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RESUMEN

El factor de induccidén de apoptosfppptosis-Inducing FactoAIF) es una
flavoproteina mitocondrial que media en el proasapoptosis independiente de
caspasas. Este trabajo esta basado en la AIF humrananzima que no solo es
importante en el proceso de la apoptosis, sincequecesaria para el correcto
funcionamiento de la cadena transportadora derefexs mitocondrial. La deficiencia

en esta enzima se ha asociado a diversas patolog®ndriales.

La reciente estructura cristalografica del comph&dF reducida con el coenzima
(hAIF,¢-NAD™) muestra un dimero estabilizado por puentes sa(iE413, R422 y
R430), y determina la presencia de un segundodstianion del coenzima NADLas
mutaciones simultaneas en E413/R422/R430 previengimerizacion de la proteina
asociada al proceso redox asi como la cromatisalistiear, sugiriendo que la
dimerizacion modula las propiedades redox y apmai®tde hAIF. Ademas
caracterizaciones cinéticas recientes de diversmantes en residuos del centro redox
de la hAIF involucran al residuo W483, junto coryB1F310 y H454 en la formacion
del complejo competente, la eficiencia de transigeede hidruro y la reactividad de

hAIF frente al oxigeno.

Con el objetivo de profundizar en el papel deldesiW483 del centro redox v el
proceso de oligomerizacion de la enzima hAIF, ¢éa pyecto Master se abordé la
cristalizacion del mutante W483G hAlFR .Y la resolucion estructural de la especie
mutada E413A/R422A/R430A hAlE102 (los residuos mutados se encuentran en la
superficie de interaccién entre los mondmeros)akipde los datos de difraccion de un
cristal del mutante E413A/R422A/R430A hAlkg; se resolvio la estructura de esta
especie. La estructura obtenida se comparo coa la proteina hAlk -102 nativa, tanto
oxidada como reducida, y se observo que aunquetaipa mutada se pliega de
manera similar a la proteina nativa, los residld%%34 (que se encuentran en una
zona que reduce la accesibilidad al anillo de flaw al residuo W483) siguen una
trayectoria distinta. Ademas, la especie mutadarmefufrir cambios conformacionales
similares a los de la nativa para adoptar la comd@ion de la hAIF en el dimero. De
todas maneras, y debido a las mutaciones, estealfiraenostrara interacciones

estabilizantes en la interfase entre los monémeros.



1 INTRODUCCION

1.1. Cristalografia de rayos X aplicada a la resotudn estructural de proteinas
1.1.1. Cristalizacion de macromoléculas biolégicas

Concepto de cristal.

Un cristal es una estructura solida creada pompagianes ordenadas de atomos, iones
0 moléculas que se caracterizan por la repetigidastres direcciones del espacio (X,
y, z) de una unidad estructural minima, llamaddikt@lunidad Figura 1). La celdilla
unidad esta formada a su vez por una unidad mimlereminada unidad asimétrica. La
aplicacion de elementos de simetria a la unidadétisca genera la celdilla unidad, que
se define mediante tres ejes (a, b y ¢) y tresléaadu, B y y). La traslacion de la

celdilla unidad en las tres dimensiones formaistalr[1].

Figura 1. Representacion esquematica de un cristal comdic&mpede la celdilla unidad.

Cristales de macromoléculas. Caracteristicas.

Los cristales de macromoléculas tienen caracteaistnuy distintas a los cristales
inorganicos o de moléculas pequefias, debido aofigpnaturaleza. Los cristales
inorganicos poseen unas importantes fuerzas daaaién, lo que les proporciona una
mayor dureza y resistencia, asi como orden intgneden ser expuestos al aire y son
facilmente manipulables. Poseen ademas fuertesegiames Opticas y difractan los
rayos X de manera intensa. Por el contrario, lssates de proteinas se componen de
proteinas en estado nativo, que se encuentranadhsapor la disolucion, por lo que
entre un 25% y un 90% del cristal esta compueste@uente. Esta caracteristica de
los cristales de proteinas hace que las interagsientre las macromoléculas sean

deébiles y que la posicidon de las proteinas vagedimente entre las diferentes celdillas



unidad, causando patrones de difraccion débilaseyiap cristales sean blandos y
fragiles, sensibles a la deshidratacion y a la ezatpra. Presentan por tanto
propiedades 6pticas débiles y escasa difraccidnalpan dafiados tras la exposicion
prolongada a la radiacion. A pesar de todo, laagabion de los cristales de proteina
también es responsable de la gran utilidad dadtatografia de rayos X en
macromoléculas, ya que permite que las macromagcal estar rodeadas de capas de
agua, mantengan una estructura similar a la esperadolucién. Como consecuencia,
los mecanismos de unién de ligandos, las propiedaaizimaticas y espectroscopicas y
otras caracteristicas bioquimicas son las misméssasristales que las de la

biomolécula en solucion [2].
Principios béasicos de la cristalizacion de protesna

Para poder cristalizar una proteina es necesgrerauel limite de solubilidad de la
misma, momento en el que se alcanza un estadddesaturacion,
termodinAmicamente inestable, y las moléculas gedizina, en exceso, se separan de
la fase acuosa y pasan a la fase solida, hasta Begn equilibrio entre las dos fases. La
cristalizacion de una proteina consta de dos etapasnicial de nucleacion, o
formacion de nucleos cristalinos termodinamicamestables y una segunda etapa de
crecimiento, en la que las moléculas de proteinan@rporandose a la superficie del
cristal (Figura 2A). Para que se produzcan estas dos etapas seugelparsina barrera
energeética. Si se alcanza muy rapidamente el ed@adobresaturacion, se producira la
precipitacion de la proteina como agregados amanfosristalinos. Sin embargo, si el
proceso ocurre lentamente, se alcanza un estadestedble, en el que se produce el

ordenamiento de las moléculas en redes cristdl#jas

Existen diferentes maneras de alcanzar el estadolesaturacién, como adicionar un
agente precipitante, retirar moléculas de agua désblucion, modificar el pH o la
temperatura. Los diferentes métodos de cristatiraconsisten en llevar a cabo algunas

de estas estrategias [2,3].
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Figura 2. A. Diagrama de cristalizacion de una proteina. Seesgptan la fase acuosa (estable) y la fase
sobresaturada (coexiste fase solida y proteindl&)lasi como las zonas de nucleacion y crecimidat
los cristales. Con la linea roja se muestra laumioh de un experimento de difusion de vapor ejuel

se mezclan volimenes idénticos de proteina y ageetépitante a concentracionesg][? [Co]. La

mezcla inicial presenta unas concentracionglé[§ [Co]/2. Debido a la diferente concentracion de
agente precipitante en la gota y en el reservetiagua de la gota comenzara a evaporarse, aurdentan
gradualmente la concentracion de proteina y detageacipitante, hasta igualarse la concentracgn d
agente precipitante en la gota y el reservori@nSa posicion final se supera la linea de sollddiy se
alcanza la zona de nucleacion espontanea, comerea@arecer nucleos de proteina, la concentracion
de proteina se reducira, y al llegar a la zonaréle@miento cristalino el cristal aumentara de ta&i
Representacion esquematica de los experimento$usded de vapor en gota sentada (superior) y en
gota colgante (inferior).

Actualmente, se utilizan varias técnicas de ciialon de proteinas: la difusion de

vapor, la didlisis, la contradifusion a través mteifase o el llamado microbatch.

La técnica de difusion de vapor es la mas utilizadssus variantes de gota colgante y
gota sentada~{gura 2.B). Se coloca una gota que contiene solucién deip@ty de
agente precipitante en un recipiente sellado yjadilera frente a un reservorio que
contiene Unicamente la solucion de agente prentgit&omo la concentracion de
agente precipitante en la gota es menor, se pnaddifusion de vapor desde la gota al
reservorio hasta que se equilibran las concentrasidSi durante el equilibrado se
alcanza el estado metaestable de sobresaturaeygargcen ndcleos cristalinos, el
sistema evolucionard hacia la formacién de crist&ese alcanza un estado de
sobresaturaciéon muy alto, sobrepasando el limisot#ilidad, no se produce la
formacion de cristales, y soélo al proporcionar easlpreformados se observara el

crecimiento de cristales. Esta técnica se denosiémabra de cristales [2].



Si se quiere obtener un cristal de un complejogimatligando se pueden utilizar dos
estrategias. Una de ellas consiste en la inmecsi@paking” de los cristales de proteina
preformados en una disolucion del ligando a altecentracién. Como los cristales de
proteina presentan grandes poros de solventgaeldo puede difundir hasta el sitio de
unioén con la proteina. La cocristalizacion es ta estrategia utilizada. En ella se afiade
el ligando en la gota al comienzo de la cristaliaaco bien se incuba previamente con
la proteina. Por norma general, ambas estrategiaiggalmente validas, aunque la

inmersion conlleva el riesgo de poder dafar etatred manipularlo [2].

1.1.2. Resolucioén estructural
Fenémeno de difraccion.

La difraccion de rayos X es el fenébmeno fisico sgie@roduce cuando un haz de rayos
X interacciona con los electrones de un cristaldpciendo una vibracién de éstos
acoplada a la variacion del campo eléctrico. Lestednes pasan a emitir radiacion en
todas las direcciones del espacio, lo que se derodispersion. Debido a la naturaleza
periddica del cristal, en determinadas direcciagegroducen interferencias
constructivas de los haces dispersados, lo quegda &l fendmeno de difraccion, cuyos

maximos siguen la ley de Bradggigura 3 y Ecuacion ).

2d sinf=n A Ecuacion 1.Ley de Bragg

d (hk) S Lk
T eoetee (hkD)

Figura 3. En una interpretacion sencilla de la Ley de Brédagfamilias de planos cristalogréaficos
paralelos de un cristal se comportarian cespejos’que"reflejan” los rayos X para algunos angulos de
incidencia determinados. Los anguléfgara los que aparecen rayos X difractados depetheléa

distancia que separa los planos cristalografidpg ¢le la longitud de onda de los rayos X utiliza@g.



En los experimentos de difraccion, se hace incidinaz monocromatico de rayos X
(de una longitud de onda del orden de 1 A) sobrerigtal. El haz de rayos X es
dispersado por el cristal, y la luz dispersadaesgida por un detector. El patrén que
origina esa luz dispersada se denomina patronfidecon. El patron de difraccion
obtenido depende estrechamente de la estructucd¢d, el cristal. Sin embargo, en
un cristal tridimensional no podemos observar tdaaseflexiones a la vez. En el
modelo de Bragg, un cristal contiene familias égaps paralelos separados por la
misma distancia en distintas direccionégra 3), por lo tanto, para poder obtener el
patrén completo de difraccion el procedimiento expental implica la toma de
imagenes sucesivas en un detector situado perpdgmiente al haz de rayos X. Para
medir en distintas posiciones angulares del crisgahecesario girar el cristal durante el
experimento de difraccion de tal modo que todoplasos virtuales se coloquen en la
posicion adecuada para cumplir la ley de Bragg Estconsigue mediante oscilaciones
simples del cristal (geometria Phi) o por una corativn de giros mas complejos
(geometria KappaHgura 4).

Espectro T

Figura 4. A. Esquema de un difractrémetro con geometria Plgipsesentacion de un espectro de

difraccion.B. Esquema de un difractrémetro con geometria Kappa.

Los cristales de proteinas, debido a las caratitaissespeciales que presentan, sufren
un gran deterioro al ser expuestos a la radiati@tongitud de onda penetrante y la
intensidad del haz, unidas a los largos tiempasxgesicion, provocan fenémenos de
absorcion que hacen que la muestra se calienterageto radicales libres en las
moléculas de proteina y solvente, que con el tiem@o lugar a dafios irreparables en el
cristal que provocan la pérdida del orden inteReara minimizar este tipo de dafios es
conveniente enfriar el cristal durante el procesdlifraccion, mediante un flujo laminar

de nitrégeno frio [4]. Para poder realizar criggaddia sobre proteinas es necesario



sumergir previamente el cristal en una disolucidopcotectora (glicerol, sacarosa,
etilenglicol, etc.) para que las moléculas de aguastructurales sean reemplazadas por
las crioprotectoras impidiendo la formacion dediglie produciria la ruptura del

cristal.

Como ya se ha mencionado, el espectro de difrac@dayos X consiste en un patron
de intensidades. La informacion estructural esteeotrada en dicho patron de
difraccion Figura 5) y en forma de los denominad@stores de estructurasociados

a cada intensidad, cuya fase no se puede medmtdurbexperimento de difraccion.
Haciendo uso de la teoria de interferencias desoegl#&cil demostrar que la geometria
del espectro da cuenta de la celdilla unidad ynh@sia de las intensidades informa de
la simetria cristalina. Gracias a ello se puedabéster una relacion directa entre el
experimento y la estructura del cristal mediantedasformada de Fourigfigura 5)

3].
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Figura 5. Funcién de densidad electronica. V es el volunelaaeldilla unidad y(hkl) es la fase

asociada al médulo factor de estructura, |F(hkl)|

La ecuacion que aparece erfFlgura 5 relaciona la densidad electronipéx,y,z)
(espacio real), en cada punto (x,y,z) del crigldecir, la estructura, con el
experimento de difraccidén (espacio reciproco), @drdhkl)| es la raiz cuadrada de la
intensidad de cada punto (hkl) del espectro dacdkfon. Para poder resolver la
ecuacion es necesario no solo disponer de los &d&(hkl)|, sino también de las
fasesd(hkl), asociadas a los factores de estructura, @eya informacion se pierde
durante el experimento. Esto constituye el denodariproblema de la fase" y el

trabajo del cristalografo consiste en averiguamatdr ded(hkl).



El problema de la fase para cristales formadosrmbdéculas de tamafio pequefio y
medio ha sido resuelto mediante los llamatésodos directos y métodos Patterson.
Los primeros son métodos estadisticos y los segumétodos vectoriales basados en

relaciones interatbmicas, en el que se omiteralsesf[2].

En los cristales de macromoléculas existen tresdnét{abla 1). Con cualquiera de
los tres se puede calcular unas fases inicialesjunio con las amplitudes
experimentales permiten calcular una funcién deidend electrénica aproximada para

construir el modelo estructural [2].

Tabla 1. Métodos de faseado.

Método Conocimiento previo

Reemplazo Molecular Modelo homélogo

Reemplazo Isomorfo Mdltiple Subestructura de atopesados

Dispersion An6mala Mdltiple Subestructura de atodliepersores anémalos

Método de Reemplazo Molecular.

Este método requiere de la existencia de la eataide una proteina homologa, que se
utiliza como punto de partida para calcular laggdniciales. El modelo debe tener una
identidad secuencial con la proteina de estudialdaenos, un 25%, y una desviacién
cuadratica media (r.m.s.d.) entre las posiciondesi€x del modelo de la nueva
estructura final menor de 2 A. La metodologia cstesén rotar (R) y trasladar (T) el
modelo de la estructura conocida dentro de laltelgnidad del cristal de la proteina de
estudio Figura 6). Mateméaticamente se busca que la diferencia ehpatron de
difraccién del cristal de la proteina desconocidh yatron de difraccién tedrico del
homologo sea minima. Cuando se encuentra la megotacion para el modelo, se
calculan las fases utilizando las coordenadas ddkin y las amplitudes medidas
experimentalmente de la proteina de estudio, datemer una funcion de densidad

electronica aproximada de la misma [1,3].
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A=A[R]+T

A’

(molécula desconocida)

A

(molécula conocida)

Figura 6. Esquema del proceso de reemplazo molecular.

Trazado de la cadena polipeptidica y refinado.

Una vez que se dispone de un mapa de densidacbaieat el siguiente paso es trazar
la cadena polipeptidica de forma que los atomda dadena justifiquen la densidad
electrénica calculada. Este proceso se puede atitamsi se dispone de datos de alta
resolucion (mejor de 2.5 A). Si el mapa no es dieisate calidad, el trazado se realiza
de forma manual. El proceso de refinado se evakdiante el factor R, que mide las
diferencias entre las amplitudes observaddy |las calculadas JHEcuacion 2.

X |Fol|Fc|

Ecuacion 2.Factor R
X|Fo|

R =

Para poder mejorar el modelo (minimizar R hasta@25%) se calculan los mapas de
densidad electronica diferencidk, - Fc y F, - F, utilizando la diferencia de

amplitudes observadas y calculadas y las fasesladés [3].
Validacion.

La ultima etapa de refinado es la validacion destauctura obtenida, que consiste en la
valoracion de la estereoquimica, es decir, comprgbe las distancias y los angulos de
enlace (tanto de la cadena principal como de ldsrees laterales), las conformaciones
de los rotdmeros y angulos de torsion de la cageneipal (p, v) sean correctos. La
representacion de los residuos de los aminoacides diagrama de Ramachandran

(que define las parejas de angupogy permitidos) permite identificar residuos que se
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encuentran en zonas no permitidas. Para que unlonseleonsidere valido, no debe

haber mas de un 2% de residuos fuera de las zenagipas [5].

1.2. Proteinas redox estudiadas

En este trabajo se ha aplicado la técnica dedtatwgrafia de rayos X para avanzar en

el estudio estructura funcion de algunas proteiedsx.
1.2.1. hAIF. Factor de Induccion de Apoptosis humam

El Factor de Induccion de Apoptosis (Alpoptosis-Inducing Factpes una
flavoproteina que media en el proceso de apoptudpendiente de caspasas. El gen
de esta proteina se sitla en la region A6 y Xq28e2@romosoma X en ratones y en
humanos, respectivamente [6]. La proteina AlF huar(aAIF) se expresa como un
precursor de 613 residuos y 67 kDa, que contieaesaauencia N-terminal de
localizacion mitocondrial, una region transmembralws secuencias de localizacidon
nuclear, los dominios de unién a FAD y NXB) y un dominio C-terminal [7]. Tras
importarse a la mitocondria, la ruptura del extrévaterminal (54 residuos) produce la
forma madura de la proteina, hidls,. Esta forma se inserta en la membrana interna
mitocondrial, incorpora el cofactor FAD y se pliegratres dominios estructurales. Los
dominios de unién a FAD y NADH muestran la topoogiasica de Rossman que se
observa en muchas otras flavoproteinas y le cenéiéa AIF una actividad reductasa
dependiente de NAD(P)H, mientras que el domini@@iinal se considera la regiéon
proapoptoética. Tras una sefal proapoptotica, AdFse corta por el residuo 102,
dando lugar a su forma soluble y pro-apoptogémd& h-102[8]. Esta proteina es
translocada primero al citoplasma y luego al njdiemde induce la apoptosis por

condensacion de la cromatina y fragmentacion deh RNgran escala [9].

Ademas de la funcion apoptotica, la AIF mitoconidpearece tener un papel vital pero
todavia por descubrir en el metabolismo redox sleddulas sanas. La deficiencia de
AIF se ha asociado a defectos en los complejoscomtidriales | y 1, por lo que se
piensa que la actividad redox de la proteina puegidar la fosforilacion oxidativa bien
contribuyendo a la formacion de estos complejdsen proveyéndoles de poder
reductor [10]. Mas recientemente, se han asociafiwraeedades mitocondriales

humanas relacionadas con mutaciones en la prdiéifra como la deleccion de R201,

12



el reemplazamiento de G308 por Glu y la mutacio®34(el sindrome de Cowchoc

o enfermedad de Charchtarie-Tooth de tipo 4, ligada al cromosome [11].

Por tanto, la proteina AIF tiene un comportamieghtal, por un lado p-vida (actuando
en la mitocondria) y por otro lado |-apoptosis (actuando en el nucleo). El estudi
las propiedades redox de la AIF mostro que enduwconin vitro por NADH se
forma un complejo de transferencia de cargas (C@@ ,induce la dimerizacion de
proteina y reordenamientos conformacionales dddasnios reductasa
apoptogénicokEl estado de oligomerizacion de la AIF dentro dedlala puede pc
tanto estar dilamente implicado en su func [12]. La resolucidn estructur.
mediante cristalografia de rayos X de la protAlF reducida ha mostrado que

complejoune dos moléculas de N/ (Figura 7) [12].

Figura 7. Dimero formado por el complejo A A1.102.¢2NAD”. Se ha ampliado la zona de la interf

en la que se han etiquetado los residuos queipariiy las interacciones que se forman entre

En los dltimos afios ha aumentado el interés efiiaigerapias para modular
apoptosis independiente daspasas, |0 que ha provocado que esta protetomgerta
en una diana principal para poder tratar difereatdsrmedades (desde cancer h
trastornos autoinmunef)3]. Por lo tanto es importante caracterizatitaerizacion de
complejo AlFa1.102re¢2NAD”. Los cambios conformacionales inducidos tre
formacion del dimero AlgE2NAD™ podrian regular la unién de AIF con otras prote

y/o moduladores de su actividad bioldg

El dimero formado por la proteina £a1-102re¢2NAD™ se estabiliza por las siguien
interacciones: el grupo carboxilico del residuo@d@ un protdmero interacciona c
los &tomos OG y N del residuo S431 del otro protémieos residuos N424 y A429
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cada protdmero forman un enlace de hidrogeno &rgr&omos ND2 y O,
respectivamente. Se producen dos puentes salimogntre los atomos OE1 y OE2
(oxigenos del grupo carboxilico) del residuo E4XE3 ME y NH2 del residuo R449, y el
otro puente entre el NE del residuo R430 y el O81Zd4 26 Figura 7). También
contribuye a la estabilizacion del dimero el apiEnto de los grupos guanidinio de las

dos Arg422 de cada protémero [12].

Observando estas interacciones, se decidi6 inthottas mutaciones de sustitucion de
aminodcido en la proteina hAklR o2 E413A, R422A y R430A. Estudios previos
indican que la proteina mutante E413A/R422A/R43B4F):-102 €S Una especie
monomérica incluso en presencia de NADH. Su a@tVickductasa es similar a la de la
enzima nativa aunque el CTC que forma es menobklestas estudios vivo

mostraron que aunque la proteina E413A/R422A/R43AK se localizaba en la
mitocondria y se transloca al nlcleo tras una sgi@btotica, pero no es capaz de
producir apoptosis. El hecho de que dicha espegtante no dimerice en presencia de
NADH confirma el papel de los residuos de argii@id y 430, asi como el de

glutamato 413, en la estabilizacion del dimero.[12]

Por otra parte se han realizado estudios de mwgagdirigida de otros aminoacidos de
la hAIF, P173, F310, H454 y W483, que indican quelatan la formacion del

complejo competente, la eficiencia de transferedeilidruro y la reactividad de

hAIF4 frente al oxigeno [12].

En este Trabajo Fin de Master se ha resuelto facdsta tridimensional de la especie
E413A/R422A/R430A hAIK:-102Y Se ha trabajado en la generacion de cristalés de
especie W483G hAlfr-102 Debido a lo indicado anteriormente, la resoludérsus
estructuras resultara clave para entender el piggek citados residuos en la
dimerizacion de la hAIF (E413A/R422A/R430A hAlRoy) o la formacion del
complejo y transferencia del hidruro (W483G).

Por otra parte se ha descrito que la interaccithDNMA gqueda inhibidan vitro por el
acido aurintricarboxilico (ATA) [14], y que el preso de translocacion de la AlF al
citosol esté inhibido por el compuesto Trolox, ntiaxidante derivado de la vitamina E
[15, 16]. En este Trabajo Fin de Méaster se ha aatwrdambién la cocristalizacion de la
hAIF,1.102c0N cada uno de estos compuestos con el fin delliegstructuralmente

esta union. El conocimiento de las interaccioneslgunAlF establece con otras
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moléculas es fundamental para poder controlar trided, ya que como se ha dicho

antes, esta enzima es una potente diana terapEigica

1.2.2 Otras proteinas redox utilizadas en este traip
Citocromo g3

El citocromo ges una proteina soluble que transporta electranes &€ complejo
citocromo kf y el fotosistema | (PSI) en la fotosintesis oxigéa. Esta presente en
todas las cianobacterias y en algunas algas vEide<€n cianobacterias se piensa que
esta implicado en fotosintesis [18], respiraci®] jLfotosintesis anoxigénica [20],
aungue no se conoce de qué manera se relacionamestesos con algunas isoformas
[21]. En este Trabajo Fin de Master se disponadeoforma del citocromasde la
cianobacteria Nostoc sp. PCC 7119 denominada oitoxig.3. La resolucion

estructural de esta proteina mediante cristalaytirayos X podria ser de gran ayuda

para ofrecer pistas sobre su funcion.
FAD Sintetasa (FADS)

La enzima FAD Sintetasa (FADS) de procariotas esamzima bifuncional que cataliza
la conversion de riboflavina a FMN y FAD, cofacwude las flavoproteinas [22]. Al
principio de este trabajo se disponia de los mesaRtL95A/R199A, T208D y S164D
de la enzima FADS déorynebacterium ammoniagendiseifiados para estudiar la
estructura cuaternaria de la proteina, que formf@examero formado por dos trimeros
[23], y cuya cristalizacion y resolucion estructusan de interés para conocer mejor el

funcionamiento de esta proteina.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Masteformarse en la técnica de
cristalografia de rayos X aplicada a estudios estrales de proteinas redox, en
concreto el Factor de Induccion de Apoptosis,telccomo g3y la FAD Sintetasa.

Para alcanzar estos objetivos generales, se haifiadis las siguientes tareas a

desarrollar en este Trabajo Fin de Master:

- Resolver la estructura de la especie mutante ARUR2A/R430A hAIR1-102que
muestra un comportamiento cuando se reduce y kztiadil CTC diferente al de la
hAIF nativa.

- Cristalizar y resolver la estructura de la espenutante W483G hAIF que muestra un
comportamiento diferente al de la nativa en la forion del complejo competente, la

eficiencia de transferencia de hidruro y la read#ig de hAlR frente al oxigeno.

- Cristalizar y resolver la estructura de una isof del citocromogs, de la

cianobacteridNostocsp. PCC 7119 cuya funcion se desconoce.

- Cristalizar y resolver la estructura de algurggseeies mutantes de la enzima FADS de
Corynebacterium ammoniagengse se disefiaron para estudiar la estructuraroaaie

de la proteina.

Durante la realizacion de este Trabajo Fin de M&stdan adquirido las siguientes

competencias:

- Conocimiento tedrico y manejo de los programé&wimaticos necesarios para la
resolucién estructural y representacion de prosefRafmacs, Coot, Pymol, etc.).

- Estudiar los cambios estructurales que produrembutaciones en la estructura de las

proteinas, y cOmo esos cambios pueden afectafumaion.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Obtencidn de cristales

Para la obtencion de cristales se ha utilizadoébdo de difusion de vapor en las dos

modalidades de gota sentada y de gota colgante.

Los experimentos en gota colgante se realizargia@as Linbro de 24 pocillos. Las
gotas contenian 1 6 2 pL de disolucién de protgihaL de liguido madre, y se
equilibraron frente a 500 pL de liqguido madre.

En gota sentada se utilizaron placas "MRC 2-wedl'96 pocillos §WISSQI Las gotas
contenian 0,3 pL de disolucion de proteina y 0,3lgliquido madre y fueron

equilibradas frente a 60 puL de liquido madre.

Para encontrar las condiciones iniciales de cistalbn se utilizaron 60 pL de las
condiciones contenidas en los siguientes kits coiales: JBScreen Basic HTS,
JBScreenClassic HTS |, PEGSalefa Bioscienge JCSG+, StructureScreen I+ll,
ProPlex y MidasNlolecular Dimensions Para poner las gotas se utiliz6 un robot
Nanodrop Il [nnovadyne Technologies, Inc. (U$Adropiedad del Instituto de
Biocomputacion y Fisica de Sistemas Complejos (BLEs placas se almacenaron en
el Rock ImagerKRormulatrix), propiedad del BIFI, un sistema automatizado de
incubacién de placas y toma periddica de imageadasigotas.

Los cristales obtenidos se difractaron en el stinéncALBA (Universidad Autonoma
de Barcelona) en la linea 13 (XALOC) y en el sitréno Diamond (Harwell Science

and Innovation Campus, UK).

3.2. Resolucion estructural

Tras la obtencidn de cristales de proteina, éste@emeten a un experimento de
difraccidon de rayos X. La recogida de datos deaddion de rayos X es la ultima etapa
fisica antes del procesamiento de los mismadico que concluird con la resolucion de

la estructuraKigura 8).
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Figura 8. Esquema de las etapas que constituyen la resolastéuctural de una proteina mediante
cristalografia de rayos X.

La recogida se inicia con la toma de una imagear@as imagenes separadas un cierto
angulo (tipicamente 90°), utilizando 1° de rotagity = 1°). La inspeccion de estas
imagenes permite estimar la resolucion a la quadd el cristal, la anisotropia,
presencia de maclas o de varios cristales, amidsielo, separacion y forma de las
reflexiones, la determinacion inicial de la cellyl grupo espacial, etc. Este proceso
inicial permite identificar la estrategia de reasde datos mas adecuada, incluyendo
los tiempos de exposicion, el rangoggdéda rotacion por imagen, la distancia hasta el
detector, etc. La optimizacion de la estrategisegegida es indispensable para obtener
un conjunto completo de datos de difraccion, yalganos casos (como los
experimentos de dispersion anémala) fundamentallpaesolucion de la estructura.
Este primer procesamiento de los datos de difracsedlevo a cabo mediante el

programa X-Ray Detector Software (XDS).
El procesamiento de los datos de difraccion catstias siguientes etapas:

Indexacion: En esta etapa se utilizan varias imagenes parendete los parametros
del cristal, la celdilla unidad, el grupo de Lalaegrientacion del cristal y la
mosaicidad. En ocasiones esta etapa no permiemdificacion inequivoca del grupo
espacial, por lo que se selecciona un grupo de nsimetria. La determinacién de la

red o el grupo de Laue es indispensable para comsegconjunto completo de datos
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durante la etapa de recogida de datos de difraqeairio que esta etapa suele realizarse

al principio del experimento de difraccion.

Integracién: En esta etapa se determinan las intensidades defl@sones asi como su
error estandar relativo. Como resultado se obtieneonjunto de datos con todas las

reflexiones K, k, )), su intensidad y su error.

Escalado:Durante la recogida de datos de difraccién se ppemtiicir un decaimiento
del cristal, fluctuaciones en la intensidad deukente, de la temperatura, etc. En la etapa
de escalado se normalizan las intensidades tenemdoenta los factores anteriores, y
se reducen los datos a la unidad asimétrica. Renemhera el conjunto de datos
resultante (denominaduerged ya no contendrd reflexiones simétricas y habra
promediado las reflexiones medidas varias vecesoasd las relacionadas por simetria.
En esta etapa se obtienen una serie de paramstao$séicos que permiten evaluar la

calidad de los datos de difraccion en funcion desalucion:

- Multiplicidad o redundancidRepresenta el nimero de veces que se ha

medido cada reflexiébn. Cuanto mayor sea su va@gjomnsera la estimacion de
los errores asociados a cada medida. Los valtiossde redundancia son
indispensables cuando se intenta fasear con diSpeandmala, ya que la

intensidad de la sefial andmala es muy pequefia.

- Completitud Indica el porcentaje del espacio reciproco queasecogido. Es
indispensable que la completitud global de losslatipere el 90%, siendo
deseable que en la Ultima capa de resolucionugeaisr al 80%. Cuando la
pérdida de reflexiones se debe a errores no sititeye aparecen mapas
ruidosos, mientras que si las reflexiones no nasdsd deben a errores
sistematicos (como por ejemplo, la pérdida dedfisxiones muy intensas por
sobresaturacién del detector, la pérdida de rieftes por no cubrir la totalidad
del espacio reciproco o la ausencia de datossaré&sgplucion) se pueden

producir problemas graves que impiden la resofudela estructura.

- FactorRsym Este parametro evalla la diferencia entre langitlad de una
reflexion medida N veces y su promedio (o0 entsaritensidades de reflexiones

simétricas) segun Bcuacion 3
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Rsym =

Ecuacion 3:Factor Rym

donde I(h) es la intensidad de cada reflexidn, medidas N veces, y sientlt)
la intensidad promedio de cada reflexion. Estens calcula para cada concha
de resolucion, observandose un incremento araléaduciones. En general se

aceptan valores globales Bgminferiores al 10 %.

- I/o (1): Representa la relacion de la intensidad con césga ruido. Son

aceptables valores por encima de 2.

Calculo del médulo de factor de estructuralyna vez se ha determinado la intensidad
de las reflexiones se calculan los médulos dedowfes de estructura, cuyo cuadrado
es proporcional a la intensidad.

Con los mdédulos medidos y las fases calculadassifattores de estructura se obtiene

una densidad electronica interpretable.

Generacion y refinado del modelo estructural

Se inicia entonces la construccion del modelo tei@sra de la proteina. La primera

etapa consiste en el trazado de la cadena poliiiegptientro de la densidad.

A partir del modelo inicial se realizan ciclos ééimado matemético y de refinado
manual. El refinado matematico implica el ajustdéadecoordenadas (X,y,z) de cada
atomo asi como el factor térmico isotropico B, gaeeelaciona con su estado de
vibracion térmica. Durante el refinado de estruatiproteicas se imponen ademas
restricciones estereoquimicas, las cuales permitariener distancias y angulos de
enlace correctos, asi como la planaridad de enfsg@gdicos y cadenas laterales. Estas
restricciones son esenciales en el caso de estna@baja resolucion, donde el nimero
de parametros que han de refinarse no es muchor meadas observaciones

experimentales. En el caso de existir varias caggda misma molécula en la unidad
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asimétrica, la introduccion de restricciones deb@aimetrias no cristalograficas
también conduce a una mejora en el proceso deadefjrsobre todo en estructuras a
baja resolucion. El proceso de refinado se evakdiante el factoR, el cual mide la

diferencia entre las amplitudes observaliagy calculadag-c| (Ecuacion 2.

Para asegurar que los cambios que se realizantdwaata etapa son representativos del
modelo real, se utiliza la validacion cruzada, raet## el uso ddRfree Para calcularlo

se excluyen entre un 5 % y un 10 % de las reflesaturante el refinado, calculando
para este set de reflexionésst sex el factorRfree El factorR calculado con el 90-95

% restante se denomiRavorke incluye las reflexiones utilizadas en el refinaSiceste
factorRfreedisminuye en una etapa de refinado, sera sintommaeléa etapa ha

conducido a una mejora de las fases.

El refinado matematico se suele iniciar medianteefinado de cuerpo rigido, en el que
la proteina es tratada como un todo y se modifigaosicidon y giro, asi como un
refinado de tipesimulated annealingen el que se simula un calentamiento y posterior
enfriamiento de la proteina. Posteriormente sézagalefinados tipo “maxima
verosimilitud” (del inglésmaximum likelihood Ademas se afiaden moléculas de agua
al modelo, asi como ligandos e iones. Los cicloetfierado matematico se alternan con
ciclos de refinado manual, en los cuales se ajustdanas laterales, se modelan
regiones peor definidas o se ajustan las confoonaside los ligandos. Para ello se
calculan los denominados mapas de densidad ele@rdifierencia2Fo-Fcy Fo-Fc
utilizando la diferencia entre las amplitudes obadas y calculadas y las fases
calculadas. Por ultimo, puede utilizarse el denanhinrefinado TLS de los factores B
(del inglésTranslation-Libration-Screyv En este tipo de refinado las cadenas de
proteina se dividen en fragmentos (grupos TLS)sgusomportaran como cuerpos
rigidos en cuanto a su vibracion, y se refinanarépicamente. Este refinado conduce
a una mejora con respecto al refinado B isotropi@diferencia del refinado
anisotropico, puede usarse a bajas resolucion@gjeyao supone la introduccion

adicional de demasiados parametros que refinar.

El proceso de refinado concluye cuando el moddloasral se ajusta a la densidad
electrénica, no aparece densidad electronica nlicagp en los mapas diferencia, los
valores deRy Rfreeson adecuados (valoresRfreeinferiores al 30%, YR de 20-25%)

y la geometria del modelo es la correcta.

21



CCP4

El paquete de programas CCP4 (The collaborativepatational proyect number 4) de
cristalografia de proteinas se cred en 1979 conabamcion entre los investigadores
gue trabajaban en software aplicado a la cristaf@gpara formar una coleccion
completa de software para satisfacer los requemiwmsecomputacionales de los grupos
de Reino Unido. A diferencia de otros paquetesoftevare cristalografico para
moléculas pequefias, CCP4 es un conjunto de progrseparados que se comunican a
través de archivos de datos estandar, en luganée todas las operaciones integradas
en un gran programa. La gran ventaja que derivdial® paquete es que es muy facil
afadir programas nuevos o modificar los ya exiegentos principales tipos de datos
gue se utilizan en este programa son los datosfidion, mapas de densidad
electronica y las coordenadas de los atomos. Hefiaicion de estos formatos se
realizan una serie de ventajas y desventajas @spakio y el tiempo de acceso)

portabilidad, flexibilidad y sencillez de uso [25].
Refmac

El programa REFMAC [26] permite realizar refinant@de cuerpo rigido, TLS
(modelacion de los desplazamientos anisotropicejamiento restringido y no
restringido. Normalmente los datos de rayos X seesieforma de amplitudes de
factores de estructura observadas, aunque la mer&é reciente de Refmac puede
refinar a partir de intensidades, que ademas, sggpuusar si las fases experimentales
son de calidad. Refmac minimiza los parametrosodedenadas para satisfacer un
residuo de probabilidad maximo. Refmac tambiénpeedin archivo de salida mtz que
contiene los coeficientes de ponderacién para EEas FWT PHWT y DELFWT
PHDELWT, donde han sido restaurados los “datosfajten”.

Refmach refinara un modelo atémico ajustando lo&arpatros del modelo
(coordenadas, factores B, TLS...) con el fin de afatehmodelo que mejor explica los
datos experimentales, maximiza la probabilidagrBfjreso se mide por elRory

Riree, @SI COMO su ponderacion.

Para ejecutar este programa se necesita un amphé/oontenga un conjunto de factores
de estructura observados y un modelo atomico irebignido por reemplazo molecular

0 construccion molecular [26].

22



Entre las opcioned-{gura 9) de refinamiento existen:

- Revision de las restriccionagyiew restraints No se produce refinamiento, pero se
comprueba la geometria del modelo.

- Refinamiento restringidagstrained refinemeirtEs el valor predeterminado. El
modelo se refina para obtener el mejor ajustedetaidad experimental, mientras que
mantiene una buena geometria.

- Refinamiento no restringidauirestrained refinementNo restringe la geometria del
modelo, solo es valido para alta resolucién.

- Refinamiento de cuerpo rigidodid body refinement No mueve los atomos
individualmente, sino que mueve toda la molécuta@anidad Unica. Muy util cuando
se tiene baja resolucién, por ejemplo, despuérsedaiplazo molecular.

- Idealizacion de la estructurstiucture idealization No utiliza datos experimentales,
sé6lo corrige los errores en la geometria.

- TLS y refinamiento restringidd (S and restrained refineme¢nEs como el
refinamiento restringido, pero también se modela@timiento térmico del cuerpo
rigido de la molécula, dando una primera aproxigraei un refinamiento anisotropico,
incluso a baja resolucion.

Run Refmacs

Job titie | N
Da restrained refinement — |using no prior phase information —~ |input

| Input fixed TLS parameters

! ! ghted maps files in ﬁu format

MIZin TUTORIAL || s el
FP - | Sigma - |
MTZout TUTORIAL — | grovss | view |
PDBIn TUTORIAL — || Browse | vew |
PDBout TUTORIAL — || Browse M
LBin TUTORIAL — | Merge LIBINs | Brovse | vew |
Data Harvesting a

Create harvest file in project harvesting directory ~|

Harvest project name iT'l'.IdeI'KL and dataset name i—

Refinement Parameters -
Do i-‘l_fl_ cycles of i

Use hydrogen atoms: use if present in file ~!al\d | output to coondinate file

B oy e

= Use ic weighling  Use expern sigmas to weight Xray terms

Refine isotropic ~ | temperature factors

 Exclude data with freeR label ~ |with value of 0.
Setyp Goomeiric Restraints o
Setup Not-Crysialographic 5y y (NCS) J
Data Qutport to MTZ file 2
Scaling. 4
Maximurm Likelitood Faramerers r

Run - Save or Restore Cose

Figura 9. Interfaz de Refmac5, programa del CCP4.
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COoOT

Coot es una aplicacion interactiva de graficos mges disefiado principalmente para
el ajuste manual de modelos macromoleculares ds datrayos XKigura 10) [27].

Las herramientas principales que utiliza este rogrson:
- El uso de restricciones de péptidos planos.
- El uso del grafico de Ramachandran.

- La utilizacién del llamado rotameros “Bac Rubadr@ encontrar conformaciones

alternativas de las cadenas laterales.

hAIF nativa ] hAIF mutante

Figura 10. A. Detalle del residuo 413. Al utilizar el reemplanolecular se ha considerado este residuo
como Glu, y aparece una densidad electronica neradida en el experimento de difraccion (en rdgo).

Mediante una herramienta del programa Coot, seutadu el residuo 413 a Ala.

Validacion

La etapa de validacién del modelo constituye lenaltetapa de la resolucion
estructural, y en ella se comprueba tanto la exeienica del modelo como la

correlacion de la densidad electronica.

El modelo generado se ha validado mediante el aliagide Ramachandran, disponible
en el programa Coot.

La estructura resuelta también se ha validado kprograma MolProbity [28], que
comprueba ademas la conformacion de los residunsASh e His, indicando la
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necesidad de realizar torsiones de 180° en la addtaral cuando asi lo sugieren los
puentes de hidrogeno. La razén es que la densidettidmica de C, N y O es similar,
por lo gue en estos residuos no es posible ideatifa conformacién adecuada si no se
analiza la formacion de puentes de hidrégeno cas éttomos de la proteina o

solvente.

3.3. Herramientas informaticas para la representadin y analisis de las estructuras

cristalograficas.

La representacion de estructuras tridimensiona@dmsealizado mediante el programa
PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, VersioBr3pre, Schrodinger,
LLC). PyMOL es un programa de visualizacion molacupotente y completo para la

presentacion y animacion en 3D de estructuras mialess.

En muchas de las imagenes los atomos se han abbomeediante variaciones del
sistema CPK, con los atomos de C en diversos &ltme atomos de N en azul, los
atomos de O en rojo, los atomos de fosforo en jakalos atomos de azufre en

amatrillo.
Anédlisis de la estructura cuaternaria

La estructura cuaternaria se analiz6 mediantereides PISA
(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/cgi-bin/mst.html), el cual realiza un analisis
termodinamico de las interacciones que se estabti@ro del cristal, predice la
existencia de ensamblados macromoleculares y i@ iinteracciones “irrelevantes”
(debidas al empaquetamiento cristalino) de aquellagienen una relevancia bioldgica.
Este servidor calcula ademas las superficies éeaiation entre subunidades asi como

las interacciones que se establecen entre ells [29
Asi, entre los resultados calculados que propoacRISA se incluyen:

- Propiedades estructurales y quimicas de las fstipermacromoleculares.

- Propiedades estructurales y quimicas de lagasts macromoleculares.

- Probables estructuras cuaternarias, sus propsdesiructurales y quimicas y un
patrén probable de disociacion.

- Nimero de simetria
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- Ligandos de tipo homomeérico
- Estado multimérico

- Presencia/ausencia de puentes disulfuro y salinos

En nuestro caso, cuando el complejo Al dé2NAD" (4BUR) se analiza con el
servidor PISA se obtienen los resultados recoggtidaTabla 2. Este analisis
estructural del empaquetamiento cristalino en b ¢kl complejo hAIR 102 reg2NAD?
(4BUR) con el servidor PISA revela la existenciaudedimero AINAD] 4[FAD],, con
una superficie encerrada en la interfase de 431i6% del total de la superficie
accesible para el solvente. La interfase del dirasté estabilizada mediante la

formacion de 6 puentes de hidrégeno y 4 puente@sosafFigura 7).

Tabla 2. Interacciones que se establecen en la interfdsdrdero
gue se forma cuando se reduce hAlk, con NADH calculadas por
el servidor PISA.

Puentes de hidrégeno
# Monomero 1 Distancia (A Monomero 2
1 | A:ARG 584[NH2] 3,03 A:ASN 583[0]
2 | A:ARG 584[NH1] 3,30 A:ASN 583[0]
3 A:LYS 590[NZ] 2,89 A:GLU 596[OE1]
4 A:ASN 583[0] 3,30 A:ARG 584[NH1]
5 A:ASN 583[0] 3,03 A:ARG 584[NH2]
6 | A:GLU596[]OE1] 2,89 A:LYS 590[NZ]
Puentes salinos
# Monomero 1 Distancia (A Monomero 2
1 A:LYS 590[NZ] 2,89 A:GLU 596[OE1]
2 A:LYS 590[NZ] 3,92 A:GLU 596[OEZ2]
3 | A:GLU 596[OE1] 2,89 A:LYS 590[NZ]
4 | A:GLU 596[OE2] 3,92 A:LYS 590[NZ]
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cristalizacion de proteinas

Los ensayos de cristalizacion de proteinas red@stietrabajo se realizaron empleando

protocolos y condiciones diferentes segun los exspievios de cada una.

4.1.1. Factor de Induccion de Apoptosis

Para cristalizar el mutante W483G de la protein-hge utilizé el método de difusion
de vapor en gota colgante, partiendo de una salw®d@roteina a 10 mg/mL en tampoén
Tris/HCI 0,1 M pH 8,0 de la que se tomé 1 pL quenszcld con 1 pL de liquido madre
consistente en 8% de PEG8K, imidazol 0,1 M, pH BrDestas condiciones se habian
observado anteriormente la aparicion de precipgadigtalinos del mutante. Tras
varios dias se observo la aparicion de un predipitescuro que sugeria la

desnaturalizacion de la especie W483G hAIF.

Se realiz6 otro ensayo en las condiciones origsnddecristalizacion de la proteina
hAIF;1-102 Nativa. La solucién de W483G hAIF a 6 mg/mL se d@zon 16%PEG8K
en Tris/HCI 0,1 M, pH 8,0 y en presencia de DTTha aoncentracién final de 5 mM
[11]. También se realiz6 un control con la protaiativa hAlR1-102 €N las mismas

condiciones.

Tras unos dias de incubacién, se observo la aparig precipitado en las gotas que
contenian el mutante W483G, y no se observé lacafade cristales o de precipitado

en las gotas que contenian la proteina RAIf> Mas ensayos en otras condiciones
deben ser probados con el mutante W483G hAIF auglgqeemportamiento del mismo

en las gotas y cuando se preparan soluciones dplarsugiere que esta especie es poco

estable y precipita con facilidad incluso en ausede agente precipitante.

27



Para la cristalizacion de la hAlf02en presencia de los ligandos ATA y Trolox se
utilizé el método de difusion de vapor en gota aatg. La proteina se incubo
previamente con el inhibidor en una gota que cdatés uM de hAlk;.102€n tampdn
Tris/HCI 0,1 M pH 8,0 y 2 mM de inhibidor. Esta neézse dej6 en hielo unos 5
minutos y después se mezclo en la gota colganteldayuido madre en las

proporciones y condiciones que se muestran €aléa 3.

Tabla 3. Condiciones de cristalizacion de la hAdkg>con las

moléculas ATA y TroloxPEG 4K = Polietilenglicol 4000. El % se refiere a
masa/volumen (m/v). En todos los casos el ageerwm@ptante se prepard en
tampoén Tris/HCI 0,1 M pH 8,0 y LiS@le 0,2 M.

Ligando Liquido Madre Gota
Vliquido madr- Vproteinaul—)

18% PEG 4K 1.1y 1.2
ATA 16% PEG 4K 11y 12
14% PEG 4K 1.1 y1:2
20% PEG 4K 1.1y 1.2
Trolox 18% PEG 4K 11y 12
16% PEG 4K 111y 1:2

Tras varios dias de incubacion, se observo la@paride agujas de color amarillo en
todas las condiciones ensayadas (color de la peot&IF debido a su FADJ{gura

11). El nUmero de agujas era mayor en las gotas outerian mayor concentracion de
agente precipitante, y el tamafio mayor en las gptagenian menor concentracion de
agente precipitante. En ningan caso estas agwgagifaptas para la difraccion de rayos
X.
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Figura 11. Fotos de las gotas de los cristales de AlF juntoATA y TROLOX tras mas de dos semanas
de incubacionA, By C. AIF y ATA al 18%, 16% y 14% de PEG4K, respectivameeD, Ey F.AlIF y
TROLOX Al 20%, 18% y 16% de PEGA4K, respectivamente.

También se realizaron en paralelo controles negmtie la cristalizacion, con ligando y
sin proteina, en las mismas condiciones. Estosalesttenian como objetivo
comprobar que los cristales que se observabaranaesultado de la cristalizacion de
los ligandos. En ningun caso se vieron cristaldaggotas de los controles, por lo que

se concluyé que las agujas tenian naturaleza paotei

Para obtener menos cristales, mas grandes y cogeanaetria adecuada, es decir, para
mejorar la calidad de los cristales, en el liguitkdre se disminuyd la concentracion de
PEG4K al 12% conservando las mismas condicionéandpon y sal. También se
realizaron controles negativos de la cristalizagi@ontroles positivos. Los controles
positivos contenian la proteina hAlko,en las mismas condiciones pero sin ligando.
Este control positivo se hizo para comprobar queéaencia de los ligandos no estaba

alterando la cristalizacion de la proteina.

Tras una semana de incubacion se observé el certtionile unas pocas agujas
amarillas, que aunque habian aumentado de tamaffr@specto a las que aparecen en

la Figura 11, no eran aptas para la difraccion de rayos XaBmbtas de control
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positivo se observo el mismo patrén que en las depai lo que la presencia de los
ligandos no interfiere en la cristalizacion deiatpina aunque en este caso resultara en

la formacion de cristales aguja.

Una manera de mejorar estos cristales en formguja as utilizando el método
denominado macrosiembra. Algunas de las agujasrpratias en los experimentos
anteriores se recogieron con un pelo de gato ggesitaron sobre gotas que contenian
la misma concentracion de enzima y ligando y dditiin liquido madre que contenia
una concentracion menor de agente precipitante 4REG0% (m/v) y en el mismo
tampodn y sal que los experimentos anteriores. [Rarezcla AIF/ATA se cogieron
cristales obtenidos a 16% PEG4K y para la mezdidTblox a 18% PEG4K. También
se realiz6 un control negativo de la siembra, esmiismas condiciones pero sin
realizar la siembra, y un control positivo de a@ligacion, en el que las gotas contenian

proteina y liquido madre.

Tras varios dias de incubacion, se observé creotmie multiples agujas amarillas de
pequefio tamafo en las gotas en las que se remkanhbra, y unas pocas agujas
amarillas mas grandes en las condiciones en laa@babia siembra. De ello se deduce
gue en nuestro caso y con las condiciones ensgyadaacrosiembra no funciona para

obtener mejores cristales de los complejos.

De haber obtenido cristales adecuados en los ¢estsolo con hAlk 102 €Stos se
hubieran sumergido en una soluciéon concentradmaedo (ATA/Trolox), para

ensayar la técnica de remojado o "soaking".
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4.1.2. Citocromo g.3

Para la cristalizacion del citocromgascse utilizé la técnica de difusién de vapor en gota
sentada, utilizando los kits comerciales previameéescritos en Materiales y Métodos.
Tras siete dias de incubacion se observo la afarilg cristales en algunos pocillos,
gue siguieron creciendo hasta el diaR2fjfra 12A, 12B y 120. Las condiciones en

las que se observé la aparicion de cristales senes en larabla 4.

A B

ol
Figura 12. Cristales de citocromg.gen diferentes condicione&. Condicidn A6 del kit Basic HTB.
Condicién D7 del kit Basic HTSC. Condicién B4 del kit Structure Screen IH0. Cristales de
citocromo gz tras 7 dias de incubacién en gota colgante enNd89%, CHCOONA pH 4,6 y
(CH;COO)Mg 0,2 M.

Tabla 4. Condiciones de cristalizacion del citocroma en
las que se obtuvieron cristales.

Kit/condicion Condiciones
30% (v/v) MPD*
Basic A6 100 MM CHCOONa pH 4,6
200 mM NacCl
18% (m/v) PEG8000
Basic D7 100 mM MES pH 6,5

200 mM (CHCOO)Zn

30% (v/v) MPD

Structure Screen I+l B4 | 100 mM Cacodilato de Sodio pH 6,5
200 mM (CHCOO)RMg

*MPD: 2-Metil-2,4-pentanediol.
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Se recogieron 4 cristales de la gota con la comwliéi6é del kit Basic HTSKigura

12.A) y 3 cristales de la gota con la condicion D7rdemo kit Figura 12.B). Se

prepard una disolucion crioprotectora consistenteldiquido madre mas 20% (v/v) de

glicerol en la que se sumergieron los tres ultioragales, y en un loop de nylon se

congelaron en nitrégeno liquido. La disolucion deal 30% es ya crioprotectora, por

lo que esos cristales se recogieron y congelaraméoop sin necesidad de pasarlos

previamente por una solucién crioprotectora.

Los cristales congelados en nitrégeno liquidoaasgortaron al sincrotron ALBA

(Universidad Autonoma de Barcelona) donde se leeeabo el experimento de

difraccidon de rayos X en la linea Xaloc. Variosed#os cristales no presentaron

difraccion, y los que lo hicieron no dieron patreen suficiente intensidad a alta

resolucidn, por lo que no se pudo resolver la esira del citocromo a partir de esos

datos.

Para mejorar los cristales, se llevé a cabo una derensayos de difusién de vapor en

gota colgante. La proteina estaba a una concedrtrdei 0,8 mM y los diferentes

liquidos madre estan recogidos eff ébla 5.

Tabla 5. Condiciones de cristalizacion del citocromgg en gota colgante.

Agente precipitante| Tampon (0,1MRango pH Sal Rango concentracid
30% MPD CHCOONa 4,6-7,0 NaCl 0,10M-0,20M
30% MPD CHCOONa 4,6-7,0 (CECOO)Mg 0,10 M - 0,20 M

14 - 18 % PEGSK MES 45-6,5| (CHCOO)Zn 0,02 M

"MES: 4acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico.

Tras siete dias de incubacion, se aprecio el crestmde cristales rojos en la gota que

tenia como liquido madre 30% (v/v) MPD, acetatsal#io 0,1 M pH 4,6 y acetato de

magnesio 0,2 MKigura 12D).

Se cogieron un total de 7 cristales de los dogdgbbservados con un loop de nylon y

fueron almacenados en nitrégeno liquido.

Los cristales se llevaron al sincrotron Diamondr{#dl Science and Innovation

Campus, UK) para llevar a cabo los experimentadifdgccion de rayos X, pero

ninguno de ellos difracto.
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Con el fin de obtener un niumero menor de cristalds mayor tamafo, se realizé otra
incubacién de la proteina a 0,4 mM con el mismoitig madre, y otro experimento en
el que se redujo al 28% y al 26% la concentrac@®agente precipitante (MPD). En los
tres casos se observo la aparicion de un gran mltheetristales y de un tamafio menor,

por lo que se descartd seguir creciendo cristalessa via.

4.1.3. FAD Sintetasa

Para la cristalizar las especies R195A/R199A, T29&8164D FADS se utilizo el
método de difusion de vapor en gota colgante. béssgse prepararon en proporcion
1:1y 1:2 (liquido madre: proteina, v/v) con unaeantracion inicial de proteina de 180
UM y liguido madre que contenia tampdn fosfato 40, pH 6,8 y LiSQ 1,98 M. En

esta solucion habia cristalizado anteriormenteAB% nativa.

Tras no observar la aparicion de cristales o pitacip en las gotas en un rango de
tiempo de varias semanas, se realizé una seguaalaaicion con una concentracion
mayor de proteina (230 uM) en las mismas condisiodea de las posibles causas por
la que no aparecen cristales o precipitado de totaipa es que no esté a suficiente

concentracién y por tanto no se alcance la zorsdesaturacion.

Se prob6 también si la presencia de ditriotre@d ) a 2 mM mejoraba la
cristalizacion. Dicho reactivo como agente redupteriene la formacion de puentes
disulfuro que pueden provocar agregacion de praseifras varias semanas de
incubacién y en presencia de este reactivo se ohtmprecipitado de las especies
mutantes, pero no cristales de las mismas. Erpaste es necesario ensayar otro tipo

de condiciones o mejorar la de la nativa variandy/fo T2.
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4.2. Estudio estructural de la proteina mutada
4.2.1. Generacion y refinado del modelo estructural

Para la generacion y el refinado del modelo estrattle la proteina
E413A/R422A/R430A hAlkK: 102 Se disponia de los factores de estructura ercharf
generado por el programa XDS. Se realiz6 el reeropi@lecular con el programa
Molrep (programa incluido dentro del paquete dgmmas CCP4) utilizando el
modelo estructural de la enzima hAdko2 (4BV6). El programa utilizo las fases del
modelo estructural de la enzima hAdko2y los modulos calculados a partir del
experimento de difraccién, y los proceso para astehmapa de densidad electrénica y
un fichero .pdb que contiene las coordenadas d&dmsos de la molécula (o
moléculas) de la unidad asimétrica. El modelo esiral obtenido (fichero .pdb) fue
refinado utilizando el programa Refmac5, que readiistes matematicos. El programa
Refmac5h proporciona el modelo estructural mejoéidbero .pdb) y los mapas de
densidad electronica diferencia en un fichero .l$&t0s archivos se visualizaron
mediante el programa Coot, con el que se realizéfimado manual de la estructura de
la proteina y se introdujeron las mutaciones. Es&s®s se realizaron varias veces,
siguiendo la evolucién de los parametirog Ryee, asi como los valores de la desviacion
cuadratica media (r.m.d.s.) de las distancias ylasgle enlace, que fueron
disminuyendo tras cada ciclo de refinaB@g(ra 13). Como se ha mencionado
anteriormente, estos parametros son indicativapidesl modelo generado explica la
densidad electrénica observada, y a menor difesieandire el modelo generado y la

densidad electrénica, estos valores son menores.

B factor 0.3635 0.2516

B free 0.3721 02389
2ms BondLength 0.0058 00131
oms Bondangle 1.2973 16389
Bms ChirVolume 0.0%84 00818

Graph Data
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Figura 13. Resultado de un proceso de refinado. Los valae@sydR,.. estan representados frente a cada
ciclo de refinado.
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4.2.2. Andlisis estructural

La estructura cristalografica de la especie E4138%A/R430A hAIR;.102 S€ resolvio

a una resolucién atémica de 2.6 A.

Las estadisticas de recogida de datos de difradeidayos X y del refinamiento del
modelo se recogen enTabla 6.

Tabla 6. Datos de la recogida y del refinado del experimelet
difraccion de la proteina E413A/R422A/R430A hAdo:

Cristal E413A/R422A/R430A hAlg. 10;
Grupo espacial R2;, 2,
a=66,43
Parametros de la celdilla b=107,79
unidad (A) c= 170,62
0=B=y=90,00
Recogida de datos
Temperatura 100
Beamline 13-XALOC
Longitud de onda (A) 0,97941
Resolucion (A) 40-2,6 (2,74-2,60)
Reflexiones totales 321.742
Reflexiones Unicas 37.459
Mean l6(1) 20,2 (8,6)
Completitud (%) 97,3 (83,1)
Redundancia 8,6 (6,4)

a
Rsyrr

0,082 (0,206)

Refinado de datos

Rango de resolucion (A) 40 (2,6)
Numero de atomos (no
hidrogenos)
Proteina 7.046
Ligando 105
Solvente 122
Ruork (%) 0,22
Riee’ (%) 0,25
r.m.s.d. longitud enlace (A 0,005
r.m.s.d. angulo enlace (°) 1,185
Promedio factor-B (A 22,44
Andlisis Ramachandran
Residuos en regiones 99,01
permitidas (%)
Fuera (%) 0,99

Los datos entre paréntesis corresponden a la calech@yor resolucién
*Reyn= Z| | - Iy |/ = 1, donde el sumatorio se refiere a las reflexiones

equivalentes por simetria

PR calculado para el 7 % de datos excluidos parafiedo
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La unidad asimétrica del cristal de E413A/R422A/BABAIFA1-102 cONtiene dos
moléculas de proteina, que llamaremos cadena AlgneaB, dos moléculas de cofactor
FAD unidas no covalentemente a cada una de eliastgtal de 123 moléculas de agua
(Figura 14A). El numero de cadenas polipeptidicas que apameteunidad asimétrica

depende del empaquetamiento cristalino y su retéadmologica debe ser probada.

En el modelo estructural resuelto se encuentmarekiduos 128-534 y 560-611 de la
cadena Ay los residuos 128-532 y 559-611 de larta®. Estos residuos se han
colocado de forma que justifiquen la densidad sdaeata observada en el experimento
de difraccidn. Los residuos que no se muestranbb35 533-558 para las cadenas Ay
B, respectivamente, no pudieron ser modelados debsili escasa o nula densidad
electrénica. La ausencia de esta densidad elecirévgicesaria para poder colocar los
residuos podria ser debida, como en la mayor partes casos ocurre, a una movilidad
elevada de los mismos en la proteina. Aunque Egipas se encuentran en un estado
cristalino, se encuentran rodeadas por el solvgrés, zonas que son poco rigidas (o
que establecen interacciones méas débiles conteldeda proteina) pueden moverse sin
alterar el conjunto de la red cristalina, es dexstas zonas tienen conformaciones
distintas en las diferentes moléculas que formanigtial, y al realizarse el promedio de
todas ellas en el experimento de difraccion, nousele establecer con exactitud

suficiente una densidad electronica que ayudeardatar su posicion.

Ademas, en este modelo, faltan los residuos dextvsemos amino (residuos 102-127
en las dos cadenas) y carboxilo (residuos 612 y813s dos cadenas), aparte del ya
mencionado fragmento mévil (segmento 509-560).
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Figura 14. A. Representacion de la unidad asimétrica del mosltoctural de la proteina
E413A/R422A/R430A hAlk; 102 En verde la cadena Ay en azul la cadena B. Ea $6 muestran los
cofactores FADB. Representacién en cintaz(toor) de la cadena A de la estructura de
E413A/R422A/R430A hAlR. 102 Las hélices estan coloreadas en rojo, las helffras amarillo y el
resto en verdeC. Superposicion de los esqueletos carbonadesd€la cadena A de
E413A/R422A/R430A hAlF;.102 (azul) y de la cadena A de la proteina hAlk, nativa (4BV6) (rosa).

Se realizo6 la validacion del modelo de E413A/RAER480A hAIF;-102 cON €l

diagrama de Ramachandran contenido en el programiafcgura 15). El 96.70 % de

los residuos se encontraban en zonas preferemt@s31% en zonas permitidas y un
0.99% de los residuos se encontraban en zonasbtai Este 1% de residuos situados
en zonas prohibidas del diagrama de Ramachandi@mng&obaron visualmente en el
programa Coot. La posicion de los residuos justificdensidad electronica, por lo tanto

estan bien colocados aunque no cumplen los vaje@®étricos ideales.
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Figura 15. Diagrama de Ramachandran. En los ejes estandiefilos angulos y y (en grados). Las
regiones favorables estan representadas en rasggimitidas en amarillo, el fondo gris corresgoad
las regiones no permitidas. Los residuos estaeseptados como cuadrados azul oscuro, excepto la
prolina y la glicina, que estan representados comaglrados azul claro y triangulos azul claro,
respectivamente. Los residuos que se encuentreggi&mes prohibidas se muestran en rojo.

El modelo estructural obtenido se valido tambiéuliarge el programa MolProbity.

Los resultados se muestran e &bla 7.

Tabla 7. Resultados proporcionados por el programa MolBrgizira la validacién de
la estructura E413A/R422A/R430A hAlEo2.

100" percentilé (N=227, 2.60A
Contactos de +0.25A)

todos los atomos|Clashscorees el niimero de solapamientos estéricos grave (&) por 1000
atomos.

Clashscoretodos los atomos: 1.74

Rotameros pobres 16 2.15% Objetivo: <1%

Residuos fuera de las zonas

permitidas del diagrama de 2 0.22% Objetivo: <0.05%
Ramachandran
(Ij?_emduos (ejn zRonas %ern:jmdas de 883 97.14% Objetivo: >98%
Geometria de la (di2grama de Ramachandran
proteina . 2 100" percentilé (N=6237,
Puntuacién de MolProbity 1.34 2.60A + 0.25A)
Desviaciones de [£>0.25A 1 0.12% |Objetivos: 0

Residuos con distancias de enlac

incorrectas

0/7186| 0.00% |Objetivos: 0%

Residuos con angulos incorrectos| 0/ 9713| 0.00% |Objetivos: <0.1%
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Aunque hay mas rotameros pobres y residuos fuesdmnas permitidas del
diagrama de Ramachandran de los deseados, lagmod&iesos residuos en la
estructura se ha comprobado que es correcta segi@ms$idad electronica obtenida. La
validacion del diagrama de Ramachandran hechaacoertamienta del programa Coot

(Figura 15) también muestra que esos residuos se encuemntzonas no permitidas.

Mediante el programa PyMOL se realiz6 la superp@side los @ de las cadenas Ay

B de E413A/R422A/R430A hAlf-102 Se superpusieron 458 @ se obtuvo un valor

de la desviacion cuadratica media (r.m.d.s.) d@44, lo que indica un plegamiento
similar de las dos cadenas A y B. Por esta raziarta de ahora se tomara la cadena A

como modelo estructural a efectos comparativos.

De la misma forma, se realiz6 la superposicioradmtiena A de
E413A/R422A/R430A hAlk-102 con la estructura de la proteina nativa 4BV6 (hAIF
102) (Figura 14C). Se alinearon 414y el valor de r.m.d.s. fue de 0,323 A. Estos
datos muestran que la estructura de la proteinamt@E413A/R422A/R430A hAKL.

102 €S globalmente similar a la estructura de la pmateativa en su estado oxidado. Sin
embargo y a pesar de la elevada similitud, hayralguliferencias que podrian ser
significativas para explicar el comportamiento metante. En esta comparativa con la
estructura nativa se observa que los residuos 33216 la especie mutante siguen una
trayectoria diferente que los residuos homdélogoa eadena de la enzima nativa
(Figura 16A). Ademas en el modelo de la nativa se predicengheea formada por

los residuos 529-533, mientras que los mismosuesidn la estructura de la mutada no
son representados en esta estructura secundaoa.residuos y las dos héliaesortas
517-524 y 529-533 reducen la accesibilidad al acié flavina a través del residuo
W483, y que en el modelo de la proteina reduciB&R) estos residuos se encuentran
desplazados y el espacio ocupado por una moléeU\A®" [12]. Como no se dispone
de densidad electronica entre los residuos 53585 mutante y entre los residuos
546-558 en la nativa, no se puede visualizar gista zona existen diferencias en esta
zona entre la especie mutante y la natinvigyra 16B). Para saber si esta diferencia en
la trayectoria de los residuos 532-534 se debeskel@da movilidad de los mismos, se
comparo su factor B con el factor B promedio dert#eina. Los residuos 532-534
tienen un factor B de 41,9°Aun valor muy alto comparado con el promedio de la
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proteina (22,4 A. Estos mismos residuos er estructura de la proteirnativa tienen
un factor B de 19,4 A muy similar al de promedio de la proteina (1 A?). Sin
embargo, anque los residuos 5-534 tengan una mayor movilidad en la estructur
la proteina mutante, la densidad electronica obserndica que estan eisa posicion.
Por lo tanto la trayectoria de los residuos-534 de la proteina mutante es distinta
respecto a los mismos residuos de la proteinaa

4, Hélice
517-524

B P545

~———————T
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Figura 16. A. Superposicion de losa de la cadena A dB413A/R422A/R430A hAl y1.102(verde) con
los de lagproteina hAIF nativa (azul). than etiquetado las dos héliaesortas ylos residuos R201, T5:
y E531 con sus interacciond&mbién sindica con flechasl cambio de direccion las cadenas a
partir de los residuos 532-53. Estudio comparativo de una zona de la hAIF natide Ja especi
mutada. En azul, atelo de la proteina hAIF nativa (4B\ con sus residuos 434-444 rojo. La linea
discontinua muestra [gosible trayectoria ¢ los Gu que no tienedensidad electréni en el modelo
(546-558).En verde, radelo de la proteil E413A/R422A/R430A hAIk;.102La linea discontinui
muestra la posible trayectoria lds Cu de los residuos sin densidad electrémical modelo (53-559).
C. Detalle deimodelo de la proteil mutante E413A/R422A/R430A hAlE 10, (en verde, en la que se
muestra la posicion mutada 430 y el desplazamigeitoesidu S431con respecto al de la proteina h/
nativa (en azul).

La posicidon de l@adena principal de los residuos mutados 422y 43( es la misma
en laenzima nativa que en la especie mu. Sin embargda conformacion de la serit
431es diferente en ambas prote (Figura 16D). Como las interacciones con |
residuos cercanos stas mismas en los dos modg, este ultimo cambio nse puede

considerar significativo.

La superposicion de losa@el modelo estructural de la prina E413A/R422A/R430;
hAIF,1-102y del modelo 4BV6 también mostro « tantoel residuo W48:como el

grupo prostético FABe encuentn en la misma posicién.

También se realiz6 la superposicion de lo de la cadena C debmplejc
hAIF.¢2NAD" (4BUR) cor la cadena A de la hAN.102 Nativa (4BV§ por una parte
de la cadena C del complecon la cadena A de413A/R422A/R430A hAla1-102 EN
el casade la superposicién del complejo reducido con tavaise alinearon 387 dCcon
un r.m.d.s. de 0,905 A, y encaso de la superposicion del complejo con el me se
alinearon 382 € con un r.m.d.s. de 0,9(A. Estos datos muestran gtanto la hAIF
nativa comda proteina mutante E413A/R422A/R430A h,i-102deben sufrir ut
cambio conformacional para adoptar la estru de la hAIF reducida con NADH qt

se asocia en dimeros [12].

41



Como ya se ha explicado, cuando la proteina hAlivanae reduce con NA" dimeriza
con otra molécula de hAIIEn la proteina E413A/R422A/R430A hAlR, los
residuos mutados muieden establecer los puentes salestabilizadores de
estructura dimérica6413 y R44¢ entre R430 y E426)gura 17Ay 17B) y tampoco
se produce el apilamiento de las Arg422, yadicha arginina es en la especie mut:
unaalanina. La ruptura de estas interaccicy los pequefiosambios conformacionals
descritos pueden ser la causa deno se pueda producir la dimerizacde la proteina
mutante E413A/R422A/R430A hAx1-102una vez ha sido reducida con NAIL

Figura 17. A. Interfase del dimero hA.¢2NAD". B. Interfase de las dos cadenas presentes en la t
asimétrica del modelo estructural de E413A/R4228BhAIF, ;102 C. Interfase de las cadenas Ay
del modelo estructural de E413A/R422A/R430A hy1.102Si Se orientan como en el dimero de Feq
Debajo de cada interfase se encuentran las cadedasinidad asimétrica de cada estruc
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Ademas hay que tener en cuenta que la orientaelativa entre las cadenas Ay B en
el mutante no es la misma que la que tienen lasneadcuando la enzima se reduce y
dimeriza. Por este motivo, y para estudiar |la fater de la especie mutante con la
orientacion relativa adecuada de sus cadenas dafioerizasen como la nativa, se
superpusieron dichas cadenas con las respectivdgtEo hAIF.;2NAD" (Figura
17C). Se pudo observar que, a pesar de que la oriéntadativa entre las cadenas del
mutante sea la misma que la del dimero reducideerforman enlaces entre las

cadenas para que se estabilice un dimero.

4.2.3. Estructura cuaternaria

Para estudiar si tiene relevancia biolégica laias@m de las dos cadenas en la unidad
asimétrica del cristal de E413A/R422A/R430A hAln, 0 si una de las cadenas de la
misma pudiera establecer alguna organizacion cwatarcon otra vecina en la red
cristalina, el archivo que contenia las coordendeamutante de hAIF fue estudiado en
el servidor PISA. El servidor PISA no fue capazdedecir la formacion de estructura
cuaternaria alguna a partir del modelo estructledt413A/R422A/R430A hAlf-102

es decir, que las cadenas A y B asi organizadéiemen probabilidad de ser un dimero
ni tampoco cualquiera de ellas con ninguna cadeo@a. En el caso de la hAlo.
(4BV6) el mismo estudio concluyé que la cadenaadenidad asimétrica de la hAIF
nativa no forma, con esa conformacion, asociaci@dca con otras cadenas vecinas.
Por tanto debe sufrir un cambio conformacional waatd por la unién del NADH para
dimerizar [12].
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5 CONCLUSIONES

Se ha resuelto la estructura de la proteina E418ZIR/R430A hAIlR;.102a partir de

datos de difraccion de rayos X utilizando el métddaeemplazo molecular.

La proteina E413A/R422A/R430A hAlE102 se pliega globalmente de forma similar a
la proteina hAlk;-102

La trayectoria de los residuos 432-434 del moddib3A/R422A/R430A hAIlK:-102€S
distinta a la de los mismos residuos de la protefi&a1-102

La proteina E413A/R422A/R430A hAlE10. deberia sufrir cambios conformacionales
al reducirse, al igual que la proteina nativa, pamse pudiesen establecer las

interacciones que estabilizan el dimero.

Las mutaciones E413A/R422A/R430A provocan que eastaictura de la especie
mutante hayan desparecido fuerzas estabilizantiesieterfase del dimero que se

forma cuando la hAIF nativa es reducida con NADH.
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