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1. Introduccion.

Las proteinas son polimeros de aminoacidos quetejeéa mayor parte de las funciones
vitales de las células: el reconocimiento molecuértransporte de moléculas, la funcién
estructural, la catalisis de las reacciones quisniceluso la regulacion de la expresion de los
genes esta determinada por proteinas que intenactrael ADN. Entender estos pocesos a
nivel molecular es importante por sus consecueranasl funcionamiento celular, ya que las
modificaciones de los reduos originales de las egimas podrian ocasionar el mal
funcionamiento de la misma, lo que puede resutialteraciones de alguna via metabolica. En
otros casos, si la estructura de la proteina estdificeda puede generar una pérdida de
funciones, tales como la distrofia muscular y ddasrencefalopatias debido a que las proteinas
que participan en diversos procesos fundamentaleigm su conformacion original o
estructura nativa. Por ejemplo en la amiloidosigiiahs de las proteinas nativas se convierten
gradualmente en cadenas largas que forman fibrijlaes precipitan en las células. Cabe
mencionar que el 50% de los canceres humanos eadost hasta la fecha se deben
primordialmente a mutaciones en una proteina.

En la comunidad cientifica y la sociedad en gdnexdste una gran preocupacion por los
efectos nocivos para la salud que provocan lostegarxidantes, tales como radicales libres,
presentesin vivo en condiciones de estrés oxidativo. Estos procesoban observado en
enfermedades como diabetes, arterosclerosis o iAleheentre otras. Los agentes oxidantes
mas importantes y comunes que se producerivo son el peroxinitrito [1].y el acido
hipocloroso. En este ultimo caso, los compuestmsdbs representan el unico marcador para el
dafio oxidativo via fagocitos. Los residuos de adiimns mas susceptibles de sufrir oxidacion,
nitracion o cloraciéon son cisteina, tirosina, meitia y triptéfano, ademas de presentar la
formacion de grupos carbonilo y una fragmentacidespecifica de la proteina. De todos estos,
el que sufre con mas asiduidad los efectos delxeito y &cido hipocloroso es la tirosina,
dando lugar a especies hidroxiladas, diméricas, la enayoria de los casos tirosinas nitradas o
cloradas, relacionadas con procesos inflamatofi@s.formacion de 3-nitrotirosina y 3-
clorotirosina, ya sea en su forma libre como en pnogeina, se usa como biomarcador de la
produccién de peroxinitrito y 4cido hipoclorososituaciones de estrés oxidativo.

Por todo esto, es de vital importancia el estudidad modificacion oxidativa de las
proteinas por diferentes métodos, asi como la ae@ln en ambos casos de los efectos
conformacionales y funcionales en las proteinasstdgamos que la modificacion
electroquimica de proteinas ofrece una serie deajasnrespecto a los métodos clasicos
proporcionando selectividad y especificidad, witido condiciones muy suaves de reaccion y
realizando reducciones y oxidaciones de un modalntente controlable. Sin embargo, las
metodologias convencionales, tales como modificaqgidimica o ingenieria de proteinas, son

totalmente complementarias con la metodologia relgetmica cuando se acoplan para la
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creacion de nuevas proteinas modificadas, asi cpama manipular la naturaleza de la
modificacion. Una eleccion correcta de los pardosetelectroquimicos introducira la
modificacion deseada, permitiendo la retenciénadactividad de la proteina, en la produccion
de proteinas modelo implicadas en disfuncionesatixigs [2] y la inmovilizacion de proteinas
sobre matrices adecuadas para biosensores. Un fumdamental, es trabajar con nuevos
materiales electrodicos que permitan modificar latgina sin que se vea detriorada en su
estructura o funcién por su interaccién con el tedelo, mas alla de las modificaciones
deseadas. Un material que presenta caracterigticgsugerentes para su uso en este tipo de
aplicaciones es el diamante dopado con boro (BCE%][ Debido principalmente a sus
estabilidades, fisicas, quimicas y electroquimikeesselectrodos BDD ofrecen un gran abanico
de posibilidades, incluso en la quimica de proseinADN [4, 6, 7].

Por otro lado, la modificacién de proteinas conlgéto de disefiar biosensores es una
aplicacion muy interesante de esta técnica. No esldtil con la finalidad de reproducir los
cambios que se producen en las proteinas “in vpara su estudio, sino que permite unir
grupos funionales a las moléculas en residuos g&oscque pueden facilitar su posterior unién
a electrodos que funcionen como sensores electnicps.

El principal objetivo de este proyecto consist@leterminar como afecta la nitracion de
residuos de tirosina a la estructura y la funciihgica de proteinas, lo cual seria un primer
paso para entender como se produce el progresas dmfermedades relacionadas. Aunque en
un principio se propuso trabajar con la proteinan$cetolasa-1 humana, por cuestiones de
tiempo y presupuesto se ha aplicado todo el plamégeo inicial del proyecto a la modificacion
de la proteina modelo lisozima (fig. 1) que se ltaado por métodos electroquimicos.
Posteriormente se utiliza la espectroscopia deneggxda magnética nuclear como la técnica
clave para resolver la estructura tridimensiondbedeproteinas modificadas por nitracion.. Esta
técnica se complement6 con otras de espectronugtrinasas y determinacion de la actividad

entre otras.

Figural. Proteina lisozima, 14.3kDa y 129 aminoasidLos residuos tirosina indicados son los masexntibles a

la nitracion de la proteina, de los cuales solmiean las posiciones 20 y 23, ya que el residu@$poco accesible.
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La lisozima es una enzima muy ampliamente distlidpwéntre los seres vivos, desde
virus a eucariotas. La lisozima de clara de hueté formada por una cadena polipeptidica de
129 aminoacidos (14,6kDa) con cuatro enlaces disulla molécula tiene forma mas o menos
helicoidal, compuesta por varias hélices alfa § l@mina beta extendida formada por tres
hojas beta. Su acciéon catalitica consiste en laraotel enlace glicosidico beta (1-4)
caracteristico de los peptidoglicanos bacterianmgo cdisacérido constitutivo es N-acetil
glucosamina (NAG)- N-acetil muramico (NAM). En eéntro catalitico encontramos dos
aminoacidos 4cidos. Se trata de una catalisisodi@de, en la que intervienen dos aminoacidos
acidos (Glu 35 y Asp 52). El pH tiene influenciaeste mecanismo de catdlisis porque cuando
este aumenta el Glu se ioniza, mientras que dHalipminuye es el Asp el que se protona. Su
rasgo mas llamativo es una hendidura (centro g¢teso el sitio de fijacion del sustrato que
atraviesa la cara de la molécula, siendo su plegamimas complejo. Ademas de encontrarse
en la saliva y en las lagrimas, la lisozima esesgmte en el bazo, los pulmones, los leucocitos,
el plasma, la leche y el cartilago. La deficieneralisozima, debida a mutaciones, ha sido

asociada a displasias esqueléticas y a un aumeaoptiopension a las infecciones.

2. Procedimiento experimental y resultados obtenido

La proteina modelo empleada, tal como se ha jcetifi fue la lisozima de clara de
huevo liofilizada (14.3 kDa, 100.000 U/mg, de Flulkiig.1) y se siguid el siguiente esquema

de trabajo tras los estudios previos por voltamefidlica:

Mtracidn de la lizozima

Dialisis con tampan fsfato Dialisiz con tampdn amonio Control de & activdad
|
I 1 |
Separacion con LG preparativo Identificacion por HP LG Lio flizacion
RN ESIhAS
MOES Y wTOCEY
|
[ 1 1
Mativa Mo no nitrada Biznitrada

2.1. Estudios de voltametria ciclica.

Se realizaron voltametrias ciclicas con un sist@&mi@lab PGSTATS 30 empleando
una célula electroguimica de un solo compartimigntin contraelectrodo de platino. Como
electrodo de referencia se emple6 Ag/AgCIfBM) en un capilar Luggin. El electrodo de
trabajo empleado fue un electrodo de diamante dopad boro (BDD) de 1ct En todo caso
se emplearon disoluciones preparadas con agupwirgurificada (18 ®-cm, Hydrophobic
PTFE 0.4pm) y desoxigenadas por burbujeo de una corrientarden. Se caracterizo el
comportamiento del electrodo con distintos tratamoie superficiales (pulido sobre alimina,

tratamiento catédico y tratamiento anodico) emplearen un principio el sistema
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ferrocianuro/ferricianuro como sonda. Para ellohaeen voltametrias de ferricianuro 1mM
sobre BDD,con los tres tratamientos utilizando como eledoabporte 0.1 mM KCI en agua.
Se ha realizado también el estudio voltamétricdadelectrooxidacion de nitrito y tirosina en
funcion del pretratamiento superficial del BDD. Aufes, se evalud el efecto del pH en la
oxidacion de tirosina sobre el electrodo de BDDuenrango de pH de 10 a 7 para una

concentracion de 2mM de tirosina (fig2).

A B
15 1.5r 0.1mAcm™
£ 10} 1.0F
< 0.0 0.2 04
€ E /V vs. Ag/AgCI
0.5+
0.0} e’

0.0 0.5 1.0 1.5
E /V vs. Ag/AgClI

Figura 2 Voltagramas realizados empleando un etstdrde BDD para la oxidacion de 6 mM NajNgh disolucion
acuosa 50 mM en ajustado a pH 9.0 con (A) pretr&éato catodico y (B) pretratamiento anodico. Laselds
punteadas corresponden al blanco. El grafico iregot muestra los voltagramas para 1 mMH€(CN)] con 0.1M
KCI en disoluciones acuosas, comparando ambos pegtiantos: catddico (linea sélida) y anddico (linea
punteada). Se empleé en todos los casos 0.0500¢.selocidad de barrido, mostrandose el primetocen cada

caso.

Se observan importantes diferencias tanto en ehpil de pico como en la densidad
de corriente obtenida Claramente se obtienen ungnmm#ensidad de corriente cuando se
emplea un pretratamiento catodico del electrodoogrtraposicion al tratamiento anddico, que
hace que el electrodo se comporte de igual modequea abrasion superficial con una pasta
de alumina uim /agua. Al representar la corriente de pico paraxidacion frente al cuadrado
de la velocidad de barrido se obtiene una relatii@al, como se recoge en la bibliografia
previa [8].

Finalmente, se realizaron también voltametriasceiglde lisozima en un rango amplio
de pH y concentraciones con el objetivo de estugiicomportamiento sobre la oxidacién

directa sobre el electrodo (datos no mostrados).

2.2. Nitracion electroquimica de lisozima sobre ettrodos carbonaceos como diamante
dopado con boro (BDD).

Se ha estudiado la influencia de la concentrac@mittito, el pH del tampdn vy el
tiempo de electrolisis en la evolucién del procéiguras 4 y 5) y sobre las diferentes
relaciones en concentraciéon de mono y bisnitrad®MEWL (datos no mostrados) empleando

un sistema de reaccion como el que se muestrafeguta 3. Asi, en la figura 4 se observa la
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evolucion de la reaccion a distintos pHs en funciéhtiempo de reaccion y de la carga pasada.
Se deduce que el proceso se encuentra favorepiddasico, siendo similar a pHs 9 y 10.
Puesto que la electrooxidacion de la L-tirosingldsdependiente, también se observo
un aumento de 59mV por unidad de pH en el picoxil#aoioén, para una concentraciornuh
de tirosina libre. A mayores concentraciones desitia no se observa este comportamiento
lineal, debido a la funcionalizacion de la supéfidel BDD o bien a su cubrimiento. Aunque
no esta claro el mecanismo de oxidacion en praiejone contienen tirosinas, Ranta et al [9]
observaron que se necesitaban entre 2 y 3 elestymr cada tirosina integrada en un péptido
cuando se empleaba carbdn vitreo como electrodmbajo. Ademas, la cadena peptidica (en
su longitud, composicion y estructura) influye an propiedades redox del grupo fendlico del
resduo tirosil y la selectividad de la reacciorspd@zando en general el pico de oxidacion hacia
potenciales mas positivos respecto de la tiroshra.lEn cambio, la oxidacion del nitrito es
independiente del pH en el intervalo de estudio PRlesto que la nitracion de la lisozima si
depende del pH, parece ser que el mecanismo mdalpeode reaccion es aquel para el cual la
oxidacion de las tirosinas al radical tirosilatous® de los pasos la formacién de la proteina

electronitrada.

Ce, acero, r: 2mm
Catolito: @ —— We, BDD
T 2

Disolucién tampdn 4cm

Re Ag/AgCl/CI" (3M)

A ‘ Refrigeracion
1mg/ml lisozima 5-100C
Disoluciéon tampodn

Nitrito sodico

Figura 3. Esquema de la célula electroquimica emle se llevd a cabo la reaccién a 1.050V vs Ag/A&CI
compartimento catddico se separa del anédico méeliana membrana de vidrio poroso no selectiva.r&t@so se
monitoriza midiendo la carga pasada y la absorbanté la disolucién a 430nm, 420nm y 550nm (Coetficiee
absortividad molar de la nitrotirosina a 430 nmi g10.0, 4400 M-1.cm-1).

En la figura 5 se observa la evolucion de la nidraelectroquimica de la proteina
lisozima (1 mg.mL}) a + 1.05 V en funcién de la carga pasada y patmis concentraciones
de nitrito sédico. Conforme menor es la concentradie nitrito, mayor es la eficiencia en carga
pasada del proceso, observdndose comportamientidares para concentraciones 2 'y 10 mM

en nitrito. En cambio, desde el punto de vistatiwhpo de reaccion si se observa que la
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cantidad de producto obtenido para una concentradd®mM en nitrito es practicamente el

doble que para 2mM.
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Figura 4. Nitracién electroquimica de lisozima selun electrodo de BDD a diferentes pHs, en funaiefa carga
pasada (A) y el tiempo de electrolysis (B).La lismz (1mg.mL}) se nitré oxidativamente usando una disolucié
tampon 50 nitrito sédico y 50 mM bérax a pH 104)(pH 9.0 @), y pH 8.1 @),mientras que a pH 7 se us6 fosfato
sédico 50 mM. En el grafico insertado se muest@oltagramas ciclicos (primer ciclo a 0.050 ¥).para la
oxidacion electroquimica de L-tirosina 2mM a difetes valores de pH: a) pH 10.0, b) 9.0, c) 8.0 y @) para las

disoluciones reguladoras.
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Figura 5. Evolucién de la nitracién electroquimice lisozima (1 mg.mi) a + 1.05 V, en funcién de la carga
pasada empleando un electrodo de trabajo BDD ardiftes concentraciones de nitrito sddico: 2 mi#),(10 mM
(4), 20 mM @), 50 MM @) y 100 mM @).EI grafico insertado muestra la evolucion de éaccion en funcion del
tiempo de electrolisis. Las disoluciones reguladocantenian bérax 50mM ajustado a pH 9.0 ceB®4.

Tras el estudio previo se realiza la sintesis @mrhejores condiciones de trabajo
observadas. La nitraciéon electroquimica de HEWLn (Bgg white lisozime) sobre electrodos
tipo BDD tratados catélicamente se han realizadd.0b0V vs Ag/AgCl. Se emplea una
disolucion reguladora de borax 50mM ajustado a fiH:6n HBOz;y 50mM en nitrito sédico.
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En la figura 6 se muestra el cromatrograma corredipate a la mezcla de reaccion tras
la electronitracion de lisozima sobre un electr@&@D a 1.050V (tampdn 9.0, de la forma
habitual, 50mM en nitrito sédico) en un sistemailsinal mostrado en la figura. No se observan
otros productos aparte de la formacion de la prateiononitrada (pico b) y la bisnitrada (pico
a). En trabajos previos con otros sistemas se deingse en primer lugar se produce la
mononitracién en residuo de tirosina 23, seguiddad®rmacion de la especie bisnitrada al
nitrarse la tirosina 20 también. En cambio no selpce especie mononitrada de la tirosina 20,
de manera que no se nitra a no ser que lo haya h@ekiamente la 23. Esto presupone un
cambio estructural en el entorno del residuo 23ppsbilita esta reaccion, inviable a partir de
la proteina nativa. En la lisozima existe una tercrosina (53) que no se nitra al no
encontrarse accesible al electrodo. En cambio estieluo si se nitra por procedimientos
quimicos. Esto apoya la idea de la necesidad fibertaacion del radical tirosilato para que se dé
la reaccion.

De acuerdo con Halliwell [10], los tres posiblex@tgs nitrantes de proteinas son
peroxinitrito, NOy NO,, aunque en nuestro sistema no es posible la fabmatectroquimica
del peroxinitrito. Por otro lado, los radicales. M@rian lugar a la formacion de 3-nitrotirosina
solo en presencia de radicales tirosilo (TyyryOespecies reactivas de oxigeno (ROS) que darian
lugar en primer lugar e-nitrosotirosina que evolucionarian a la 3-nitgina por reaccion con
estas especies oxigenadas (peroxidos y derivadéstds) no presentes en nuestro sistema. Por
otro lado, no hemos observado por espectrometrfaad@as en ningin momento la formacion
de o-nitrosotirosina. En lo que respecta a la ciffraelectroquimica de compuestos aromaticos,
existen antecedentes como Cortona et al [11] queshaliado la nitracion electroquimica del
naftaleno usando platino como electrodo de trabajdisoluciones acuosas con surfactantes no
ionicos. Debido a su vida media, la concentraciénrddical NQ- solo es apreciable en una
fina capa en las cercanias del electrodo, menolageepa de difusion del propio nitrito [12,13].
Esto restringe la reaccion de nitracion solo atass mas proximas al electrodo.

La nitracion electrooxidativa de la lisozima esprnceso controlado por transferencia
de materia limitado por el coeficiente de difusitinla enzima, de manera que la formacion del
radical tirosilo es la etapa determinante de laaiéa. Seria esperable que al aumentar la
concentracién de nitrito aumentar, al producirs@ unayor electrogeneraciéon del radical
correspondiente, aumentaria la eficiencia de leciéa, pero no es asi, puesto que la difusion
de la proteina al electrodo y la formacion delcabiirosilo es lenta en relacion a la formacion
del nitrosilo, y no puede producirse al acoplanuete gran parte de los radicales de baja vida
media.

La nitracion de los residuos de tirosina suponemdisminucion de tres unidades en el
pKa de la tirosina, pasando de 10 a 7.2, debidefeaito electrén atrayente del grupo nitro

introducido a la molécula, de modo que se prodaeedisminucién en el punto isoeléctrico de
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la lisozima.. Ademas, la selectividad de la reatdé nitracion depende de la accesibilidad de
los agentes nitrantes a los residuos tirosina gtaes muchos factores como la proximidad de
residuos cargados, el tipo de entorno o el movitoiele la proteina en un disolvente dado.
Como se ha comentado, el residuo tirosna mas ateedidisolvente es el 23 (ver estructura
1lks en Protein Data Bank RCSB), con una parteudarsllo aromético apuntando hacia el
exterior de la proteina, de modo que su interacctnel electrodo de diamante se encuentra
mas favorecida que para el resto. Por otro ladiodsina 53 se encuentra oculta, y su nitracion
electroquimica es despreciable. En cambio, cuaadmittacion se produce por métodos
quimicos (mediante el uso de tetranitrometano, gg@mplo) se produce también la proteina

trisnitrada (se nitra Y53) al no necesitar inter@tcon ninguna superficie.

200+

Abs 430nm /2 u.a.

Abs 280 /u.a

0 10 20 30
time / min.

Figura 6. Cromatograma del crudo de reaccion traglectronitracién de (1 mg.mf) a + 1.050 V en bérax 50 mM
(pH 9.0 ajustado con &cido borico) mas 50 mM eritaisddico. sobre un electrodo de BDD. Lisozinrarsodificar
(pico a), mononitrada (pico b), bidsnitrada (picp tras cuatro horas de reaccidn. Los cromatograrsasegistran
a 280 y 430nm (grafico insertado).

La separacion de los dos productos de reacciomidbte a partir de la nitracion electro-

oxidativa de HEWL se realiz6 mediante el uso de RIALC (Fast Protein Liquid
Cromatography), con un instrumento (Akta Purifiee dmersham Pharmacia Biotech),
utilizando una columna de intercambio catidnic@slla separacion de la lisozima nativa mono
y bisnitrada, respectivamente, se dializd extemsérde frente a un tampon de acetato amonico
10 mM a pH 6.0, mediante el uso de membranas alsidi Spectra/Por de 500 Da MWCO

para posteriormente se liofilizaron las muestras.

2.3 Espectrometria de masas-ionizacion por electpoly con un analizador ciclotronico
(MS-ESI-FT-ICR)
Las proteinas separadas y debidamente dializadéiefijzadas se estudiaron por

espectrometria de masas acoplado a un ionizadoelpotrospray (ESI), que demuestra la
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incorporacién de un grupo nitro en el residuo desina 23 (incremento de masas de +45 Da)
en uno de los productos y dos grupos nitro enidasinas 23 y 20 (incremento de mas de +90
Da) en el segundo producto para la nitracion diedaima.

Para realizar los experimentos se disolvieron lasstnas en una mezcla metanol/agua
(1/1, 1% en é&cido acético) a pH 3.0 y se introdujezn el espectrémetro de masas a través de
un sistema ESI (electrospray ionisation) y se etpie analizador FT/ICR (fourier transform
ion cyclotron resonance) en un sistema Bruker Bikda, USA. La fuente ESI operd a 4600 V' y
la diferencia de potencial empleada entre el capitd skimmer fue de +60 V. Los experimento
se realizaron a 293 + 2 K y una presion de fond®-d®" mbar en el analizador ICR. Se
empled proteina lisozima nativa como estandarrintde calibracion.

La espectrometria masas demuestra que la protieicteoeoxidada (1.05 V vs Ag/AgCl)
en ausencia de nitrito no produce ningun incremdetmasa con respecto a la proteina nativa
(fig8). La distribucion de carga (m/z) obtenida gala lisozima mono y bisnitrada

respectivamente presenta cambios sutiles en sorooadion comparada con la proteina nativa.

a.
1.6e+9 |

1.2¢49 o

8.0e+8

4.0e+8
+8

l

1400 1900 2400 2900 m/z

0.0e+0
Figura 7. Espectro de masas por ionizacién de latgina bisnitrada 2@M. Los nimeros indican la carga del ion.

En las figuras 7 y 8 se muestran los espectrod-ERIR de espectrometria de masas por
elerctrospray con transformada de fourier paréstzima mononitada y bisnitrada tanto sobre
electrodos de BDD como sobre electrodos de platifmnostrandose en ambos caso un
incremento de masa de +45 y +90 Da para las pestefrono y bisnitradas respectivamente,
que corresponden a las masas de los grupos Hitoducidos.

La distribucion de los estados de carga paradaitisa mono y bisnitrada sobre el elctrodo BDD
muestra diferentes intensidades m/z en comparaménla proteina control oxidada (sometida a las
mismas condiciones de reaccién que las anteripegs, sin nitrito en el medio). Asi, para las pnodsi
mono Y bisnitradas el pico mas abundante es ebgpondiente al ion +9, pero con distintas abundanci
relativas para los +10 y +9 respectivamente (\prréi 6 y 7). Estos resultados pueden atribuirsgiles

diferencias conformacionales entre las distintpe@ss.
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Figura 8. Espectro de masas por ionizacion de let@ina mononitrada 2@M. Los ndmeros indican la carga del
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Figura 9. Espectro de masas por ionizacién de lat@ina control oxidada 2@M. Los nimeros indican la carga del
ion.
2.4 Determinacion de la actividad de de las diferées lisozimas modificadas.

Se realiza el ensayo turbidimétrico con paredeslarels de Micrococus Lysodeikticus
(Luteus) para obtener la actividad de las difeehs®zimas nitradas utilizando como electrodo
el BDD (figura 10). Para la proteina expuesta @rdiites potenciales asi como tiempo de
electrdlisis junto con las diferentes lisozimasradas se obtuvo que la actividad de las
diferentes especies oxidadas y nitradas permamadterada, demostrando que el electrodo
BDD es un material apropiado para la produccionitteproteinas modelo.

1,2 4
14

0,8 +
0,6 +
0,4 +
0,2 +
0 - : : : ;

Control 0VvsSCE Fracci@nativa Fraccid Fracci@bisnitrada

Actividad normalizada

mononitrada

Figura 10. Resultados del ensayo turbidimétrico 8dinrococus Lysodeikticus (Luteus) para obtener la

actividad de la proteina nitrada por el procedimierdescrito en la fig. 3 durante 120 minutos, hasta
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obtener 0.52 moles de Y por mol de proteina. Adis@luciéon de 0.3mg/ml de concentracion de paredes
celulares en 0.970mL 0.1M,HPO, pH 6.2 se afiadié 0.030mL de disolucién 1mg/mL rd¢ema en
0.1M KHPQO, se determiné la absorbancia de la muestra a 450enncubetas de plastico de 1 cm de
camino optico durante 20s. Una unidad de actividadisozima produce un cambio en la absorbancia a
450nm de 0.001 unidades por minuto.

Este estudio revela una pérdida en la actividadadenzima del orden del 20-25%
respecto a la proteina nativa como consecuencia déracion sufrida. En estudios previos
realizados por el presente equipo de trabajo cewctredos de platino se observé una
disminucion de la actividad de la proteina mayastoHiltimo se achacé a la fuerte adsorcion de
la proteina sobre el electrodo que la degradabeiatmente. Uno de los objetivos de este
trabajo es encontrar un material electrédico cagmanodificar selectivamente proteinas sin
interaccionar destructivamente con ellas, de magaea cualquier cambio inducido pudiera
achacarse al grupo introducido y no adsorcionessgepiores rupturas de la molécula. Se ha
podido comprobar que esto ultimo es factible ebelts de diamante dopado con boro, de modo
que se pueden generar proteinas nitradas paratugliceslel estrés oxidativo o bien para
introducirle puntos de anclaje para aplicacionekiesensores.

Los electrodos BDD tienen importantes propiedadsstodas ellas relacionadas con su
amplia ventana de potencial util frente a los Esitle formacion de oxigeno e hidrogeno a
partir del agua y su estabilidad superficial, pgoo otro lado también cuentan con limitaciones
comparadas con los electrodos metalicos. Asi, empamacion con estos Ultimos presentan
bajas cinéticas de reaccion para aquellos casdsseque se precise una adsorcion de los
sustratos en procesos de transferencia multielect6Pero obviamente, esto es una ventaja
para nuestro objetivo ya que la adsorcion y degiédale la proteina se ve minimizada, ya que
se precisa poco contacto para la modificacion seéede ciertos residuos. Esto concuerda con
el hecho de que la actividad de la proteina se engatinalterada al exponerlaa Oy 1 V vs
Ag/AgCI sin presencia de nitrito, aunque si se plzsena disminucion de la actividad cuando

se introduce nitrito en el medio de reaccién.

2.5 Estudios de Resonancia Magnética Nuclear de @altampo para el estudio de cambios
estructurales.

Cada proteina presenta una secuencia especifaraideacidos, esta secuencia también
llamada estructura primaria contiene la informaci@tesaria para que estas estructuras se
plieguen o adquieran una estructura tridimensiespkcifica para desarrollar una funcién. Los
sucesivos niveles estructurales de las proteinésamiente se obtienen si el “collar” de
aminodcidos se dobla sobre si mismo para obtergerestiuctura tridimensional especifica.
Actualmente se cuenta con un acervo de 31000 coadds de diferentes estructuras de

resueltas a nivel atdmicbtfp://www.rcsb.org/pdD/ entre las cuales se encuentra la lisozima, lo
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que ha permitido diversificar e intensificar lostuelios acerca de las relaciones entre la
estructura y la funcion de las proteinas.

La resonancia magnética nuclear (RMN) se llevab®a e disoluciones acuosas, de tal
forma que las macromoléculas giran y vibran con immnto térmico. La RMN detecta
cambios quimicos de los nacleos con espin diferdateero. Este cambio depende del entorno
en el que se encuentra el nucleo, esto es, tigdodeos proximos y su distancia y tipo se unién
a ellos. El resultado del andlisis de RMN es ugguae estimados de las distancias entre pares
especificos de atomos, llamados “constrefiidos’osEsbnstrefiidos se obtienen a partir de de
pares de atomos unidos o no (a través de distaodilgsenlaces o espacios). Con el numero
suficiente de constrefido, el nimero de configarses consistentes con los datos se convierte
en finito [14]. El resultado es una mezcla de maslein lugar de una sola estructura. A menudo
las posiciones de los &tomos en los distintos noedes un promedio que se ajusta para obtener
las distancias y angulos normales (minimizaciondn Gos datos de la RMN es posible
determinar tanto la estructura secundaria comoeteiaria. Sin embargo, es un requisito
fundamental contar con la estructura primaria cotelacion para facilitar el andlisis de los
espectros de RMN. En este caso se han empleadatlms disponibles en el la bibliografia para
la secuencia de aminoacidos de la lisozima [15].

Se han realizado los siguientes analisis de RMBda cno de los productos obtenidos,
asi como a la proteina nativa de partida en uneetdracion de proteina alrededor de 2mM, a
pH 3y 10% RO:

- Experimentos de correlacion heteronuclear a ulacen(HSQC) (Heteronuclear Single
Quantum Correlation spectroscop¥Ga-Ha HSQC a 308K, de resonancia magnética nuclear
bidimensional de alto campo (500 MHz sin crioson@perimento de deteccion indirecta que
muestra la correlacion a un enlace de distancie exitcleos distintos via coherencia cuantica
sencilla.
- Experimentos TOCSY (Total Correlation Spectrosgap 308 K para las tres fracciones de
proteina purificada. Experimento que muestra laetacion de nudcleos que se encuentran
formando un sistema de espin.
- Experimentos NOESY (Two dimensional Nuclear Oaeder Spectroscopy) a 308 Ky 120
ms de tiempo de mezcla. Experimento que muestretoefeuclear Overhauser entre dos
protones. Este efecto es factible observarlo dagorgquiere un tiempo muy largo que permita
el intercambio de informacion sobre la proximidadIds nlcleos que se encuentran cerca a
través del espacio.

Con estos experimentos es posible determinar gaéogidentro de una molécula se
encuentran acoplados entre si. Este conocimierd@eonite determinar el nimero y tipo de

protones que se encuentran a dos o a tres enlaagistdncia. La determinacion de todos los

13



Ayudas a la Investigacion 2006
Maria D. Esclapez Vicente Instituto Alicantino desl@ira Juan Gil-Albert

nacleos que se acoplan entre ellos mismos es me&®fumuy importante en la determinacion
de estructuras proteicas. Al conjunto de estosengcte le llama un sistema de espin. En una
proteina, al menos hay tantos sistemas de espio cdmero de aminoacidos. La interpretacion
de los experimentos en dos dimensiones es simaliax {wdos ellos. Se requiere conocer las
coordenadas de una sefal fuera de la diagonakpaczer a los ndcleos que estan mostrando
una correlacion particular. Esta correlacion palgicla determina el tipo de experimento en dos
dimensiones, por ejemplo, un experimento TOCSY racsta correlacion escalar a dos y tres
enlaces entre protones; el experimento NOESY gegedtales fuera de la diagonal cuando los
nucleos se encuentran proximos, a no mas de 5 rdngstde distancia tanto si se encuentran
directamente enlazados como si no. El experimer®&ESY es de gran utilidad ya que la
integral de la sefal en tres dimensiones es prigo@tica la distancia entre los nicleos. Asi, se
logra determinar protones que se encuentran akejadda secuencia de los aminoacidos, pero
cercanos debido a la estructura tridimensional puesenta la proteina. Este experimento
también permite asignar a los protones de aminodgjde se encuentran contiguos, la llamada
asignacion secuencial y la determinacién de NOHssga distancia que definiran la estructura
terciaria 0 cuaternaria. Mas adelante se tratamd mmyor detalle este tema. Para la
determinacion de la estructura de una proteinacdgare asignar la totalidad de las sefiales de
los espectros en dos dimensiones TOCSY. En estafee determina qué sefiales corresponden
a un aminoacido en particular. Conociendo quédgaminoacido corresponde a que grupo de
sefiales y con la ayuda del experimento NOESY gmasiada uno de los amino4cidos en la
secuencia de la proteina. A través del experimR@&SY es posible estimar las distancias de
los protones que se encuentran a menos de 5 Angstie distancia.

Mediante este tipo de correlaciones encontradéssesxperimentos NOESY es posible
asignar consecutivamente cada sistema de espimdetdos con los experimentos TOCSY,
adicionalmente, en este tipo de estructuras seoasd@&xisten varios protones que se
encuentran muy proximos, pese a no encontrarskziadas en aminoacidos consecutivos en la
secuencia Encontrar este tipo de correlaciondeseexperimentos NOESY es lo que permite
definir la estructura secundaria y la terciaridodos estos datos se les llama restricciones, que
deben ser del orden de 10 parametros por cada aoiioo Una vez que todas las estructuras no
varien mucho, se dice que se tiene la estructuia geoteina. Hay que considerar que este
proceso es ciclico, una vez que se tiene un buenmwide restricciones, se calcula un nimero
importante de estructuras. Con ellas se rectifickass asignaciones hechas son correctas v,
basdndose en las estructuras obtenidas, se vualMeuscar mas NOES y constantes de
acoplamiento. Este proceso iterativo se repiteistamemente en un proceso que puede durar
meses hasta que la gran mayoria de las sefalespglmento NOESY son asignadas y que las

estructuras calculadas por los programas de dimamadecular sean muy similares.
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2.5.1 Experimentos HSQC.

En los experimentos HSQC de correlaciani se muestran las correlaciones entre el
Ca de cada aminoacido con ebHle ese mismo aminoacido. Se obtienen graficososn d
dimensiones donde el eje x corresponde al despiamtonquimico del & y el eje y el
desplazamiento delcC En nuestro caso por tanto, debemos esperar umaie 129 sefiales,
tantas como aminodcidos presentes en nuestrasctesisi [16]. Una modificacion en la
posicidn relativa de estos picos indicara un camhita estructura, de las proteinas modificadas

respecto de la nativa. La modificacion de la pratese puede corroborar por tanto en estos

espectros.

Figura 11. Region del espectro correspondientg@eamentos de correlacion heteronuclear a un esja
¥Ca-Ha HSQC a 308K, de resonancia magnética nuclear dsional de alto campo (500 MHz) de las
proteinas nitradas purificadas por HPLC a) nativarbononitrada c) bisnitrada. Se observa el efeab d
grupo nitro sobre los residuos de aminoacidos desina (Y), que provoca un desplazamiento de las
sefiales correspondientes a los residuos mas pré&an20 e Y23 en su estructura secundaria, corsb es
caso de N19 o L17, ademas de los residuos magpréxen su estructura tridimensional, como la M105.

La variacion de sefales correspondientes a residigosaminoacidos que no se
encuentran proximos a las nitrotirosinas en swestra secundaria, pero si en el espacio,
implica una cierto cambio en la estructura tridisienal de la proteina (fig.11 y 12). Se observa
que los mayores cambios se encuentran en los ossida aminoacidos vecinos, tanto
posteriores y anteriores a ambas tirosinas en tlaicasra primaria como en los que se
encuentran en la hélice-a mas préxima (V99 y M105).

En la figura 12 se han representado las difersrgu@ se encuentran en las posiciones
de los picos (respecto de la coordenada correspatedial proton). Se han marcado las
diferencias mas importantes en las posiciones whdas. Estas diferencias con especialmente
importantes en el caso de la proteina bisnitradapmparacion con la nativa. Este es un primer

acercamiento a las posibles modificaciones que eaperar. En vista de los resultados
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obtenidos esperamos que se produzca algun peguafibicc estructural (ademas de los
quimicos y fisiologicos ya observados) en la priteén las cercanias de los residuos
modificados, los contiguos y los que se encuerdhadedor del residuo 100, que se encuentra

en un bucle muy proximo en el espacio a los resigoadificados.
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Figura 12. Variacion del desplazamiento quimicdateexperimentos HSQC en la componente Ca entrafaeites
proteinas modificadas separadas por HPLC a) monaaiét y nativa b) bisnitrada y nativa y c) entres ldos

proteinas nitradas.

2.5.2 Experimentos TOCSY.
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Una vez identificados los 129 aminoacidos en ekgrpento HSQC, con ayuda de los
datos disponibles en la bibliografia [15] se precaddentificar los 129 sistemas de spin en el
experimento TOCSY. El procedimiento habitual caesin localizar en el los sistemas que
aparecen alineados en el espectro, donde el valoeje x para cada punto corresponde al
desplazamiento quimico (en ppm) del NH de cadadenlms 129 aminoacidos que conforman
la estructura de la proteina En el eje y se reptass desplazamiento quimico de los H que se
encuentran en ese mismo resido (formando un sigiensapin alineado) a una distancia entre 2
y 3 enlaces respecto del NH. Asi, cada uno de @bgigbs de aminoacidos presenta una
estructura de puntos especifica para su tipo eoretmn asi, en los sistemas de las tirosinas
vemos que es habitual encontrar tres picos alirreadorespondientes a las sefiales YHB3-NH,
YHB3-NH y YHA-NH (fig. 11). En cada uno de estogestros TOCSY se ha identificado y

clasificado manualmente una media de 300 sefales.

Nativa Moninitrada Bisnitrada Nativa Bisnitiza

a b

Figura 13. Regiones de los espectros TOCSY comekpotes a las tres fracciones de proteina
prurificada en las zonas correspondientes al sistele spin de a) Y23 y al sistema de spin de b) Y20
Los experimentos se llevaron a cabo a 308K usamdespectrémetro 500 MHz Bruker y un tiempo de

mezcla de 50 ms.

2.5.3 Experimentos NOESY.

El Efecto NuclearOverhauser (NOE) es una interaccion a través delcaspnediante
la cual cambia la intensidad de la sefial de urrmd@iado nucleo cuando se irradia otro nucleo
vecino (cercano en el espacio). Los espectros NOEBY¥en apariencia similares a los TOCSY,

solo que en cada sistema de espin, ademas deaparesefales correspondientes a los H que
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se encuentran en ese aminoacido en concreto apaxdemas sefiales de otros H proximos en
el espacio al NH de ese aminoacido pero no unideseasistema por enlaces, con lo cual en
cada sistema de sain aparecen unas diez sefialess npge no aparecian en es espectro
TOCSY. Estas sefiales nuevas que aparecen poefadaidon espacial de los &tomos, aunque se
encuentren lejanos en su estructura primaria, aogue nos permiten realizar las simulaciones
de las estructuras tridimensionales de la molé&II&NOE es una interaccion dipolo-dipolo y
como tal depende de la potencfayr nos permite medir distancias interatémicas dsopd
entre atomos. Las restricciones NOE se obtienemalmente, por integracion de los picos en
los experimentos NOESY. Las intensidades de logsperuzados se integraron utilizando el
programa SPARKY. Posteriormente estas intensidselesnvierten en distancias interatémicas

mediante el programa CALIBA.

Picos NOESY correspondientes a \ Picos NOESY correspondientes a Y23

Y20H-R21H, Y20H-G22HAS, Y23H-R21HB2, Y23H-R21HG, Y23H-L25HB, Y23H-
Y20H-R21HA, Y20H-VO9HG2, G22HA2, Y23H-V99HG, Y23H-M105HG, Y23H-
VI9H-Y20HB2, W28H-Y20HB2, N103HB2, VO9H- Y23HA, W111H-Y23HA, G22H-
R21H-Y20HB3, L17H-Y20HB3 Y23HB2, G104H-Y23HB2, W111H-Y23HB3

Nativa

Y23H-N103HB2 Y23H-R21HG, Y23H-G22HAZ2,
Y20H-N19HB, Y20H-R21HA,

Y23H-L25HE Y23H-VI9HG, Y23H-G22H3,
) Y20H-R21H,Y20H-V99HB,
Mononitrada Y23H-M105HG,Y23H-G104HA2
Y20H-V99HG2 G22H-Y20HB3

Y23H-N19HB2G22H-Y23HB2,

L17H-Y20HB3
G104H-Y23HB2 N19H-Y23HB2, M105-Y23HB2

Y23H-V99HB, Y23H-R21HB2, Y23H-G22HA2Y23H-
VIO9HA, Y23H-G22H3,
Y23H-M105HA,Y23H-G104HA2,
W28H-Y23HB2,Y20H-23HB2, N19H-Y23HB2

Y20H-N19HA, Y20H-V99HA
Bisnitrada Y20H-V99HG2, Y20H-N19H,
N19H-Y20HA, V99H-Y20HB2

Fig. 14 Picos de cruce identificados en el espe®N@ESY a 308K, con tiempo de mezcla de 120ms par ala
proteinas modificadas y la nativa. en los sistedmspin de Y20 y Y23. Las sefiales que no aparecehespectro

de la proteina nativa se marcan en azul. El expenitm se realiz6 en un sistema Bruker 500 MHz

En la tabla que se muestra en la figura 14 se lnoraolo que se esperaba desde la
resolucion y analisis del espectro HSQC, esto @s egisten pequefias diferencias estructurales
respecto de la proteina nativa, ya que aparecéintdss picos en los sistemas de espin. Esto
significa que de un modo cualitativo los residuosdificados se encuentran ahora mas

proximos de residuos mas alejados en la proteitnzar(@l efecto opuesto también se observa).

2.5.4 Tratamiento de los datos obtenidos por RMN pa la obtencion de la estructura.
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El procedimiento seguido para la obtencién de Istsueturas que se muestran a
continuacion a grandes rasgos es el siguiente:

- Se integran los picos obtenidos en los espectroBSYOde cada una de las
muestras, puesto que guardan relacion matematickabstancia entre los atomos
qgue involucran. Uso del programa SPARKY. Estos doe datos que
posteriormente se trabajan en un entorno LINUX.

- Con el programa CALIBA se aplican los algoritmostenaéaticos necesarios
para transformar los valores de las integralesnatas en distancias entre atomos
[17]. Este da una idea de los errores que puedbarsm cometido en el paso
anterior, de manera que debe volverse al pasoi@nkarsta que ya no aparezcan
errores.

- Con el programa XPLOR se calculan las 100 estrastonds probables para
cada de las moléculas. Probablemente aparecer#as waolaciones debidas a
errores en la integracion o asignaciones de loscégs no detectados previamente
[18].

- Se realizan pequefias correcciones volviendo alepripunto de una forma
ciclica (Refinamiento de la estructura) hasta aitda estructura con la menor
energia NOE posible, bajando cada vez el limitecErtidumbre admisible.

- Finalmente, las estructuras obtenidas en formaiaeerbs tipo “pdb” que
contienen la informacion estructural de la protefmzeden representarse en
programas gréaficos como el PYMOL.

XPLOR es uno de los programas mas empleado en lell@dde estructuras
moleculares, tanto a partir de datos de RMN comalates cristalogréaficos [18]. En este
programa se introducen los datos de las distantitenidas mediante el programa CALIBA y
se realiza un célculo estructura, cuyo resultadm@wisualizarse en programas graficos como
el PYMOL. En el programa XPLOR se fijaron las partee la molécula no afectadas por la
nitracion y se comprob¢ si existia alguna varia@arel resto de la estructura a través de las
distancias entre residuos e intrarresiduo obteradaSALIBA.

El uso de estos programas, que a su vez resatgos| tediosos (ha implicado la mayor
parte del tiempo implicado en el proyecto) comglasde usar, permite resolver la estructura
tridimensional de la proteina modificada. De estedoy se han resuelto la estructura
tridimensional de la enzima lisozima mononitratéela el residuo de tirosina 23) y bisnitrada
(en los residuos de tirosina 23 y 20).

En la figura 15 muestran las mejores estructuréenatas para las proteinas mononitrada y

bisnitrada, asi como su comparacion con la prottiga
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Figura 15. Estructura tridimensional de la lisoziftdEWL) en su forma nativa (color rosa) y la forma

bisnitrada en los residuos de tirosina 20 y 23 gc@lzul).

3. Conclusiones.

Se ha comprobado que es posible realizar la madifa electroquimica de proteinas
sobre electrodos de diamante dopado con boro s&n sgu produzcan otras alteraciones
covalentes en la molécula, reteniendo la capaditea de la proteina cuando esta se expone a
un amplio intervalo de potencial entre 0 y 1.089Ag/AgCl, asumiendo que la adsorcion de la
proteina y su desnaturalizacibn como consecuerciEsth es practicamente despreciable. Esto
contrasta con experimentos previos usando otradépelectrodos metalicos como platino.

Por otro lado, las nitracién electro oxidativa ddi$ozima en presencia de nitrito como
fuente de nitrégeno produce las proteinas monoswgitthdas con un incremento de masa
demostrado en ESI-FT-ICR de +45 y +90 Da respeauivde. La relacion de proteina
mononitrada formada respecto de la bisnitrada ataxtam el pH y la concentracion de nitrito.

La mono y bisnitracion de lisozima se puede camaben los espectros HSQC de
correlacion @-Ha. La variacion de sefiales correspondientes a @side aminoacidos que no
se encuentran proximos a las nitrotirosinas ensswaura secundaria, pero si en el espacio,
implica una cierto cambio en la estructura tridisienal de la proteina.

Se ha podido obtener el modelo de las estructurdses dimensiones de cada una de las
proteinas modificadas electroquimicamente. Se lagdpocomprobar que se producen sutiles
cambios en la estructura en tres dimensiones pi@taina, en los residuos vecinos a las tirosinas

gue se modifican asi como en el bucle que se etrauemfrentado con ellas. Esto era esperable,
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ya que se estd introduciendo un grupo muy eleagati en la molécula, cambiando no solo sus
caracteristicas 4cido base e hidrofobicidad, sirtgmbién se ven reflejados sus efectos en una
disminucion de su actividad fisiolégica.

Se ha realizado un ciclo completo de la estratggiea el estudio de proteinas
modificadas electroquimicamente, lo que permitgapaiar la experiencia adquirida y los
resultados obtenidos a otras proteinas “no modi#ahayor relevancia desde el punto de vista

tecnolégico, bioldgico o incluso médico
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5- Participacion en congresos.

El proyecto realizado ha dado lugar a las sigusecoenunicaciones a congresos (VER
ANEXO):

Autores: Walton, David J. ; Heptinstall, John, MercSadie, Peterson, lan R.; Matters,
Dominic; Mason Timothy J; Lorimer J Philip; Esclapdicente, M Deseada; Iniesta, Jesus;
Cooper, Helen

Titulo: MODIFICATION OF TYROSINE RESIDUES IN LYSOZME BY
ELECTROCHEMICAL, SONOCHEMICAL AND SONOELECTROCHEMWL
NITRATION

Tipo de participacion: POSTER (Ver el primer poster anexo)

Congreso: 10th meeting of European Society of Soeméstry, ESS 10

Lugar de celebracién: Hamburgo (ALEMANIA) Fechd/@/2006 - 09/06/2006

Autores: Maria Deseada Esclapez-Vicente, JesUsstdnig-rutos Marhuenda-Egea, y
Antonio Donaire

Titulo: ESTUDIOS DE LA RELACION ESTRUCTURA-FUNCIONEN PROTEINAS
MODIFICADAS ELECTROQUIMICAMENTE: NITRACION DE TIROSNA

Tipo de participacion: POSTER (ver el segundo pdakanexo)

Congreso: XXIX Congreso de la Sociedad EspafioBidlegia Molecular

Lugar de celebracion: Universidad Miguel Hernandlez Elche Fecha: 07/09/2006 -
10/09/2006

Autores: M2 Deseada Esclapez-Vicente, Jesus Inigstanica Saez, Frutos C. Marhuenda,
Encarnacion Martinez, A. Donairec and Mario Pidciol

Titulo: STRUCTURAL STUDIES BY NMR OF SELECTIVELY BECTROCHEMICAL
MODIFICATION OF PROTEINS: TYROSINE NITRATION OF HE EGG WHITE
LYSOZYME

Tipo de participacion: POSTER (ver el tercer podtranexo)

Congreso: Il Bienal del Grupo Espafiol de Resoaakagnética Nuclear

Lugar de celebraciéon: San Juan (Alicante) Fechd:018006 - 18/10/2006
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7. Anexo.
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