucion-sélido
© “a,
£
Iy ——
5 N Nucleacion
& RN ot
g Agregacion - ~~,<t a:z

* e el
c o o % "3&___ Crecimiento cristalino
2 |curva de solubilidad . O esee -
g . oLl
s .
8 . . SOBRESATURACION
8 (metaestable)
INSATURACION (estable)

v

Concentracién de precipitante

Figura 3.5.3: Descripcion esquematica de un diagrama bidimensional de solubilidad, en el que
se ilustra el cambio de concentracion de proteina con la concentracion de agente precipitante.

Durante este proceso hay que superar una barrera energética analogamente a como ocurre en
cualquier reaccion quimica (Figura 3.5.4). En el caso de las proteinas, la superacién excesiva
del punto de saturacion, sobre todo si sucede rapidamente, conlleva con gran frecuencia la
precipitacién de la proteina en forma de agregados amorfos, no ordenados, que no son
adecuados para los estudios de difraccion. Por el contrario, si la sobresaturacion es leve se
alcanza un estado metaestable que no da lugar a nucleos cristalinos (a menos que se le aporte
energia al sistema) pero que seria la zona ideal para el crecimiento de cristales. Por tanto, la
formacion de cristales requiere alcanzar lentamente un grado limitado de sobresaturacion, para
que se formen pocos nucleos, de manera que la masa proteica se invierta en el crecimiento de

los cristales y asi éstos adquieran un buen tamafio.
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Figura 3.5.4: Diagrama de energia de la cristalizacion. Imagen extraida de la pagina web
http://www-structured.cimr.cam.ac.uk/Course/Crystals.

3.5.1.2. Condiciones ideales de la proteina a cristalizar.

Hay que considerar cinco aspectos principales: concentracion, pureza, homogeneidad,

estabilidad, y cantidad disponible.

Concentracién elevada: dado que hay que alcanzar la sobresaturacion, es esencial
conseguir que la proteina posea una concentracién inicial elevada. Se considera
adecuado conseguir concentraciones en el rango 5-20 mg/ml, preferiblemente = 10
mg/ml, aunque no hay que descartar usar concentraciones menores si la solubilidad de
la proteina no permite alcanzarlas mayores ya que lo importante es sobresaturar la

solucion durante el experimento.

Pureza de la proteina: debe ser tan alta como sea posible, aceptandose cominmente
que al menos ha de ser del 95 %. Las impurezas pueden limitar el tamafio de los
cristales, ya que su interposicion puede abortar el crecimiento del cristal, y/o introducir
irregularidades que disminuyan la calidad del cristal obtenido. Por eso, cuando los
cristales que se obtienen con una proteina siempre difractan mal o son pequefios, es
buena estrategia revisar el grado de pureza e intentar aumentarla. En cualquier caso, no

es imposible obtener cristales con purezas relativamente bajas.

79



Técnicas experimentales, resultados y discusion

Homogeneidad de la muestra: también es importante que la proteina sea homogénea.
La heterogeneidad puede ser tanto intrinseca (fosforilacion, nitrosilacién, grados
diversos de glicosilacion, formas alternativas de procesamiento, formas isoenzimaticas,
etc.), como resultado de la manipulacion experimental (grados distintos de oxidacién,
proteolisis, agregacion en grado variable, desnaturalizacion parcial, etc.). Hay que evitar
durante la preparacion de la proteina someterla a tratamientos que puedan introducir
heterogeneidad, tales como tratamientos térmicos. El uso de espectrometria de masas
(MALDI-TOF) para la determinacion del peso molecular de las subunidades de la
proteina es muy informativa sobre la coexistencia de variantes con diferentes masas
(formas proteolizadas, modificaciones postraduccionales). No es recomendable usar la
liofilizacidbn como modo de preservar las proteinas para cristalizar, ya que muchas
veces, al redisolver la proteina liofilizada, una parte de ella agrega, lo que generalmente
entorpece el proceso de cristalizacion. Una forma de detectar esta agregacion es
mediante técnicas de dispersion Optica. La congelacion y descongelacion repetida
tampoco es recomendable, ya que puede también causar que una fraccion de la

proteina agregue o se desnaturalice, al menos parcialmente.

Estabilidad: las condiciones de cristalizacion (pH, temperatura, adiciéon de ligandos y
de protectores de grupos —SH) deben preservar al maximo la estabilidad de la proteina.
Ello afecta a la conservacion de la proteina tras su purificacidn, asi como a la solucion
en la que se disuelve para intentar la cristalizacion. Salvo que la proteina se
desnaturalice y precipite muy rapidamente, el saber que la proteina tiene una estabilidad
limitada no debe ser obstaculo para iniciar pruebas de cristalizacién, siempre que la
proteina sea estable en la solucion inicial en que se concentra. En todo caso, por lo
general lo mejor es usar, cuando hay alternativa, la forma mas estable posible. Ademas,
debemos tener en cuenta que las proteinas y los agentes precipitantes organicos son
buenos nutrientes para el crecimiento de bacterias u hongos por lo que se recomienda
usar una técnica estéril, o al menos aséptica, o afiadir azida sddica al 0.02% como

biocida, aunque con ello se aumenta el contenido de sal de la solucion de proteina.

Cantidad disponible: desde el punto de vista logistico es importante disponer de

abundante proteina purificada. El consejo general es que para hacer un primer rastreo
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son precisos unos pocos mgs de proteina altamente purificada, y si el rastreo debe
incluir la presencia o ausencia de ligandos de la proteina, y condiciones a 20 °C y 4 °C,
la cantidad minima aumenta. Actualmente, la introduccion de robots de cristalizacion
esta reduciendo estas cantidades en factores de 2-5 veces. Por otro lado, la produccion
de proteinas recombinantes ha facilitado mucho la generacidn de cantidades
importantes de proteina y a su vez hace posible la incorporacién de selenometionina en
vez de metionina, lo que abre las puertas a la determinacion de las fases mediante

técnicas de difraccion anomala.

3.5.1.3. Proceso experimental de cristalizacion.

La cristalizacion es un proceso que depende de muchos factores que aun hoy en dia no se han
llegado a racionalizar y controlar totalmente, por lo que se puede considerar que este proceso

es fundamentalmente empirico.

Como se ha visto previamente y de forma general, la estrategia que se sigue para alcanzar la
sobresaturacion consiste en empezar en una concentracion relativamente elevada de proteina
(alrededor de 10 mg/ml), y aumentar la concentracion por eliminacion gradual de agua,

introduciendo ademas ciertas variables que afecten a la solubilidad de la proteina, como son:

= Naturaleza y concentracion de diferentes agentes precipitantes, como por ejemplo
polimeros (los més utilizados son los polietilenglicoles), sales, compuestos orgénicos
volatiles y no volatiles,... etc.

= pH

=  Temperatura

= Naturaleza y concentracién de aditivos, como por ejemplo sales, ligandos comunes de

proteinas,...etc.

Esta busqueda de las condiciones de cristalizacion se desarrolla en dos pasos, primero se
realiza una busqueda de condiciones iniciales, seguida, en segundo lugar, de una optimizacion

sistematica de dichas condiciones.

81



Técnicas experimentales, resultados y discusion

» Busqueda de condiciones iniciales: debido a que el nimero de factores a controlar es
excesivo, es imposible realizar una busqueda sistematica en la que se exploren todos los
factores posibles. Por este motivo se han disefiado estrategias de muestreo, que utilizan
matrices que exploran el espacio de cristalizacion. La matriz mas utilizada actualmente fue
desarrollada por Jancarik y Kim (1991) y consiste en el rastreo de condiciones que han
dado en el pasado condiciones favorables. Sin embargo, también existen programas que
generan matrices que exploran al azar el espacio de cristalizacion, basandose unicamente

en incompatibilidades de reactivos.

=  Optimizacion: a partir de las condiciones iniciales, se hace un rastreo barriendo la
concentracion de precipitante, de proteina, la temperatura o el método de cristalizacion.
Una vez optimizadas esas condiciones, si es necesario, se prueban ciertos aditivos, como
compuestos organicos, cationes, aniones, detergentes,...etc. Ademas, también se recurre a

las técnicas de macro/microsembrado y al crecimiento de cristales en geles de agarosa.

3.5.1.4. Métodos de cristalizacion.

El numero de técnicas descritas es muy elevado aunque so6lo unas pocas se usan
generalmente. La mas comdn se basa en alcanzar la sobresaturacion mediante difusién de
vapor (Figura 3.5.5.a). Una pequefia gota que contiene la solucién de proteina y la de
cristalizacién, se equilibra contra un reservorio de mucho mayor volumen y que contiene una
solucién de cristalizacion a una concentracion superior que en la gota. El equilibrio se consigue
por difusion de las especies volatiles (agua o solvente organico), hasta que las concentraciones
de precipitantes en gota y reservorio son iguales. Existen principalmente dos modalidades de
esta técnica. En la modalidad de la gota colgante (Figura 3.5.5.a) la gota se deposita sobre un
cubreobjetos siliconizado, que luego se invierte y se utiliza para sellar un pocillo de una placa
multipocillo, de modo que la gota quede dentro del recinto sellado, separada de la solucion de
cristalizacion presente en el pocillo. En la segunda alternativa (Figura 3.5.5.a) la gota se asienta
sobre una elevacion plana o concava situada por encima del nivel de la solucion de
cristalizacién. Esta Ultima aproximacion, combinada con el uso de placas de 96 pocillos que se
sellan con una lamina flexible de plastico adhesivo y transparente, puede simplificar la

manipulacion y ahorrar soluciones de cristalizacion y de proteina.
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Gota sentada

Gota colgante

Solucion
proteica L

Montaje en GCB

Solucion
Cristalizante

Figura 3.5.5: Esquema de los montajes experimentales de cristalizacion mediante (a) la técnica de difusion de vapor
en gota sentada o colgante y (b) la de contradifusion en capilar. EI montaje en contradifusion se ha extendido gracias
a la comercializacion de las GCB (Granada Crystallization Box).

Otra estrategia es la basada en el método de contradifusion (J. M. Garcia-Ruiz, 2003). Aunque
fundamentalmente se usa para la optimizacion de cristales a partir de condiciones de
cristalizacion conocidas, actualmente se estan desarrollando kits comerciales, como Triana CCD
(Capillary Counterdiffusion de Triana Science & Technology. Granada, Espafia), para la
busqueda de condiciones iniciales de cristalizacion. Como se muestra en la figura 3.5.5.b, la
solucién de proteina, en contacto con la solucion de cristalizacion a través de una interfase
liquido-liquido o liquido-gel, se equilibra por difusién de la segunda, que es mas densa, a través
de la primera. El experimento se realiza en un capilar de pequefio tamafio (0.1 - 0.3 mm), para
minimizar el transporte de masa por conveccion, y sélo se produce transporte por difusién, con
lo que, en principio, existe un aporte de proteina al cristal mas regular, que debe redundar en un
crecimiento cristalino mas ordenado y en cristales con menores problemas mecéanicos. Los
cristales aparecen a lo largo del capilar debido al gradiente de sobresaturacion que se genera,
obteniéndose al principio precipitados amorfos y, a lo largo del capilar, cristales separados unos
de otros (Gavira et al., 2002). Esta técnica presenta dos ventajas destacables: la poca cantidad

de proteina necesaria para los ensayos, y, sobre todo, que una vez producidos los cristales no
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hay que manipularlos para recoger datos de difraccién ya que se pueden obtener directamente a

partir del montaje en el propio capilar.

3.5.2. CRISTALIZACION DE CBPF Y SUS DERIVADOS LANTANIDOS.

3.5.2.1. Cristalizacién de CbpF.

Las condiciones preliminares de cristalizacion se establecieron empleando el método de difusion
de vapor en gota colgante a 291 K (ver seccién 3.5.1.4) y usando las soluciones de cristalizacion
“Crystal Screen I, “Crystal Screen II” e “Index”. (Hampton Research, CA, USA), que estan
basadas en la matriz de rastreo de condiciones ideada por Jancarik y Kim (1991). Asi, se
mezclaron 1 pl de la solucién de proteina CbpF (7.8 mg ml-* en 20 mM Tris-HCI pH = 8.0, 140
mM cloruro de colina) con 1 pl de solucién de cristalizacidn y las gotas se equilibraron frente a
500 ul de solucion de cristalizacion. Los cristales crecieron con dos habitos cristalinos diferentes
a los que denominamos como habito cristalino | 'y habito cristalino II. Los cristales pertenecientes
al habito cristalino | crecieron a 291 K en 0.2 M sulfato aménico, 30% PEG 8000 y tampén 0.1M
cacodilato sodico pH = 6.5 (Figura 3.5.6.a) mientras que los cristales pertenecientes al habito
cristalino Il crecieron a la misma temperatura en 0.01M NiClz, 20% PEGMME 2000, 0.1M Tris
pH 8.5 (Figura 3.5.6.b). Los cristales pertenecientes al habito Il eran los que mejor difractaban
(ver apartado 3.6.2.1), por ello sus condiciones de cristalizacion fueron optimizadas mezclando 3
ul de la solucion proteica (3.9 mg ml-* en 20 mM Tris-HCI pH = 8.0, 140 mM cloruro de colina) y
1 ul de la solucién de cristalizacidn, produciendo en tres dias cristales con unas dimensiones

méximas de 0.7 x 0.4 x 0.3 mm que difractaban hasta 1.67 A de resolucion.

(b)

Figura 3.5.6: Habitos cristalinos obtenidos tras los ensayos de cristalizacion con CbpF.
(a) Habito cristalino 1. (b) Habito cristalino II.
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3.5.2.2. Cristalizacion de derivados de CbpF. Derivados lantanidos.

Generalidades.

La obtencién de cristales derivados por el método de la gota colgante se puede realizar
mediante inmersion o cocristalizacion. La inmersidn consiste en sumergir los cristales nativos en
soluciones del complejo de 4tomo pesado y la cocristalizacion en la cristalizacion de la proteina
objeto de estudio en soluciones madre™ que contienen dichos complejos. Aunque, al igual que
en el proceso de cristalizacién de cristales nativos, no controlamos todos los factores que
intervienen en dicho proceso, existen una serie de pautas para elegir unos complejos de
metales pesados frente a otros en funcion de las caracteristicas fisico-quimicas de la proteina y
del medio donde cristaliza la forma nativa (ver seccién 1.2.4.1). Ademas, debemos estar
seguros de elegir atomos pesados que nos proporcionen una diferencia en la amplitud de
difraccion considerable de tal modo que minimicemos la importancia de la contribucion de los
errores en la recogida de datos. Como el numero atémico del atomo pesado y el nimero de
sitios derivatizados requeridos para una obtencién de fases exitosa es proporcional al peso
molecular de la macromolécula, para macromoléculas grandes necesitaremos atomos pesados

0 agregados de mayor numero atémico y mas de un atomo pesado por molécula.

Cristalizacion de derivados de CbpF.

En cuanto a la preparacion de los cristales derivados de atomo pesado se llevaron a cabo
multitud de ensayos tanto para aplicarlos a métodos de reemplazo isomorfo multiple (MIR) como
a métodos de dispersioén anomala (MAD/SAD). Inicialmente se usaron todo tipo de complejos de
metales pesados convencionales (Hampton Research, CA, USA) barriendo condiciones
diferentes de concentracién (1 - 20 mM), tiempo de cocristalizacién o inmersion (10 sg — 3
dias). Posteriormente, la eleccion de las soluciones de &tomo pesado no fue al azar,
empleandose fundamentalmente soluciones de Pty Au ya que éstas eran las que a priori
podrian darnos mejores resultado dado la composicion aminoacidica de CbpF y sus condiciones
de cristalizacion. Tras analizar la secuencia de aminoacidos de CbpF, comprobamos que si bien

no poseia cisteinas libres (diana de los complejos mercuriales), si poseia metioninas por lo que

" solucion de cristalizacién optimizada donde crecen los cristales
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los complejos de Pt podrian interaccionar con dichas metioninas mediante unién covalente
(Blundell et al., 1976; Petsko et al., 1985; Rould et al., 1997). Por otro lado, a la hora de
seleccionar una solucion de atomo pesado para obtener derivados debemos tener en cuenta
que dicho complejo de atomo pesado ha de ser soluble en la solucién de cristalizacion.
Soluciones de atomo pesado que cumplieran al menos una de estas caracteristicas aparecian
dentro de las “siete sales magicas” (ver seccion 1.2.5.4 “Introduccién de atomos pesados para
inmersion o cocristalizacion®) donde KPtCls cumplia ambas y KAu(CN). era perfectamente
soluble a pH = 8.5. Tras explorar finamente las condiciones de concentracion y el tiempo de
cocristalizacion / inmersion con ambos complejos, no obtuvimos ningun derivado que nos

permitiera obtener fases cristalogréficas.

También se recurri6 al empleo de haluros (ver seccion 1.2.5.4 “Introduccion de atomos pesados
para inmersion o cocristalizacién”) empleando concentraciones entre 0.25 y 1M del haluro
dentro de las soluciones crioprotectoras (experimentos de inmersion) y concentraciones de 0.2M
para los experimentos de cocristalizacion. Al igual que en el caso del empleo soluciones de las
soluciones de atomo pesado convencional, no obtuvimos ningun derivado que nos permitiera

obtener las fases cristalogréficas.

Derivados lantanidos de ChpF.

La cristalizacion de los derivados lantanidos de CbpF (ver seccion 1.2.5.4) se obtuvo mediante
la técnica de difusion de vapor en gota colgante a partir de las condiciones de cristalizacién de la
proteina nativa (Molina et al., 2007) (ver apartado 3.5.2.1). Los cristales derivados se prepararon
mediante cocristalizacion o mediante inmersién empleando las condiciones de cristalizacion
nativas (0.01M NiCly, 20% PEG MME 2K, 0.1M Tris, pH 8.5. Habito Il) afiadiendo 50 mM de
cada complejo de Gd (Molina et al., en prensa). Los mejores cristales se obtuvieron a partir de
gotas que contenian 3 pl de solucién proteica y 1 pl de solucidén de dtomo pesado. En el caso
de los derivados obtenidos por inmersién, el tiempo de inmersion fue de en torno a 10 segundos
(tiempo de inmersion comun que preservaba la calidad cristalina de todos los complejos), el cual
es significativamente menor que tiempos de inmersion documentados anteriormente (Girard et

al., 2003a). Todos los cristales derivados fueron isomorfos a los cristales nativos (P21212).
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3.6. TECNICAS CRISTALOGRAFICAS Y RESOLUCION ESTRUCTURAL
3.6.1. CONCEPTOS GENERALES.

La biologia molecular tiene como fin Gltimo comprender los procesos biologicos en términos de
la fisica y la quimica de las macromoléculas que participan en ellos. Una de las diferencias
esenciales entre la quimica de los sistemas vivos y los inertes es la gran complejidad estructural
de las macromoléculas biologicas. Por tanto, la quimica de la vida no se podra desvelar sin
antes conocer a resolucion atdmica, o cercana a la atdmica, la estructura de las macromoléculas
biolégicas, especialmente las proteinas (Branden & Tooze, 1991), que son las verdaderas
maquinas de la vida. Asi, comprender la estructura de cada proteina es comprender en que

consiste la vida (Max Perutz, Premio Nobel de Quimica).

Como se ha comentado anteriormente, la cristalografia de rayos X es una de las técnicas
experimentales mas potentes para la determinacion de estructuras moleculares ya que frente a
otras técnicas encaminadas al mismo fin, presenta la gran ventaja de proporcionar una imagen

tridimensional, a escala atdmica, del material cristalizado.

3.6.1.1. Concepto de difraccién

La difraccion de rayos X es el fendémeno fisico fundamental a través del cual se manifiesta la
interaccion de los rayos X con la materia cristalina. Cuando un haz de rayos X incide sobre un
cristal, éste interacciona con los electrones de los atomos que componen el cristal, haciéndolos
vibrar acopladamente con las variaciones periédicas de su campo eléctrico. Los electrones
oscilantes se convierten, de esta manera, en focos de nueva radiacién X que se emite en todas
las direcciones, fenomeno que se denomina “dispersion”. Estos rayos X dispersados por los
electrones interfieren entre si, pudiendo dar interferencias destructivas. Sin embargo, como los
atomos en un cristal estan ordenados de un modo regular y periodico, también ocurre que en
determinadas direcciones, las ondas interfieren constructivamente, reforzandose, dando lugar al
fendémeno de dispersidn cooperativa o difraccion. Es en este caso de interferencia constructiva

en el que se cumple la Ley de Bragg:
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2dsenf=nA

Figura 3.6.1: Ley de Bragg. La onda que incide en el plano inferior se retrasa un nimero
entero de longitudes de onda y sale en fase con la onda superior, reforzandose la sefial.

Por otro lado, el hecho de utilizar radiacién X se debe a que el fenémeno de difraccion requiere
que la longitud de onda de la radiacion electromagnética sea del mismo orden de las distancias

entre los focos dispersores, los atomos de cristal.

El modo en que la cristalografia de rayos X llega al conocimiento de la estructura cristalina de
cualquier material puede comprenderse mejor si se compara con el simil que representa la
observacidn de un objeto a través de un microscopio Optico. En éste, la radiacion dispersada por
el objeto en estudio se recombina de nuevo, a través de un sistema de lentes, para dar lugar a
la imagen aumentada del objeto dispersor. Sin embargo, no existe ninguna lente que sea capaz
de focalizar los rayos X dispersados por los atomos. Para ello, las técnicas cristalograficas
hacen uso de calculos matematicos denominados “sintesis de Fourier”, con los que se consigue

“focalizar” los rayos X.

3.6.1.2. Toma de datos de difraccion

En los experimentos de difraccion se hace incidir un haz monocromatico de rayos X (con una

longitud de onda alrededor de 1 A) sobre un monocristal de la muestra en estudio.
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Detector Espectro

ettt

Figura 3.6.2: (a) Esquema de un experimento de difraccion con geometria Phi. (b) Esquema de un goniémetro con
geometria Kappa.

El espectro de difraccion de rayos X contiene un patrén de intensidades correspondientes a los
haces difractados por el cristal y la recogida de datos de difraccién consiste en la medida de
dichas intensidades y su posicién espacial respecto al sistema de referencia del laboratorio. El
disefio experimental implica la toma de imagenes sucesivas en un detector plano situado en la
perpendicular del haz de rayos X, para distintas posiciones angulares del cristal, hasta obtener
un conjunto de datos completo. Esto se consigue mediante oscilaciones simples del cristal (giros

en Phi) o bien mediante una combinacion de giros mas complejos (Figura 3.6.2)

3.6.1.3. Fuentes de radiacion y equipos de difraccion.

La estrategia de recogida de los datos de difraccion y la eleccién de la fuente de radiacién
dependera del tipo de datos de difraccion que sean necesarios para poder abordar la resolucion
estructural, pudiéndose realizar en un difractémetro con fuente convencional o0 en una estacién
de radiacién sincrotron. En nuestro caso, se utilizaron ambas fuentes para llevar a cabo la

medida de los datos de difraccidn descritos en este trabajo.
Generador de anodo rotatorio.

Los difractémetros utilizados normalmente en cristalografia de proteinas usan como fuente de
rayos X un generador de anodo rotatorio (Figura 3.6.3). Este generador permite suministrar un
elevado voltaje al tubo de alto vacio de rayos X donde los electrones de un filamento

incandescente se desprenden e inciden sobre el anodo metalico. De esta forma, electrones de
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los atomos del &nodo se excitan pasando a niveles superiores de energia que a continuacion
abandonan para volver al estado fundamental liberando el exceso de energia en forma de
radiacion X. Convencionalmente, se utiliza un @nodo de cobre, el cual genera radiacion X de

1.5418 A de longitud de onda, correspondiente a la linea Ka del cobre.

(b)

+ Anodo de

g N rayos X

Filamento

Bajo voltaje

Figura 3.6.3: Generador de anodo rotatorio. (a) Generador ENRAF-NONIUS FR571 e “Imaging Plate”
pertenecientes al GCMBE (Grupo de Cristalografia Macromolecular y Biologia Estructural) del
departamento de Quimica-Fisica Rocasolano (CSIC). (b) Esquema de la generacién de rayos X.

Para este trabajo se utilizd uno de los equipos del grupo de Cristalografia Macromolecular y
Biologia Estructural del departamento de Quimica-Fisica Rocasolano (CSIC) consistente en un
generador de rayos X de anodo rotatorio ENRAF-NONIUS FR571, con monocromador de grafito
y anodo de cobre. Este equipo presenta acoplado un detector Imaging Plate MAR345 y un
sistema criogénico de Oxford Cryosystems que permite enfriar la muestra a 120 K. La cabeza
goniométrica presenta geometria Phi lo que permite realizar oscilaciones simples del cristal
sobre un solo eje. Gracias a este equipo se recogieron datos tanto de la proteina nativa como de

los distintos intentos de obtencion de derivados.
Radiacion sincrotrén.

La radiacion sincrotrén es la fuente de radiacion X mas intensa que existe. El sincrotron consta
de un anillo de cientos de metros de longitud por el que se hacen circular electrones o
positrones a velocidades relativistas. Cuando a este haz de electrones se le obliga a cambiar la
direcciéon de su trayectoria mediante imanes, se produce la emisién de una radiacion muy
energética tangencial a la direccién seguida por los electrones denominada radiacion sincrotron.
La radiacién emitida muestra un espectro continuo de longitud de onda muy amplio, en el que se

encuentran incluidos los rayos X.
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Para este trabajo se utilizd la radiacidn sincrotron generada en diferentes lineas del ESRF
(European Synchrotron Radiation Facility) de Grenoble, Francia. Debido al tipo de informacién
que requeriamos, recurrimos a las lineas policromaticas BM30A y fundamentalmente 1D29

donde se utilizo la longitud de onda correspondiente a la linea Ly del gadolinio (A = 1.7110 A),

determinada a partir de espectros de fluorescencia de los cristales. Como sistemas de deteccion
se utilizé un detector MARCCD (linea BM30A) y un detector ADSC Quantum 210 (linea ID29).

En ambos casos la temperatura de trabajo fue de 100 K.

Figura 3.6.4: Radiacion sincrotrén. (a) Vista aérea del sincrotron ESRF (Grenoble). (b) Partes de una instalacion
sincrotron. 1. Cafion de electrones. 2. Acelerador lineal. 3. Anillo acelerador. 4. Anillo de almacenamiento. 5. Haz
de rayos X. 6. Cabafias de medida.

Ventajas y desventajas de las distintas fuentes de radiacion.

Las caracteristicas técnicas de una fuente de radiacion convencional le confieren una gran
versatilidad y un bajo coste a la hora de disefiar y realizar una estrategia de recogida de datos,
mientras que la radiacion sincrotron tiene como ventajas fundamentales su mayor brillo (mayor
intensidad y méas concentrada) vy la posibilidad de sintonizar la longitud de onda de los rayos X.
Dado que el fenémeno de difraccion es muy débil en el caso de los cristales de proteina, el
mayor brillo de la radiacion sincrotrén permite obtener datos de mayor calidad. En cuanto a la
sintonizacion de la radiacion, posible en las instalaciones de radiacion sincrotron, es muy util a la

hora de resolver estructuras mediante el uso de la difraccién andémala.
3.6.1.4. Preparacion de la muestra.

Los cristales de proteina se deterioran rapidamente al ser expuestos a la radiacién. La longitud

de onda penetrante y la intensidad del haz, unidas a prolongados tiempos de exposicion,
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provocan fendémenos de absorcion que hacen que la muestra se caliente, generandose radicales
libres en las moléculas de proteina y solvente, que, con el tiempo, dan lugar a dafios
irreparables en el cristal que redundan en la pérdida de orden interno. Por este motivo es
conveniente enfriar el cristal durante el proceso de difraccién (Garman y Schneider, 1997),
mediante un flujo laminar de nitrégeno (120 - 100K) (Figura 3.6.2). Para que las temperaturas
utilizadas en criocristalografia (= 100 K) no dafien el cristal por la formacién de cristales de hielo,
es necesario utilizar sustancias crioprotectoras (McFerrin & Snell, 2002) como el glicerol,
metilpentanodiol, etilenglicol, etanol, polietilenglicol, sacarosa, etc, para que las moléculas de
agua no estructurales se reemplacen por las crioprotectoras generando un estado vitreo
alrededor del cristal. Sin embargo, estas sustancias pueden alterar también el cristal, dafiando el
orden interno, o disolviéndolo en el crioprotector. Por este motivo, hay que elegir
apropiadamente el agente crioprotector, su concentracion y el tiempo de permanencia del cristal
en la solucion crioprotectora. El procedimiento seguido en nuestro caso fue realizar durante
unos segundos la inmersion del cristal en la solucion crioprotectora antes de colocarlo, a través
de un lazo de nylon que se monta mediante un iman en la cabeza goniométrica, bajo el flujo
laminar de nitrégeno a baja temperatura. La solucion crioprotectora utilizada fue la solucion

madre con un 17% de glicerol y la temperatura de trabajo fue de 100 K.

Nitrogeno

Direccién
de rayos x

Sistema de
colimacion

Figura 3.6.5: Montaje de la muestra en el experimento de difraccion. (a) Detalles del sistema de deteccion,
cabeza goniométrica, cristal, sistema de enfriamiento y detector. (b) Cristal de proteina montado en un
lazo e inmerso en solucion crioprotectora.

Una vez se ha montado el cristal, éste es irradiado con rayos X mientras se le hace girar en
intervalos pequefios. La medida realizada en los sucesivos intervalos nos proporciona un

conjunto de imagenes de difraccion en la que se recoge la totalidad de los haces difractados por
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el cristal. Estos haces constituyen el patron de intensidades y aparecen en la imagen de

difraccién en forma de pequefios puntos o “spots”.

3.6.1.5. Resolucion de la estructura.

Como se ha mencionado anteriormente, un espectro de difraccion de rayos X consiste en un
patron de intensidades. La informacién estructural esta concentrada en dicho patrén de
difraccion (Figura 3.6.6) y en forma de los denominados factores de estructura, asociados a

cada intensidad, cuya fase se pierde en el experimento de difraccion.

IF (hkI) | p(Xy2)

Figura 3.6.6: Proceso de resolucién estructural

Haciendo uso de la teoria de interferencias de ondas es facil demostrar que la geometria del
espectro da cuenta de la celdilla unidad y la simetria de las intensidades informa de la simetria
cristalina. Ademas, se puede establecer una relacion directa entre la estructura cristalina y el

experimento, mediante la transformada de Fourier (Figura 3.6.7).

p(xy2)= (1IMZ3JF (hkl) |cos 2r(hx+ky +z-a(hk))

Estructura < Transformada Experimento
Cristalina - = =
de Fourier Cristalégrafo

Figura 3.6.7: Funcién de densidad electronica. V es el volumen de la celdilla unidad y a(hki) es la fase asociada
al modulo del factor de estructura, |F(hki)|. Es interesante resaltar el hecho de que la densidad electrénica en un
punto viene determinada por la informacién de todo el espectro. Inversamente, el valor de un factor de estructura
(mddulo y fase) viene determinado por las posiciones de todos los atomos que forman la estructura, p(xyz)
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Esta expresion (Figura 3.6.7) relaciona la densidad electronica, p(xyz), en cada punto (xyz) del
cristal, es decir la estructura, con el experimento de difraccion, donde |F(hkl)| es proporcional a
la raiz cuadrada de la intensidad de cada punto (hkl) del espectro de difraccion. Para poder
resolver la ecuacion es necesario disponer no sélo de los médulos, |F(hkl)|, sino también de las
fases, a(hkl), asociadas a los factores de estructura. Esta informacion, sin embargo, se pierde
durante el experimento. Esto constituye el denominado “problema de la fase” y el trabajo del
cristalografo consiste en averiguar el valor de a(hkl) mediante las diferentes metodologias
expuestas en el apartado 1.2.2. (Determinacién estructural de macromoléculas por difraccion de

rayos X).

Metodologias para recuperar las fases

Brevemente recordamos que en lo que a cristales de proteina se refiere, el problema de la fase
puede resolverse mediante tres métodos: (i) mediante el Reemplazo Molecular (MR, del inglés
Molecular Replacement), haciendo uso de un modelo estructural de una proteina homéloga,
previamente determinada, (i) introduciendo atomos altamente dispersores, o método del
Reemplazo Isomorfo Multiple (MIR, del inglés, Multiple Isomorphous Replacement) o (iii)
introduciendo atomos dispersores andémalos, 0 método de Dispersién Anémala Simple o
Multiple (SAD, del inglés Single-wavelength Anomalous Diffraction o MAD, del inglés Multi-
wavelength Anomalous Diffraction). Con cualquiera de estos tres métodos podemos calcular
unas fases iniciales, ac(hkl) que, junto con las amplitudes experimentales, |Fexp(hkl)|, nos
permitiran calcular una funcién de densidad electronica (ecuacion de la figura 3.6.7) aproximada,

sobre la cual podremos construir nuestro modelo estructural.

Metodologias para mejorar las fases

En ocasiones, los valores de las fases obtenidas inicialmente son s6lo aproximados, y en estas
circunstancias, los mapas de densidad electronica que se calculan a partir de éstas no son
completamente interpretables. Por tanto, han de ser mejoradas haciendo uso de distintos
métodos de modificacion de densidad, que estan basados en algun tipo de conocimiento
estructural previo (Read & Kleywegt, 2001; Read, 2003).
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Las técnicas de modificacion de densidad mas empleadas son: el aplanado de solvente (solvent
flattening), el promediado por simetria no cristalogréfica (non-crystallographic symmetry
averaging), el ajuste a histograma (histogram matching) y la extensiéon de fases (phase

extension).

+ El aplanado de solvente parte del conocimiento de la fraccion que ocupan solvente y proteina
en el cristal. Asume que la densidad electrénica no puede ser negativa y fija unos valores

promedios para la densidad de la proteina y del solvente.

* La técnica de promediado por simetria no cristalografica es también una técnica muy
potente y consiste en imponer equivalencia en los valores de densidad electronica cuando
existen varias copias en la unidad asimétrica relacionadas por simetria no cristalografica. La
densidad correspondiente a cada copia se promedia de manera que aumenta la relacion
sefial/ruido. El promediado es mas efectivo cuanto mayor sea el numero de copias

independientes en la unidad asimétrica y cuanto mayor sea el contenido de solvente.

* La técnica de ajuste a histograma es una mejora de la técnica de aplanado de solvente.
Asume que la densidad electronica de la region proteica sigue una distribucion de densidad

electronica que no es constante.

* La técnica de extension de fases se emplea para propagar la informacién que se tiene de las
fases desde baja a alta resolucion. De esta manera, si se tienen las fases para un conjunto de
datos a baja resolucién, se puede hacer uso de éstas sobre un conjunto de datos a alta
resolucion para obtener fases mas alla de la resolucion inicialmente obtenida. En este caso se
asume que la distribucion de densidad electronica existente en los datos a baja resolucion se va

a conservar para los datos de alta resolucion.

La mejora de fases es un proceso ciclico que termina cuando se alcanza la convergencia y que
conlleva la aplicacién alternada de dos procesos: la modificacion del mapa y combinacion de
fases, de manera que con un mapa mejorado se recalculan fases, que luego se vuelven a
utilizar para obtener un nuevo mapa mejorado. Todas estas técnicas pueden llevarse a la
practica con programas como DM (Cowtan & Main, 1998), SOLOMON (Leslie, 1987a; Abrahams
& Leslie, 1996), RESOLVE (Terwillinger, 2000) o CNS (Briinger et al., 1998).
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3.6.1.6. Construccion del modelo y refinamiento.

Una vez que se dispone de un mapa de densidad electronica interpretable, se procede al
trazado de la cadena polipeptidica, proceso que se puede automatizar si se dispone de datos a
alta resolucion (mejores de 2.5 A) (Perrakis et al., 1999). Si el mapa no es de la suficiente
calidad, el trazado tiene que realizarse manualmente. EI modelo estructural inicial no suele
explicar demasiado bien las observaciones experimentales (desacuerdo entre | Fo| y | Fc|),
mostrando un elevado factor de desacuerdo R (Ecuacion 2.3.1). Para mejorar el modelo
(minimizar R hasta un 20-25%) se realizan procedimientos de refinamiento matemético,
seguidos del calculo de mapas de densidad electronica y de una reconstruccion manual,
necesaria cuando existen errores serios en el modelo que el refinamiento matematico no puede

corregir.

R(%) =100} | Fy [ =K | F, [/ X IRy )

hkl hkl

Ecuacion 3.6.1: Factor de desacuerdo.

Los parametros atomicos que se refinan son fundamentalmente las coordenadas (x,y,z) de cada
atomo y el factor térmico B isotrdpico, que da cuenta de la vibraciéon térmica o movilidad del
atomo. Esto quiere decir que en una macromolécula, el nimero de parametros por refinar es
muy superior al numero de datos experimentales, lo que obliga a introducir en el refinamiento
una serie de restricciones geométricas (longitudes y angulos de enlace, interacciones de van der

Waals, angulos de torsion, etc.), que se recogen en diccionarios.

Existen distintos tipos de refinamiento que se aplican dependiendo del estado en que se
encuentre el modelo. En las primeras etapas del refinamiento se aplican los métodos de
templado simulado (simulated annealing) y refinamiento de cuerpo rigido. Posteriormente se
aplican métodos probabilisticos de maxima verosimilitud (maximum likelyhood). Un valor bajo
del factor de desacuerdo R no corresponde necesariamente a un buen modelo final. Para
solucionar este problema, se ha introducido el método estadistico de validacién cruzada
(Kleywegt & Bringer, 1996). Asi, los datos de difraccion se dividen en dos grupos: un grupo que
contiene el 90 - 95% de los datos y que se utiliza en el proceso de refinamiento (working set), y

un grupo que contiene el 10 - 5% restante de datos de difraccion (test set), que no se usan en el
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refinamiento. Con este Ultimo conjunto de datos se calcula otro factor de desacuerdo R
denominado R-free. El R-free mide el grado en que el modelo se ajusta a los datos de difraccién
que fueron excluidos del proceso de refinamiento y modelado. Por tanto, cambios en el modelo
que no mejoren el ajuste con este 10% de datos de difraccion harén que el R-free no baje. Asi
pues, el R-free esta correlacionado con la exactitud del modelo atdmico. Los programas que se
suelen utilizar para refinar las estructuras son REFMAC (Murshudov et al., 1997) y CNS

(Briinger et al., 1998) y para la reconstruccion manual O (Jones et al., 1991)

El modelo final puede ser considerado aceptable cuando presenta unos buenos valores para el
factor de desacuerdo (R = 20-25% y R-free < 30%), se ajusta al mapa de densidad electrénica y
presenta la mayoria de torsiones de enlace dentro de los valores permitidos (Ramachandran et
al., 1963).

3.6.2. RESOLUCION ESTRUCTURAL DE CBPF.
3.6.2.1. Toma de datos de difraccion.

Se recogieron datos de difraccion de los dos habitos cristalinos (I y Il) obtenidos en diferentes
condiciones de cristalizacion (apartado 3.5.2.1). Los conjuntos de datos se recogieron por medio
de un detector tipo Imaging Plate empleando la radiacion Cua (A = 1.5418 A) proporcionada por
una fuente de anodo rotatorio Enraf-Nonius (Figura 3.6.3.a) equipado con un sistema de
focalizacion de doble espejo y operando a 40 kV y 90 mA. Los cristales fueron crioprotegidos
mediante una inmersion rapida en sus respectivas soluciones de cristalizacion y 10% de glicerol

para el habito cristalino | y el 17% para el habito cristalino Il.

Los datos de difraccion se procesaron empleando MOSFLM, SORTMTZ, REINDEX, SCALA y
TRUNCATE pertenecientes al paquete de programas de CCP4 (Collaborative Computational
Project, Number 4, 1994). Las estadisticas del procesado de datos se detallan en la tabla 3.6.1.
Ambos habitos cristalinos pertenecian al grupo ortorrdmbico P21212, pero los parametros de la
celdilla unidad son diferentes. Mientras los cristales con habito cristalino | (a = 52.40, b = 115.79,
¢ = 72.98 A) difractaron hasta una resolucion de 1.95 A (Figura 3.6.8.a), los cristales
pertenecientes al habito cristalino Il (a = 49.13, b = 114.94, ¢ = 75.69 A) difractaron hasta 1.67
A de resolucion (Figura 3.6.8.b).
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Cristal nativo. Habito |

Cristal nativo. Habito Il

Recogida de datos
Grupo espacial
Celdilla unidad
a(A)
b (A)

c(A)
Temperatura (K)
Longitud de onda (A)
Resolucion (A)
Reflexiones totales
Reflexiones unicas
Multiplicidad
Completitud (%)
ol
Rsym *

P212:2

52.40

116.79

72.98
120
1.5418

26.9 (2.2)-2.1
102.654

25.934
39(3.9)

99.9 (100)
11.0 (2.3)
0.10 (0.56)

P212:2

49.15

115.01

75.79
120
1.5418

211 (1.8)-1.7
625.729

50.379
12.4 (11.5)
99.1(96.7)
33.1(7.0)

0.05 (0.34)

Rsym *— Z| L= < L >/ Z I, Paratodo el rango de resolucion.

hkl

hkl

Tabla 3.6.1: Estadisticas de procesado para los 2 habitos cristalinos. Los valores entre
paréntesis son para la concha de alta resolucion.

(a)

(b)

Figura 3.6.8: Patrones de difraccion de los cristales de CbpF. (a) Habito cristalino | (grado de oscilacion 1°). (b)
Habito cristalino Il (grado de oscilacion 1°). El pequefio cuadrado en (a) muestra reflexiones a 2.0 A de
resolucion; en (b) las reflexiones alcanzan el limite del detector, las cuales corresponden a 1.67 A de
resolucion.
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Considerando la mayor resolucion obtenida en el patron de difraccion correspondiente al habito
cristalino Il, se decidié emplear estas condiciones de cristalizacion para las posteriores etapas.
Teniendo en cuenta la masa molecular de CbpF y el volumen de la celdilla unidad, obtuvimos un
coeficiente de Mathews de 2.94 A3 Da' (Mathews, 1968) para un monémero en la unidad

asimétrica y un contenido de solvente del 58%.

3.6.2.2. Obtencion de fases con soluciones de atomo pesado convencionales. Obtencion

de fases con yoduro.

Para resolver la estructura de CbpF se abordd la preparacion de derivados de atomo pesado
mediante técnicas de reemplazo isomorfo (SIR/MIR) o bien mediante dispersién anoémala
(SAD/MAD). La informacion acerca de la quimica de los atomos pesados y de los ligandos con
la que éstos interaccionan, se tom6 del banco de datos de atomos pesados accesible (Heavy
Atom Databank, http://www.bmm.icnet.uk/had/heavyatom.html). Esta pagina proporciona
informacién acerca de la estrategia inicial de derivatizacion, de la manipulacion fisica posterior
en la produccion de derivados y aspectos practicos mucho menos documentados. De la escasa
documentacion existente acerca de la solucidn de atomo pesado a elegir para obtener derivados
de éxito, hay que resaltar que dicha eleccion se ha de hacer teniendo en cuenta la secuencia
aminoacidica de la proteina a resolver, las condiciones de cristalizacion en la que ésta cristaliza
en su forma nativa (criterio quimico) y el método de obtencidn de fases empleado (criterio de

dispersion) (ver seccion 1.2.4).

A partir de la composicién aminoacidica de CbpF y las condiciones de cristalizacidn, se
determin6 que las soluciones de atomo pesado mas apropiadas para la obtencion de derivados
eran las sales de Pt y Au y mas en concreto las soluciones de K:PtCl: y KAu(CN).,
respectivamente. Se analizaron distintas condiciones de concentracidén de soluciéon de atomo
pesado (1-20 mM), a distintos pHs, por cocristalizacion e inmersion y a tiempo variable entre
pocos segundos y una semana. Gracias a la informacién proporcionada por las secciones de los
mapas de Patterson y las estadisticas de obtencién de fases, en ninguno de los casos pudimos
certificar la obtencion de derivados. Si bien la falta de isomorfismo de los cristales derivados nos
impidié aplicar la técnica MIR para la resolucion estructural, la baja intensidad de sefial de los

picos observados en los mapas de Patterson (30 como maximo) no permitia distinguir los
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atomos pesados por lo que también se descarté su posible aplicacion para técnicas de

dispersion anomala.

Dado que el empleo de soluciones de atomo pesado convencionales no nos proporciono
derivados de suficiente calidad para abordar la obtencion de fases, se decidié emplear la
metodologia de uso de haluros (I, Br) como atomos pesados (Dauter et al., 2000; Dauter &
Dauter, 2001; Dauter et al., 2001). Teniendo en cuenta lo descrito en la secciéon 1.2.4.4.
(Introduccion de atomos pesados para inmersidn o cocristalizacion), se abordd tanto la
cocristalizacion como la inmersiéon de CbpF con Nal a distintas concentraciones (1M, 0.5M y

0.1M) con el fin de obtener un derivado adecuado para SAD.

A pesar de que las secciones de Harker de los mapas de Patterson (Figura 3.6.9) asi como las
estadisticas de obtencion de fases nos indicaban a priori un derivado mas prometedor que los
obtenidos anteriormente, los mapas de densidad electronica obtenidos no tenian la suficiente

calidad para abordar la construccion del modelo inicial.

i

i

Nal 0.1M Nal 0.1M

Figura 3.6.9: Secciones de Harker obtenidas en los experimentos de derivatizacion por cocristalizacion con una
solucion 0.1M de Nal. Los niveles de intensidad de los picos estan representados en pasos de 0.50 comenzando
a partir de 1.50. a. Seccion de Harker del mapa de Patterson diferencia isomorfo v = %. b. Seccién de Harker del
mapa de Patterson anémalo.

3.6.2.3. Obtencidn de fases con complejos lantanidos.

Ejemplos de obtencion de fases de estructuras macromoleculares cristalinas basadas en
dispersion anémala a una unica longitud de onda (SAD) han demostrado que esta aproximacion

tiene una aplicacion general en biologia estructural. Gracias a la mejora de las instalaciones de
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recogida de datos y técnicas criogénicas, combinado con un procesado de datos mas potente,
programas de obtencién de fases y modificacién de densidad, la aproximacion SAD prueba que
en determinados casos la obtencion de fases es mas sencilla que obtener fases a partir de
medidas a multiples longitudes de onda (MAD) reduciendo el problema del dafio por radiacion y
el tiempo de recogida de los datos. Se puede presentar a cualquier longitud de onda donde la
dispersion andémala pueda ser observada, en muchos casos usando fuentes de rayos X de
laboratorio. (Dauter et al., 2002). Sin embargo, aunque a energias muy altas o bajas es posible
obtener dispersién andmala, otros problemas pueden provocar que la recogida de datos resulte

muy dificil.

El actual énfasis sobre la determinacién estructural extensiva ha conducido al desarrollo de
métodos de preparacion de derivados de atomo pesado que sean mas factibles y menos
destructivos que los tradicionales ensayos de inmersién o cocristalizacion. EI método MAD a la
longitud de onda de la linea de absorcion K del Se, combinada con la incorporacion de Se en las
proteinas reemplazando metionina con selenometionina, ha revolucionado la cristalografia
macromolecular (Hendrickson & Ogata, 1997). La incorporacion de la selenometionina (Doublié,
1997; Hendrickson et al., 1990), también se puede llevar a cabo en células de insectos (Bellizi et
al., 1999; Chen & Bahl, 1991; McWhirter et al., 1999) y células de mamiferos (Lustbader et al.,
1995), aunque la optimizacién de estos sistemas eucarioticos no facilita la incorporacién de
dicha selenometionina. Ademas, muchas proteinas eucariotas no pueden ser sobreexpresadas
y plegadas adecuadamente en sistemas procariotas siendo necesarias modificaciones
postraduccionales tales como la glicosilacién o la formacién de puentes disulfuro. Incluso

cuando la proteina contiene selenometionina quiza no cristalice del mismo modo que la nativa.

Por lo tanto, métodos alternativos para obtener derivados para experimentos de dispersion
andmala tienen que ser propuestos, incluyendo el uso de haluros (Dauter & Dauter, 1999, 2001;
Dauter et al., 2000, 2001; Evans & Bricogne, 2002) y de los gases nobles en los sitios de unién
nativos (Vitali et al., 1991; Schiltz et al., 1994; Cohen et al., 2001) o en sitios de unién creados
por mutagénesis directa (Quillin & Mathews, 2002). La sefial anémala a partir de los atomos de
S intrinsecos ha sido usada de manera creciente para resolver la estructura por el método SAD
(Hendrickson & Teeter, 1981; Wang, 1985; Dauter et al., 1999; Liu et al., 2000; Bond et al.,

2001; Gordon et al., 2001; Micossi et al., 2002). También, el método de etiquetaje basado en un
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quelato lantanido con un grupo tiol reactivo ha sido propuesto por Purdy et al., (2002) y la
tradicional preparacion de atomos pesados ha sido revisada usando inmersiones cortas (Sun &
Radaev, 2002; Sun et al., 2002). Técnicas tales como la electroforesis en geles nativos (Boggon
& Shapiro, 2000) o la espectrometria de masas (Cohen et al., 2000; Sun & Hammer, 2000) han

sido usadas para la busqueda répida de derivados.

El exitoso uso de una nueva clase de complejos de Gd (Figura 1.2.9) para obtener derivados de
atomo pesado que explotan la alta sefial anémala en su linea de absorcion LIl (A = 1.7106 A,
= 28 ¢), pone en evidencia la utilidad de estos derivados (Girard et al., 2003a; Girard et al.,
2003b). En este sentido, debido a sus intensas “lineas blancas” y a sus elevados valores de f’,
los &tomos lantanidos son de gran interés para resolver estructuras de macromoléculas
biolégicas usando métodos SAD o MAD. Los derivados son obtenidos usando complejos
lantanidos altamente solubles que pueden ser faciimente introducidos dentro de cristales de
proteina a alta concentracion bien por inmersion o cocristalizacién (Girard et al., 2002; Girard et
al., 2003a; Girard et al., 2003b). Esta capacidad ha sido ya demostrada incluso para obtener
derivados de atomo pesado en fases cubicas lipidicas para los ensayos de proteinas de
membrana (Girard et al., 2004). Otros complejos lantanidos como Yb-HPDO3A y Lu-HPDO3A
proporcionaron también de modo similar al complejo Gd-HPDO3A buenos cristales derivados
para experimentos de obtencion de fases (Girard et al., 2003c). En estos casos, lutecio e
yterbio, con lineas de absorcién LIl a menores longitudes de onda que la correspondiente al Gd,
forman complejos lantanidos que son de especial interés para experimentos con radiacion
sincrotron (Girard et al., 2003c) aunque el atomo de gadolinio puede proporcionar la mejor sefial

andmala en las fuentes de anodo rotatorio convencional de los laboratorios.

Recogida de datos y procesamiento.

Para eliminar cualquier resto de complejo de Gd del liquido que rodea los cristales derivados,
los cristales de CbpF fueron sumergidos unos pocos segundos en soluciones nativas que
contenian 17% de glicerol como crioprotector. Antes de la recogida de datos, todos los cristales

fueron enfriados a 100K (Oxford Cryosystems).

Con el fin de emplear el mejor derivado para la resolucion estructural de CbpF por la técnica

SAD, se recogieron datos con todos los derivados lantanidos ensayados (Figura 1.2.9) tanto por
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cocristalizacion como por inmersion (ver apartado 3.5.5). Los datos del derivado lantanido de
mayor calidad (CbpF: Gd-HPDO3A obtenido por cocristalizacién en 50mM de complejo) fueron
recogidos en la linea ID29 del ESRF (Grenoble) a la longitud de onda de la linea de absorcion
LIl del Gd (\=1.711 A). Los datos fueron procesados usando los programas XDS (Kabsch,
1988) y MOSFLM (Leslie, 1987), y escalados con el programa SCALA del paquete CCP4
(Collaborative Computational Project, Number 4, 1994). Los datos relativos a la recogida y las

estadisticas del procesado se muestran en la tabla 3.6.2.

Recogida de datos CbpF:HPDO3A
Grupo espacial P21212
Celdilla unidad

a(A) 49.35

b(A) 114.52

c(A) 76.23
Temperatura (K) 100
Longitud de onda (A) 1.7106
Resolucion (A) 100-2.23

(2.36-2.23)

Reflexiones totales 143.495
Reflexiones Unicas 21.579
Multiplicidad 6.6 (5.5)
Completitud (%) 98.9 (95.0)
I1o(l) 104 (7.7)
Rsym (%)* 4.7 (8.9)

Tabla 3.6.2: Recogida de datos y estadisticas de procesado.

Célculo de la subestructura de &tomos pesados y obtencion del mapa de densidad

electronica

El calculo de la subestructura de atomos pesados se realiz6 tanto de forma manual a partir de
las secciones de Harker de los mapas de Patterson andmalos como ab initio empleando el
programa SHELXD (Schneider & Sheldrick, 2002). El programa SHELXD es muy efectivo y
robusto a la hora de encontrar la subestructura, sin embargo, hay que tener en cuenta ciertos
parametros criticos para este fin: la resolucién a la que truncar los datos, que se evalia muy

bien con XPREP y SHELXC, el numero de sitios que buscar, que debe ser al menos un 20%
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més del numero real, y en el caso de inmersion del cristal en una solucion de atomo pesado,
permitir que la busqueda sea posible en posiciones especiales. SHELXD encontr6 4 atomos de
Gd por cada molécula de CbpF. Una vez encontrada la subestructura de atomos pesados,
dichas coordenadas fueron usadas para calcular las fases con SHARP (De la Fortelle and
Bricogne, 1997), obteniendo fases iniciales a una resolucion de 2.23 A. Las fases fueron
seguidamente refinadas mediante programas de mejora de fases como DM integrado dentro de
la interfase de SHARP o SHELXE integrado dentro de la interfase HKL2MAP (Schneider et al.,
2004) y asumiendo un 58% de contenido en solvente tal y como estimaba el programa
TRUNCATE del paquete CCP4 (Cowtan & Main, 1996). SHELXE no es un programa tan eficaz
como DM para la mejora de fases pero aporta informacién muy fiable acerca del enantiomero

correcto o de si la estructura se puede resolver con los datos recogidos.

Tras obtener el enantiémero correcto, SHARP nos proporcioné finalmente mapas de densidad
electrénica experimentales (2fofc y fofc) de excelente calidad asi como un fichero con las
coordenadas de los atomos pesados. Dichos mapas de densidad electronica experimentales
fueron visualizados con el programa O (Jones et al., 1991), iniciando de este modo el trazado de

novo del modelo.

3.6.2.4. Construccion y refinamiento de la estructura del complejo CbpF-colina.

A partir del mapa de densidad electronica experimental (resolucion = 2.23 A), el trazado de la
cadena polipeptidica del derivado CbpF: Gd-HPDO3A, se realizd6 manualmente con el programa
O (Jones et al., 1991) para la mayoria de los residuos excepto para dos pequefios fragmentos
de dicha cadena (residuos 169-177 y 147-150) donde la densidad electrénica no estaba bien
definida. El refinamiento del modelo se llevé a cabo con el programa CNS (Briinger et al., 1998)
que realiza una dindmica molecular de templado simulado para aliviar las tensiones que
pudieran existir (se llegd hasta 3000K, limites de resolucion 100 - 2.23 A). Con el fin de resolver
la estructura completa y mejorar la resolucién del modelo, se recurrié al procedimiento del
reemplazo molecular mediante MOLREP (perteneciente al conjunto de programas CCP4)
empleando los datos nativos de los dos habitos cristalinos obtenidos y el modelo de CbpF
construido previamente. Posteriormente se llevd a cabo, de nuevo, el refinamiento de ambos

modelos empleando el programa CNS (Bringer et al., 1998) en las etapas iniciales y el
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programa REFMAC (Murshudov et al., 1997) en las etapas finales. A partir del reemplazo con
los datos nativos correspondientes al habito cristalino Il (resolucion = 1.67 A), obtuvimos un
modelo de excelente calidad pero no proporcionaba mapas de densidad electrdnica que
permitieran resolver los dos fragmentos mal definidos y completar el modelo. Sin embargo, a
partir del reemplazo con los datos correspondientes al habito cristalino | (resolucion = 2.1 A),
obtuvimos un modelo de la proteina completa. Tras el proceso ciclico de modelado y
refinamiento se termind de construir la cadena y se afiadieron 7 moléculas de colina. Finalmente

se modelaron las moléculas de agua.

Las estadisticas finales del refinamiento y las caracteristicas de los modelos (habitos | y Il) se
muestran en la tabla 3.6.3. La estereoquimica de los modelos se verifico con el programa
PROCHECK (Laskowski et al., 1993). En la figura 3.6.10 se representa el diagrama de
Ramachandran, donde se presentan los angulos de torsién ¥ y ¢ de los residuos de la cadena
polipeptidica. Para el habito I, el 86.7% de los residuos se encuentran en las zonas mas
favorables, el 13.3% en zonas permitidas y ninguno en zonas prohibidas, mientras que para el
habito II, el 90.8% de los residuos se encuentran en las zonas més favorables, el 9.2% en zonas

permitidas y ninguno en zonas prohibidas.

CbpF habito I CbpF habito II

1807 T | |I T— 3 1807 T | - T— =
b

Figura 3.6.10: Diagramas de Ramachandran de los modelos estructurales correspondientes al hébito
cristalino | y Il (Laskowski et al., 1993).
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Cristal Nativo. Habito |

Cristal Nativo. Habitoll

Refinamiento

Resolucion (A) 26.9-2.1 21117
R (%) 20.9 19.9
R-free (%) 240 211
Modelo

Moléculas de proteina por 1 1
unidad asimétrica

Aminoécidos 311 298
Moléculas de colina 7 7
Moléculas de agua 311 494
RMSD

Longitud de enlace (A) 0.010 0.006
Angulo de enlace (°) 1.294 1.089

Tabla 3.6.3: Estadisticas del refinamiento de CbpF y modelos depositados (PDBs: 2V05 y 2V04).

3.6.3. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DEL COMPLEJO CBPF-COLINA

3.6.3.1. Organizacion y plegamiento general.

La estructura de CbpF esta plegada en dos mddulos bien definidos (Figura 3.6.11): el médulo N-
terminal (residuos 1-128), que presenta una conformacion en forma de disco (37 x 34 x 24 A), y
el modulo de uniéon a colina (residuos 129-311) organizado a su vez en dos dominios
denominados Cl y Cll (Figura 3.6.11) que presentaban el plegamiento superhelicoidal
encontrado previamente en otras CBPs. El dominio CII (residuos 193-311) contiene cinco
repeticiones de unién a colina (p1-p5), con el motivo consenso (GWXK-X45-WYY-hidrofébico-Xs-
5-GXMX23), y un extremo C-terminal de 16 aminoacidos (295-311) que presenta el mismo
plegamiento superhelicoidal que el resto del CBM. Cada repeticion esta compuesta por una
horquilla 3 simétrica seguida de un lazo y una region sin estructura secundaria regular, y estan
estrictamente dispuestas siguiendo un plegamiento superhelicoidal a izquierdas, similar al
observado en C-LytA (Fernandez-Tornero et al., 2001), el dominio Cl de Cpl-1 (Hermoso et al.,
2003) y el modulo de anclaje de Pce (Hermoso et al., 2005). Las horquillas se extienden
perpendicularmente al eje de la superhélice y cada repeticion esta localizada a 120° en sentido
antihorario. EI dominio estructural Cl (residuos 129-192) presenta dos repeticiones modificadas

(dpS y dpb), mostrando inserciones/adiciones de aminoacidos dentro de la horquilla § de la
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repeticion dp6 y también en el bucle posterior a la horquilla B de la repeticion dpd
(representadas en rojo y azul en la figura 3.6.12a). Este dominio Cl define una region de
conexion entre el modulo N-terminal y el CBM. El dominio de union a colina puede ser descrito a
grandes rasgos como un prisma triangular de unos 76 A de altura con caras de 26 A, con los

sitios de unidn a colina situados a lo largo de las tres caras laterales.

Modulo N-terminal

Dominio Cl

Médulo CBM

Dominio ClI

Figura 3.6.11: Estructura tridimensional de CbpF en complejo con colina. La estructura de CbpF aparece
coloreada en funcién de las regiones estructurales diferenciadas: en verde, regidén N-terminal; en azul, region
interdominio; en naranja, regién C-terminal. Las moléculas de colina unidas a los sitios de unién a colina
estan representadas por esferas.

CbpF presenta una caracteristica unica con respecto a otros miembros de las proteinas de

unién a colina: la secuencia de CbpF esta constituida enteramente por repeticiones de union a
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colina, unas de ellas siguiendo estrictamente el motivo consenso (regién ClI, repeticiones p1-
p5), otras aparecen como repeticiones parcialmente modificadas por inserciones de
aminodacidos (region Cl, ap-dp6) y otras altamente modificadas, tanto por inserciones de
aminoacidos como por mutaciones sobre diferentes posiciones del motivo consenso (médulo N-
terminal, dp71-dp4) (Figura 3.6.12a). La presencia de este esquema de repeticiones de union a
colina a lo largo de toda la secuencia primaria produce la forma alargada de la estructura de
CbpF (méas de 117 A de longitud) de tal modo que las repeticiones candnicas y modificadas son

perfectamente superponibles entre si (Figura 3.6.12b).

(a)
N-t (1-5) NTTGG
S o
dp1(6-24) RFVDKDN RKYYVKDDHKAT
dp2(25-44) YWHKIDG KTYYFGDIGEMVV
dp3(45-88) GWQYLF i DF“TC YR DNI FDNO D\/NF TGT QF KWYYFGQDGALLEQT
dp4(89-128) DKQVL/ I GEQYPI K RTYYFDNNYAVKT
dp5(129-161) GWIYEDG NWYYLNKLGNFGDDSYNPLPIGEVAK
dp6(162-192) GWTQD PWYYLDASGKMLT
p1(193-212) DWQKVNG KWYYFGSSGSMAT
p2(213-233) GWKYVRG KWYYLDNKNGDMKT
P3(234-253) GWQYLGN KWYYLRSSGAMVT
p4(254-274) GWYQDGL TWYYLNAGNGDMKT
p5(275-294) GWFQVNG KWYYAYSSGALAV
C-t(295-311) NTTVDG YSVNYNGEWVQ
(b)

Figura 3.6.12: Analisis secuencial y estructural de CbpF (a). Comparacion de la secuencia aminoacidica de los
sitios de union a colina. Las repeticiones canonicas son representadas con la letra p y las repeticiones modificadas
como dp. Los aminoacidos implicados en hebras beta aparecen resaltados en negrita. (b) Representacién
estereografica de la superposicién de carbonos a de todas las repeticiones de unién a colina. En verde, se
representan las repeticiones candnicas de unién a colina p1, p2, p3, p4, p5 asi como las repeticiones modificadas
dp1y dp2. En naranja se representa dp3, en gris dp4, en azul claro dp6, y en rojo dp. El intervalo de valores de
la desviacion cuadratica media (r.m.s.d) de las repeticiones p? a p5 va de 0.30 a 0.70A; mayor diferencia se
observa entre las repeticiones canénicas y repeticiones modificadas (los valores r.m.s.d oscilan entre 0.44 y 1.02
A para la superposicion de la repeticion p7 con las dp7-cp6).
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La estructura cristalina de CbpF en complejo con colina muestra que hasta siete sitios estan
disponibles (Figura 3.6.11). Estas siete moléculas de colina estan todas localizadas en el CBM
en sitios de union a colina canonicos de tal modo que, al menos, tres residuos aromaticos
estructuralmente conservados (dos Trp y una Tyr) mas un residuo hidrofébico (Met o Leu)
forman una cavidad en la que se situa el grupo metilo de la colina (Figura 3.6.13). Este patron
para los sitios de unién se observa tanto en el dominio Cl como en el Cll, mientras que en el
maodulo N-terminal, constituido por cuatro repeticiones de unién a colina altamente modificadas
(dp1-dp4), no se cumplen los requerimientos para la unién de colina (como prueba la ausencia
de dicha molécula en el N-terminal de CbpF). En las repeticiones dp1, dp2 y dp4 al menos uno
de los residuos criticos de Trp es reemplazado por Thr o Lys (Figura 3.6.12a) de modo que se
produce una reduccion en la capacidad de unién a colina y, ademas en el caso de las
mutaciones por Lys posibilitan la formacién de interacciones por puente salino criticas en la
disposicién modular de CbpF. Particularmente interesante resulta el potencial sitio de unién a
colina formado entre las repeticiones dp3 y dp4 que presenta a priori todos los aminoacidos
necesarios, pero que no une colina (Figura 3.6.14) debido a la presencia de un residuo de Lys
(Lys 96) en el interior de la cavidad. Por otro lado existe un sitio de unién a colina funcional
formado por las repeticiones dp5 y dp6 del dominio Cl que estan modificadas respecto a las
repeticiones canonicas. Las repeticiones dpb y dp6 tienen inserciones de 13 residuos cada una
y, a pesar de esta gran alteracion, los aminoacidos que participan en el reconocimiento de colina
(Trp130, Trp137, Tyr182 y Met190) estan conservados, cumpliéndose de este modo los

requisitos basicos para la unién.

Figura 3.6.13: Representacion estereografica de la molécula de union a colina unida al sitio de unién a colina,
mostrando su mapa de densidad electronica Fo-Fc representado a una relacion sefial /ruido 1 o (verde).
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Repeticiones de union a colina en el modulo N-terminal

Trp242

Met272

Figura 3.6.14: Repeticiones de unién a colina en CbpF tanto en el dominio funcional (A-D) como en el
dominio de unién a colina (E-H).
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3.6.3.2. Divergencia secuencial en las repeticiones de unién a colina.

La divergencia secuencial de las repeticiones de unién a colina observada en CbpF es generada
por mutaciones sobre los aminoacidos consenso de la repeticion, por insercion de aminoacidos
en el giro de la horquilla § 0 en el lazo, o por combinacion de ambos (Figura 3.6.12a). Como se
ha descrito anteriormente, la alta divergencia de las primeras cuatro repeticiones (dp7-dp4) es
responsable de la incapacidad de union de colina en la regién N-terminal (Figura 3.6.14).
Ademas, modificaciones en la naturaleza y composicion de las repeticiones de unién a colina
alteran de forma muy critica otras caracteristicas de CbpF. Inserciones de aminoacidos
observadas en las repeticiones dp3, dp4, dpdy dp6 (Figura 3.6.12a) originan repeticiones mas
largas con 43, 39, 32 y 30 aminoacidos, respectivamente, frente a los 20 aminoacidos de las
repeticiones de uniéon a colina canonicas. Aquellas inserciones de aminoacidos estan
principalmente compuestas por residuos hidrofobicos y cargados negativamente (29 y 13
aminoacidos, respectivamente, de 72 aminoacidos insertados en las repeticiones dp3, dp4, dpb
y dp6). La naturaleza hidrofébica y cargada de los residuos insertados producen tanto un
maodulo N-terminal compacto como una elevada carga global electronegativa sobre una de sus

caras, en contraposicion al caracter electropositivo del méddulo de unién a colina (Figura 3.6.15)

Mddulo N-terminal

Dominio CI

Maodulo CBM

Dominio ClI

Figura 3.6.15: Superficie molecular de CbpF representada en funcion de su potencial electrostatico
(potencial negativo coloreado en rojo y positivo coloreado en azul.
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Las variaciones en la secuencia de las repeticiones de unidn a colina son también responsables
de la disposicion modular en CbpF. Las interacciones intermodulares se producen a través del
modulo N-terminal y el dominio CI. La Lys90 (que reemplaza un residuo de Trp en dp4) se
encuentra a distancia de puente salino respecto a los residuos de Asp89 (3.37 A) y Glu133
(4.14 A), y la Lys96 esta implicada en una red de interacciones por puente salino conectando el
modulo N-terminal y el médulo de unidon a colina (Lys96-Glu158-Arg116-Glu114). La
estabilizacién de esta red estd asegurada por la fijacién de la posicion del residuo de Lys96 a
través de interacciones tanto con el posible sitio de union a colina formado entre las repeticiones
dp3 'y dp4 y con la Leu 154 (Figura 3.6.16b). Estas inserciones de aminoacidos y las nuevas
interacciones en la que estan implicadas son responsables de la modificacion de la disposicion

de las repeticiones produciendo un angulo de alrededor de 140° entre médulos (Figura 3.6.16a).

(b)

S Trpd6

Lys96

/ :
‘7K 279 apED g
A
285
Glulss /) A
\rgu(,"-'\.‘

Glul14

Figura 3.6.16: (a) Disposicion relativa entre médulos tomando como referencia el eje helicoidal formado por el
maddulo de union a colina. (b) Interacciones intermodulares que intervienen en la estabilidad del modelo.

Bisagra molecular en CbpF.

La obtencion de dos estructuras cristalinas diferentes para CbpF (ver seccion 3.6.2.5), nos
reveld la existencia de una bisagra molecular entre el médulo N-terminal y el dominio CI del

CBM (Ver figura 3.6.17). Esta bisagra molecular se dedujo a partir de que las diferencias
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estructurales principalmente concernian a la posicion relativa de los modulos (ver Figura 3.6.18)
debido a una redistribucion de las interacciones entre los aminoacidos del médulo N-terminal y
el dominio Cl del CBM. Esto quedaba reflejado en cambios en la conformacién de los
aminoacidos y en la calidad del mapa de densidad electrénica de los dos grandes bucles
pertenecientes a las repeticiones dp5 y dp6 del dominio CI (residuos 141-161 y 167-179). De
este modo, cuando todos los residuos de ambos bucles estan claramente definidos en el mapa
de densidad electronica del habito cristalino |, trece residuos de la parte mas externa de estos

bucles no estan definidos en el habito cristalino Il (Figura 3.6.17)

Figura 3.6.17: Representacion estereogréfica de la superposicion del modelo cristalografico del habito
cristalino | (naranja) frente al habito cristalino Il (verde)

3.6.3.3. Modelo de unién de CbpF a la cadena de teicoico. Modelo de interaccion de CbpF

a la pared de neumococo.

Para la construccion del modelo CbpF-teicoico se utilizd el fragmento pentamérico de &cido
teicoico resuelto por RMN (Klein et al., 1996). Con el fin de mantener las conformaciones
originales de los anillos de azucar de los acidos teicoicos, solamente se realizaron torsiones,
siempre permitidas, para los residuos de fosforilcolina y la molécula de ribitol. Tomando como
modelo de interaccion de una proteina de union a colina con la cadena de teicoico el modelo de

interaccién de la fosfocolinesterasa de neumococo (Pce) con dicho teicoico (Hermoso et al.,
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2005), superpusimos mediante el programa O (Jones et al., 1991) los respectivos modulos
canonicos de unién a colina obteniendo un modelo preliminar de interaccién CbpF-teicoico. La
presencia de colina en los sitios de union a colina en la forma cristalizada nos sirvi6 de guia para
la generacién de un modelo més fiable. Finalmente, el modelo se minimiz6 energéticamente

empleando el programa CNS (Brtinger et al., 1998).

Hasta tres unidades repetidas de polisacarido pudieron ser situadas a lo largo de la superficie
del modulo de unién colina. Curiosamente al situar una cuarta unidad de polisacarido, se
produce un giro en la cadena de &cido teicoico impidiendo la interaccién con la cavidad

electronegativa del médulo N-terminal (Figura 3.6.18).

Figura 3.6.18: Modelo de interaccion de la superficie de CbpF con la cadena de teicoico. (a) Verde (region
N-terminal del modulo funcional), azul (regién de conexion intermodular) y naranja (modulo de unién a
colina). (b) Superficie de potencial electrostatico. En rojo se representan las regiones cargadas
negativamente v en azul las cargadas positivamente.

La obtencion de la estructura del peptidoglicano por RMN (Meroueh et al., 2006) proporciond
una conformacién helicoidal a derechas de la cadena polisacaridica produciendo un eje de
simetria 3 en la molécula. Este resultado condujo al modelo panal de abeja propuesto para la
pared celular. EI modelo de CbpF podria ser directamente acomodado dentro de este patrén
(Figura 3.6.19)

114



Técnicas experimentales, resultados y discusion

Figura 3.6.19: Modelo de unién de CbpF a la pared de neumococo.

3.6.4. BUSQUEDA DE LA FUNCION DE CBPF.

3.6.4.1. Ensayos de union con diferentes analogos de la pared y anélogos de teicoico.

Dada la ausencia de informacién acerca de la posible funcién de CbpF, se traté de conseguir
informacién funcional a partir del andlisis secuencial-estructural de la proteina y de la
informacién relativa a otras CBPs de neumococo. A pesar de estar compuesta exclusivamente
por motivos de unién a colina (canodnicos y modificados), CbpF cumple la organizacién
bimodular caracteristica de otras CBPs de neumococo, donde el mddulo de unién a colina se
encuentra situado en el extremo C-t cumpliendo su correspondiente papel de anclaje a la pared
celular (ver seccién 1.1.4). Sin embargo, la funcién de CbpF que deberia residir en el extremo
N-t (mddulo funcional) no se pudo extraer por analogia con otros mddulos funcionales ya que su
plegamiento y secuencia se asemejan mas a un dominio de unién a colina compuesto por
repeticiones altamente modificadas que a cualquier otro moédulo funcional descrito hasta la
fecha. Este novedoso plegamiento en el mddulo funcional de CbpF sin funcion catalitica
conocida indicaba a priori que podria tratarse mas bien de una proteina con una funcién de

reconocimiento mas que con funcién catalitica. Otro de los aspectos que también apuntaban en
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la direccion de la funcién de reconocimiento de CbpF fue obtenido a partir del analisis de la
superficie de potencial electrostatico de la misma. Este analisis reveld la existencia de una
cavidad en el modulo funcional con una elevada cantidad de residuos &cidos (10 aminoacidos
acidos), asi como la presencia de varias Asn, GIn y residuos aromaticos, sugiriendo que esta
region pudiera estar implicada en el reconocimiento molecular. De hecho, este tipo de residuos
es tipico de regiones de union de carbohidratos (Malik & Sandra, 2007) por lo que es factible
pensar en una funcion de este tipo para el mddulo N-terminal de CbpF. Ademas, la existencia y
localizacién de dos largos bucles extendidos hacia el solvente en la regién interdominio, donde
la densidad electronica es de peor calidad, podria indicarnos que probablemente emplee dicha

region en el reconocimiento del sustrato estabilizando dicha region.

Con el fin de probar esta posible funciéon de reconocimiento de carbohidratos y teniendo en
cuenta el entorno molecular en el que se encuentra CbpF, se abordaron ensayos de unién de
CbpF tanto con azucares analogos de la pared celular como con azucares analogos del acido
teicoico (ver tabla 3.6.4). Los ensayos de unidn se realizaron mediante técnicas de cristalizacion
por inmersion y cocristalizacion barriendo concentraciones de azucares entre 100 y 10 mM. En
ninguno de los casos los mapas de densidad electronica obtenidos nos revelaron la presencia

del azucar ensayado.

Andlogos de la pared celular Andlogos del acido teicoico
N-acetilmuramico N-acetil-D-galactosamina-6-sulfato
Glucosamina N-acetil-D-galactosa-6-sulfato
N-acetil-glucosamina (NAG) Ribitol
Chitobiosa (NAG). D-ribulosa-5-fosfato
Chitotetraosa (NAG)4 L-a-glicerofosforilcolina

Chitohexaosa (NAG)s
Cellotetraosa

Tabla 3.6.4: Anélogos de la pared celular y del &cido teicoico empleados
para ensayos de union con CbpF mediante cristalizacién.

Dada la especificidad de union de las proteinas por determinados azucares como ha sido puesto
de manifiesto en el caso de Cpl-1 (Pérez-Dorado et al., 2007), no se descart6 el hecho de que
pudiéramos no haber encontrado el correcto. Tras la obtencion de una serie de fragmentos

sintéticos de peptidoglicano (Meroueh et al., 2006) y con ello de la aparicion de un conjunto de
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nuevos analogos de la pared celular (Figura 3.6.20), decidimos emplearlos para probarlos como

posibles sustratos de CbpF.
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Masa molecular: 1930

Figura 3.6.20: Fragmentos sintéticos de la cadena de peptidoglicano.

De modo analogo al procedimiento seguido con los anteriores posibles sustratos, se llevaron a
cabo ensayos de union por cocristalizacion e inmersion barriendo concentraciones de ligando
entre 10 y 50 mM. En el caso del empleo del ligando (2S5P) (denominado DH138) se produce
un cambio en los parametros de celdilla (Tabla 3.6.5) que se traduce en un drastico giro de mas
de 10° del mddulo funcional respecto del mddulo de anclaje, indicando la posibilidad de algun
tipo de interaccién con dicho ligando (Figura 3.6.21). Si bien no se obtuvo la densidad
electronica del analogo del peptidoglicano que proporcionara una prueba directa de interaccion,

estos indicios sentaron las bases para realizar estudios de acoplamiento y resonancia de
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Plasmén Superficie con las paredes de la bacteria.

Recogida de datos Cristal nativo. Habito | Complejo CbpF: (2S5P).
Grupo espacial P21212 P21212
Celdilla unidad

a b, c(A) 52.40, 115.79, 72.98 45.06, 112.73,79.50
Longitud de onda (A) 1.5418 1.5418
Resolucion (A) 26.9 (2.2)-2.1 45.1 (2.7)-2.4
Multiplicidad 39(3.9) 5.5(5.5)
Completitud (%) 99.9 (100) 87.0 (84.0)
1ol 11.0 (2.3) 9.7 (7.9)
Reym * 0.10 (0.56) 0.19(0.56)

Refinamiento

Resolucion 26.9-2-1 451-2.4
N° de reflexiones 102654 152424
Ruwork / Riree 20.9/24.0 19.2/27.2
N° de atomos

Proteinas 2581 2492

Ligando 49 49

Agua 311 285
Factores B

Proteina 34.82 15.9

Ligando/ion 53.89 49.7

Agua 41.92 234
Desviaciones RMS

Longitud de enlace (A) 0.010 0.006

Angulo de enlace (°) 1.294 1.147

Tabla 3.6.5: Anélogos de la pared celular y del &cido teicoico empleados para ensayos de
unién con CbpF mediante cristalizacion.
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Modulo N-terminal

Dominio CI

Médulo CBM

Dominio CII

Figura 3.6.21: Superposicion estructural de las estructuras cristalinas de CbpF nativa (naranja) y CbpF en
presencia del analogo de peptidoglicano (2S5P).. La estructura cristalina de CbpF obtenida por inmersién con el
analogo del peptidoglicano presenta un dominio Cll similar a la proteina nativa, pero el dominio Cl presenta una
elevada flexibilidad en los bucles y el médulo N-terminal esta rotado 10° respecto al de la proteina nativa. El
posible sitio de unién del peptidoglicano obtenido por simulaciones de Docking esta indicado con una flecha.

3.6.4.2. Estudios de acoplamiento.

Los estudios de acoplamiento se llevaron a cabo con el mddulo FlexiDock del conjunto de
programas SYBYL 6.9 (Tripos Inc., St. Louis. Mo Tripos, USA). Los estudios de acoplamiento
revelaron que el peptidoglicano de neumococo puede estar perfectamente acomodado en la
cavidad del extremo N-terminal de CbpF (Figura 3.6.22), reforzando la hipotesis de que CbpF
quiza actle bloqueando el acceso de LytC a su sustrato. Un fragmento de peptidoglicano
([GlcNAc-MurNAc-(L-Ala-yD-Glu-L-Lys-D-Ala-DAla)] 2), interacciona con los residuos aromaticos
e hidrofébicos de la hendidura (Tyr35, Tyr48, Trp75, Pro153 and Leu154) y con los residuos
polares (Asp38, Glud0 y Asn152. Ver Tabla 3.6.6). Los ensayos de cristalizacion fallaron a la
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hora de obtener informacion directa de la unién del peptidoglicano sobre el mddulo N-terminal
de CbpF. Los cristales nativos se resquebrajaban cuando se ponian en contacto con el
fragmento sintético de pared celular y sélo en un caso mediante una inmersion rapida pudimos
recoger un conjunto de datos (Tabla 3.6.5). A pesar de la ausencia de densidad electrénica para
el peptidoglicano, la presencia del ligando causé una significante alteracion de la estructura de
CbpF en el dominio Cll y en el médulo N-terminal (Figura 3.6.21). Los bucles alargados del
dominio Cl de la estructura del complejo estan altamente desordenados y no fue posible trazar
ni siquiera la cadena principal entre los residuos 168 y 178. Particularmente interesante resultd
el hecho de que el modulo N-terminal en presencia del anélogo del peptidoglicano rotaba 10°
alrededor de una bisagra molecular entre el modulo N-terminal y la regién de conexion
conduciendo a fuertes diferencias en las posiciones relativas entre mddulos, apoyando una

interaccidn directa entre el peptidoglicano y el modulo N-terminal.

Atomo del ligando Atomo de la proteina o
_____________________________________________ Distancia
N MNombre Clase Residuo Mombre Clase
8 06 I THR 101 0G1 I 5.1
8 06 I ASN 152 OD1 II 5.8
21 05 IT SER 150 oG I 4.4
23 Og I SER 150 8l I 4.5
23 06 I RSP 149 . II 5.1
47 o7 IT RSN 152 ND2 III 5.5
51 O IT TYR 35 CH I 5.7
55 N2 I GLU 73 OEl IT 3.9
65 02N II TYR 35 CH I 5.6
70 N I GLIT 73 OEl II 4.9
70 N I LEU Tl 0 IT 5.0
73 Ol I GLIT 50 OEl II 2.7
73 Ol I ILE 69 o IT 3.1
73 Ol I LEU 71 N ITI 3.7
73 0l I LEU 71 o IT 4,2
74 02 IT ARG 57 NH2 ITI 3.1
Bé& NZ I ASP 172 oDl IT 3.6

Tabla 3.6.6: Lista de posibles puentes de hidrégeno entre el analogo de peptidoglicano (2S5P)2 y CbpF.
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Figura 3.6.22: Modelo acoplado del peptidoglicano dentro del mddulo N-terminal de CbpF. El potencial
electrostatico es representado sobre la superficie molecular de CbpF. La fraccién del peptidoglicano sintético
(2S5P)2 que interacciona con el modulo N-terminal esté representada como sticks con los dtomos de carbono
en verde, 4tomos de nitrégeno en azul y, atomos de oxigeno en rojo.

3.6.4.3. Ensayos in vitro e in vivo de actividad litica de murein hidrolasas en presencia y

ausencia de CbpF.

CbhpF modula la actividad autolitica de LytC't

Para detectar actividades liticas sobre paredes celulares de neumococo, se emplearon paredes
celulares marcadas radiactivamente. Mediante este ensayo no se pudo detectar ninguna
actividad litica de la pared celular por parte de CbpF, por lo que es muy improbable que CbpF
pudiera poseer tal actividad enzimatica. También se analiz6 la influencia de CbpF sobre la
actividad de murein hidrolasas conocidas (LytA, LytB, LytC y Pce) asumiendo que CbpF podria
modular la actividad hidrolitica de la pared celular de estas enzimas por competicion con los
sitios de union a colina o con su sustrato. Para probar esta hipétesis, se determiné in vitro la

actividad litica de la pared celular de diferentes murein hidrolasas en ausencia/presencia de

1T Estudios llevados a cabo por el grupo de Genética Bacteriana del departamento de Microbiologia Molecular del
Centro de Investigaciones Bioldgicas. Director: Pedro A. Garcia Lopez.
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CbpF o de un modulo de unién a colina estandar (C-LytA) (éste ultimo a modo de control). Los
resultados revelaron que las actividades de LytA, LytB, y Pce no eran afectadas
significativamente por la adicion de CbpF, por el contrario, la actividad litica de LytC estaba
fuertemente reducida en presencia de 200 nM CbpF (Figura 3.6.23). Para comprobar la
contribucién a este efecto inhibidor de los mddulos aislados de CbpF se usaron proteinas
truncadas, el médulo N-terminal N-CbpF (aminoacidos 1-192) o el dominio CIl C-CbpF
(residuos, 193-311), empleando el mismo método radiactivo in vitro utilizado anteriormente. Los
resultados indican que C-CbpF no altera la actividad enzimatica de LytC, sugiriendo que el
dominio N-terminal de CbpF juega un papel critico en esta inhibicion especifica. Sin embargo, la
presencia del mddulo de anclaje de CbpF es necesaria para realizar su funcién inhibitoria ya que
el dominio N-terminal aislado de CbpF era incapaz de inhibir la actividad litica de LytC (Figura
3.6.24A). Estas observaciones excluyen la posibilidad de que el efecto inhibitorio de CbpF sobre
LytC pueda ser simplemente atribuido a una competicion por la union de residuos de colina
sobre la superficie celular. Aunque el dominio N-terminal es capaz de unir la pared celular
(véase mas adelante), esta interaccion aparece demasiado débil para ser capaz de prevenir el
acceso de LytC al sustrato de modo que seria necesaria la presencia de la proteina modular
completa para inhibir LytC. Este resultado concuerda con el comportamiento de otras CBPs
donde la ausencia del dominio de unién a colina reduce su actividad funcional a niveles

practicamente indetectables (Sanz et al., 1992).
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Figura 3.6.23: Efecto inhibitorio de CbpF sobre la actividad hidrolitica de murein hidrolasas de neumococo.
Actividad litica de la pared celular in vitro de las murein hidrolasas LytA, LytB, LytC, y Pce sin CbpF (barras
negras), con 0.2 uM de CbpF (barras blancas), 0 0.2 yM de C-LytA (barras grises). La barra de error se
estima como el triple de la desviacion estandar (n = 5 experimentos).
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Para comprobar si el efecto inhibitorio de CbpF sobre LytC podria ocurrir también con otras
lisozimas de neumococo, se repitieron los experimentos con las lisozimas fagicas Cpl-1y Cpl-7
(todas ellas pertenecientes a la familia 25 de glicosilhidrolasas al igual que LytC). Cabe
mencionar que los mddulos cataliticos de Cpl-1 y Cpl-7 son virtualmente idénticos, pero
mientras Cpl-1 presenta un CBM, Cpl-7 no (Garcia et al., 1990). Los resultados obtenidos
indican (Figura 3.6.24A) que ambas enzimas son inhibidas por CbpF mostrando por una lado,
que el efecto inhibitorio no esta limitado a la lisozima LytC sino también a otras glicosilhidrolasas
de la misma familia y por otro que el efecto no es debido a la competicién por moléculas de
colina (Cpl-7 no une colina). Las diferencias estructurales entre Cpl-1 y Cpl-7 quiza podrian
explicar por qué la inhibicién de Cpl-1 por CbpF fue mayor que en el caso de Cpl-7. Mientras
que la actividad de Cpl-7 es independiente de colina, en Cpl-1 depende de la unién de colina.
Este resultado sugiere que el CBM de CbpF refuerza el efecto inhibitorio del médulo N-terminal
sobre aquellas enzimas donde el anclaje a colina es requerido para alcanzar la maxima
actividad. Por otro lado, aunque no se puede descartar que el efecto inhibitorio sea debido a una
interaccién directa CbpF-LytC, el hecho de que CbpF inhiba diferentes lisozimas sugiere que la

inhibicion se debe a un bloqueo del sustrato comun.

Como LytC esta implicada en la autolisis de los cultivos de neumococo a 30°C (Garcia et al.,
1999), empleamos esta propiedad para investigar el papel de CbpF in vivo. Por lo tanto,
analizamos sobre R6lytAcbpF de S. pneumoniae (un mutante doble sin LytA y CbpF), el efecto
sobre la autolisis en ausencia de CbpF o por adicion externa de esta proteina. EI mutante era
deficiente de LytA para evitar el efecto de la autolisina mayoritaria que podria enmascarar el
papel autolitico de LytC a 30°C. La lenta curva de autolisis que muestra R6/ytA- (Lopez et al.,
1986), un mutante sencillo sin LytA, a 30°C se acelerd en el caso de la cepa R6lytA-cbpF (doble
mutante, Figura 3.6.24B), sugiriendo que la ausencia de CbpF facilita el proceso autolitico de
LytC. Este resultado concuerda con el efecto de represion de LytC por CbpF observado in vitro,
indicando que CbpF juega el mismo papel regulador in vivo. Ademas, cuando analizamos el
crecimiento de la cepa R6IytA-en presencia de diferentes cantidades de CbpF afiadidas durante
el crecimiento bacteriano, observamos que la adicién de 1.2 uM de CbpF eliminaba la autolisis
inducida por LytC a 30°C, mientras la adicion de proteinas homoélogas C-LytA o C-CbpF, usados
como controles, no alteraban la curva autolitica (Figura 3.6.24C). El cultivo que contiene CbpF

externo mostro la presencia de células R6/ytA sin lisar con una morfologia celular formada por
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cadenas cortas bajo microscopia de contraste de fase, mientras muchas células lisadas se

observaban en el cultivo sin CbpF, indicando que CbpF protege la pared celular del dafio litico.

Por otro lado, comprobamos el comportamiento de R6lytA-cbpF en presencia de LytC o de LytC
y CbpF afadida al medio (Figura 3.6.24D). Como se esperaba, las células mutantes se
autolisaban cuando recibian una cantidad determinada de LytC (Garcia et al., 1999), mientras la
autolisis, se inhibia cuando la misma cantidad de LytC era afiadida en presencia de 1.2 uM de
CbpF (Fig 3.6.24D). Cabe resaltar que la inhibicion de este proceso autolitico no tuvo lugar en

presencia de cantidades similares de C-CbpF o de otras proteinas homélogas como LytB.

El balance de todos estos resultados, apunta a que CbpF modula selectivamente la funcion
autolitica de la lisozima LytC y que la divergencia de las repeticiones de unién a colina que
constituye el dominio N-terminal juega un papel critico en este efecto especifico. Esta bien
establecido que las autolisinas juegan papeles diferentes y fundamentales en la fisiologia y
patologia de la bacteria (Lopez et al., 2004; Gosink et al., 2000). Estas enzimas son capaces de
cambiar hidroliticamente la integridad de la pared celular de la bacteria. El efecto de reacciones
incontroladas catalizadas por estas enzimas podria de hecho ser bastante perjudicial y como tal
actividad enzimatica debe estar estrictamente regulada. La naturaleza de este proceso
regulatorio es desconocido hasta la fecha, aunque, en este sentido, se ha atribuido al contenido
de acido lipoteicoico en la membrana celular un papel regulador (Holtie & Tomasz, 1975).
Recientemente, se ha sugerido la implicacion de pequefios RNA no codificados en el control de
la autolisis en la fase estacionaria (Halfmann et al., 2007). Nuestros resultados demuestran que
CbpF puede inhibir la actividad de LytC tanto in vitro como in vivo y por lo tanto, concluimos que

CbpF juega un papel clave en la regulacién de la actividad de LytC.

Interaccion entre el médulo N-terminal v la pared celulartt

Por otro lado, los experimentos de resonancia de Plasmén Superficie (SPR) y de
entrecruzamiento llevados a cabo entre CbpF y LytC han descartado la posibilidad de una
interaccion directa entre ambas proteinas como la causa de la inhibiciéon. Por lo tanto, el
mecanismo inhibitorio podria deberse a interacciones especificas de CbpF y el peptidoglicano
que impedirian el acceso de la lisozima a su sustrato. Para estudiar esta hipétesis se analizaron

estas interacciones mediante SPR empleando diferentes paredes celulares (paredes celulares
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Figura 3.6.24: Efecto inhibitorio de CbpF sobre la actividad hidrolitica de LytC. (A) Actividad litica de la pared
celular in vitro de las enzimas LytC, Cpl-1y Cpl-7 sin CbpF (barras negras), con 0.2 uM de CbpF (barras blancas),
0.2 yM de C-LytA (barras grises), 0.2 UM de C-CbpF (barras ralladas), 0 0.2 uM de N-CbpF (barras punteadas). La
barra de error se estima como el triple de la desviacién estandar (n=5 experimentos) (B) Curvas de crecimiento de
las cepas R6/ytA (diamantes negros) y R6lytAcbpF (triangulos blancos) a 30 °C. (C) Efecto de la adicién externa
de proteinas purificadas afiadidas, a una concentracion final de 1.2 uM sobre cultivos crecidos exponencialmente
de la cepa R6IytA, a 30 °C: con CbpF (triangulos blancos), con C-CbpF (circulos blancos), con C-LytA (cuadrados
blancos), con LytB (rombos blancos). También se muestra la curva de crecimiento de un cultivo sin tratar de
R6IytA (rombos negros). (D) Efecto de diferentes proteinas sobre la actividad de LytC ensayada en un cultivo de la
cepa R6lytAlytC mediante proteinas purificadas afiadidas externamente, a una concentracion final de 1.2 uM: con
LytC (rombos blancos), con LytC + CbpF (triangulos blancos), con LytC + C-CbpF (circulos blancos), con LytC +
LytB (cuadrados blancos). También se muestra la curva de crecimiento del cultivo sin tratar R6/ytAlytC (rombos
negros).

de Micrococcus lysodeikticus y de S. pneumoniae con y sin colina). Como era de esperar, CbpF
fue capaz de unirse fuertemente a las paredes celulares de neumococo que contenian colina.

Particularmente interesante fue el hecho de que CbpF también se uniera intensamente a las
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paredes celulares de S. pneumoniae sin colina e incluso, aungque en menor extension, a paredes
celulares de Micrococcus lysodeikticus (con un peptidoglicano bacteriano diferente del de
neumococo y que no contiene colina) (Figura 3.6.25). Los experimentos con los médulos de
anclaje, C-CbpF y C-LytA fueron solo capaces de unir paredes celulares de neumococo que
contenian colina, sugiriendo que su capacidad de union estaba restringida a su interaccién
especifica con este aminoalcohol. Sin embargo, el modulo N-terminal de CbpF era capaz de
unir ambos tipos de paredes celulares de neumococo (con y sin colina) sugiriendo que el
modulo N-terminal es capaz de reconocer especificamente las paredes celulares de neumococo
y que los modulos N- y C-terminal de CbpF se unen a diferentes componentes del

peptidoglicano.
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Figura 3.6.25; Analisis de unién mediante Resonancia de Plasmén Superficie (SPR). (A) Curvas de unién de
CbpF a diferentes muestras purificadas inmovilizadas de paredes celulares: M. lysodeikticus (1), S. pneumoniae
sin colina, (2) y S. pneumoniae con colina (3). (B) Curvas de union de C-LytA (1), C-CbpF (2), y N-CbpF (3) a
células inmovilizadas sin colina de S. pneumoniae.

CbpF encabeza una familia de proteinas del neumococo con funcidn desconocida

Un estudio acerca de los ortdlogos de CbpF en otras cepas neumocdcicas ha revelado la
existencia de las proteinas CbpC y CbpJ en la cepa TIGR4 (Figuras 3.6.26 y 3.6.27). El anélisis
comparativo de estos genes demuestra que CbpF quiza haya sido el resultado de la
recombinacién de CbpC y CbpJ. La coexistencia de dos genes altamente similares en puntos de
TIGR4 que se corresponde con las proteinas similares a CbpF codificadas juegan un papel
fisiolégico critico y sugiere que esta duplicacion pueda favorecer la adquisicién de propiedades

reguladoras mas selectivas.
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Posteriores anélisis sobre genomas neumocdcicos conocidos revelan la existencia de varias

proteinas que parecen mostrar la misma arquitectura que CbpF. Estas proteinas quiza

constituyan una nueva subfamilia del tipo CbpF dentro de la extensa familia de las CBPs que

posean un médulo CBM tipico y una regién N-terminal formada por repeticiones no canénicas. A

pesar de las pequefas diferencias en la composicion de aminoacidos a lo largo de todos los

miembros de la subfamilia CbpF, se mantienen la mayoria de los residuos implicados tanto en el
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Figura 3.6.26: Alineamiento de secuencia de
proteinas similares a CbpF en cepas de
neumococo. Los origenes de las proteinas
estan indicadas por (T) (cepa TIGR) y por R
(cepa R6). Los niimeros indican los residuos en
CbpF. Las horquillas B se muestran como
flechas verdes. Los marcos verdes representan
inserciones de aminodcidos en las regiones de
las horquillas y los marcos rojos muestran
inserciones tras el giro f.
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Figura 3.6.27: Representacion esquematica de la localizacion cromosémica de los homologos de CbpF en las
cepas neumocacicas de R6 y TIGR. Colores similares indican genes homdlogos. Los genes que codifican para
CbpF estan coloreados en rojo con diferentes marcos. Las lineas truncadas indican que las regiones
cromosomicas no estan continuas. El cromosoma de la cepa R6 contiene 2 marcos de lectura abiertos que
codifican para proteinas similares a CbpF referenciadas como srp0337 (CbpF) y spr0351 (pcpC). El cromosoma
de la cepa TIGR contiene 3 marcos de lectura abiertos que codifican para proteinas similares a CbpF
referenciadas como SP0377 (CbpC), SP0378 (CbpJ) y SP0391 (CbpF). Las similitudes de la secuencia se indican
en porcentajes. Una comparacion detallada del gen CbpF de la cepa R6 y los genes CbpC y CbpJ de TIGR
apunta claramente a que CbpF resulté de la recombinacién de CbpC y CbpJ.

3.6.5. ANALISIS DE LA OBTENCION DE FASES MEDIANTE COMPLEJOS LANTANIDOS DE
GD EN CRISTALOGRAFIA MACROMOLECULAR.

Se emplearon siete complejos de Gd (Figura 1.2.9) en la preparacidn de los derivados de dtomo
pesado para resolver mediante la técnica SAD la estructura de la proteina de union a colina F
(CbpF), una proteina de superficie de 36 KDa de Streptococcus pneumoniae. Ademas, se utilizd
la proteina CbpF como sistema modelo para analizar la capacidad de obtencion de fases de
cada uno de estos derivados. Se analizaron sistematicamente tres aspectos diferentes: la
eficacia de la cocristalizacion frente a la inmersion en la unién de los diferentes complejos de
Gd, su modo de interaccién y el estudio comparativo de la obtenciéon de fases por SAD
empleando radiacién sincrotron frente a los rayos X obtenidos a partir de un generador anodo
rotatorio. Este estudio revela el elevado potencial de estos complejos para obtener fases
mediante SAD empleando &nodos rotatorios convencionales y refuerza su relevancia para la

cristalografia macromolecular extensiva.
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3.6.5.1. Consideraciones generales.

El método de difraccion andmala a una Unica longitud de onda (SAD) es actualmente una
aproximacion bien establecida y altamente efectiva en biologia estructural. Avances recientes en
instrumentacion y programas de anélisis de datos (especialmente en programas de obtencion de
fases y de modificacion de la densidad) combinados con una creciente conciencia del dafio por
radicacion de las fuentes de tercera generacion han conducido a un marcado incremento en la
popularidad y eficiencia del método SAD. Los experimentos SAD generalmente implican un
unico conjunto de datos recogido en la linea de absorcidn o por encima de la energia de la linea
de absorcion de un dispersor andmalo incorporado en la muestra. Los experimentos SAD
generalmente requieren menos datos que los experimentos MAD, dependiendo del tipo de
atomo pesado, su unién a la proteina y la intensidad de su sefial anémala, proporcionando de
este modo un método mas rapido de obtencién de fases y un potencial de dafio por radiacién
limitado. Ademas, la obtencidn de fases por SAD ha sido documentado a longitudes de onda
remotas por encima de la energia de la linea de absorcién (Leonard et al., 2005) e incluso con

las fuentes de rayos X convencionales de los laboratorios (Dauter et al., 2002).

Un obstaculo asociado con la obtencién de fases basado en atomos pesados es el proceso de
obtener un derivado de atomo pesado util. Hoy en dia, la mayoria de los experimentos de
difraccion anémala son llevados a cabo empleando proteinas en las cuales los residuos de
metionina son sustituidos por selenometionina, un método aplicable a proteinas recombinantes
expresadas en sistemas bacterianos o células de insectos (Doublié, 1997; Hendrickson et al.,
1990).

Se han propuesto métodos alternativos para obtener derivados para proteinas que no pueden
ser producidas de forma recombinante, o donde el material sustituido por la selenometionina es
0 bien insoluble o bien impide la cristalizacion, incluyendo el uso de haluros (Dauter & Dauter,
1999; Dauter et al., 2000, 2001; Evans & Bricogne, 2002) y de gases nobles introducidos bien
en la proteina nativa (Vitali et al., 1991), o en los sitios de unién creados por mutagénesis
dirigida (Quillin & Matthews, 2002). La sefial anémala de los atomos de S intrinsecos se ha ido
empleando cada vez con mayor frecuencia para resolver estructuras mediante el método SAD
(Hendrickson & Teeter, 1981; Micossi et al., 2002). Sin embargo, debido a la débil sefal

andémala del azufre a longitudes de onda accesibles a la mayoria de las lineas de haces
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empleadas en cristalografia de proteinas, el método es realmente adecuado Unicamente para
cristales que difracten muy bien. Los tradicionales protocolos de inmersidn y cocristalizacién de
atomos pesados han sido revisados recientemente, siguiendo la actual tendencia de aplicar
tiempos de inmersién menores (Sun & Radaev, 2002; Sun et al., 2002). A pesar de los intentos
para desarrollar aproximaciones racionales para la derivatizacion mediante atomos pesados
empleando técnicas como la electroforesis en geles nativos (Boggon & Shapiro, 2000) o
espectrometria de masas (Cohen et al., 2000; Sun & Hammer, 2000), el procedimiento sigue

siendo esencialmente experimental.

Una nueva clase de complejos de Gd han demostrado ser una herramienta Util para obtener
cristales derivados de atomo pesado adecuados para obtener fases experimentalmente,
explotando la intensa sefial anémala en el pico de absorcion Ly del Gd (F=28 e, A=1.711 A)y
para la radiacion Cu Ka (=12 e') (Girard et al., 2003a; Girard et al., 2004). Cabe destacar que
el ultimo valor es mayor que la sefial anémala obtenida a partir del pico de absorcién K del Se (f’
=6-10e).

Obtencidn de los complejos de gadolinio empleados.

Los complejos de gadolinio de los ligandos HPDO3A, DOTMA, DO3A y DOTA-BOM (estos dos
ultimos no son comerciales) nos fueron proporcionados en forma de polvo por Bracco Imaging
spa, Milan, ltalia. Los complejos Gd-DTPA, Gd-DTPA-BMA y Gd-DOTA fueron obtenidos en
forma de soluciones acuosas de los complejos comercialmente disponibles para soluciones
médicas (MAGNEVISTTM, Schering, Alemania, OMNISCANTM, Nycomed Inc., Noruega y
DOTAREMTM, Guerbet, Francia, respectivamente) que son proporcionados a una

concentracion de 0.5 M.

3.6.5.2. Recogida de datosy procesamiento.

Todos los cristales fueron sumergidos durante unos pocos segundos en las soluciones de
cristalizacion nativas complementadas con un 17% de glicerol como crioprotector para eliminar
cualquier resto de complejo de Gd no unido a los cristales. Todos los cristales fueron

congelados mediante corriente de nitrdgeno liquido a 100K (Oxford Cryosystems).
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Los datos de difraccion fueron recogidos en el ESRF: en la linea ID29 del ESRF para todos los
cristales derivados obtenidos por cocristalizacién y en la linea BM30 para los cristales derivados
obtenidos por inmersion (derivados de Gd-HPDO3A, Gd-DOTMA y Gd-DTPA). La recogida de
los datos fue llevada a cabo a la longitud de onda correspondiente a la “linea blanca” (A=1.711
A) del pico de absorcion L del Gd como se determind a partir de los espectros de fluorescencia
obtenidos (Figura 1.2.6). La distancia cristal-detector fue fijada a 110 mm en ambas lineas de
medida. Los cristales difractaban habitualmente hasta 1.9 A de resolucion, pero la maxima
resolucion estaba limitada debido al tamafio del detector a 2.23 A en ID29, y a 2.68 A en
BM30A. Los datos fueron recogidos barriendo un rango de 180° con el fin de incrementar la

multiplicidad y de este modo mejorar la precision de la medida de los datos.

Para evaluar el potencial de obtencion de fases mediante dispersion anémala de estos
compuestos cuando empleamos las fuentes de rayos X convencionales usadas en los
laboratorios, se llevo a cabo una recogida de datos empleando dicha radiaciéon convencional
sobre cristales derivados CbpF: Gd-HPDO3A. Los conjuntos de datos obtenidos a partir de una
fuente de radiacion convencional fueron recogidos sobre un detector MAR345 tipo Imaging Plate
empleando la radiacién Cu Ka proporcionada por un generador de anodo rotatorio Enraf-Nonius
FR571.

Todos los conjuntos de datos recogidos en el ESRF fueron procesados usando el programa
XDS (Kabsch, 1988) y escalados con el programa SCALA (Evans, 1993) del paquete CCP4
(Collaborative Computational Project, Number 4, 1994). Los conjuntos de datos recogidos con la
radiacién Cu Ka sobre una fuente convencional de rayos X fueron integrados usando MOSFLM
(Leslie, 1987) y escalados con SCALA. Un resumen de los pardmetros de la recogida de datos y

estadisticas de procesado se muestra en las tablas 3.6.7, 3.6.8 y 3.6.9.

3.6.5.3. Obtencion de fases por SAD.

Mediante cocristalizacion se produjeron siete diferentes derivados isomorfos de Gd empleando
las condiciones de cristalizacion nativas y afiadiendo el correspondiente complejo a una
concentracién de 50 mM (se probaron concentraciones diferentes de 20, 50 y 100 mM siendo la
concentracion de 50 mM la mas exitosa). Todos los conjuntos de datos se recogieron en la

misma linea de medida (ID29, ESRF). Las posiciones de los &tomos pesados fueron
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determinadas empleando el programa SHELXD (Schneider & Sheldrick, 2002) para cada
derivado y sus coordenadas se introdujeron directamente en el protocolo de obtencién de fases
implementado en SHARP (De la Fortelle and Bricogne, 1997). A continuacion, se mejoraron las
fases mediante aplanado de solvente y ajuste a histograma empleando el programa DM
(Cowtan & Main, 1996), asumiendo un 58 % de contenido en solvente como estimé el programa
TRUNCATE del paquete CCP4. El nimero de sitios de Gd, asi como las estadisticas de
obtencion de fases para los cristales derivados obtenidos con los siete complejos de Gd
diferentes, se muestran en la tabla 3.6.7. Para estudiar las interacciones proteina-ligando, los
sitios de union se visualizaron con el programa gréafico O (Jones et al., 1991). El refinamiento de

las posiciones del ligando se llevaron a cabo con CNS (Brlnger et al., 1998).

Para tres de los siete complejos (Gd-HPDO3A, Gd-DOTMA y Gd-DTPA) se obtuvieron cristales
derivados tanto por cocristalizacion como mediante inmersién empleando las mismas
condiciones de cristalizacion y la misma concentracion de complejo (50 mM). El procedimiento
para identificar posiciones de atomo pesado y para el calculo y modificacion de fase fue el
mismo que el descrito anteriormente. El numero final de sitios de Gd y las estadisticas de
obtencién de fases para derivados de CbpF obtenidos por cocristalizaciéon y por inmersién se

muestran en la tabla 3.6.8.

Las estadisticas de obtencién de fases para los datos de difraccion del cristal derivado de Gd-

HPDO3A recogido con radiacion sincrotron y con radiacion CuKa se muestran en la tabla 3.6.9.

La estructura de CbpF fue modelada manualmente con el programa O (Jones et al., 1991) y
refinada con CNS (Bringer et al., 1998). Los coeficientes de correlacion entre los mapas de
densidad electrénica experimentales y los calculados a partir de los modelos finales refinados se
determinaron con el programa OVERLAPMARP. Las estadisticas de refinamiento para todos los

derivados de Gd obtenidos se muestran en las tablas 3.6.10, 3.6.11y 3.6.12.

3.6.5.4. Estudio comparativo del poder de obtencion de fases de los distintos complejos
de Gd.

La derivatizacion de CbpF mediante protocolos de cocristalizacion o inmersion fue llevada a
cabo de forma extensiva y no requirid significativos cambios respecto a las condiciones de

cristalizacion originales. La elevada solubilidad de los complejos permite concentraciones
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considerablemente superiores a las que generalmente se emplean para preparar derivados de
atomo pesado. A pesar de esta alta concentracion, se obtuvieron cristales derivados con buena
calidad de difraccion y, en algunos casos, difractaron incluso a una resolucion superior a la de
los cristales nativos. De hecho, mientras el cristal nativo de CbpF de mayor calidad difract6
hasta una resolucion maxima de 1.67 A (Molina et al., 2007), un cristal derivado proporciond
datos de buena calidad hasta una resolucion de 1.4 A. En estos casos se debian a la aparicion
de nuevas interacciones, mediadas por los complejos de Gd, estabilizando el empaquetado

cristalino.

El éxito de cualquier obtencién de fases con Gd depende del nimero de sitios de union y de su
ocupacion. La elevada dispersion anomala de los atomos de Gd, combinado con la alta
ocupacion de los sitios de unién, conduce a intensos efectos andémalos que pueden ser
directamente atestiguados por los altos valores de AF/o (XDS) y Rano (SCALA), por la altura de
los picos en los mapas de Patterson andmalos, asi como por los parametros de obtencién de
fases (Rcuiis, poder de obtencion de fases y figura de mérito). Para todos los cristales derivados,
los valores de AF/o y Rano Se encontraban en rangos de 1.30-4.25 y 4.6-12.1%,
respectivamente (Tabla 3.6.7). Los valores méas bajos corresponden al derivado cocristalizado
Gd-DTPA-BMA. En todos los casos la obtencion de fases fue exitosa, demostrando que todos
los complejos de Gd se unian a CbpF, como confirmaban los mapas de Patterson andémalos
(figura 3.6.28).

Todos los derivados proporcionaron fases de suficiente buena calidad para permitir la
construccion del modelo (Tabla 3.6.7). El mejor derivado, Gd-HPDO3A, conduce a la figura de
mérito mas alta (0.588) y el factor R-cullis mas bajo (0.298) después de la obtencion de fases
con SHARP. Tras la modificacion de densidad, la figura de mérito para este derivado fue de
0.860. La calidad de las fases obtenidas con este cristal derivado permiti6 trazar el modelo
usando el mapa experimental a 2.23 A de resolucion. Los derivados Gd-DO3A y Gd-DTPA
también proporcionaron excelentes estadisticas de obtencién de fases con figuras de mérito
superiores a 0.45 antes de la modificacion de la densidad. Incluso para los cristales derivados
Gd-DTPA-BMA y Gd-DOTMA, los valores de la figura de mérito antes de la modificacion de la
densidad fueron de 0.37 y 0.39, respectivamente, y condujeron a valores superiores a 0.75 tras

la modificacién de densidad permitiendo la facil construccién del modelo.
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Capacidad de obtencion de fases de los derivados de Gd

0 v 1/2 0 ! 1/2
’ & G 5
| I 2 s
£ 4 : ,
u u
5 @
1/2 m - = | 1 7 e ]
Gd-HPDO3A Gd-DOTMA
v 12 v 112
0 0. . _ :
fF v [
u y| @
112 ; = [ 112 G
Gd-DTPA Gd-DO3A
0 v 12 0 v 1/2
’ |
&
u ‘;: u ‘ d
_ -
"Q':Ih
; L G
12 _ b ol . wel® |, | L le
Gd-DTPA-BMA Gd-DOTA-BOM

0 v 1/2

Figura 3.6.28: Seccion de Harker w = 0 de los
Q mapas de Patterson andémalos para cristales
u

derivados de CbpF obtenidos con los siete
complejos de Gd. Los niveles de intensidad de
los picos estan representados en pasos de 0.5
0 comenzando a partir de 2 0.

1/2 B 1

Gd-DOTA

135



Técnicas experimentales, resultados y discusion

3.6.5.5. Estudio comparativo de la cocristalizacion frente a la inmersion como método de

obtencién de derivados.

Se usaron tres de los siete complejos de Gd para preparar cristales derivados de CbpF por
inmersion ademas de los obtenidos por cocristalizacion. En todos los casos XDS proporciond
elevados valores de AF/g (superiores a 1.5) indicando una sefial anémala significativa en cada
caso. Las estadisticas de obtencion de fases correspondientes a los cristales sumergidos (Tabla
3.6.8) confirmaron la unién efectiva para los tres complejos. Para tres de los derivados
analizados, las figura de mérito antes del proceso de modificacion de densidad fueron
superiores a 0.49 y los factores Rree €n el espacio real menores a 0.12, reflejando la buena
calidad de las fases iniciales. Ademas, se obtuvieron elevados valores del poder de obtencidn
de fases (superiores a 2.4), bajos valores de Rcuiis (menores a 0.55) y figuras de mérito tras el
proceso de modificacion de densidad, superiores a 0.77. Por lo tanto, los protocolos tanto de
cocristalizacion y de inmersion facilitaron la derivatizacion de los cristales y condujeron a la
exitosa obtencion de fases de la estructura.

Los mejores cristales derivados, obtenidos con Gd-HPDO3A, se caracterizaron por la presencia
de varios sitios de union con alta ocupacién (Tabla 3.6.8) empleando cualquier protocolo. Cuatro
moléculas de Gd-HPDO3A se unieron a la proteina, con mayor ocupacién para los derivados
cocristalizados (0.81, 0.68, 0.47 y 0.38) que para los obtenidos por inmersion (0.41, 0.24, 0.22 y
0.21), explicandose de este modo los mejores resultados de obtencién de fases obtenidos con
los cristales derivados cocristalizados. Por el contrario, para los otros dos complejos de Gd, Gd-
DOTMA y Gd-DTPA, las estadisticas de obtencién de fases para los derivados obtenidos por
inmersidn fueron mejores que las obtenidas para las muestras cocristalizadas. Para el derivado
cocristalizado Gd-DOTMA, s6lo una molécula se unio a la proteina con una ocupacion del sitio
de unién de 0.41, mientras que en el derivado obtenido por inmersidn se unieron dos moléculas
a la proteina con ocupaciones de 0.51 y 0.41, respectivamente. Del mismo modo, para los
derivados Gd-DTPA, los cristales derivados obtenidos por cocristalizacion presentaron un unico
sitio de unién altamente ocupado (0.74) mientras el derivado obtenido por inmersion revel6 dos
sitios de unidn con bajas ocupaciones.

Con cada uno de los complejos analizados, el nimero de sitios de unién fue igual o superior

para los derivados obtenidos por inmersién que para los obtenidos por cocristalizacion.
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Figura 3.6.29: Comparacién de las secciones de Harker w = 0 de los mapas de Patterson anémalos entre
derivados obtenidos por cocristalizacién y por inmersion con tres de los siete complejos empleados. Los niveles
de intensidad de los picos estan representados pasos de 0.5 ¢ comenzando a partir de 20.

Contrariamente, las ocupaciones de los sitios de unién de los cristales derivados obtenidos por
cocristalizacion eran generalmente superiores a los correspondientes a los obtenidos por
inmersion, como también aparece ilustrado por la intensidad de los picos en los mapas de
Patterson anomalos (Figura 3.6.29). Hay que resaltar que aunque los tiempos de inmersién eran

muy cortos (no mas de diez segundos), originaban la union efectiva del complejo generando

138



Técnicas experimentales, resultados y discusion

buenos resultados de obtencion de fases. Las pequefas diferencias observadas entre los
métodos de inmersion y de cocristalizaciéon podrian estar relacionadas con la alta accesibilidad
de los sitios de unidén en este caso. De acuerdo con esto, se ha documentado que la
cocristalizacion era el Unico camino para preparar cristales derivados cuando los sitios de unién

eran inaccesibles a los complejos de Gd en el cristal (Girard et al., 2003b).

3.6.5.6. Modo de union de los diferentes complejos de Gd empleados.

El numero y la localizacion de los diferentes sitios de union del ligando fueron analizados para
los siete complejos empleados* (Figura 3.6.30). Todos los sitios de unién fueron localizados en
el modulo C-terminal de CbpF. Las diferencias estereoquimicas y de carga global neta entre los
complejos originaron sitios de union diferentes en localizacién y nimero. Las extensiones del
carboxilato de la molécula de ligando (Figura 1.2.9) se pliegan hacia el ion de gadolinio en todos
los complejos, formando una jaula alrededor del ion cargado (Figura 3.6.31). Se observaron
principalmente tres modos de interaccion: (i) Interacciones hidrofébicas CH-= (Brandl et al.,
2001) fueron las interacciones observadas para los complejos eléctricamente neutros (Gd-
HPDO3A, Gd-DO3A, Gd-DTPA-BMA) y para dos de los complejos con una Unica carga global
negativa (Gd-DOTA and Gd-DOTA-BOM), (i) Interacciones polares que se detectaron en la
unién del ligando Gd-DOTMA vy (iii) Interacciones electrostaticas y polares implicadas en la unién
del ligando Gd-DTPA.

Las interacciones CH-m juegan el papel principal en la unién de cinco de los siete complejos
analizados y generan el mayor nimero de sitios de unién del ligando (oscilando de 1 a 4
dependiendo del ligando). Este tipo de interaccion se observo en varios sitios diferentes, el mas
comun de ellos (observado en todos los cinco ligandos construidos alrededor del macrociclo de
tetraazaciclododecano) corresponde al bolsillo hidrofébico mas grande (sitio1) formado por la
cadena lateral de cuatro residuos aromaticos (tres residuos de Trp y un residuo de Tyr) (Figura
3.6.31a). En este caso el macrociclo estd completamente encapsulado dentro de una cavidad
aproximadamente cuadrada (aproximadamente 8 A de lado). Los restantes sitios de union

hidrofébicos, sitios 2, 4, 6 y 7, (Figura 3.6.31b, d, f y g) estabilizan el ligando por medio de

# Para estudiar las interacciones proteina-ligando, la localizacién de los sitios de union fue visualizado con el
programa Oy el refinamiento de las posiciones del ligando fueron llevadas a cabo con CNS.
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interacciones con los tres residuos aromaticos (dos Trp estructuralmente conservados y una
Tyr) que estan implicados en la unién de colina (Molina et al., 2009). En estos bolsillos
aromaticos mas pequefios el macrociclo esta orientado hacia uno de los residuos de Trp. La
unién del ligando se alcanza principalmente a través de interacciones CH-mt , pero también se
observaron interacciones polares con un residuo de Asn, mediado por una molécula de agua
(Figura 3.6.31b, d y f). Particularmente interesante resulta el hecho de que el complejo lineal Gd-
DTPA-BMA adopta una conformacién similar a los complejos basados en el macrociclo e
interacciona con la proteina de modo similar. Los ligandos de Gd mas pequefios como Gd-
DO3A y Gd-HPDO3A manifiestan el mayor numero de sitios (3 y 4 respectivamente)
presumiblemente debido a que se pueden acomodar mas facilmente dentro de los bolsillos
hidrofébicos de tamafios variables respecto a ligandos mas grandes. Sin embargo, la ocupacién
més alta (0.82) dentro de los ligandos que interaccionan a través de interacciones CH-mt es
alcanzada por Gd-DOTA-BOM (Tabla 3.6.7). Este resultado es presumiblemente debido a la
presencia de un anillo fenilo extra permitiendo a DOTA-BOM interaccionar con los residuos

aromaticos de la proteina a través del macrociclo y del anillo fenilo.

Otro modo de unién fue observado para el complejo Gd-DOTMA (sitio 5). Este complejo, que
presenta una unica carga global negativa, se une a la proteina a través de enlaces de hidrégeno
con las amidas de la cadena principal (e.g. Gly 239) via las dos cadenas de carboxilato del
ligando y a través de otros dos enlaces de hidrogeno mediados por moléculas de agua (Figura
3.6.31e). Ademas, dos grupos metilo de DOTMA también contactan con el residuo de Leu238
reforzando la estabilizacion el complejo. No se observo interaccion de este ligando y sélo un

sitio fue ocupado (ocupacién de 0.41), indicando un débil modo de interaccion.

La union del complejo Gd-DTPA a CbpF implica la coordinacion del ion Gd3* mediante el
oxigeno del grupo amido de la Asn266 y la formacion de un fuerte puente salino (2.04 A) entre
la Lys 273 y uno de los grupos carboxilicos del ligando (Figura 3.6.31c). Esta interaccion esta
reforzada a través de una fuerte red de siete enlaces de hidrogeno entre los atomos de oxigeno
de los grupos carboxilicos del ligando y las cadenas laterales de Asn266, Tyr264 y dos amidas
de la cadena principal (Ala267, Gly268) (Figura 3.6.31c). En contraste al escenario observado
para otros complejos, los grupos carboxilicos de Gd-DTPA estan orientados hacia la proteina y

no hacia el solvente. Este modo de interaccidn se observa para el unico ligando que presenta

140



Técnicas experimentales, resultados y discusion

dos cargas negativas. La estructura lineal de DTPA probablemente induce una elevada
plasticidad del ligando, maximizando asi el nimero de potenciales interacciones con la proteina.
Su elevada ocupacion (0.84), la mayor observada para todos los complejos, refleja el poder de
esta interaccion. Para el complejo CbpF:Gd-DTPA la densidad electronica era suficientemente
buena para permitir la construccion y el refinamiento de la estructura del propio complejo de Gd,
cuya estructura no habia sido documentada anteriormente. En las estructuras refinadas la
esfera de coordinacion es normalmente completada por una molécula de agua aunque las

cadenas laterales de los aminoacidos también estan implicadas en este papel.

En resumen, se observan principalmente tres modos de union para los siete complejos
empleados con la misma proteina. Mientras que la interaccién CH-n es la mas frecuente,
interacciones electrostaticas también conducen a elevadas ocupaciones de los sitios de union.
Esta versatilidad aumenta el potencial de estos complejos como agentes para la preparacion de

derivados de atomo pesado con diferentes proteinas.

Figura 3.6.30: Localizacién de los sitios de unién a colina de los diferentes complejos numerados de 1 a 7. Los
ligandos de los complejos estan representados en verde, (Gd-HPDO3A), en rojo, (DO3A), en cyan (DOTMA), en
magenta, (DTPA) y en azul (DOTA). Los ligandos DOTA-BOM y DTPA-BMA no estaban bien definidos en el mapa
de densidad electrénica pero su atomo Gd fue localizado en el sitio nimero 1 en ambos casos.
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Figura 3.6.31: Sitios de union y modos de
interaccion para los diferentes complejos de
Gd. Interacciones CH-m (a) (b) (d) () y (q)
estabilizan complejos con una carga global
neutra (Gd-HPDO3A, Gd-DO3A, Gd-DTPA-
BMA) y dos de los complejos con una carga
global negativa (Gd-DOTA y Gd-DOTA-BOM)
en los sitios 1, 2, 4, 6 y 7. (e) Interacciones
polares estabilizan el ligando Gd-DOTMA en el
sito 5. (c) Interacciones electrostaticas y
polares estabilizan el ligando Gd-DTPA en el
sitio 3.
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3.6.5.7. Estudio comparativo de los datos obtenidos por radiacion sincrotron frente al

anodo rotatorio.

Los datos de difraccion del cristal derivado Gd-HPDO3A recogidos en un difractometro
convencional de laboratorio, fueron comparados con datos recogidos empleando radiacién
sincrotron con el fin de probar el potencial de obtencion de fases de estos compuestos para
emplearlos con fuentes de radiacién convencional (Tabla 3.6.9). Elevados valores para Rano ¥
AF/o (4.5% y 1.66, respectivamente) indicaron una sefial anomala significativa. Las secciones
de Harker de los mapas de Patterson andmalos, claramente revelaron la presencia de
dispersores anomalos (Figura 3.6.32). Cuatro sitios de Gd fueron identificados, los cuales se
correspondian a los sitios encontrados a partir de los datos obtenidos en el sincrotrén
(estadisticas de obtencion de fases se muestran en la tabla 3.6.9). Los valores de la figura de
mérito estaban alrededor de 0.45 antes de la modificacion de densidad. Se obtuvieron valores
de poder de obtencion de fases de 1.74, R-cullis de 0.64 y una figura de mérito de 0.84 tras el
programa de modificacion de densidad. La obtencién de un mapa de densidad electronica
experimental muy bien definido nos permitié trazar facilmente el modelo. Estos resultados
confirmaron la capacidad de estos compuestos para la obtencién de fases por SAD empleando

la fuente de rayos X convencional de los laboratorios.

Como era de esperar, los resultados de la obtencién de fases para los datos recogidos con la
radiacidn sincrotrén a la linea de absorcion LIl del Gd eran mejores que aquellos obtenidos con
un anodo rotatorio convencional propiedad del Instituto Rocasolano. Sin embargo, la sefal
anomala y las fases obtenidas empleando una fuente de radiacion convencional condujeron a
mapas de densidad electronica experimentales muy bien definidos y de suficiente calidad para
permitir la construccion del modelo. A partir del cristal derivado Gd-HPDO3A obtenido por
cocristalizacion, se recogieron datos con radiacidn sincrotrén a la linea de absorcién LIl del Gd
proporcionando una excelente sefial anémala hasta una resolucion de 2.23 A, la cual,
combinada con extension de fases nos permitio obtener un mapa experimental inicial a 1.91 A
de resolucién (ver figura 3.6.32d). La buena calidad del mapa permiti6 trazar de forma sencilla
incluso la mayoria de las cadenas laterales. De modo analogo, a partir del cristal derivado Gd-
HPDO3A obtenido por cocristalizacion, los datos recogidos empleando una fuente de rayos X

convencional permitié la determinacion de fases a 2.93 A de resolucion conduciendo a un mapa
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de densidad electronica experimental bien definido de 1.86 A de resolucion tras el aplanado de
solvente y la modificacion de la densidad (Figura 3.6.32c). Aunque el mapa obtenido a partir de
la fuente de radiacién convencional mostraba menos informacién detallada que la obtenida con

radiacion sincrotrén, la diferencia entre ambos mapas era insignificante como se puede observar

para el sitio de union a colina.

Recogida de datos Anodo Rotatorio | Sincrotrén (ESRF)
Parametros de celdilla
a(A) 49.04 49.35
b(A) 114.86 114.52
c(A) 76.05 76.23
Rango de resolucion (A ) 100-2.39 100-2.23
(2.51-2.39) (2.36-2.23)
No. de reflexiones observadas 115,647 143,495
No. de reflexiones unicas 16,575 21,579
Acéntricas 14,195 18,835
Céntricas 2,380 2,744
Relacion sefial-ruido 1/ ol) 13.7(2.3) 10.4(7.7)
Redundancia 7.0(6.9) 6.6(5.5)
Completitud (%) 99.6(97.1) 98.9(95.0)
Rsym (%0) 4.9(33.9) 4.7(8.9)
Rano (%) 4.5(15.6) 10.6(5.9)
AF/c * 1.661 4.249
Estadisticas de obtencidn de fases
No. de sitios encontrados por SHELXD 4 5
No. de sitios modelados*** 4 4
Ocupacion de los sitios 0.51,0.28,0.20, 0.19 0.64, 0.63, 0.49, 0.38.
<AF>/F 0.023 0.090
AF/c * 1.661 4.654
FOM tras refinamiento ML** 0.426 0.521
R-Cullis para reflexiones acéntricas** 0.719 0.352
Pogier_de 2t3ten0|on de fases para reflexiones 1581 4546
aceéntricas
FOM tras DM** 0.802 0.823
Factor R Free en el espacio real** 0.096 0.103
Correlacion de mapas con OVERLAPMAP 0.096 0.103

Tabla 3.6.10: Recogida de datos, estadisticas de refinamiento y obtenciéon de fases comparando datos
obtenidos mediante radiacién sincrotrén y mediante anodo rotatorio. Datos recogidos a partir de cristales
derivados de ChpF obtenidos mediante cocristalizacion con el complejo Gd-HPDO3A y medidos con radiacion
CuKa del anodo rotatorio convencional y con radiacion sincrotrén. Los valores entre paréntesis se refieren a la
concha de mayor resolucién. * Datos proporcionados por XDS. ** Datos proporcionados por SHARP. *** Datos
proporcionados por O. La resolucion en las estadisticas de obtencién de fases se limitd a 2.39 A en ambos

ASNS
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Anodo Rotatorio Radiacion Sincrotron
0 v 12 0 v 112
D o
(( =2 w o
1/2 - | a 1/2
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Figura 3.6.32: Comparacion entre los datos obtenidos mediante radiacion sincrotron y mediante &nodo rotatorio.
Secciones de Harker u = 1/2 del mapa de Patterson anémalo para el cristal derivado obtenido con el complejo Gd-
HPDO3A y medido con radiacion sincrotron (b) y datos recogidos usando un anodo rotatorio convencional (a). Los
niveles de intensidad de los picos estan representados pasos de 0.50 comenzando a partir de 20. Los mapas de
densidad electrénica experimentales obtenidos a partir de cristales derivados Gd-HPDO3A medidos empleando la
radiacién Cu Ka de una fuente de radiacion convencional (c) y con radiacion sincrotrén a la longitud de onda del
pico de absorcion LIl del Gd (d). Las imagenes representan los mapas de densidad electrénica experimentales en
la region del sitio de unién de colinaa 2 A de resolucion.
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Refinamiento Gd-HPDO3A Gd-DOTMA Gd-DTPA
Rango de resolucion (A) 45.36-2.70 45.14-2.70 46.94-2.70
R (%) 22.95 23.15 23.52
Riree (%0) 25.04 25.36 26.21
L I 0.56, 0.41, 0.52, 0.26,
Ocupacioén de los sitios 0.37,0.34 0.51,0.39 021
20w 41, 44,

Factores B (A%) 40, 42 45,49 42,48, 51
Modelo
Moléculas de proteina por unidad 1 1 1
asimétrica
Aminoacidos 298 298 298
Moléculas de colina 3 5 4
Moléculas de complejo de Gd 4 2 3
Moléculas de agua 296 297 289
Desviacion RMS del ideal:

Distancia de enlace (A) 0.014 0.013 0.013

Angulos de enlace (grados) 1.344 1.339 1.361

Observaciones

Bucles C147-C150 y C169-C177 no estan bien

definidos

Tabla 3.6.11: Estadisticas de las estructuras refinadas correspondientes a los derivados de Gd

obtenidos mediante inmersién. * Datos proporcionados por CNS.

Ocupacioén de los sitios*

Refinamiento Gd-HPDO3A
Rango de resolucion (A) 45.36-2.39
R (%) 22.28
Rree (%) 25.16

0.71, 0.63, 0.44, 0.37

Observaciones

Factores B (A%)* 39, 42,37, 49
Model
Moléculas de proteina por unidad 1
asimétrica
Aminoacidos 298
Moléculas de colina 3
Moléculas de complejo de Gd 4
Moléculas de agua 296
Desviacion RMS del ideal:
Distancia de enlace (A) 0.019
Angulos de enlace (grados) 1.511

Bucles C147-C150 y C169-C177 no estan

bien definidos

Tabla 3.6.12: Estadisticas de la estructura refinada para el derivado Gd-HPDO3A obtenido mediante

anodo rotatorio.

147




148









Conclusiones

4. CONCLUSIONES.

1. CbpF presenta una estructura modular compuesta enteramente por repeticiones de unién
a colina canénicas y no canonicas, distribuidas a lo largo de su secuencia, lo cual altera
dramaticamente su forma, distribucion de carga y capacidad de unién, organizando la
proteina en dos mddulos bien definidos. Mientras el modulo N-terminal esta constituido
exclusivamente por repeticiones no canonicas incapaces de unir colina, en el modulo C-
terminal o de unién a colina se concentran las repeticiones canonicas (subdominio Cll),
aunque no exclusivamente ya que también presenta repeticiones no canonicas (subdominio

Cl) con capacidad de unir colina.

2. Como proteina perteneciente a la familia de proteinas de unién a colina (CBPs), uno de
sus modulos, en este caso el C-terminal, se erigié como el implicado en la unién a la pared
celular, mientras que el médulo N-terminal se reveld como critico para la inhibicion de la
accion autolitica de la muramidasa LytC, proporcionando una funcién reguladora para la

autolisis de neumococo.

3. Los ensayos de unién con diferentes anélogos de la pared y analogos de teicoico no
proporcionaron una prueba directa de interaccion pero en el caso del analogo (2S5P); el
cambio en los pardmetros de la celdilla apuntd a la interaccidn con dicho ligando. Mediante
estudios de docking se profundizé en el analisis de la interaccién validando la posibilidad de

que se produjera dicha interaccion ya que se acomodaba el fragmento perfectamente.

4. Los ensayos de inhibicion in vivo e in vitro probaron que CbpF modula selectivamente la
funcidn autolitica de la lisozima LytC y que la divergencia de las repeticiones de union a
colina que constituye el dominio N-terminal juega un papel critico en este efecto especifico.
Es decir, nuestros resultados demuestran que CbpF puede inhibir la actividad de LytC tanto
in vivo como in vitro y por lo tanto, aseveramos que CbpF juega un papel clave en la

regulacion de la actividad de LytC.

5. Los experimentos de SPR y de entrecruzamiento llevados a cabo entre CbpF y LytC han
descartado la hipotesis de que dicha inhibicién se produjera debido a interacciones directas
proteina-proteina. El médulo N-terminal de CbpF era capaz de unir tanto paredes celulares

de neumococo con y sin colina, sugiriendo que el mddulo N-terminal es capaz de reconocer
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especificamente las paredes celulares de neumococo y que los médulos N- y C-terminal de

CbpF se unen a diferentes componentes del peptidoglicano.

6. Un estudio sobre los ortologos de CbpF en otras cepas de neumococo reveld la existencia
de las proteinas CbpC y CbpJ en la cepa TIGR4. De hecho, un analisis comparativo
demostré6 que CbpF puede ser el resultado de la recombinacion de CbpC y Cbpd. La
coexistencia de dos genes muy similares en TIGR4 apunta al hecho de que CbpF juega un
papel fisiologico critico y sugiere que esta duplicacion puede que favorezca la adquisicion de
propiedades reguladoras selectivas. Posteriores analisis de genomas de neumococo
revelaron la existencia de varias proteinas que parecen mostrar la misma arquitectura que
CbpF. Todo esto nos conduce a pensar que estas proteinas puedan constituir una nueva
subfamilia tipo CbpF dentro de la amplia familia de proteinas CBP poseyendo un CBM tipico
y una region N-terminal constituida por una serie de repeticiones no consenso. A pesar de
las pequefias diferencias en la composicion aminoacidica dentro de todos los componentes
de la subfamilia tipo CbpF, se conservan la mayoria de los residuos implicados tanto en la
estructura N-terminal y las interacciones intermodulares, sugiriendo que esta proteinas

pueden exhibir funciones reguladoras similares a CbpF.

7. Los siete complejos de gadolinio presentados en este estudio son excelentes candidatos
para métodos de obtencion de fases experimentales basados en dispersion anomala.
Pueden ser usados a elevadas concentraciones para obtener cristales derivados mediante
inmersion o cocristalizacion con nuestra proteina modelo y los experimentos SAD condujeron
a mapas de densidad electronica que permitieron la construccion inequivoca del modelo

proteico en todos los casos.

8. Los métodos de inmersion y cocristalizacion mostraron ser igualmente adecuados para
proporcionar cristales derivados de buena calidad. Mientras el numero de los sitios de union
del complejo era igual 0 mayor para los cristales sumergidos, las ocupaciones de los sitios de

union eran generalmente superiores para los derivados cocristalizados.

9. Estos complejos de gadolinio también ofrecen la posibilidad de obtener buenas fases
empleando datos de difraccion a partir de una fuente de rayos X proporcionada por un anodo
CuKa, haciendo uso de sus 12 e- del factor de dispersion f* a esta longitud de onda. La

introduccidn de estos complejos dentro de los cristales no perjudicd su calidad de difraccidn
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a diferencia de lo que ocurre habitualmente con la mayoria de los compuestos de atomo

pesado convencionales.

10. Se observaron tres modos de interaccion diferentes para nuestra proteina modelo
dependiendo de la naturaleza quimica del complejo. Debido a que para una proteina dada,
los sitios de union probablemente sean diferentes dependiendo del ligando, estos complejos
podrian ser usados como una mezcla para tomar la ventaja de sus diferentes modos de
unién. La versatilidad de los complejos de gadolinio tetraazaciclododecano, junto con su
elevado poder de obtencién de fases incluso empleando fuentes de radiacion de rayos X

convencionales, podria convertirlos en una herramienta util en cristalografia macromolecular.

153



154



5. BIBLIOGRAFIA






Bibliografia

5. BIBLIOGRAFIA.

Albert, A., Martinez-Ripoll, M., Espinosa-Ruiz, A., Yenush, L., Culianez-Macia, F.A. and Serrano,
R. (2000) The X-ray structure of the FMN-binding protein AtHal3 provides the structural
basis for the activity of a regulatory subunit involved in signal transduction. Structure, 8,
961-969.

Austrian, R. (1953) Morphologic variation in pneumococcus. I. An analysis of the bases for
morphologic variation in pneumococcus and description of a hitherto undefined
morphologic variant. J Exp Med, 98, 21-40.

Barnickel, G., Nauman, D., Bradaczek, H., Labischinski, H., y Giesbrecht, P. (1983). The target
of Penicillin (Hakenbeck, R., Holtje, J.V., y Labischinski, H., eds.), pp 61-66. Berlin: W.
de Gruyter.

Behr, T., Fischer, W., Peter-Katalinic, J. and Egge, H. (1992) The structure of pneumococcal
lipoteichoic acid. Improved preparation, chemical and mass spectrometric studies. Eur J
Biochem, 207, 1063-1075.

Bergmann, S. and Hammerschmidt, S. (2006) Versatility of pneumococcal surface proteins.
Microbiology, 152, 295-303.

Berry, AM., Lock, R.A., Hansman, D. and Paton, J.C. (1989) Contribution of autolysin to
virulence of Streptococcus pneumoniae. Infect Immun, 57, 2324-2330.

Bethe, G., Nau, R., Wellmer, A., Hakenbeck, R., Reinert, R.R., Heinz, H.P. and Zysk, G. (2001)
The cell wall-associated serine protease PrtA: a highly conserved virulence factor of
Streptococcus pneumoniae. FEMS Microbiol Lett, 205, 99-104.

Beveridge, T.J. (1981) Ultrastructure, chemistry, and function of the bacterial wall. Int Rev Cytol,
72,229-317.

Bianchi, A., Calabi, L., Corana, F., Fontana, S., Losi, P., Maiocchi, A., Paleari, L., Valtancoli, B.
(2000). "Thermodynamic and structural properties of Gd(lll) complexes with
polyaminopolycarboxylic ligands: basic compounds for the development of MRI
contrast agents.” Coord. Chem. Rev. 204, 309-393.

Bierbaum, G. and Sahl, H.G. (1985) Induction of autolysis of staphylococci by the basic peptide
antibiotics Pep 5 and nisin and their influence on the activity of autolytic enzymes. Arch
Microbiol, 141, 249-254.

Blue, C.E., Paterson, G.K., Kerr, A.R., Berge, M., Claverys, J.P., y Mitchell, T.J. (2003). ZmpB, a
novel virulence factor of Streptococcus pneumoniae that induces tumor necrosis factor
alpha production in the respiratory tract. Infect. Immun. 71: 4925-4935.

157



Bibliografia

Boggon, T.J., Helliwell, J.R., Judge, R.A., Olczak, A., Siddons, D.P., Snell, E.H. and Stojanoff, V.
(2000) Synchrotron X-ray reciprocal-space mapping, topography and diffraction
resolution studies of macromolecular crystal quality. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr,
56, 868-880.

Boggon, T.J. and Shapiro, L. (2000) Screening for phasing atoms in protein crystallography.
Structure, 8, R143-149.

Bond, C.S., Shaw, M.P., Alphey, M.S. and Hunter, W.N. (2001) Structure of the macrocycle
thiostrepton solved using the anomalous dispersion contribution of sulfur. Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr, 57, 755-758.

Bracha, R., Chang, M., Fiedler, F. and Glaser, L. (1978) Biosynthesis of teichoic acids. Methods
Enzymol, 50, 387-340.

Brandl, M., Weiss, M.S., Jabs, A., Suhnel, J. and Hilgenfeld, R. (2001) C-H...pi-interactions in
proteins. J Mol Biol, 307, 357-377.

Braun, J.S., Sublett, J.E., Freyer, D., Mitchell, T.J., Cleveland, J.L., Tuomanen, E.I. and Weber,
J.R. (2002) Pneumococcal pneumolysin and H(2)O(2) mediate brain cell apoptosis
during meningitis. J Clin Invest, 109, 19-27.

Bricogne, G. (1988). A Bayesian statistical theory of the phase problem. 1. A
multichannelmaximum-entropy formalism for constructing generalized joint probability
distributions ofstructure factors. Acta Cryst. A, 44, 517-545.

Briles, D.E., Hollingshead, S.K., Swiatlo, E., Brooks-Walter, A., Szalai, A., Virolainen, A.,
McDaniel, L.S., Benton, K.A., White, P., Prellner, K., Hermansson, A., Aerts, P.C., Van
Dijk, H. and Crain, M.J. (1997) PspA and PspC: their potential for use as pneumococcal
vaccines. Microb Drug Resist, 3, 401-408.

Brooks-Walter, A., Briles, D.E. and Hollingshead, S.K. (1999) The pspC gene of Streptococcus
pneumoniae encodes a polymorphic protein, PspC, which elicits cross-reactive
antibodies to PspA and provides immunity to pneumococcal bacteremia. Infect Immun,
67, 6533-6542.

Brown, M., Peierls, R., Stern, E. (1997). "White lines in x-ray absorption." Physical Review B. 15,
2, 738-744,

Brundish, D.E. and Baddiley, J. (1968) Pneumococcal C-substance, a ribitol teichoic acid
containing choline phosphate. Biochem J, 110, 573-582.

Brunger, A.T., Adams, P.D., Clore, G.M., DeLano, W.L., Gros, P., Grosse-Kunstleve, R.W.,
Jiang, J.S., Kuszewski, J., Nilges, M., Pannu, N.S., Read, R.J., Rice, L.M., Simonson, T.
and Warren, G.L. (1998) Crystallography & NMR system: A new software suite for
macromolecular structure determination. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 54, 905-
921.

158



Bibliografia

Cartwright, K.A. (2002) Epidemiology of meningococcal disease. Hosp Med, 63, 264-267.

Chen, W. and Bahl, O.P. (1991) Recombinant carbohydrate and selenomethionyl variants of
human choriogonadotropin. J Biol Chem, 266, 8192-8197.

Claverys, J.P. and Havarstein, L.S. (2007) Cannibalism and fratricide: mechanisms and raisons
d'etre. Nat Rev Microbiol, 5, 219-229.

Chesne, M. L. (2002). "Utilisation de la diffusion anomale de l'uranium pour déterminer la
structure de macromolécules biologiques - des rayons X durs aux rayons X mous."
These de doctorat, Université Joseph Fourier, Grenoble.

Chiavolini, D., Memmi, G., Maggi, T., lannelli, F., Pozzi, G. and Oggioni, M.R. (2003) The three
extra-cellular zinc metalloproteinases of Streptococcus pneumoniae have a different
impact on virulence in mice. BMC Microbiol, 3, 14.

Cohen, S.L., Padovan, J.C. and Chait, B.T. (2000) Mass spectrometric analysis of mercury
incorporation into proteins for X-ray diffraction phase determination. Anal Chem, 72,
574-579.

Cohen, A., Ellis, P., Kresge, N. and Soltis, S.M. (2001) MAD phasing with krypton. Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr, 57, 233-238.

Colloborative Computational Project, N. (1994) The CCP4 suite: programs for protein
crystallography. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 50, 760-763.

Cowtan, K.D. and Main, P. (1996) Phase combination and cross validation in iterated density-
modification calculations. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 52, 43-48.

Cundell, D., Masure, H.R. and Tuomanen, E.I. (1995) The molecular basis of pneumococcal
infection: a hypothesis. Clin Infect Dis, 21 Suppl 3, S204-211.

Cundell, D.R., Gerard, N.P., Gerard, C., Idanpaan-Heikkila, I. and Tuomanen, E.l. (1995)
Streptococcus pneumoniae anchor to activated human cells by the receptor for platelet-
activating factor. Nature, 377, 435-438.

Dauter, Z. and Dauter, M. (1999) Anomalous signal of solvent bromides used for phasing of
lysozyme. J Mol Biol, 289, 93-101.

Dauter, Z., Dauter, M. and Rajashankar, K.R. (2000) Novel approach to phasing proteins:
derivatization by short cryo-soaking with halides. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 56,
232-237.

Dauter, Z., Li, M. and Wlodawer, A. (2001) Practical experience with the use of halides for
phasing macromolecular structures: a powerful tool for structural genomics. Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr, 57, 239-249.

Dauter, Z. (2002) New approaches to high-throughput phasing. Curr Opin Struct Biol, 12, 674-
678.

159



Bibliografia

Dauter, Z., Dauter, M. and Dodson, E. (2002) Jolly SAD. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 58,
494-506.

Dauter, Z., Nagem, R. (2002). "Direct way to anomalous scatterers.” Z. Kristallogr. 217, 694-702
Dawson, M.H. (1933). Proc.Soc. Exp. Biol. And. Med. 30: 806.

De las Rivas, B., Garcia, J.L., Lopez, R. and Garcia, P. (2001) Molecular characterization of the
pneumococcal teichoic acid phosphorylcholine esterase. Microb Drug Resist, 7, 213-
222.

De Las Rivas, B., Garcia, J.L., Lopez, R. and Garcia, P. (2002) Purification and polar localization
of pneumococcal LytB, a putative endo-beta-N-acetylglucosaminidase: the chain-
dispersing murein hydrolase. J Bacteriol, 184, 4988-5000.

Doublie, S. (1997) Preparation of selenomethionyl proteins for phase determination. Methods
Enzymol, 276, 523-530.

Drenth, J. (1999). Principles of Protein X-ray Crystallography, 2nd ed.Berlin: SpringerVerlag.

Evans, P R. (1993). Proceedings of the CCP4 Study Weekend, 29-30 Enero 1993, editado por L.
Sawyer, N. Isaacs & S. Bailey, pp. 114-123. Warrington: Daresbury Laboratory

Evans, G., Pettifer, R. F. (2001) CHOOCH: a program for deriving anomalous-scattering factors
from X-ray fluorescence spectra. Journal Applied of Crystallography, 34, 82-86.

Evans, G. and Bricogne, G. (2002) Triiodide derivatization and combinatorial counter-ion
replacement: two methods for enhancing phasing signal using laboratory Cu Kalpha X-
ray equipment. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 58, 976-991.

Fernandez-Tornero, C., Lopez, R., Garcia, E., Gimenez-Gallego, G. and Romero, A. (2001) A
novel solenoid fold in the cell wall anchoring domain of the pneumococcal virulence
factor LytA. Nat Struct Biol, 8, 1020-1024.

Fernandez-Tornero, C., Garcia, E., Lopez, R., Gimenez-Gallego, G. and Romero, A. (2002) Two
new crystal forms of the choline-binding domain of the major pneumococcal autolysin:
insights into the dynamics of the active homodimer. J Mol Biol, 321, 163-173.

Fischer, W. (1988) Physiology of lipoteichoic acids in bacteria. Adv Microb Physiol, 29, 233-302.

Fischer, W., Behr, T., Hartmann, R., Peter-Katalinic, J. and Egge, H. (1993) Teichoic acid and
lipoteichoic acid of Streptococcus pneumoniae possess identical chain structures. A
reinvestigation of teichoid acid (C polysaccharide). Eur J Biochem, 215, 851-857.

Fischer, W. (2000) Phosphocholine of pneumococcal teichoic acids: role in bacterial physiology
and pneumococcal infection. Res Microbiol, 151, 421-427.

Fischer, H. and Tomasz, A. (1985) Peptidoglycan cross-linking and teichoic acid attachment in
Streptococcus pneumoniae. J Bacteriol, 163, 46-54.

160



Bibliografia

Formanek, H. (1983).The target of penicillin. (Hakenbeck, R., Héltje, J.V., y Labischinski. H.,
eds.), pp 55-60. Berlin: W. de Gruyter.

Garcia-Bustos, J.F., Chait, B.T. and Tomasz, A. (1987) Structure of the peptide network of
pneumococcal peptidoglycan. J Biol Chem, 262, 15400-15405.

Garcia-Bustos, J. and Tomasz, A. (1990) A biological price of antibiotic resistance: major
changes in the peptidoglycan structure of penicillin-resistant pneumococci. Proc Natl
Acad Sci U S A, 87, 5415-5419.

Garcia, E., Garcia, J.L., Ronda, C., Garcia, P. and Lopez, R. (1985) Cloning and expression of
the pneumococcal autolysin gene in Escherichia coli. Mol Gen Genet, 201, 225-230.

Garcia, J.L., Garcia, E. and Lopez, R. (1987a) Overproduction and rapid purification of the
amidase of Streptococcus pneumoniae. Arch Microbiol, 149, 52-56.

Garcia, J.L., Garcia, E., Arraras, A., Garcia, P., Ronda, C. and Lopez, R. (1987b) Cloning,
purification, and biochemical characterization of the pneumococcal bacteriophage Cp-1
lysin. J Virol, 61, 2573-2580.

Garcia, J. L., Garcia, E., Sdnchez-Puelles, J. M. y Lopez, R. (1988a). Identification of a lytic
enzyme of Clostridium acetobutylicum that degrades choline-containing pneumococcal
cell walls. FEMS Microbiol. Lett. 52: 133-138.

Garcia, P., Garcia, J.L., Garcia, E., Sanchez-Puelles, J.M. and Lopez, R. (1990) Modular
organization of the lytic enzymes of Streptococcus pneumoniae and its bacteriophages.
Gene, 86, 81-88.

Garcia, P., Gonzalez, M.P., Garcia, E., Lopez, R. and Garcia, J.L. (1999a) LytB, a novel
pneumococcal murein hydrolase essential for cell separation. Mol Microbiol, 31, 1275-
1281.

Garcia, P., Paz Gonzalez, M., Garcia, E., Garcia, J.L. and Lopez, R. (1999b) The molecular
characterization of the first autolytic lysozyme of Streptococcus pneumoniae reveals
evolutionary mobile domains. Mol Microbiol, 33, 128-138.

Garcia, J. L., Sanchez-Beato, A., Medrano, F.J., y Lopez, R. (2000). Versatility of choline-binding
domain. En Streptococcus pneumoniae (Tomasz, A., ed.), pp 231-244, Mary Ann Liebert
Inc., Larchmont, NY.

Garman, E. and Murray, J.W. (2003) Heavy-atom derivatization. Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr, 59, 1903-1913.

Garman, E. and Nave, C. (2002) Radiation damage to crystalline biological molecules: current
view. J Synchrotron Radiat, 9, 327-328.

Girard, E., Chantalat, L., Vicat, J. and Kahn, R. (2002) Gd-HPDO3A, a complex to obtain high-

phasing-power heavy-atom derivatives for SAD and MAD experiments: results with
tetragonal hen egg-white lysozyme. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 58, 1-9.

161



Bibliografia

Girard, E., Stelter, M., Anelli, P.L., Vicat, J. and Kahn, R. (2003a) A new class of gadolinium
complexes employed to obtain high-phasing-power heavy-atom derivatives: results from
SAD experiments with hen egg-white lysozyme and urate oxidase from Aspergillus
flavus. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 59, 118-126.

Girard, E., Stelter, M., Vicat, J. and Kahn, R. (2003b) A new class of lanthanide complexes to
obtain high-phasing-power heavy-atom derivatives for macromolecular crystallography.
Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 59, 1914-1922.

Girard, E., Anelli, P.L., Vicat, J. and Kahn, R. (2003c) High-phasing-power lanthanide
derivatives: taking advantage of ytterbium and lutetium for optimized anomalous
diffraction experiments using synchrotron radiation. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr,
59, 1877-1880.

Girard, E., Pebay-Peyroula, E., Vicat, J. and Kahn, R. (2004) Heavy-atom derivatives in lipidic
cubic phases: results on hen egg-white lysozyme tetragonal derivative crystals with Gd-
HPDO3A complex. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 60, 1506-1508.

Glaser, L. and Lindsay, B. (1974) The synthesis of lipoteichoic acid carrier. Biochem Biophys
Res Commun, 59, 1131-1136.

Gordon, E.J., Leonard, G.A., McSweeney, S. and Zagalsky, P.F. (2001) The C1 subunit of alpha-
crustacyanin: the de novo phasing of the crystal structure of a 40 kDa homodimeric
protein using the anomalous scattering from S atoms combined with direct methods.
Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 57, 1230-1237.

Gosink, K.K., Mann, E.R., Guglielmo, C., Tuomanen, E.I. and Masure, H.R. (2000) Role of novel
choline binding proteins in virulence of Streptococcus pneumoniae. Infect Immun, 68,
5690-5695.

Greco, A., Ho, J. G. S., Shuang-Jun Lin, Palcic, M. M., Rupnik, M., K-S Ng, K. (2006)
Carbohydrate recognition by Clostridium difficile toxin A. Nature Structural & Molecular
Biology, 13, 460 - 461.

Green, D., Ingram, V., Perutz, M.(1954). "The structure of haemoglobin IV. Sign of determination
by isomorphous replacement method." Proc. R. Soc. London SER. A 225, 287-307.

Green, G.A., Schue, V. and Monteil, H. (1995) Cloning and characterization of the cytotoxin L-
encoding gene of Clostridium sordellii: homology with Clostridium difficile cytotoxin B.
Gene, 161, 57-61.

Griffith, F. (1928). The significance of pneumococcal types. J. Hyg. 27: 113-159.
Halfmann, A., Kovacs, M., Hakenbeck, R. and Bruckner, R. (2007) Identification of the genes

directly controlled by the response regulator CiaR in Streptococcus pneumoniae: five out
of 15 promoters drive expression of small non-coding RNAs. Mol Microbiol, 66, 110-126.

162



Bibliografia

Hammerschmidt, S., Talay, S.R., Brandtzaeg, P. and Chhatwal, G.S. (1997) SpsA, a novel
pneumococcal surface protein with specific binding to secretory immunoglobulin A and
secretory component. Mol Microbiol, 25, 1113-1124.

Hammerschmidt, S., Bethe, G., Remane, P.H. and Chhatwal, G.S. (1999) Identification of
pneumococcal surface protein A as a lactoferrin-binding protein of Streptococcus
pneumoniae. Infect Immun, 67, 1683-1687.

Hendrickson, W.A., Teeter, M. M. (1981) Structure of the hydrophobic protein crambin
determined directly from the anomalous scattering of sulphur. Nature, 290, 107-113.

Hendrickson, W.A., Horton, J.R. and LeMaster, D.M. (1990) Selenomethionyl proteins produced
for analysis by multiwavelength anomalous diffraction (MAD): a vehicle for direct
determination of three-dimensional structure. Embo J, 9, 1665-1672.

Hendrickson, W.A., Ogata, C. M. (1997) Methods Enzymology, 276, 494-523.

Hendrickson, W. (1999). Maturation of MAD phasing for the determination of macromolecular
structures. J. Synchrotron Rad. 6, 845-851.

Hermoso, J.A., Monterroso, B., Albert, A., Galan, B., Ahrazem, O., Garcia, P., Martinez-Ripoll,
M., Garcia, J.L. and Menendez, M. (2003) Structural basis for selective recognition of
pneumococcal cell wall by modular endolysin from phage Cp-1. Structure, 11, 1239-
1249,

Hermoso, J.A., Lagartera, L., Gonzalez, A., Stelter, M., Garcia, P., Martinez-Ripoll, M., Garcia,
J.L. and Menendez, M. (2005) Insights into pneumococcal pathogenesis from the crystal
structure of the modular teichoic acid phosphorylcholine esterase Pce. Nat Struct Mol
Biol, 12, 533-538.

Hermoso, J.A., Garcia, J.L. and Garcia, P. (2007) Taking aim on bacterial pathogens: from
phage therapy to enzybiotics. Curr Opin Microbiol, 10, 461-472.

Hirschfield, G.M. and Pepys, M.B. (2003) C-reactive protein and cardiovascular disease: new
insights from an old molecule. Qjm, 96, 793-807.

Holmes, A.R., McNab, R., Millsap, K.W., Rohde, M., Hammerschmidt, S., Mawdsley, J.L. and
Jenkinson, H.F. (2001) The pavA gene of Streptococcus pneumoniae encodes a
fibronectin-binding protein that is essential for virulence. Mol Microbiol, 41, 1395-1408.

Holtje, J.V. and Tomasz, A. (1974). Teichoic acid phosphorylicholine esterase. A novel enzyme
activity in pneumococcus. J Biol Chem, 249, 7032-7034.

Holtje, J.V. and Tomasz, A. (1975a) Lipoteichoic acid: a specific inhibitor of autolysin activity in
Pneumococcus. Proc Natl Acad Sci U S A, 72, 1690-1694.

Holtje, J.V. and Tomasz, A. (1975b) Lipoteichoic acid: a specific inhibitor of autolysin activity in
Pneumococcus. Proc Natl Acad Sci U S A, 72, 1690-1694.

163



Bibliografia

Holtje, J.V. and Tomasz, A. (1976) Purification of the pneumococcal N-acetylmuramyl-L-alanine
amidase to biochemical homogeneity. J Biol Chem, 251, 4199-4207.

Horne, D. and Tomasz, A. (1985) Pneumococcal Forssman antigen: enrichment in mesosomal
membranes and specific binding to the autolytic enzyme of Streptococcus pneumoniae.
J Bacteriol, 161, 18-24.

Hoskins, J., Alborn, W.E., Jr., Arnold, J., Blaszczak, L.C., Burgett, S., DeHoff, B.S., Estrem, S.T.,
Fritz, L., Fu, D.J., Fuller, W., Geringer, C., Gilmour, R., Glass, J.S., Khoja, H., Kraft,
AR., Lagace, R.E., LeBlanc, D.J., Lee, L.N., Lefkowitz, E.J., Lu, J., Matsushima, P.,
McAhren, S.M., McHenney, M., McLeaster, K., Mundy, C.W., Nicas, T.l., Norris, F.H.,
O'Gara, M., Peery, R.B., Robertson, G.T., Rockey, P., Sun, P.M., Winkler, M.E., Yang,
Y., Young-Bellido, M., Zhao, G., Zook, C.A., Baltz, R.H., Jaskunas, S.R., Rosteck, P.R.,
Jr., Skatrud, P.L. and Glass, J.I. (2001) Genome of the bacterium Streptococcus
pneumoniae strain R6. J Bacteriol, 183, 5709-5717.

Houldsworth, S., Andrew, P.W. and Mitchell, T.J. (1994) Pneumolysin stimulates production of
tumor necrosis factor alpha and interleukin-1 beta by human mononuclear phagocytes.
Infect Immun, 62, 1501-1503.

Jancarik, J., Kim, S-H. (1991) Sparse matrix sampling: a screening method for crystallization of
proteins. Journal Applied Crystallography, 24, 409-411.

Janecek, S., Svensson, B. and Russell, R.R. (2000) Location of repeat elements in
glucansucrases of Leuconostoc and Streptococcus species. FEMS Microbiol Lett, 192,
53-57.

Jedrzejas, M.J. (2001) Pneumococcal virulence factors: structure and function. Microbiol Mol Biol
Rev, 65, 187-207.

Jones, T.A., Zou, J.Y., Cowan, S.W. and Kjeldgaard, M. (1991) Improved methods for building
protein models in electron density maps and the location of errors in these models. Acta
Crystallogr A, 47 (Pt 2), 110-119.

Jonsson, S., Musher, D.M., Chapman, A., Goree, A. and Lawrence, E.C. (1985) Phagocytosis
and killing of common bacterial pathogens of the lung by human alveolar macrophages.
J Infect Dis, 152, 4-13.

Kabsch, W. (1988) Evaluation of single-crystal X-ray diffraction data from a position-sensitive
detector. J. Appl. Cryst., 21, 916-924.

Kahn, R., Fourme, R., Bosshard, R., Chiadmi, M., Risler, J.L., Dideberg, O. and Wery, J.P.
(1985) Crystal structure study of Opsanus tau parvalbumin by multiwavelength
anomalous diffraction. FEBS Lett, 179, 133-137.

Kamerling, J.P. (2000). Pneumococcal polysacharides. A chemical view. Molecular Biology and

mechanisms of disease. En Streptococcus pneumoniae. (Tomasz, A., ed.), pp 81-84.
Mary Ann Liebert Inc., Larchmont, NY.

164



Bibliografia

Karle, J. & Hauptman, H. (1956). A theory of phase determination for the four types of
noncentrosymmetric space groups 1P222, 2P22, 3P12, 3P22. Acta Cryst. 9: 635-651.

Karlsson, C., Jansson, Per-Erik., .Sorensen, U. B. S. (1999) The pneumococcal common antigen
C-polysaccharide occurs in different forms. European journal of biochemistry / FEBS,
265, 1091-1097.

Katayama, S., Dupuy, B., Garnier, T. and Cole, S.T. (1995) Rapid expansion of the physical and
genetic map of the chromosome of Clostridium perfringens CPN50. J Bacteriol, 177,
5680-5685.

Kausmally, L., Johnsborg, O., Lunde, M., Knutsen, E. and Havarstein, L.S. (2005) Choline-
binding protein D (CbpD) in Streptococcus pneumoniae is essential for competence-
induced cell lysis. J Bacteriol, 187, 4338-4345.

Kim, J.0. and Weiser, J.N. (1998) Association of intrastrain phase variation in quantity of
capsular polysaccharide and teichoic acid with the virulence of Streptococcus
pneumoniae. J Infect Dis, 177, 368-377.

Kobe, B. and Kajava, A.V. (2000) When protein folding is simplified to protein coiling: the
continuum of solenoid protein structures. Trends Biochem Sci, 25, 509-515.

La Fortelle, E.d.l., Bricogne, G. (1997) Maximun-Likelihood Heavy-Atom Parameter Refinement
for Multiple Isomorphous Replacement And Multiwavelenght Anomalous Diffraction
Methods. Methods in Enzimology, 276, 472-494.

Laskowski, R.A., MacArthur, M. W., Moss, D. S., Thornton, J. M. (1993) PROCHECK: a program
to check the stereochemicai quality of protein structures. Journal Applied
Crystallography, 26, 283-291.

Lazarevic, V. and Karamata, D. (1995) The tagGH operon of Bacillus subtilis 168 encodes a two-
component ABC transporter involved in the metabolism of two wall teichoic acids. Mol
Microbiol, 16, 345-355.

Leonard, G.A., Sainz, G., de Backer, M.M. and McSweeney, S. (2005) Automatic structure
determination based on the single-wavelength anomalous diffraction technique away
from an absorption edge. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 61, 388-396.

Leslie, A.G.W. (1987). Proceedings of the CCP4 study Weekend. Computational Aspects of
Protein Crystal Data Analysis, editado por J. R. Helliwell, P. A. Machin & M. Z. Papiz, pp.
39-50. Warrintong: Daresbury Laboratory.

Leslie, A., Duke, E., Brown, D., Naismith, J., Nave, C., Phillips, S., Stuart, D., Thompson, A.,
Walsh, M., Evans, G. (2004). "Diamond Beamline Proposal 044 - A Tuneable Beamline
for Macromolecular Crystallography Optimised for Long Wavelengths (1.5-2.5A)." Doc.
No: BLS-044-PRO-0003.

165



Bibliografia

Liu, Z.J., Vysotski, E.S., Chen, C.J., Rose, J.P., Lee, J. and Wang, B.C. (2000) Structure of the
Ca2+-regulated photoprotein obelin at 1.7 A resolution determined directly from its sulfur
substructure. Protein Sci, 9, 2085-2093.

Lopez, R., Garcia, E., Garcia, P., Ronda, C. and Tomasz, A. (1982) Choline-containing
bacteriophage receptors in Streptococcus pneumoniae. J Bacteriol, 151, 1581-1590.

Lopez, R., Sanchez-Puelles, J.M., Garcia, E., Garcia, J.L., Ronda, C. and Garcia, P. (1986)
Isolation, characterization and physiological properties of an autolytic-deficient mutant of
Streptococcus pneumoniae. Mol Gen Genet, 204, 237-242.

Lopez, R., Garcia, E., Garcia, P., Garcia, J. L. (2004) Cell wall hydrolases. In Tuomanen, E.I.,
Mitchell, T. J., Morrison, D. A., Spratt, B. G. (ed.), The Pneumococcus. ASM Press,
Washington, DC, pp. 75-88.

Lopez, R., Garcia, E. (2004) Recent trends on the molecular biology of pneumococcal capsules,
lytic enzymes, and bacteriophage. FEMS Microbiology Reviews, 28, 553-580.

Luo, R., Mann, B., Lewis, W.S., Rowe, A., Heath, R., Stewart, M.L., Hamburger, A.E.,
Sivakolundu, S., Lacy, E.R., Bjorkman, P.J., Tuomanen, E. and Kriwacki, R.W. (2005)
Solution structure of choline binding protein A, the major adhesin of Streptococcus
pneumoniae. Embo J, 24, 34-43.

Lustbader, J.W., Wu, H., Birken, S., Pollack, S., Gawinowicz Kolks, M. A., Pound, A. M., Austen,
D., Hendrickson, W. A., Canfield, R. E. . (1995) Endocrinology. 136, 640-650.

Machin, P. (1985). Editor. Molecular Replacement. Proceedings of the Daresbury Study
Weekend, 15-16 Feb. 1985. SERC Dareshury Laboratory, Warrington, England.

Malik, A. and Ahmad, S. (2007) Sequence and structural features of carbohydrate binding in
proteins and assessment of predictability using a neural network. BMC Struct Biol, 7, 1.

Mann, B., Orihuela, C., Antikainen, J., Gao, G., Sublett, J., Korhonen, T.K. and Tuomanen, E.
(2006) Multifunctional role of choline binding protein G in pneumococcal pathogenesis.
Infect Immun, 74, 821-829.

Masui, Y., Mizuno, T., Inouye, M. (1984) Novel High-level Expression Cloning Vehicles: 104-fold
Amplification of Escherichia coli Minor Protein. Bio/Technology, 2, 81-85.

Matthews, B.W. (1968) Solvent content of protein crystals. J Mol Biol, 33, 491-497.

McCullers, J.A. and Tuomanen, E.l. (2001) Molecular pathogenesis of pneumococcal
pneumonia. Front Biosci, 6, D877-889.

Meroueh, S.0., Bencze, K.Z., Hesek, D., Lee, M., Fisher, J.F., Stemmler, T.L. and Mobashery,
S. (2006) Three-dimensional structure of the bacterial cell wall peptidoglycan. Proc Natl
Acad Sci U S A, 103, 4404-44009.

166



Bibliografia

Micossi, E., Hunter, W.N. y Leonard, G.A. (2002) De novo phasing of two crystal forms of
tryparedoxin Il using the anomalous scattering from S atoms: a combination of small
signal and medium resolution reveals this to be a general tool for solving protein crystal
structures. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 58, 21-28.

Mitchell, T.J. (2003) The pathogenesis of streptococcal infections: from tooth decay to
meningitis. Nat Rev Microbiol, 1, 219-230.

Mold, C., Rodgers, C.P., Kaplan, R.L. and Gewurz, H. (1982) Binding of human C-reactive
protein to bacteria. Infect Immun, 38, 392-395.

Molina, R., Gonzalez, A., Moscoso, M., Garcia, P., Stelter, M., Kahn, R. and Hermoso, J.A.
(2007) Crystallization and preliminary X-ray diffraction studies of choline-binding protein
F from Streptococcus pneumoniae. Acta Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst Commun,
63, 742-745.

Molina, R., Gonzalez, A., Stelter, M., Perez-Dorado, I., Kahn, R., Morales, M., Campuzano, S.,
Campillo, N.E., Mobashery, S., Garcia, J.L., Garcia, P. and Hermoso, J.A. (2009) Crystal
structure of CbpF, a bifunctional choline-binding protein and autolysis regulator from
Streptococcus pneumoniae. EMBO Rep, 10, 246-251.

Molina, R., A., Stelter, M., Kahn, R., and Hermoso, J.A. (En prensa) Characterization of
Gadolinium Complexes for SAD Phasing in Macromolecular Crystallography: Application
to CbpF. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 65.

Mdller, J., Heinemann, U. (2005). "Use of anomalous scattering for solving the phase problem in
protein crystallography.” dans : Encyclopedic Reference of Genomics and Proteomics
(Oschkinat, H. & Schmieder, P. eds) Springer, Heidelberg.

Musher, D.M. (1992) Infections caused by Streptococcus pneumoniae: clinical spectrum,
pathogenesis, immunity, and treatment. Clin Infect Dis, 14, 801-807.

Murshudov, G.N., Vagin, A.A. and Dodson, E.J. (1997) Refinement of macromolecular structures
by the maximum-likelihood method. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 53, 240-255.

Navaza, J. (1994) A MoRe: an Automated Package for Molecular Replacement. Acta
Crystallographica Section A, 50, 157-163.

Neeleman, C., Geelen, S.P., Aerts, P.C., Daha, M.R., Mollnes, T.E., Roord, J.J., Posthuma, G.,
van Dijk, H. and Fleer, A. (1999) Resistance to both complement activation and
phagocytosis in type 3 pneumococci is mediated by the binding of complement
regulatory protein factor H. Infect Immun, 67, 4517-4524.

Novak, R. and Tuomanen, E. (1999) Pathogenesis of pneumococcal pneumonia. Semin Respir
Infect, 14, 209-217.

167



Bibliografia

Oggioni, M.R., Memmi, G., Maggi, T., Chiavolini, D., lannelli, F. and Pozzi, G. (2003)
Pneumococcal zinc metalloproteinase ZmpC cleaves human matrix metalloproteinase 9
and is a virulence factor in experimental pneumonia. Mol Microbiol, 49, 795-805.

OMS. (2007). Pneumococcal conjugate vaccine for childhood immunization — WHO position
paper. Geneva: World Health Organization.

Paton, J.C. and Ferrante, A. (1983) Inhibition of human polymorphonuclear leukocyte respiratory
burst, bactericidal activity, and migration by pneumolysin. Infect Immun, 41, 1212-1216.

Paton, J.C., y Morona, J.K. (2000). Streptococcus pneumoniae capsular polysacharide. In:
Gram-positive pathogens. (Fischetti, V.A., Novick, R.P., Ferreti, J.J., Portnoy, D.A., y
Rood, J.I., eds.) ASM press, Washington D.C.

Pelzer, H. (1983). En The target of Penicillin. (Hakenbeck, R., Holtje, J.V., y Labischinski. H.,
eds.), pp 105-111. Berlin: W. de Gruyter.

Pepis, M.B. and Hirschfield, G.M. (2003) C-reactive protein: a critical update. J Clin Invest, 111,
1805-1812.

Port, M., Idee, J.M., Medina, C., Robic, C., Sabatou, M. and Corot, C. (2008) Efficiency,
thermodynamic and kinetic stability of marketed gadolinium chelates and their possible
clinical consequences: a critical review. Biometals, 21, 469-490.

Purdy, M.D., Ge, P., Chen, J., Selvin, P.R. and Wiener, M.C. (2002) Thiol-reactive lanthanide
chelates for phasing protein X-ray diffraction data. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr,
58, 1111-1117.

Quillin, M.L. and Matthews, B.W. (2002) Generation of noble-gas binding sites for
crystallographic phasing using site-directed mutagenesis. Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr, 58, 97-103.

Ramagopal, U.A., Dauter, M. and Dauter, Z. (2003b) Phasing on anomalous signal of sulfurs:
what is the limit? Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 59, 1020-1027.

Riesenfeld-Orn, 1., Wolpe, S., Garcia-Bustos, J.F., Hoffmann, M.K. and Tuomanen, E. (1989)
Production of interleukin-1 but not tumor necrosis factor by human monocytes stimulated
with pneumococcal cell surface components. Infect Immun, 57, 1890-1893.

Rogers, H. J., y Thurman, P. (1985). The effect of cerelenin on the morphogenesis and autolytic
activity of Bacillus subtilis. J. Gen. Microbiol. 131: 591-599.

Rosenow, C., Ryan, P., Weiser, J.N., Johnson, S., Fontan, P., Ortqvist, A. and Masure, H.R.
(1997) Contribution of novel choline-binding proteins to adherence, colonization and
immunogenicity of Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol, 25, 819-829.

Rossman, M. (1972). Editor. The Molecular Replacement Method. New York: Gordon and
Breach.

168



Bibliografia

Rubins, J.B., Charboneau, D., Fasching, C., Berry, A.M., Paton, J.C., Alexander, J.E., Andrew,
P.W., Mitchell, T.J. and Janoff, E.N. (1996) Distinct roles for pneumolysin's cytotoxic and
complement activities in the pathogenesis of pneumococcal pneumonia. Am J Respir
Crit Care Med, 153, 1339-1346.

Salton, M.R.J. (1994). The bacterial cell envelope. A historical perspective. En Bacterial cell wall.
(Ghuysen, J.M., y Hakenbeck, R., eds.) pp 1-22. Elsevier Science Publishing BV,
Amsterdam, The Netherlands.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. , 18.82-18.84. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual.

Sanchez-Beato, A. R. (1995a). Tesis Doctoral. Caracterizacion molecular de genes de
Clostridium acetobutylicum y Streptococcus pneumoniae que codifican para proteinas
con dominios de unién a colina. En: Microbiologia Il. Universidad Complutense, Madrid.

Sénchez-Beato, A.R., Ronda, C. and Garcia, J.L. (1995b) Tracking the evolution of the bacterial
choline-binding domain: molecular characterization of the Clostridium acetobutylicum
NCIB 8052 cspA gene. J Bacteriol, 177, 1098-1103.

Sanchez-Beato, A.R., Lopez, R. and Garcia, J.L. (1998) Molecular characterization of PcpA: a
novel choline-binding protein of Streptococcus pneumoniae. FEMS Microbiol Lett, 164,
207-214.

Sanchez-Puelles, J.M., Sanz, J.M., Garcia, J.L. and Garcia, E. (1990) Cloning and expression of
gene fragments encoding the choline-binding domain of pneumococcal murein
hydrolases. Gene, 89, 69-75.

Sayre, D. (1952) The squaring method: a new method for phase determination. Acta Cryst.5: 60-
65.

Sanz, JM,, Diaz, E. and Garcia, J.L. (1992) Studies on the structure and function of the N-
terminal domain of the pneumococcal murein hydrolases. Mol Microbiol, 6, 921-931.

Schiltz, M., Prangé, T., Fourme, R. (1994) On the preparation and X-ray data collection of
isomorphous xenon derivatives. J. Appl. Cryst., 27, 950-960.

Schiltz, M., Shepard, W., Fourme, R., Prange, T., de la Fortelle, E. and Bricogne, G. (1997)
High-pressure krypton gas and statistical heavy-atom refinement: a successful
combination of tools for macromolecular structure determination. Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr, 53, 78-92.

Schiltz, M., Fourme, R., Prangé, T. (2003). "Use of noble gases xenon and krypton as heavy
atoms in protein structure determination." Methods Enzymol. 374, 83-119.

Schleifer, K.H. and Kandler, O. (1972) Peptidoglycan types of bacterial cell walls and their
taxonomic implications. Bacteriol Rev, 36, 407-477.

169



Bibliografia

Schneider, T.R. and Sheldrick, G.M. (2002) Substructure solution with SHELXD. Acta Crystallogr
D Biol Crystallogr, 58, 1772-1779.

Severin, A. and Tomasz, A. (1996) Naturally occurring peptidoglycan variants of Streptococcus
pneumoniae. J Bacteriol, 178, 168-174.

Severin, A., Horne, D. and Tomasz, A. (1997) Autolysis and cell wall degradation in a choline-
independent strain of Streptococcus pneumoniae. Microb Drug Resist, 3, 391-400.

Shankar, K. and Bard, R.C. (1952) The effect of metallic ions on the growth and morphology of
Clostridium perfringens. J Bacteriol, 63, 279-290.

Shann, F. (1990) Modern vaccines. Pneumococcus and influenza. Lancet, 335, 898-901.

Sheldrick, G.M. (1998) Directs Methods for Solving Macromolecular Structures, editado por S.
Fortier, pp. 401-411. Kluwer Academic Publishers.

Skov Sgrensen, U.B., Blom, J., Birch-Andersen, A. and Henrichsen, J. (1988) Ultrastructural
localization of capsules, cell wall polysaccharide, cell wall proteins, and F antigen in
pneumococci. Infect Immun, 56, 1890-1896.

Smith, B.L. and Hostetter, M.K. (2000) C3 as substrate for adhesion of Streptococcus
pneumoniae. J Infect Dis, 182, 497-508.

Seo, H.S., Cartee, R.T., Pritchard, D.G. and Nahm, M.H. (2008) A new model of pneumococcal
lipoteichoic acid structure resolves hiochemical, biosynthetic, and serologic
inconsistencies of the current model. J Bacteriol, 190, 2379-2387.

Sun, P.D. and Hammer, C.H. (2000) Mass-spectrometry assisted heavy-atom derivative
screening of human Fc gamma Rl crystals. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 56, 161-
168.

Sun, P.D., Radaev, S., Kattah, M. (2002) Generating isomorphous heavy-atom derivatives by a
quick-soak method. Part I: test cases. Acta Crystallographica Section D, 58, 1092-1098.

Sun, P.D., Radaev, S. (2002) Generating isomorphous heavy-atom derivatives by a quick-soak
method. Part Il: phasing of new structures. Acta Crystallographica Section D, 58, 1099-
1103.

Sun, P.D. and Hammer, C.H. (2000) Mass-spectrometry assisted heavy-atom derivative
screening of human Fc gamma Rl crystals. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 56, 161-
168.

Swiatlo, E., Champlin, F.R., Holman, S.C., Wilson, W.W. and Watt, J.M. (2002) Contribution of

choline-binding proteins to cell surface properties of Streptococcus pneumoniae. Infect
Immun, 70, 412-415.

170



Bibliografia

Szalai, A.J., Briles, D.E. and Volanakis, J.E. (1996) Role of complement in C-reactive-protein-
mediated protection of mice from Streptococcus pneumoniae. Infect Immun, 64, 4850-
4853.

Teeter, M.M., Mazer, J.A. and L'ltalien, J.J. (1981) Primary structure of the hydrophobic plant
protein crambin. Biochemistry, 20, 5437-5443.

Tettelin, H., Nelson, K.E., Paulsen, I.T., Eisen, J.A., Read, T.D., Peterson, S., Heidelberg, J.,
DeBoy, R.T., Haft, D.H., Dodson, R.J., Durkin, A.S., Gwinn, M., Kolonay, J.F., Nelson,
W.C., Peterson, J.D., Umayam, L.A., White, O., Salzberg, S.L., Lewis, M.R., Radune, D.,
Holtzapple, E., Khouri, H., Wolf, A.M., Utterback, T.R., Hansen, C.L., McDonald, L.A.,
Feldblyum, T.V., Angiuoli, S., Dickinson, T., Hickey, E.K., Holt, .E., Loftus, B.J., Yang,
F., Smith, H.O., Venter, J.C., Dougherty, B.A., Morrison, D.A., Hollingshead, S.K. and
Fraser, C.M. (2001) Complete genome sequence of a virulent isolate of Streptococcus
pneumoniae. Science, 293, 498-506.

Tilled, W.S., Goebel, W.F., y Avery, O.T. (1930). Chemical and immunological properties of a
species-specific carbohydrate of pneumococci. J. Exp. Med. 52: 895-900.

Tilley, S.J., Orlova, E.V., Gilbert, R.J., Andrew, P.W. and Saibil, H.R. (2005) Structural basis of
pore formation by the bacterial toxin pneumolysin. Cell, 121, 247-256.

Tomasz, A. (1967) Choline in the cell wall of a bacterium: novel type of polymer-linked choline in
Pneumococcus. Science, 157, 694-697.

Tomasz, A. (1968) Biological consequences of the replacement of choline by ethanolamine in
the cell wall of Pneumococcus: chanin formation, loss of transformability, and loss of
autolysis. Proc Natl Acad Sci U S A, 59, 86-93.

Tomasz, A. (1970) Cellular metabolism in genetic transformation of pneumococci: requirement
for protein synthesis during induction of competence. J Bacteriol, 101, 860-871.

Tomasz, A., Westphal, M., Briles, E.B. and Fletcher, P. (1975) On the physiological functions of
teichoic acids. J Supramol Struct, 3, 1-16.

Tseng, H.J., McEwan, A.G., Paton, J.C. and Jennings, M.P. (2002) Virulence of Streptococcus
pneumoniae: PsaA mutants are hypersensitive to oxidative stress. Infect Immun, 70,
1635-1639.

Tsuchido, T., Hiraoka, T., Takano, M. and Shibasaki, I. (1985) Involvement of autolysin in cellular
lysis of Bacillus subtilis induced by short- and medium-chain fatty acids. J Bacteriol, 162,
42-46.

Tu, AH., Fulgham, R.L., McCrory, M.A., Briles, D.E. and Szalai, A.J. (1999) Pneumococcal

surface protein A inhibits complement activation by Streptococcus pneumoniae. Infect
Immun, 67, 4720-4724.

171



Bibliografia

Tuomanen, E., Tomasz, A., Hengstler, B. and Zak, O. (1985a) The relative role of bacterial cell
wall and capsule in the induction of inflammation in pneumococcal meningitis. J Infect
Dis, 151, 535-540.

Tuomanen, E., Liu, H., Hengstler, B., Zak, O. and Tomasz, A. (1985b) The induction of
meningeal inflammation by components of the pneumococcal cell wall. J Infect Dis, 151,
859-868.

Tuomanen, E., Rich, R. and Zak, O. (1987) Induction of pulmonary inflammation by components
of the pneumococcal cell surface. Am Rev Respir Dis, 135, 869-874.

Umeda, A., Yokoyama, S., Arizono, T. and Amako, K. (1992) Location of peptidoglycan and
teichoic acid on the cell wall surface of Staphylococcus aureus as determined by
immunoelectron microscopy. J Electron Microsc (Tokyo), 41, 46-52.

Usobiaga, P., Medrano, F.J., Gasset, M., Garcia, J.L., Saiz, J.L., Rivas, G., Laynez, J. and
Menendez, M. (1996) Structural organization of the major autolysin from Streptococcus
pneumoniae. J Biol Chem, 271, 6832-6838.

Uson, I. and Sheldrick, G.M. (1999) Advances in direct methods for protein crystallography. Curr
Opin Struct Biol, 9, 643-648.

Varea, J., Saiz, J.L., Lopez-Zumel, C., Monterroso, B., Medrano, F.J., Arrondo, J.L., lloro, I.,
Laynez, J., Garcia, J.L. and Menendez, M. (2000) Do sequence repeats play an
equivalent role in the choline-binding module of pneumococcal LytA amidase? J Biol
Chem, 275, 26842-26855.

Vitali, J., Robbins, A. H., Almo, S. C., Tilton, R. F. (1991) Using Xenon as a Heavy Atom for
Determining Phases in Sperm Whale Metmyoglobin. Journal Applied Crystallography,
24, 931-935.

Vollmer, W. and Tomasz, A. (2000) The pgdA gene encodes for a peptidoglycan N-
acetylglucosamine deacetylase in Streptococcus pneumoniae. J Biol Chem, 275, 20496-
20501.

Wang, B.C. (1985) Methods Enzimology, 115, 90-111.

Webb, M. (1951) The influence of magnesium on cell division. The effect of magnesium on the
growth of bacteria in chemically-defined media of varying complexity. J Gen Microbiol, 5,
485-495.

Weiser, J.N., Austrian, R., Sreenivasan, P.K., y Masure, H.R. (1994). Phase variation in
pneumococcal opacity: relationship between colonial morphology and nasopharyngeal
colonization. Infect. Immun. 62: 2582-2589.

Weissborn, A.C., Liu, Q., Rumley, M.K. and Kennedy, E.P. (1994) UTP: alpha-D-glucose-1-
phosphate uridylyltransferase of Escherichia coli: isolation and DNA sequence of the
galU gene and purification of the enzyme. J Bacteriol, 176, 2611-2618.

172



Bibliografia

Wren, B.W. (1991) A family of clostridial and streptococcal ligand-binding proteins with
conserved C-terminal repeat sequences. Mol Microbiol, 5, 797-803.

Yeung, M.K., y Mattingly, S.J. (1986). Covalent linkage of the type- and group- specific antigens
to the peptide moiety of the peptidoglycan of serotype Il group B Streptococcus. Curr.
Microbiol. 14: 205-211.

Yother, J., Handsome, G. L., Briles, D. E. (1992) Truncated Forms of PSpA That Are Secreted
from Streptococcus pneumoniae and Their Use in Functional Studies and Cloning of the
pspA Gene. Journal of Bacteriology, 174, 610-618.

Yother, J., White, J. M. (1994) Novel surface attachment mechanism of the Streptococcus
pneumoniae protein PspA. Journal of Bacteriology, 176, 2976-2985.

Yother, J., Leopold, K., White, J. and Fischer, W. (1998) Generation and properties of a
Streptococcus pneumoniae mutant which does not require choline or analogs for growth.
J Bacteriol, 180, 2093-2101.

Yother, J. (2004). Capsules. En The pneumococcus. (Tuomanen, E., Mitchell, T., Morrison, D.A.,
y Spratt, B.G., eds.), pp. 30-48. Washington: ASM Press.

Zhang, J.R., Mostov, K.E., Lamm, M.E., Nanno, M., Shimida, S., Ohwaki, M. and Tuomanen, E.

(2000) The polymeric immunoglobulin receptor translocates pneumococci across human
nasopharyngeal epithelial cells. Cell, 102, 827-837.

173



174



6. ARTICULOS







Crystallization and preliminary X-ray diffraction studies of choline-binding protein F from
Streptococcus pneumoniae.

Molina, R., Gonzalez, A., Moscoso, M., Garcia, P., Stelter, M., Kahn, R. and Hermoso, J.A.
(2007). Acta Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst Commun, 63, 742-745.

Crystal structure of CbpF, a bifunctional choline-binding protein and autolysis
regulator from Streptococcus pneumoniae.

Molina, R., Gonzalez, A., Stelter, M., Perez-Dorado, I., Kahn, R., Morales, M., Campuzano, S.,
Campillo, N.E., Mobashery, S., Garcia, J.L., Garcia, P. and Hermoso, J.A. (2009). EMBO Rep,
10, 246-251.

Characterization of Gadolinium Complexes for SAD Phasing in Macromolecular
Crystallography: Application to CbpF.

Molina, R., A., Stelter, M., Kahn, R., and Hermoso, J.A. (2009). Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr, 65, 823-831.












	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE
	1.1.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES.
	1.1.2. LA CÁPSULA POLISACARÍDICA.
	1.1.3. LA PARED CELULAR DE NEUMOCOCO.
	1.1.4. PROTEÍNAS DE UNIÓN A COLINA (CBPs).
	1.1.5. PAPEL DE LA ENVUELTA CELULAR Y DE LAS PROTEÍNAS DE SUPERFICIE EN LA VIRULENCIA DE NEUMOCOCO (CBPs).
	1.1.6. ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES DE CBPs DE NEUMOCOCO O FAGOS NEUMOCÓCICOS

	1.2. OBTENCIÓN DE FASES EN LA CRISTALOGRAFÍA MACROMOLECULAR.
	1.2.1. DETERMINACIÓN ESTRUCTURAL DE MACROMOLÉCULAS POR DIFRACCIÓN DE RAYOS X.
	1.2.2. DISPERSIÓN ANÓMALA
	1.2.3. DETERMINACIÓN DE LA POSICIÓN DE LOS ÁTOMOS PESADOS Y OBTENCIÓN DE FASES.
	1.2.4. PRODUCCIÓN DE CRISTALES DERIVADOS PARA LA OBTENCIÓN DE FASES POR LOS MÉTODOS DE REEMPLAZO ISOMORFO Y POR MÉTODOS DE DISPERSIÓN ANÓMALA
	1.2.5. UTILIZACIÓN DE COMPLEJOS LANTÁNIDOS PARA OBTENER DERIVADOS.


	2. OBJETIVOS
	3. TÉCNICAS EXPERIMENTALES, RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	3.1. ESQUEMA GENERAL EN CRISTALOGRAFÍA DE RAYOS X.
	3.2. EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN
	3.2.1. INTRODUCCIÓN.
	3.2.2. EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE CbpF.

	3.3. ESPECTROMETRÍA DE MASAS.
	3.3.1. CONSIDERACIONES GENERALES
	3.3.2. DETERMINACIÓN DE ESPECIES MOLECULARES EN MUESTRAS PURIFICADAS DECbpF.

	3.4. ULTRACENTRIFUGACIÓN ANALÍTICA.
	3.4.1. EXPERIMENTOS DE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACIÓN POR ABSORBANCIA
	3.4.2. EXPERIMENTOS DE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACIÓN POR REFRACTOMETRÍA

	3.5. CRISTALIZACIÓN.
	3.5.1. INTRODUCCIÓN
	3.5.2. CRISTALIZACIÓN DE CBPF Y SUS DERIVADOS LANTÁNIDOS

	3.6. TÉCNICAS CRISTALOGRÁFICAS Y RESOLUCIÓN ESTRUCTURAL
	3.6.1. CONCEPTOS GENERALES
	3.6.2. RESOLUCIÓN ESTRUCTURAL DE CBPF.
	3.6.3. ANÁLISIS DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DEL COMPLEJO CBPF-COLINA
	3.6.4. BÚSQUEDA DE LA FUNCIÓN DE CBPF.
	3.6.5. ANÁLISIS DE LA OBTENCIÓN DE FASES MEDIANTE COMPLEJOS LANTÁNIDOS DE GD EN CRISTALOGRAFÍA MACROMOLECULAR


	4. CONCLUSIONES
	5. BIBLIOGRAFÍA.
	6. ARTÍCULOS



