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Capitulo 1.

Introduccion.



En el proceso de estructuracion de una proteina globular, se puede
ver pues a la vez la imagen microscipica y la fuente del desarrollo

epigenético autonomo del organismo mismo.

Jacques Monod, " El azar y la necesidad"



E! trabajo presentado en esta tesis ha tenido como objetivo investigar la
importancia de las secuencias con estructura de tipo giro  en el proceso del plegamiento
de proteinas. La abundancia relativa de estos elementos estructurales en las proteinas y su
conformacién, con una inversion en el sentido de avance de la cadena polipeptidica,
justifican el interés por el estudio de sus propiedades estructurales y han sido objeto de
numerosos trabajos. Sin embargo, su papel en el plegamiento de las proteinas es atn

controvertido.

El problema del plegamiento de proteinas.

Los primeros estudios de Anfinsen y col. (revisados en Anfinsen,1973) con la
ribonucleasa A mostraron que la desnaturalizacién era un proceso reversible y que la
protefna recuperaba su estructura nativa funcional espontineamenie cuando se eliminaba
el agente desnaturalizante. Estos resultados les llevaron a proponer lo que denominaron la
hipétesis termodindmica: " ... Esta hipdtesis establece que la estructura tridimensional de
una proteina en su medio fisiolégico normal (disolvente, pH, fuerza idnica, presencia de
otros componentes como iones metdlicos o grupos prostéticos, temperatura y otros
factores) es aquella en la cual la energia libre de Gibbs del sistema completo €s menor;
esto es, la conformacién nativa estd determinada por la totalidad de las interacciones
interatémicas y, por tanto, por la secuencia de aminodcidos, en un medio determinado
..." (Anfinsen, 1973). Los mismos resultados se han observado para un gran nimero de
proteinas globulares de pequefio tamafio y en la actualidad no hay duda de que toda la
informacion necesaria para el plegamiento de la protefna estd contenida en la secuencia de
aminodcidos, aunque requiere un medio o contexto adecuado para expresarse
correctamente. Otros factores pueden facilitar el plegamiento in vivo, pero no determinan
la estructura final de la molécula (Fischer, 1990).

El hecho de que toda la informacién necesaria para plegarse se encuentre en la
secuencia de aminodcidos ha llevado a hablar en términos de la existencia de un cédigo de
plegamiento en analogia con el cédigo genético. A diferencia de éste, el cédigo de
plegamiento es bastante complejo y practicamente desconocido a pesar de los grandes
esfuerzos realizados para descifrarlo. La degeneraci6n del cédigo es muy grande a todos
los niveles como se aprecia en la gran tolerancia de las estructuras proteicas a las
mutaciones (Bowie, 1990) y en el pequefio mimero de patrones estructurales que adoptan
las protefnas de estructura tridimensional conocida (Finkelstein). El problema de cémo
una cadena polipeptidica adopta una estructura tridimensional tinica en el medio adecuado

es un problema quimico-fisico y por tanto puede ser abordado experimentalmente. Se



trata de desenmarafiar la complejidad de los procesos fisicos que ocurren en el
plegamiento. El disefio de protefnas con una estructura predeterminada proporciona un
medio de poner a prueba los conocimientos que se tienen acerca del plegamiento. Los
intentos hasta ahora han tenido un moderado éxito (Richardson, 1986}, lo cual indica que
el plegamiento puede no ser tan complejo como imaginamos y permite ser optimistas en

cuanto a alcanzar una solucién en un futuro préximo.

El gran esfuerzo realizado en los dltimos afios para encontrar una solucién al
problema del plegamiento muestra el interés que existe hacia este problema. Aparte del
reto que supone la comprensién de uno de los procesos que forman parte de los
fundamentos de la vida, hay grandes expectativas en cuanto a las posibilidades pricticas
que abriria el dominio de las leyes que rigen el plegamiento de las proteinas: desde
solucionar los problemas que se plantean en la obtencion de proteinas funcionales por
clonaje en microorganismos hasta la posibilidad de modificar, de un modo mds directo y
efectivo que en la actualidad, las propiedades de enzimas e incluso, de disefar nuevas

proteinas con funciones especificas.
Estado actual del problema.

En el problema del plegamiento hay dos aspectos fundamentales que reciben la
atencion de las investigaciones:

- { por qué se pliegan las proteinas?, ;cuales son los determinantes de la
estabilidad de la estructura tridimensional de las protefnas?

-, comeo se pliegan?, ; cual es ¢l camino de plegamiento que sigue una

proteina para adoptar su estructura tridimensional nativa a partir de su forma desplegada?

Ambos aspectos estdn intimamente relacionados puesto que las fuerzas
determinantes de la estabilidad de las estructuras tridimensionales tendrdn un papel
dominante en la direccién del plegamiento,

I.a estabilidad de las estructuras proteicas es relativamente pequefia, del orden de
unas 5-15kcal/mol (Pace,1990). Esto implica que la estructura tridimensional es el
resultado de un balance muy ajustado entre el gran nimero de fuerzas que contribuyen a
la estabilidad de la estructura final. La contribucién de los diferentes tipos de fuerzas ha
sido muy estudiada (revisado en Dill, 1990) y aiin se discute bastante acerca de su
importancia relativa. Las diferentes fuerzas se pueden clasificar en :

- interacciones electrostdticas, su contribucién no es grande debido al pequefio
nimero de pares 16nicos en las proteinas,



- interaccién hidrofébica, relacionada con la preferencia de las cadenas laterales
de los aminodcidos apolares por excluir el disolvente acuoso de su entorno y rodearse de
otras cadenas apolares. Existe bastante acuerdo en considerar que esta es la fuerza
dominante en ¢l plegamiento, idea apoyada por la desnaturalizacién de las proteinas en
urea, cloruro de guanidinio y disolventes orgdnicos,

- puentes de hidrégeno, su contribucién ha sido objeto de revisién continua.
Existen argumentos para pensar que los puentes de hidrégeno intramoleculares no son
energéticamente ventajosos para la estabilidad de la estructura plegada puesto que se
forman a costa de romperlos con las moléculas del disolvente, de energia similar
(Kaufman, 1959); lo mismo se puede decir de las interacciones de van der Waals. Sin
embargo, estudios recientes sobre el efecto de mutaciones que eliminan puentes de
hidrégeno en la estabilidad de protefnas (Pace, 1992) apoyan la idea de que su
contribucién puede ser grande, del mismo orden que la de la hidrofébica,

- interacciones locales, entendiendo con ello las preferencias intrinsecas que las
cadenas laterales de los aminodcidos imponen en la conformacion del esqueleto bien
individualmente bien en combinaciones de pares o triadas de aminodcidos (Anfinsen,
1975), que surgen de la suma de fuerzas de corto alcance. Sobre el grado en que estas
interacciones determinan la estructura hay gran discrepancia. Su importancia estd apoyada
por las preferencias conformacionales encontradas en péptidos de corta longitud (Wright,
1988) que, en los casos de estructura secundaria de tipo hélice o, se corresponden con la
estructura que adoptan en la protefna nativa, y por la existencia de estructuras residuales
¢n las protefnas desnaturalizadas (Dili,1991).

La identificacion de las fuerzas dominantes en el ptegamiento es sélo una parte del
problema. La otra parte se refiere al mecanismo del plegamiento, la secuencia de
acontecimientos que llevan de la forma desplegada a la forma plegada y cuya
comprension es clave para conocer las reglas del plegamiento. Resulta obvio que las
proteinas no pueden adoptar su estructura tridimensional de minima energia muestreando
todo el espacio de estructuras posibles, ya que el tiempo necesario seria muy grande en
contra de la observacién de tiempos del orden de segundos o minutos para proteinas cuyo
plegamiento no estd retardado por la isomerizacién de prolinas. Esto sugiere que el
plegamiento debe darse por etapas y que el grado de estructuracion alcanzado en cada una
de ellas se mantiene en las siguientes.

Uno de los mayores avances en el entendimiento de este aspecto ha sido la
confirmacién de 1o que se suponia debfa ocurrir en un proceso como este: la existencia de
un camino o caminos de plegamiento definidos que transcurre a través de especies
intermedias (Kim,1982). Los resultados experimentales indican que, a pesar de la
heterogeneidad conformacional del estado desplegado, todas las moléculas convergen



rdpidamente en una ruta de plegamiento y que la etapa limitante tiene lugar al final de éste
(Creighton, 1990). En los tltimos afios se ha realizado una gran cantidad de trabajo
enfocado a la identificacion y caracterizacién de intermedios de plegamiento en diferentes
proteinas (Kim, 1990).

Las tres principales etapas del plegamiento que se han revelado en los estudios
experimentales son las siguientes (Ptitsyn, 1992):

- formacién muy rdpida (~10ms) de gran cantidad de estructura secundaria,

- colapso rdpido ( ~ 1s) en una forma globular condensada con alto contenido de
estructura secundaria, sin estructura terciara definida y con un niicleo apolar accesible al
disolvente, intermedio denominado glébulo fundido por su naturaleza estructural
fluctuante (Ptitsyn, 1987),

- formacion de la estructura nativa, funcional, con estructura fija y nticleo apolar
fuertemente empaquetado.

Probablemente uno de los puntos mids oscuros y controvertidos es el inicio del
plegamiento. Estudios de simulacién del proceso de plegamiento y el limitado éxito de
los algoritmos de prediccién de estructura secundaria basados en estadisticas de
correlacién aminodcido-estructura en proteinas, han lievado a proponer que las
interacciones locales no son importanies y que la estructura secundaria se forma como
consecuencia del colapso hidrofébico de la cadena (Dill, 1990). Esta teoria no explica
satisfactoriamente cémo una interaccién tan inespecifica como la hidrofébica puede llevar

a la adquisicién rdpida de una estructura Unica.

El problema es que una caracterizacién estructural detallada de lo ocurre en los
primeros milisegundos del plegamiento de la proteina no es posible con el estado actual
de las técnicas experimentales disponibles. Las técnicas de flujo detenido mds modernas
tienen un tiempo muerto de alrededor de 4ms tiempo suficiente para que algunas proteinas
adopten una estructura condensada con alto contenido de estructura secundaria
(Chaffotte, 1992). Es necesano, pues, intentar reproducir las condiciones del inicio del
plegamiento para poder estudiar la estructura de la cadena en el equilibrio.

Estudio conformacional de péptidos aislados.

El interés por el estudio conformacional de péptidos ha aumentado enormemente
en los ultimos afios debido a su utilidad para identificar y caracterizar las estructuras
transitorias que, probablemente, inician el plegamiento (Baldwin, 1986; Wright, 1988),

intermedios dificiles de caracterizar en la proteina completa. Esta es, probablemente, la



mejor aproximacién al estudio del estado desplegado de la proteina en condiciones de

plegamiento, en donde sélo interacciones de corto y medio alcance son posibles.

En relacion con este tipo de estudios cabe plantearse dos cuestiones. Una es si se
pueden extrapolar los resultados a la protefna completa, es decir, si la estructura adoptada
por el péptido aislado es representativa de la que adquiere en la cadena completa y, por
tanto, st se puede considerar un intermedio de la ruta de plegamiento. Si la estructura es
similar: a 1a nativa, esio sugierc inmediatamente que el intermedio estd en la ruta de
plegamiento. La otra se refiere a la relevancia de su papel como centro de inicio del
plegamiento. Cualquier péptido en disolucién puede adoptar una conformacién de, por
ejemplo, hélice en una escala de tiempos de microsegundos (Hammes, 1969) pero la
pierde con la misma rapidez, ;en qué medida debe ser estable la hélice para ser
sigmficativa?. No es posible, por el momento, establecer un umbral, sin embargo el
hecho de que no todos los péptidos adquieran conformaciones plegadas suficientemente
pobladas para ser detectadas con las técnicas en uso, permite pensar que st se observa, la
conformacién plegada es significativa en cuanto al plegamiento, aunque esté en equilibrio

rapido con otras.

El primer péptido que se identificé como capaz de plegarse independientemente
del resto de la proteina fue el C-péptido de la ribonucleasa A de pdncreas bovino
(restduos 1-13), estudiado por Brown y Klee en 1971. Este péptudo en disolucidn
acuosa, a baja temperatura, forma una hélice « entre los residuos 3-13, los mismos que
forman la hélice en la estructura de la proteina, y ha sido extensamente estudiado
(Bierzynski, 1982; Rico, 1983). El S-péptido (residuos 1-19) forma una hélice entre los
mismos residuos quedando el extremo C-terminal (residuos 14-19) en conformaci6n
extendida (Nieto, 1983). Estos resultados demuestran no sélo que el péptido aislado
adquiere la misma esiructura de hélice que tiene en la proteina completa, sino que ésta se

circunscribe a los mismos residuos.

Los resultados obtenidos con el fragmento N-terminal de la ribonucleasa A
abrieron la via para posteriores estudios de la estabilidad de conformaciones en hélice o
en otras secuencias helicoidales de protefnas. Estudios sistemdticos se han llevado a cabo
en las otras dos hélices de ribonucleasa A (Jiménez, 1987 y 1988), en lisozima (Segawa,
1991), miohemeritrina (Dyson,1992) y el dominio C-terminal de la termolisina
(Jiménez,1992) con el mismo resultado: las secuencias correspondientes a hélices en
proteina, y no otras, adquieren preferentemente una conformacion de hélice. Esto indica
que las interacciones locales actian desde el principio, y permiten proponer que las
secuencias en hélice son centros de inicio del plegamiento.



Un estudio del mismo tipo se ha llevado a cabo recientemente en una proteina con
gran proporcidn de estructura secundaria de tipo ldmina $, la plastocianina (Dyson,
1992). L.a mayorfa de los péptidos no mostraban preferencias conformacionales
significativas adoptando, mayoritariamente, conformaciones extendidas en equilibrio
rdpidoentre si, comportamiento tipico de péptidos sin estructura. Muchos de los péptidos,
especialmente aquellos que abarcaban dos hebras de ldmina B y su conexion, eran muy
poco solubles. Este es un problema muy comtin en este tipo de péptidos, la tendencia a
formar agregados inespecificos (probablemente laminas p intermoleculares) donde las
interacciones intermoleculares dominan o se superponen a las intramoleculares (Mattice,
1989). Hasta ¢l momento no se ha podido encontrar un péptido que forme una ldmina g
intramolecular aislada en disolucién acuosa. Esto podria indicar que las ldminas p surgen
como consecuencia de interacciones de largo alcance en la forma condensada de la
proteina o que su formacién estd dirigida por otros elementos de estructura secundaria,

como los giros p en el caso de las antiparalelas.

Importancia de los giros § .

Los giros g son los elementos estructurales mds comunes que invierten la
orientacion espacial de la cadena polipeptidica (descritos por primera vez por Geddes,
1968, y definidos por Venkatachalam, 1968). El resto de los segmentos de la cadena con
topologia similar forman un conjunto muy heterogéneo de geometria y longitud muy
diversa, lo que ha complicado su andlisis y estudio (Leszczynski, 1986; Ring, 1992). Las
estructuras de tipo giro p tipicas estdn formadas por cuatro aminodcidos y, con
frecuencia, el grupo amida del cuarto residuo forma un puente de hidrégeno con el grupo
carbonilo del primero. Los dngulos diedros de los residuos centrales definen la geometrfa
del giro y se han utilizado como criterio de clasificacion, entre otros, de los distintos tipos

encontrados en protefnas (Richardson, 1981).

Alrededor de un tercio de los residuos en proteinas globulares estan implicados en
giros B, conectando otros elementos de estructura secundaria lineales como hélices a y
ldminas B, confiriendo asf globularidad a la protefna. En los giros p abundan los residuos
con cadenas polares, lo que parece estar asociado con su capacidad para interaccionar con
el esqueleto peptidico formando puentes de hidrégeno, y generalmente se encuentran en
la superficie de la proteina. Estas caracterfsticas estan de acuerdo con la observacién de
que los giros actdan frecuentemente como sitios de unidén con receptores, de
reconocimiento de anticuerpos y de modificacién postraduccional aunque no estd claro si

esto se debe a sus propiedades estructurales o a su localizacién en la superficie. También



se ha relactonado la actividad biol6gica de péptidos naturales con la formacidn de giros.
La gran cantidad de trabajos relacionados con todos estos aspectos ha sido extensamente
revisada (Rose, 1985).

Los estudios estadisticos de giros en las protefnas de estructura conocida han
puesto de manifiesto no sélo la gran frecuencia con que aparecen ciertos residuos sino
también que existen fuertes preferencias posicionales para algunos de ellos (Chou, 1978,
Wilmot,1988). A partir de estos resultados se pueden deducir algunas caracterfsticas
importantes para fa formacion de los giros. Por ejemplo, es f4cil de racionalizar la gran
preferencia de los residuos de prolina por aparecer en la segunda posicion del giro por la
restriccién conformacional que su cadena lateral ciclica impone en el enlace peptidico
precedente. El estudio sistemdtico de los puentes de hidrégeno en proteinas globulares,
indica que las cadenas laterales de aminodcidos polares pueden formar puentes de
hidrégeno con el esqueleto y esta capacidad se puede relacionar con ciertas preferencias
posicionales de los giros (Wilmot, 1988).

El posible papel de los giros en el inicio del plegamiento de la proteina es una
cuestién abierta. Por un lado se ha considerado que son elementos pasivos y que se
forman como consecuencia de interacciones de largo alcance (Rose, 1976). Por otro, se
ha postulado que los giros tienen un papel activo en el plegamiento aproximando zonas
distantes de la cadena y promoviendo de este modo interacciones terciarias (Lewis,
1971). Estudios de simulacién del plegamiento indican que pequefias tendencias a formar
giros B en las zonas que tienen esta estructura en la proteina completa son esenciales para
su plegamiento correcto, y ademds, son las primeras estructuras secundarias persistentes
formadas (Skolnick, 1990). Por otro lado estudios tedricos sugieren que los giros en
dipéptidos en disolucién acuosa son intrinsecamente inestables (Tobias, 1990). Es

necesario, pues, llevar a cabo estudios experimentales para aclarar esta cuestion.

La mayor parte del trabajo experimental realizado hasta ahora se ha llevado a cabo
con péptidos ciclicos para reducir la flexibilidad de la molécula y llevar a cabo un estudio
estructural detallado. Estos estudios han proporcionado informacion valiosa acerca de la
influencia de los aminodcidos en la geometria del giro, sin embargo, no proporcionan
evidencia de su importancia en plegamiento, ya que la restriccién impuesta por el ciclo
puede distorsionar las tendencias conformacionales de las secuencias (Smith, 1980).

Existen unos pocos casos de péptidos lineales de corta longitud que forman
estructuras de tipo giros g aislados en disolucién acuosa. El estudio mds completo ha
sido realizado por Wright y col. con péptidos derivados de un epitopo inmunogénico de
la protefna hemaglutinina del virus de la gripe (Dyson, 1988). Cuarenta y cinco penta y
hexapéptidos lineales, todos ellos conteniendo prolina en la secuencia, fueron estudiados
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encontrandose diferentes poblaciones de giro p en disolucion acuosa, hasta un 50% en la
secuencia H-Tyr-Pro-Gly-Asp-Val-OH, con los cuatro primeros residuos formando un
giro g de tipo I1. En pentapéptidos de secuencia H-Tyr-Pro-Xaa-Asp-Val-OH encontraron
que la poblacién de giro g se podia correlacionar con la probabilidad de estar en giro del
residuo Xaa obtenidas del andlisis estadistico de proteinas. Estos resultados indican que
la formacién del giro p estd determinada por la secuencia local y, por tanto, que cabe
esperar que estén presentes en las primeras etapas del plegamiento. Sin embargo, en la
proteina nativa la secuencia no forma un giro g sino que estd en una hélice «. Esto no
excluye que los giros p sean importantes para el plegamiento, ya que las estructuras
iniciales pueden transformarse en etapas posteriores, sin embargo resta apoyo a csta
importante conclusion. Evidencia experimental concluyente de la formacién de giros pen
otros péptidos lineales de corta longitud (<15 residuos) en agua, ha sido obtenida en
pocos casos mds (Dyson, 1988; Reed, 1988; Stroup, 1990; Mayo, 1991), en todos ellos
la estructura en la proteina nativa es desconocida, y la gran mayoria posee prolina en la

secuencia.

Objetivos.

El principal objetivo de esta tesis ha sido comprobar si los giros § pueden tener un
papel relevante en el plegamiento de la cadena polipeptidica. El mejor indicio de que ello
es asf es comprobar si las secuencias que estdn en giros g en la proteina son capaces de
formar estructuras similares a la nativa cuando estdn aisladas en disolucién acuosa. Este
planteamiento es una consecuencia légica de los resultados obtenidos con las secuencias
en hélice que han demostrado su capacidad para actuar como centros de inicio del
plegamiento.

Relacionados con esta cuestion estdn los objetivos de explorar los requerimientos
de secuencia que contribuyen a la estabilidad del giro en los péptidos aislados y la
capacidad de estas estructuras para dirigir o estabilizar la formacién de estructuras mds
complejas como las horquillas g, formadas por dos hebras de ldmina B conectadas por un
giro .

Para alcanzar estos objetivos s¢ han seleccionado fragmentos de protefnas que
forman giros $ en la estructura nativa, incluyendo también residuos contiguos que forman
una ldmina g. En algunos de ellos se han modificado las secuencias nativas con el fin de
comprobar su efecto sobre la estabilidad de las estructuras detectadas. Los resultados de
este estudio se describen en el capitulo 3. En la eleccidén de los fragmentos se ha hecho

uso, principalmente, de la informacidn estructural disponible sobre la proteina nativa, en
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particular de su estabilidad y de la regularidad de las estructuras secundarias. En algunas
de ellas se han incluido o excluido interacciones de largo alcance, como puentes
disutfuro, de tal forma que se pueda obtener informacion acerca de la importancia relativa
de las interacciones locales y las terciarias en la formacién de la estructura nativa. En

concreto, los fragmentos seleccionados son los siguientes;

- fragmento 12-26 del "Tendamistat", que forma una horquilla g con un giro entre
los residuos 17-20, y de la que se ha excluido el puente disulfuro entre las cisteinas 11 y
27, esta estructura estd muy bien definida en la estructura tndimensional determinada por
resonpancia magnética nuclear (Kline, 1986)

- fragmento 35-44 del "Tendamistat", con una estructura similar a la del fragmento
12-26 (Kline, 1986),

- fragmento 2-19 del dominio de unidn de la proteina G a la regidén Fc de
inmunoglobulina G, que forma una estructura de horquilla g con un giro g de tipo I entre
los residuos 9-12. Este dominio tiene una gran estabilidad térmica a pesar de su pequeiio
tamafio (56 residuos), (Gronenborn, 1991)

- fragmento 63-74 de ribonucleasa A de pancreas bovino, que forma un giro de
tipo [ entre los residuos 65-68 (Gonzdlez, 1991),

- fragmento 245-260 de termolisina, que forma un lazo de tipo Q entre los
residuos 248-255 (Leszczynski, 1986).

En el capitulo 4 se exponen los resultados obtenidos en péptidos con secuencias
disefiadas para obtener giros § suficientemente estables para que sean capaces de
estabilizar estructuras de ldmina § antiparalela. Para el disefio se ha hecho uso de los
resultados de estudios estadisticos que correlacionan secuencia y estructura. las
secuencias disefiadas son las siguientes;

- Ac-LKLKLKGDSLKLKLKNH3,, en la que los residuos centrales se han
encontrado un gran nimero de veces en giros p de proteinas (Rooman, 1988), y las
secuencias alternantes de residuos hidrofilicos-hidrofébicos favorecen, en principio, la
formacion de laminas g (Richardson, 1987, Barbier, 1989),

- YQNPDGSQA, en la que los residuos centrales del fragmento 15-23 del
"Tendamistat", donde se forma el giro nativo, se han reemplazado por los aminodcidos de
mdxima probabilidad de ocupar cada una de las cuatro posiciones de un giro B en
proteinas (Chou, 1978; Wilmot, 1988).
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Los péptidos se han estudiado en disolucién acuosa por medio de espectroscopia
de dicrofsmo circular y espectrometrfa de resonancia magnética nuclear de proton.
Practicamente toda la informacién de interés estructural se ha obtenido a partir de los
resultados obtenidos del estudio por RMN gracias a su gran poder de resolucién que
permite detectar conformaciones plegadas poco pobladas y caracterizarlas con detalle a
nivel de residuos concretos. La informacién acerca de la proximidad espacial de los
protones de la molécula obtenida a partir de experimentos de RMN bidimensional de tipo
NOESY y ROESY ha sido la mds definitiva para la caracterizacién estructural de los
péptidos, y se ha apoyado con la cuantificacién de los efectos nucleares Overhauser
(NOEs) y otros pardmetros espectrales, especialmente los desplazamientos quimicos y los
coeficientes de temperatura de las sefiales de los protones amida y su variacién en
presencia de urea. La utilidad del andlisis conjunto de los espectros NOESY y ROESY se

ha puesto de manifiesto durante el trabajo desarrollado en esta tesis.

Obviamente la hipéiesis de partida de este trabajo ha sido que si las secuencias en
hélice de proteinas son intermedios del proceso de plegamiento, no habia una razén clara
para excluir un comportamiento similar en el caso de los giros . Los resultados
obtenidos en esta tesis permiten concluir que las estructuras de tipo giro p presentes en las
proteinas, se mantienen aunque con estabilidad muy reducida, en las secuencias aisladas,
y que la informacién para su plegamiento estd en la secuencia local aungue los residuos
mds préximos, contiguos al giro, son importantes para su estabilidad. Se ha comprobado
ademds, que los giros g son capaces de dirigir la formacién de estructuras mas complejas,
como las horquillas g, con lo cual es posible proponer que estos elementos estructurales

tan simples tengan un papel activo en el inicio del plegamiento de la cadena polipeptidica.



Capitulo 2.

Métodos y materiales.
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2.1. METODOS.
Técnicas de estudio conformacional de péptidos.

Existen varios métodos que proporcionan informacién acerca de la conformacion
de péptidos. El mds definitivo es la difraccién de rayos X, que sin embargo tiene el grave
inconveniente de que la conformacién del péptido estd en gran parte determinada por las
interacciones intermoleculares en el cristal, y puede ser muy diferente de la conformacién
preferente en disolucién. En cuanto a la deteccidn de estructuras plegadas que puedan
representar intermedios de plegamiento de proteinas, la estructura en disolucién acuosa
debe ser ef objeto de estudio.

El dicroismo circular (CD} es muy sensible a la conformacién y es la técnica mds
cominmente empleada para péptidos en disolucién. Sin embargo el espectro DC en la
zona del enlace peptidico estd compuesto por varias bandas anchas que solapan, haciendo
muy dificil una interpretacién detallada del mismo, especialmente cuando el estado
conformacional del péptido es heterogéneo. Ademds, diferentes estructuras pueden dar
espectros muy parecidos, las distorsiones estructurales afectan al espectro y otros
cromdéforos como los grupos aromdticos y los puentes disulfuro contribuyen al espectro
en el ultravioleta lejano (Woody, 1985). El DC es muy \til para detectar conformaciones
en hélice a, que dan lugar a un espectro muy caracteristico, cuando la poblacién no es
demasiado pequefia. En el caso de los giros B, no hay un tnico espectro de referencia

aunque se han propuesto varios (Rose, 1985; Perczel, 1991).

Ia espectroscopia de infrarrojo (IR) puede ser especialmente 1til en la deteccion de
puentes de hidrégeno pero tiene los mismos inconvenientes que el DC. Ademads, estas
dos técnicas dan informacién acerca de la estructura global puesto que la anchura y
solapamiento de las bandas no permiten diferenciar las correspondientes a los

aminoactdos o enlaces individuales.

La espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN) es, con diferencia, la
técnica mds apropiada para el estudio experimental de la conformacion de péptidos en
disolucién. La RMN proporciona informacién acerca de los entornos quimicos,
relaciones geométricas, distancias y dindmica de los niicleos individuales, con lo que se
pueden estudiar las propiedades estructurales a nivel de residuo. La interpretacién de los
datos de RMN en péptidos debe hacerse con precaucién puesto que es un método mds
lento que las espectroscopfas dpticas, con una escala de tiempos del orden del segundo,
de aqui que la interconversién de los conformeros que no implican rotaciones del enlace
peptidico conduzca a pardmetros espectrales promediados.
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En ¢l trabajo de esta tesis se han registrado espectros de DC de la mayorfa de los
pépiidos como complemento o como guia para el andlisis por RMN, pero han resultado

poco dtiles, en general, para su caracterizacién estructural.

Resonancia magnética nuclear.

El protén es el nticleo que porporciona mayor sensibilidad debido a su abundancia
natural v a su constante giromagnética. Esta propiedad, junto con su ubicuidad en
polipéptidos, hace que sea la mejor sonda para su estudio estructural. Todo el andlisis
conformacional por RMN de los péptidos estudiados en esta tesis se ha realizado con
espectros de proton.

Parametros espectrales con informacion estructural.

Hay varios pardmetros espectrales que reflejan tanto la estructura covalente como
la conformacién de la molécula. En el caso del estudio conformacional de péptidos en

disolucién, los mds importantes, y los que se han medido en esta tesis, son los siguientes:

- los desplazamientos quimicos (3) de las resonancias dependen del entorno
quimico de los micleos, y por tanto son sensibles a la conformacién de la molécula. Sin
embargo hay que tener en cuenta que existe un efecto de secuencia en los valores de 8,
independiente de la conformacién, que puede enmascarar el debido a la estructura cuando
la poblacién de ésta es muy pequefia. Como referencia se utilizan los desplazamientos
quimicos medidos en tetrapéptidos del tipo H-Gly-Gly-Xaa-Ala-OH, donde Xaa es uno
de los 20 aminodcidos naturales. Los desplazamientos quimicos del residuo central, Xaa,
proporcionan una estimacion de los valores esperados en ausencia de estructura (Bundi,
1979). Las diferencias entre los desplazmientos quimicos medidos en la protefna y los
valores de referencia de los tetrapéptidos cuando se representan en funcién de la
secuencia, dan informacién acerca de la localizacién de los elementos de estructura
secundana en la cadena polipeptidica (siendo A negativo en hélices y giros B, y positivo
en ldminas (Williamson, 1990).

- las constantes de acoplamiento (J) entre las resonancias dependen de la
geometria de los enlaces, en particular la constante 3Jyy.ye, se puede relacionar con el

angulo ¢ del esqueleto (Karplus, 1959), sin embargo el promediado conformal hace que
sus valores sean de poca utilidad cuando la estructura plegada estd poco poblada . Aunque
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estas constantes se han medido para todos los péptidos estudiados no han servido como
fuente de informacién estructural.

- los coeficientes de temperatura (o = A8/AT) de las resonancias de los
protones amida se utilizan habitualmentre como medida de la accesibilidad del protén al
disolvente. Una variacién pequefia de la frecuencia de resonancia con la temperatura
puede ser un indicio de que el NH estd implicado en un puente de hidrégeno
intramolecular. La interpretacién de estos coeficientes, sin embargo, no es univoca;
normalmente no es posible asignar con seguridad que una accesibilidad reducida al
disolvente proviene de un puente de hidrégeno intramolecular . Ademds, los cambios de
temperatura puede variar la orientacion de grupos magnéticamente anisGropicos, como
las cadenas laterales de los residuos aromdticos, lo cual puede afectar a los
desplazamientos quimicos de los protones amida y, por tanto, a sus coeficientes de
temperatura. Por otro lado, no existen valores absolutos de referencia para estos
coeficientes por debajo de los cuales la inaccesibilidad de los protones pueda considerarse
inequivoca (Smith, 1980). Estos coeficientes se han medido para algunos de los
tetrapéptidos de secuencia GGXA y se ha encontrado un rango entre -5.8 y -9.1ppb/K en
disolucién acuosa (Jiménez, 1986) que puede considerarse como tipico de péptidos con
conformaciones al azar. A pesar de estos inconvenientes, estos pardmetros se han
revelado muy ttiles en la préctica para detectar ¢ identificar formas plegadas en péptidos

lineales, especialmente de estructuras de tipo giro g (Dyson, 1988).

- el efecto Overhauser nuclear (NOE), por el cual se transfiere magnetizacion
entre niicleos proximos en el espacio, proporciona informacién acerca de las distancias
entre los protones del péptido. La simple presencia de un NOE directo entre dos protones,
implica la existencia de una cierta poblacién de estructuras en las que éstos se encuentran
a menos de 4.5A, distancia por encima de la cual el NOE no es observable (Anil Kumar,
1981). La gran ventaja del NOE es que, mientras los restantes pardmetros espectrales se
promedian linealmente sobre las distintas conformaciones en equiltbrio, su dependencia
con la distancia interprotdnica (r) es extremadamente no lineal (Inogecl/19) y destaca las
distancias cortas haciendo posible la deteccién e identificacién de conformaciones
preferentes poco pobladas.

Tipos de NOE y estructura secundaria.

La distancia entre protones del esqueleto de la cadena polipeptidica depende
unicamente de los dngulos ¢ y v (figura 2.1a). Los tipos de NOE observados entre
protones de residuos contiguos en la secuencia, tales como NOEs dgn(i,1+1) ¥
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dnN(iL,i+1) en la terminologia de Wiithrich y col. (1984), dan informacién acerca de ¢ y
y, por tanto, de la conformacidn del esqueleto. El diagrama de energia potencial de
Ramachandran (1966) de la figura 2.1b se puede usar para la interpretacion de los NOEs
secuenciales. Existen dos minimos profundos de energia en las zonas g (cadena
extendida) y ar (hélices dextrégiras). El minimo denominado oy, (hélices levogiras) en la
figura, tiene una energia relativamente alta y se encuentra muy poco poblado salvo en
caso de péptidos con glicina.
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Figura 2.1, a)definicion de los dngulos diedros ¢ y vy, b) Mapa de energia potencial del
dipéptido Ala-Ala,Las lineas continnas indican los contornos de energia dibujados a
intervalos de [ Kcal/mol, las lineas discontinuas muestran la dependencia de la distancia

dnatii+1), en A, con los angulos diedros del enlace peptidico; a la derecha se representa
la variacion de la distancia dgp(i,i+ 1) con el dngulo .

Los patrones de NOE que se observan para cada uno de los dos principales
minimos de energia son diferentes. NOEs dgn(i.1+1) intensos en ausencia de NOEs
dni(iLi+ 1) indican que los dngulos diedros del péptido se encuentran en la region g del
espacio conformacional ¢.y. La presencia de NOEs dyn(i,1+1) intensos indica que el
péptido adopta conformaciones en la region og.

En péptidos lineales de corta longitud en disolucién, los NOEs degn(1,1+1) se
observan siempre entre todos los pares de residuos; si la sensibilidad es suficiente,
también se pueden detectar todos los NOEs dnn(i,i1+1) como se ha puesto de manifiesto
muy recientemente (Blanco,manuscrito en preparacién). La presencia simultdnea de
NOEs dgn(i,i+1) intensos y NOEs dyn(i,1+1) débiles es una consecuencia del
promediado enitre las estructuras del péptido que, sin tener preferencias conformacionales
marcadas, muestrea 1odo el espacio conformacional accesible de acuerdo con las energias
v la distribucion de estados posibles. La region g, a pesar de tener un minimo de energia
algo supertor ai de ia region ag, se encuentra mas pobiada que €sta al ser mas ancho el
pozo de potencial.
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La presencia de conformaciones plegadas preferentes puede ponerse de manifiesto
comparando entre si las intensidades de los NOEs secuenciales detectados. Como se ve
en la tabla I, la relacion de intensidades entre los NOEs secuenciales, InnG i+ 1/ [gnGi+1),
es mucho mayor en una hélice o que en una ldmina B, debido a la diferencia entre las
distancias NH-NH y Ha-NH secuenciales, que se amplifica en el NOE al depender su
intensidad de la inversa de la sexta potencia de la distancia interproténica. Estas
intensidades son, sin embargo, dificiles de medir con precisidn, especialmente las de los
NOEs dnn(i,i+1) que son débiles en péptidos lineales con conformaciones plegadas poco
pobladas. En estos casos puede ser mds util la relacion entre las intensidades de los NOEs
deNQ,1+1), secuenciales, y dngfi,i), intrarresiduo, que también es muy sensible a la

conformacion (tabla [) y se pueden medir con mayor precision.

Tabla 2.1. Relaciones de intensidad de los NOEs entre protones del esqueleto en
estructuras de ldmina By hélice o regulares.

Estructura NOE Distancia (A)* Relaciones de intensidad
[ ynGi+D) | ()
I Gi+b I G+
donN(i,i+1) 2.2
Lamina dnnN(Li+1) 4.3 0.02 0.24
dNg(i1) 2.8
don(i,i+1) 3.5
Hélice a dnNG,Li+1) 2.8 3.81 4.74
dNa(1,1) 2.7

“Wiithrich, (1984)

Los valores dados en la tabla 2.1 estdn calculados en dos puntos concretos del
espacio ¢,3, los correspondientes a las estucturas regulares de tipo hélice a y lamina g.
Son por tanto valores de referencia extremos. La medida de la relacién InnGLi+ 1 IgnG.i+1)
en un péptido sin preferencias conformacionales nunca serd de 0.02, pero estard mds
cerca de este valor que de 3.81 y se aproximard mds a 3.81 cuanto més poblada esté una
conformacién en la zona og.

La informacién obtenida a partir de las intensidades de los NOEs secuenciales,
puede ser la unica accesible si hay problemas de sensibilidad en los esperimentos, y
puede resultar muy 1itil complementada con otros pardmetros, como los coeficientes de
temperatura, para detectar formas plegadas. Sin embargo, [a identificacién del tipo de

estructura adoptada preferentemente por el péptido, sélo es posible con la observacién de
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NOEs especificos de estas estructuras entre protones de residuos no contiguos en la
secuencia. Asi, la geometria de las hélices o, con 3.6 residuos por vuelta, da lugar a
NOESs del tipo (i,i+3) e (i,i1+4), mientras que los NOEs dgn, dNN, ¥ daa del tipo (1,)) son

caracteristicos de ldminas B (siendo 1 y j residuos de cada una de las hebras de la ldmina).
Criterios de detecciéon de giros g.

Los giros p estdn formados por cuatro residuos contiguos en la secuencia y
quedan definidos por los dngulos diedros ¢z, w2 ¥ ¢3, y3. Los dos tipos de giros § mds
abundantes en proteinas (tipo [ y tipo II) estdn dibujados en la figura 2.2, donde estdn
marcadas las distancias mds dtiles para su identificacién. El residuo 3 de un giro g de tipo
[I tiene los dngulos diedros en la regién ap y por ello la mayoria de estos giros tienen
glicina en la posicién 3. Salvo los giros de tipo VI, que incluyen un restduo de prolina
cis en la posicion 3, los otros tipos descritos en la bibliografia se pueden considerar como

distorsiones mads o menos acusadas de estos.

Tipo!l
Qz = ‘50o
W2= -
®y= - 80°
Y.=  o°
Tipoll
$y= - BO°
| Wp= 120
{ Oy= 90°
i lU3= 0°

Figura 2.2. Los dos tipos de giros mds abundantes en proteinas.
Los critenos que permiten la identificacién de un giro § son los siguientes:

- NOEs dnn(1,i+1) entre los residuos 2-3 v 3-4 para giros de tipo [ y 2-3 para los
de tipo 11,

- NOE dyp{i,i+2) cntre ios residuos 2-4,

- accestbilidad reducida al disolvente del protén NH del residuo 4 (coeficiente de

temperatura pequeo, en valor absoluto)



21

- constantes de acoplamiento Jnp.pe, apropiadas,

- espectro de DC o IR caracteristico.

Por las razones comentadas mds arriba, los criterios mds definitivos son los
proporcionados por los NOEs dnn(iLi+1) v den(i.i+2), que pueden complementarse con
los restantes, de los cuales los coeficientes de temperatura son los mds ttiles en la
préctica, cuando las poblaciones son bajas.

Los NOEs dnw(i,i+1) no son especificos de giros B, y también aparecen en
hélices a. Los NOEs dgN(i,1+2), acompaiiados de NOEs dgn(i,143) mds intensos adn
que los (i,i+2), pueden aparecer en hélices 3;¢. Es dificil, pero no imposible, diferenciar
estos dos estados conformacionales, una vuelta de hélice 3¢ 6 un giro B, (de hecho son
conformacionalmente muy parecidos), especialmente en peptidos flexibles que presentan
poblaciones bajas de estructuras. En protefnas con estructura unica, el patrén de NOEs
permite diferenciar perfectamente entre los tres tipos de estructura secundaria (hélice a,
hélice 30 y giro g). Es comunmente aceptado que la presencia solo de NOESs dgn(i,142)
sin estar acompaiiados por NOEs donN(i,1+3) vy doN(i,i+4), apoya fuertemente la
existencia de un giro p en un peptido. Si existe algun protén amida con coeficiente de
temperatura bajo, protegido del disolvente, la evidencia es atin mds poderosa.

La diferenciacion de giros p de tipo ! y de tipo 1l tampoco es posible cuando esta
conformacién estd muy poco poblada. Incluso en pentapéptidos ciclicos se ha podido
demostrar que existe un equilibrio rdpido entre estructuras de giro g tipo I y tipo II
(Stradley, 1990).

Como ya se ha comentado la potencia de la RMN como método de determinacion
estructural de péptidos y proteinas se debe a la posibilidad de obtener informacién a nivel
de residuo. Para esto es imprescindible la asignacién especifica de las frecuencias de
resonancia (sefiales del espectro de RMN) a cada protén del péptido.

Asignacion del espectro.

Es conveniente comenzar ¢l andlisis de un péptido con el registro de un espectro
monodimensional del mismo. De esta forma se puede examinar el estado de la muestra en
lo que se refiere a la presencia de impurezas, relacion sefial ruido, agregacion e incluso
informacién preliminar acerca de su estado conformacional. La dispersién en frecuencia
de las scfiales de resonancia y el ensanchamiento selectivo de algunas sefiales con
respecto a lo habitual en péptidos flexibles son los primeros indicios de la existencia de
formas plegadas que afectan al entorno quimico de los protones y reducen la movilidad de

la molécula. Algunas sefiales se pueden asignar directamente a partir del espectro
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monodimensional por su intensidad, desplazamiento quimico y patrones de acoplamiento
escalar.

A medida que aumenta la complejidad de la molécula (el nimero de aminoécidos
en el caso de péptidos) se hace mds imprescindible el uso de los experimentos
bidimensionales para la asignacién completa del espectro. Las técnicas de RMN
bidimensional fueron desarrolladas por Ernst y col. en la década de los 70 (Aue, 1976).
Todas ellas se basan en el mismo principio, la introduccién de un tiempo de evolucion (t;)
antes del tiempo de adquisicién (tp) durante el que se registra la respuesta de los micleos
al pulso de radiofrecuencia de medida. En una serie de N experimentos, el tiempo t; se va
incrementando de modo que cada registro es distinto del anterior debido a la evolucién de
los espines nucleares durante t; .Los datos tienen la forma de una matnz que, despues de
una transformada de Fourier respecto a {; y otra respecto a 1, produce un espectro
bidimensional. En éste la diagonal es un andlogo del espectro monodimensional y la
aparicion de sefiales fuera de la diagonal identifican los espines entre los que se han
producido transferencias de magnetizacién durante el tiempo de mezcla (ty,) previo a tp. El

esquema general de un experimento bidimensional se representa en la figura 2.3.

Preparaciér Evoluciér Mezcla Deteccién

| tp ‘ tl ..._-I_ l [ ) S
Figura 2.3. Esquema generl de un experimento bidimensional.

Lo que diferencia a unos experimentos de otros es el poceso de mezcla que se
lleva a cabo por medio de diferentes secuencias de pulsos. Existen actualmente muchos
expenimentos bidimensionales. Los que se han utilizado para el estudio conformacional de
péptidos en esta tesis son los siguientes:

- COSY (COrelated SpectroscopY ). Fué el primer experimento bidimensional
propuesto (Aue, 1976). Es el mds simple de todos, y consiste en dos pulsos de
radiofrecuencia (figura 2.4). Las sefiales de correlacién de un espectro COSY conectan
espines acoplados escalarmente. De esta forma se pueden identificar las sefiales NH-Hg,
Hy-Hg, etc. de un mismo residuo (ya que el acoplamiento entre protones se interrumpe en
el grupo carbonilo del enlace peptidico).
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Figura 2.4. Esquema de pulsos del experimento COSY.

- TOCSY (TOtal Correlated SpectroscopY, Braunschweiler, 1983). Se trata de
una modificacién del experimento COSY en la que el segundo pulso se sustituye por un
tren de pulsos. La magnetizacién fluye a lo largo de toda la red de acoplamientos y se
obtiene un espectro con sefiales que correlacionan las frecuencias de los espines que
pertenecen a una misma red de acoplamientos, con lo que la identificacion de todos los

protones pertenecientes a un mismo residuo de aminodcido es mds inmediata que en el
COSY.

- NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY, Macura, 1980). La
secuencia de pulsos de este experimento se representa en la figura 5 y consiste en tres
pulsos de 90° (dngulo de nutacién producido por el pulso en la magnetizacidn
macroscopica del sistema) como se ve en la figura 2.5.

(w2) w2) w2)
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Figura 2.5. Esquema de pulsos del experimento NOESY.

En el espectro NOESY las sehales fuera de la diagonal correlacionan protones que
estdn proximos en el espacio (< 4.5A). De este experimento se extrac informacién acerca
de las distancias interproténicas que se emplea tanto para la asignacién de las resonancias
como para el analisis conformacional del péptido.

- ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY, Bothner-By, 1984,
Bax, 1985). Este experimento proporciona una informacion similar a la del NOESY pero
tiene ciertas peculiaridades que se comentardn mds abajo. Durante el tiempo de mezcla se
aplica a la muestra un pulso largo de radiofrecuencia de menor intensidad que el puiso de

preparacion. La secuencia de pulsos se puede ver en la figura 2.6.
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Figura 2.6. Esquema de pulsos del experimento NOESY.

Wiithrich y col. han desarrollado un método estindar para la asignacién
sistemdtica de los espectros de RMN de protefnas (Wiithrich, 1982). El primer paso
consiste en la identificacion de los sistemas de espin correspondientes a cada tipo de
aminodcido. Esta identificcacion se basa en los acoplamientos escalares detectados en los
experimentios COSY y TOCSY. En este punto no serd posible distinguir todavfa residuos
con €l mismo sitema de espines (aspdrtico y asparagina, por ejemplo) ni residuos

repetidos en la secuencia.

Estas ambiguedades se resuelven en €l segundo paso que hace uso de la
informacidn de las distancias enfre protones obtenida en el experimento NOESY. La
informacién de interés para la asignacion proviene de los NOEs entre protones de
residuos contiguos en la secuencia. Se ha observado que, independientemente de la
estructura de la cadena polipeptidica, siempre existe al menos una distancia secuencial
menor de 3A que da lugar a un NOE intenso (Billeter, 1982). A partir de estas
correlaciones es posible establecer el orden secuencial de los sistemas de espin (figura
2.7).
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Figura 2.7. NOEs secuenciales (flechas) y correlaciones a través del acoplamiento
escalar (lineas de trazos) entre protones de un segmento de cadena polipeptidica.
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Experimentos NOESY y ROESY.

El acoplamiento dipolar entre protones cercanos en el espacio €s una interaccion
que afecta a los procesos de relajacion de estos nicleos previamente excitados por los
pulsos de radiofrecuencia. De esta forma, las poblaciones de sus niveles energéticos de se
ven modificadas por esta interaccion produciéndose una variacién en la intensidad de la
sefial detectada (NOE). La eficiencia de esta relajacién cruzada depende, no solo de la
distancia entre nticleos, sino también de la movilidad de la molécula. Esto es debido a que
la relajacién es un proceso de emisién estimulada por campos locales virtuales creados
por la reorientacion espacial de los espines de la molécula. Una menor movilidad se
traduce en una relajacién mds efectiva (mds rdpida) y se manifiesta en una mayor anchura
de la sefial de RMN.

Para relacionar la movilidad molecular con la relajacion resulta muy ttil el manejo
de un pardmetro [lamado tiempo de correlacién molecular, .. Este pardmetro es una
constante de tiempo que estd inversamente relacionada con la rapidez con que se pierde
una orientacion molecular dada.

En la figura 2.8a estd representada la variacién de la intensidad del NOE con el
producto ot, siendo w la fecuencia de resonancia del protén, que depende
fundamentalmente de la intensidad del campo magnético en el que se encuentra. Para una
frecuencia fija se puede ver como al aumentar el tiempo de correlacién (disminucién de la
movilidad molecular) el NOE pasa de ser positivo a negativo y se hace cero cuando
wt.=1.12 (Neuhaus, 1989). El NOE alcanza su maxima intensidad (en valor absoluto) en
el régimen de NOEs negativos (es el caso de moléculas muy grandes como las proteinas)
y puede llegar a ser del 100%. Las moléculas de pequefio tamaifio dan lugar a NOEs
positivos debido a su mayor movilidad y, en el peor de los casos, el NOE puede estar tan
préximo a cero que no sea detectable. En estos casos se puede aumentar la intensidad de
los NOEs trabajando con imanes de campo mds intenso o reduciendo la movilidad de la
molécula, lo que se consigue al incrementar la viscosidad del medio y al disminuir la
temperatura.

Como ejemplo comentaremos uno de los resultados obtenidos en esta tesis.
Trabajando a una frecuencia de 600MHz (H=14Teslas), los NOEs de una disolucién
5mM de un péptido de 10 aminodcidos en agua a 25° eran negativos, positivos o cero

(indistinguibles de ruido) dependiendo de la localizacion de los protones en la cadena,
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reflejo de la distinta movilidad en diferentes partes del péptido. Al bajar la temperatura a
5° todos los NOES resultaron negativos.
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Figura 2.8. Dependencia de la intensidad del NOE con el producto de la frcuencia de
resonancia y el tiempo de correlacion molecular. ay NOESY, b) .

Aunque los procesos de relajacién son los mismos en el NOESY que en el
ROESY, la intensidad del NOE en ¢l ROESY tiene una dependencia distinta con la
movilidad molecular debido al pulso de radiofrecuencia que actia sobre los espines
durante el tiempo de mezcla. En la figura 2.8b se puede ver la andloga a la figura 2.8a
para el ROESY . El NOE es positivo para cualquier valor de wt; aunque la intensidad
mdxima es de un 67.5% (Bothner-By, 1984). Este experimento es el mds adecuado
cuando las condiciones del experimento son tales que los NOEs son préximos a cero en el
NOESY . Para moléculas grandes el NOESY proporciona una mayor sensibilidad por lo

que es el cominmente empleado en el estudio de proteinas.

La sensibilidad de los experimentos NOESY y ROESY en péptidos de pequeiio
tamaiio, como los que son objeto de estudio en esta tesis, es similar. Sin embargo, la
informacion que se obtiene en ambos es complementaria. Esto es debido a que en ambos
experimentos pueden aparecer correlaciones entre protones que no son debidas a una
corta distancia entre eilos. Estos artefactos no son todos iguales en los dos espectros y

gracias a ello es posible su identificacion.

Uno de los artefactos mds perjudiciales es el que surge como consecuencia del
fenémeno de la difusion de espin. Este consiste en la transferencia de magnetizacién

indirecta entre dos espines que estdn lejos uno de otro a través de un tercero proximo a
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ambos. En la figura 2.9 se representa esta situacién. La interaccién dipolar directa entre
los espines 1 y 3 puede ser muy débil, o inexistente en la prdctica, si la distancia entre
ellos es menor de 4.5A, pero el camino de relajacion cruzada 1-2-3 puede ser
suficientemente efectivo para dar lugar a un NOE indirecto entre estos dos espines si las

distancias 1-2 y 2-3 son cortas y la magnetizacién transferida es grande.

1

W

Figura 2.9. Rutas de relajacion cruzada directa (flechas continuas) e indirecta (flecha
discontinua) en un sitemna de tres espines.

La difusién de espin aumenta en importancia cuanto mds intensos son los NOEs
directos, por lo que debe tenerse en cuenta cuando se trabaja con moléculas grandes y
espectrémetros de alto campo. En el caso de protefnas y dcidos nucleicos, la difusién de
espin puede influir grandemente en las intensidades de los NOEs, pero no afecta a la
estructura global determinada a partir de ellos. Normalmente se registran espectros

NOESY con tiempos de mezcla cortos para minimizar su contribucion.

La presencia de difusion de espin en moléculas mds pequefias como los péptidos
de corta longitud, se considera normalmente despreciable debido a que los NOEs son
mucho menos intensos que en las proteinas. Sin embargo los errores a que puede dar
lugar en la interpretacién de los resultados, de estar presente, son mucho mds graves ya
que los NOEs mds importantes para la identificacion de conformaciones plegadas (los no
secuenciales) son muy débiles vy pueden confundirse con NOEs indirectos. La posibilidad
de realizar una interpretacion erronea es atin mayor en el caso de los giros f ya que su
1dentificacién se basa fundamentalmente en la presencia de NOEs del tipo dgN(1,i+2) que
son especialmente susceptibles de surgir a través de caminos indirectos del tipo Ha(i)-
NH(i+1)-NH(i+2) o Ha(1)-Hp(1}-NH(1+2) entre otros.

Para moléculas que se encuentran en el régimen de NOEs negativos en el NOESY
(wt:>1.12) la difusién de espin se manifiesta de forma diferente en los espectros NOESY
y ROESY. Mientras que tanto el NOE directo como el indirecto son del mismo signo en el
NOESY (y, por tanto, se suman), en el ROESY el NOE indirecto es de signo diferente
por lo que su identificacién es inmediata. Ademds la difusién de espin es mucho menor en
¢l ROESY (Neuhaus, 1989) por lo que la presencia de un NOE en el NOESY que no
aparece en €l ROESY es un indicio de que el NOE es indirecto.
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Existen varias formas de comprobar la autenticidad del NOE, sin embargo,
durante jos trabajos realizados en esta tesis, se ha podido comprobar que el empleo
conjunto de los experimentos NOESY y ROESY es el modo mds sencillo y efectivo de no
caer en error de evitar errores en la interpretacion de un NOE indirecto como una distancia
corta entre dos protones. Principalmente por esta razén, se han registrado ambos
espectros en todos los péptidos estudiados en esta Lesis.

La complementariedad de la informacién suministrada por el NOESY y el ROESY
se puede apreciar claramente en los resultados que se recogen en la figura 2.10a. En ella
se representa el crecimiento de la intensidad de algunos de los NOEs observados en los
espectros del fragmento 15-23 del tendamistat, cuyo andlisis estructural se detalla mds
adelante, con el tiempo de mezcla. Se observa que los NOESs secuenciales dgn(15-16) v
dan(19-20) son mds intensos en el ROESY que en el NOESY, consecuencia de la mayor
eficiencia de la relajacion cruzada en el ROESY para esta molécula. Esta ganancia en
intensidad es mayor en el pnmero de ellos al ser el extremo del péptido mads mévil que el
centro. Por el contrario, el NOE dnyn(18-19) es menos de la mitad de intenso en el
ROESY que en el NOESY a tiempos largos. Esto, junto con la forma sigmoidal de la
curva en el NOESY, indica que este NOE tiene una contribucion importante de difusion
de espin.
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Figura 2.10. a) Curvas de crecimiento de algunos NOEs del fragmento 15-23 del
tendamistat en los experimentos NOESY y ROESY, b) NOESY de t,=400ms.
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El NOE no secuencial don(19-21), clave para identificar la estructura de tipo giro
B en este péptido (ver mds adelante) es la mitad de intenso en el ROESY que en el NOESY
y corresponde al NOE directo entre estos dos protones.

En el NOESY de t,=400ms la difusién de espin resulta ya muy importante (figura
2.10b). En €l aparecen muiltiples NOEs dn del tipo (i,i+2), (i,i+3), (i,i-1) y dN(1,i+2)
que podrian interpretarse erréneamente como sintomas de la formacién de una estructura
de hélice a.

Aunque las curvas de la figura 2.10 no han alcanzado todavia su mdximo, las
intensidades de los NOESs estan ya cerca de €l en el NOESY de 400ms y en el ROESY de
200ms. La ventaja de usar tiempos de mezcla largos (ademds de observar NOEs mds
intensos) es que disminuye la intensidad del pico diagonal. Esto reduce otros artefactos
no debidos al experimento (diagonales miiltipes y colas bifurcadas originados por
inestabilidades en el tiempo del campo magnético y de la electronica del espectrometro)
que distorsionan las regiones préximas a la diagonal y dificultan el andlisis del espectro.
Esto no es posible hacerlo en el NOESY por el aumento de la contribucién de la difusién
de espin pero si en el ROESY.

El experimento ROESY no estd exento de artefactos. En realidad es un
experimento muy parecido al TOCSY vy se diferencia fundamentalmente en la potencia de
la radiofrecuencia aplicada durante el tiempo de mezcla. Se pueden observar picos de
correfacién entre protones acoplados escalarmente, como en el TOCSY, que son de
diferente signo que los NOEs, por lo que es f4cil identificarlos. Aunque los NOEs
utilizados para la identificacion de las formas plegadas se producen entre protones que no
estan acoplados escalarmente, conviene minimizar las sefiales de tipo TOCSY utilizando
una radiofrecuencia de baja potencia (Farmer, 1987). En esta tesis se registraron
espectros ROESY utilizando diferentes potencias y se ha buscado un compromiso entre la
reduccién de picos de correlacion escalar y la observacion de los NOEs de interés (cuya

intensidad también disminuye al disminuir la potencia).

Calculo de estructuras.

LLa informacién obtenida a partir de los experimentos NOESY y ROESY se ha
interpretado de acuerdo con las ideas expuestas mds arriba para proponer el tipo de
conformacién preferente adoptada por el péptido en su caso. El calculo de una estructura
tridimensional no tiene mucho sentido en el caso de péptidos con gran flexibilidad

conformacional como es el caso de los estudiados en esta tesis (Dyson, 1988). Sin
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embargo puede utilizarse cuando se tiene un conjunto numeroso de NOEs consistentes
con una estructura con la precaucién de no interpretar ésta como la tnica conformacion
existente en el péptido en disolucién. Normalmente, éste cdlculo afiadird poco mds a la
informacién que se obtiene de un examen cualitativo del patrén de NOEs, pero puede
resultar muy til como confirmacién de la consistencia de los NOEs no secuenciales
observados con una séla conformacién preferente (aunque esté en equilibrio con otras
muchas no plegadas). Este tipo de andlisis se ha podido llevar a cabo con dos de los
péptidos estudiados en esta tesis en los cuales se observé un conjunto considerable de
NOE:s de este lipo.

Geometria de distancias.

Los primeros métodos que se desarrollaron para convertir la informacion de
restricciones de distancias obtenida de los espectros de RMN en estructuras
tndimensionales, fueron métodos basados en la matriz métrica (Havel, 1983). Estos
métodos se apoyan en la relacion existente entre un conjunto de 3N coordenadas en el
espacio real y una matriz métrica G, de dimensién NxN, cuyos elementos estdn definidos
como:

G.=1

ij = Tit [2.1]

Esta matnz estd directamente relacionada con la matriz de distancias entre los
dtomos mediante las expresiones:

N N
1 2 1 2
Gii:};{z Dij';fz Dix [2.2]
i ).k
Gy=x(0;+6;- D) 3
=3 \Gii+ G- U [2.3]

Conocida fa matriz de distancias, y por tanto, la matriz G, las coordenadas pueden
recuperarse mediante la diagonalizacion de la matriz métrica.

El método, tal y como aqui se ha expuesto, permite obtener coordenadas a partir
de una matriz de distancias ideal, donde todos los términos son conocidos exactamente.
Desgraciadamente, éste no es nuestro caso. La informacién obtenida a partir de los
espectros de RMN corresponde s6lamente a distancias entre protones menores de 4.5 A
y, ademds, dichas distancias son aproximadas. Debido a esta incertidumbre, se emplean

dos matrices, una con cotas superiores de distancias y otra con cotas inferiores. LLa matriz
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final tiene sus términos elegidos al azar entre estas dos cotas. La matriz de distancias
puede completarse con informacion procedente de la estructura covalente de la molécula

pero atin asi nunca obtendremos las N(N-1)/2 distancias posibles.

Las cotas de la matriz de distancias deben cumplir una serie de desigualdades,
gracias a las cuales podemos restringir fuertemente el rango de valores de las distancias
desconocidas. Al proceso iterativo por el cual se aplican las desigualdades triangulares a
las restricciones superiores e inferiores, se le denomina suavizamiento de la matriz.

El proceso de "suavizamiento" es esencial para que la matriz. métrica corresponda
a un conjunto de N vectores en el espacio tridimensional. Este hecho no estd garantizado
para una matriz de distancias aproximada y pueden obtenerse estructuras aberrantes; el
éxito de estos cdlculos depende esencialmente de la cantidad de informacién experimental
disponible.

Dinamica Molecular.

El método de Dindmica Molecular consiste en integrar numéricamente las
ecuaciones de Newton de un sistema de particulas:

m; —d—-- \YAY RSN [2.4}

donde las posiciones iniciales provienen de una estructura de partida que serd la estructura
obtemida mediante la geomeirfa de distancias. Las velocidades se toman de una

distribucién de Maxwell-Boltzman a temperatura T a la que se realiza la simulacién.

El potencial utilizado en el caso de simulaciones de biopolimeros es bastante
complejo e incluye términos dependientes no sélo de las posiciones relativas de pares de

dtomos sino de posiciones relativas de tres y hasta cuatro dtomos.

Actualmente se utilizan diferentes potenciales que difieren entre sf esencialmente
en la parametrizacién. En general, cuentan con un término de enlace que suele ser
armaGnico:

Vi= D kyb- by’ [2.5]

donde b es la longitud de enlace, b, la longitud de enlace en el equilibrio y Kp una
constante. Ky y b, dependen del tipo de dtomos involucrados en el enlace.
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Un segundo término es el que mantiene los dngulos de enlace cerca del valor de
equilibrio. Es de la forma:

Vo= 3 kql6 - 90)2 [2.6]

donde © es el dngulo de enlace y Go ¢l valor de dngulo en el equilibrio. Tanto Qo como
Ko dependen del tipo de los tres dtomos que forman el dngulo de enlace. La suma se
extiende a todos los trios de dtomos que forman un dngulo de enlace a lo largo de la
molécula.

Otro término introducido es el término de torsién, que depende de las posiciones
de los cuatro dtomos que definen el dngulo diedro. Este término es necesario para
reproducir adecuadamente las barreras de potencial observadas en las rotaciones sobre

enlaces simples. Suele ser de la siguiente forma:
Vi= I ke[ + cos (ng - ) 2.7]

donde ¢ es el dngulo diedro de la torsién, n es la multiplicidad de la barrera y 8, la fase.

La multiplicidad depende del tipo de 4tomos que forman el enlace central, puede ser 2,
como en el enlace pepiidico o 3, como en las cadenas hidrocarbonadas.

Un término similar se introduce para asegurar la planaridad de los enlaces dobles o
la correcta quiralidad de centros asimétricos. En este caso, se define una falsa torsion,
llamada impropia, enire los dtomos enlazados a aquél cuya planaridad o quiralidad se
(uiere mantener.

Ademas de éstos, se incluyen términos para representar interacciones de no-
enlace. Por un lado se incluye un término de tipo Lennard-Jones, que incluye a su vez
dos términos: uno atractivo, de relativamente largo alcance { o¢ 1) que da cuenta de la

interaccidén dipolar debida a pequeiias fluctuaciones de carga v otro repulsivo, de menor
alcance, ( o¢ r12), que reproduce el efecto de la repulsién nuclear y del principio de
exclusion de Pauli. 1a ofra contribucion a las interacciones de no enlace proviene de

cargas parciales efectivas en los dtomos. El término de interaccién de no-enlace toma la
forma:

VLJ: 2 4e [(Aij\lz_ (Bij\(i:l + ql_ql [2.8]

LR U My
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Donde la suma deberia extenderse a todos los pares de dtomos no enlazados o distantes
mds de dos enlaces entre si. En la practica, esto nos darfa un enorme nimero de pares y
se eliminan aquellos cuya distancia entre dtomos es mayor que una cierta cantidad. En
aplicaciones a biopolimeros es habitual considerar sélamente interacciones entre atomos
distantes menos de 10 A, El efecto de truncamiento puede minimizarse usando funciones
que suavizen el potencial en la zona de corte.

I.os pardmetros que intervienen en estas expresiones han sido obtenidos o bien,
mediante cdlculos mecanocudnticos en pequefias moléculas modelo, o bien, ajustados a

datos experimentales procedentes de diferentes tuentes.

La Dindmica Molecular aplicada a proteinas se introdujo inicialmente para el
estudio tedrico de propiedades dindmicas de estas moléculas pero tiene una gran utilidad
para obtener estructuras a partir de datos de RMN. El punto clave de esta aplicacion
consiste en introducir un término nuevo en el potencial, sin sentido, {isico pero que
representa la informacién experimental obtenida. Este término es, tipicamente, de la

forma:

Ve :{ : kmi(dij o) mend L,

Con €l se penalizan las violaciones de las restricciones de distancias observadas
experimentalmente y mantiene los dtomos i,j a una distancia de d%; conocida. A la

81 dl_} < d;’_l

Dindmica Molecular con Ia inclusién de este término se acostumbra a denominaria
Dindmica Molecular Restringida (RMD).

La ventaja de la RMD sobre otros métodos reside en la capacidad de la Dinamica
Molecular para saltar barreras de potencial y superar asf, en parte, el problema de
minimos locales. La RMD se suele aplicar en combinacion con REM (Minimizacién de
Energfa Restringida), que consiste en minimizar la estructura sometida al mismo potencial
que actué durante la dindmica. El objetivo de la REM después de un cdlculo de RMD o de
geometria de distancias, es eliminar la energia cinética introducida en el sistema y obtener

una estructura de energia minima.
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2.2. MATERIALES.
Obtencién de los péptidos.

Todos los péptidos estudiados fueron suministrados por Neosystem (Strasbourg,
France), con una pureza >95% estimada a partir del cromatograma de HPLC
(cromatografia liquida de alta eficacia, en sus siglas en la traduccidn inglesa) de fase
inversa. La identidad de los péptidos se comprobé con Jos espectros de RMN.

En los casos en que fué necesaria una mayor purificacién, se realizé por medio de
HPLC en fase inversa en un cromatégrafo Knauer, usando gradientes de mezclas
acetonitrilo (Scharlau)/agua (milli-Q) con un 0.02% de dcido trifluoroacético (Merck).

Dicroismo Circular.

[.a concentracién de las muestras se midi6é por la absorcion en el ultravioleta (Gill,
1989) de los aminodcidos aromdticos en cubetas de lcm de paso Optico con un
espectrofotémetro Shimadzu UV 2100. El ajuste del pH se realizé con la adicién de
pequeiias cantidades de soluciones concentradas de NaOH (Scharlau) y HCl (Prolabo). El
pH se midi6 con un electrodo de combinacién Ingold (Wilmad co.) de 3mm de didmetro.

Los espectros se registraron en dos dicrégrafos, ambos con cdmara
termostatizada:

-dicrégrafo Roussel-Jouan CD185 con registro analdgico de la sefial; se realizd un
calibrado previo con dcido (+)canforsulfénico y se emplearon células de 1mm de paso
optico (Centro de Investigaciones Bilogicas del CSIC).

- dicrégrafo Jobin-Thon CD6 con registro computerizado con el que se emplearon
células de 0.05mm de paso Sptico (Instituto Pasteur, Paris).

Resonancia magnética nuclear.

L.as muestras se prepararon disolviendo el péptido en un 90% de H;0 milli-Q
hervida y 10% de D,O (Cambridge isotopes). La concentracién se estimé por
pesada.Cuando fué necesario las muestras se pasaron a través de filtros de 45um de
tamafio de poro (Millipore).
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El ajuste del pH se realiz6 como en las muestras para el DC y el pH se midi6 en ¢l interior
del tubo de RMN, de Smm de didmetro (Norell).

Los espectros de RMN se midieron en dos espectrémetros:

- espectrémetro Bruker WM-360 operando a una frecuencia de 360MHz para ¢l
protén

- espectrometro Bruker AMX-600 con una intensidad de campo de 14Teslas
(600MHz), controlado por un computador Aspect X32, que también se utilizd para el
procesado de los espectros con el programa UXNMR de Bruker. Todos los espectros que
se muestran en esta lesis se han obtenido con este espectrémetro, instalado en el Instituto
de Estructura de la Materia, CSIC.

En ambos espectrémetros se acoplé una unidad Haake de enfriamiento del aire
utilizado para termostatizar la muestra de un modo eficiente durante las 8-20 horas de
duracién de los experimentos bidimensionales.

Los espectros bidimensionales se adquirieron en el modo sensible a la fase segin
el método TPPI (Marion, 1983). Los tamafios de la matriz de datos fueron de 1Kx512 en
1y f2 respectivamente y se rellenaron de ceros antes de la transformada de Fourier hasta
un tamario final de 2Kx2K. Las funciones de apodizacién utilizadas fueron del tipo seno
cuadrado con desplazamientos de w/2.4. La linea base del espectro se corrigid con una

funcién polinémica de quinto grado.

Calculo de estructuras.

Los cdlculos de geomeiria de distancias se llevaron a cabo con los programas
DISGEO (Havel, 1983) y DIANA (Giintert, 1991).

La dindmica molecular y minimizacién de energia se realizé con el paquete de
programas GROMOS (van Gusteren, 19887). Todos los célculos se llevaron a cabo en
un ordenador CYBER/910.



Capitulo 3.

Estudio conformacional de fragmentos de
proteinas.
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3.1. Fragmento 12-26 del tendamistat y péptidos
relacionados.

El inhibidor de a-amilasa,tendamistat (Vertesy, 1984) fue de las primeras
proteinas cuya estructura tridimensional se determiné por RMN. Estudios simultdneos e
independientes se llevaron a cabo por difraccién de rayos X (Pflugrath, 1986) y por
RMN (Kline, 1986) como test de la compatibilidad de estos dos procedimientos de
determinacién estuctural. Se obtuvo esencialmente la misma estructura, con pequenas
diferencias en la superficie, reflejo de la diferente dindmica de la protefna en disolucion y
en el cristal (Billeter, 1989).

El tendamistat es una proteina pequeiia (74 aminodcidos) con plegamiento del tipo
de los barriles p antiparalelos en clave griega (Richardson, 1981), constituido por dos
ldminas B de tres hebras cada una. Tiene dos puentes disulfuro que conectan hebras de la

misma ldmina. La estructura tridimensional simplificada se muestra en la figura 3.1.1a.
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Figura 3.1.1. a) Estructura tridimensional del tendamistat; b) secuencia del segmento
10-28, los residuos rayados son los del fragmento seleccionado para su estudio. ¢) Perfil

de los desplazmientos conformacionales del tendamistat.

A partir de la asignacién del espectro de RMN de protén (Kline, 1986) se
calcularon los desplazamientos conformacionales de las resonancias de los protones a,
(figura 3.1.1¢) obtenidos tomando como referencia los desplazamientos quimicos de
estos protones medidos en los tetrapéptidos modelo de péptidos sin estructura. Las
regiones correspondientes a ldiminas p muestran los tipicos valores positivos mientras que

las secuencias con estructura de giro § tienen valores negativos (Williamson, 1990). La
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regi6n entre los residuos 12-26 forma en la protefna una doble hebra de lamina p con un
giro p de tipo [ entre los residuos 17 y 20 (estructura denominada cominmente horquilla
B). Esta estructura estd especialmente bien definida desde el punto de vista de los
deplazamientos conformacionales tanto en la zona de la ldmina, como en la del giro,
aunque no se puede excluir que la presencia de dos residuos aromdticos en el giro  como
el Trpl8 y la Tyr20 sean en parte responsables del gran desplazamiento negativo de los
protones « del giro. La exploracion de estos perfiles en estructuras de este lipo en varias
proteinas sugirié que la regién 12-26 del tendamistat podria ser un buen modelo para el
estudio de 1a estabilidad de un giro g en un fragmento de proteina aislado. La secuencia de

este fragmento se puede ver en la figura 3.1.1b.

El estudio conformacional de este fragmento ofrece la posibilidad de comprobar
no solo la formacidn del giro B, sino también [a de la [dmina, lo cual informaria acerca de
la importancia de estos dos elementos estructurales en el plegamiento. Ademads la
exclusion de las cisteinas que flanquean a esta secuencia (y, por tanto, del puente
disulfuro que une las dos hebras de la ldmina) permite sacar conclusiones acerca de si esta
interaccién terciana es imprescindible para que la cadena adopte este plegamiento o, por €l
contrario, la cadena se pliega independientemente del puente disulfuro formdndose éste en
una etapa posterior del plegamiento como una consecuencia de la prelerencia
conformacional local de la secuencia.

[a secuencia correspondiente al giro p tiene ademds otras dos caracteristicas que la
hacen particularmente atractiva. Los residuos que forman el giro § se encuentran entre los
mds conservados en varios inhibidores de a-amilasa microbianos (Hirayama, 1987) y los
estudios de modificacién quimica llevados a cabo con un miembro de esta familia, indican
que son los responsables de su capacidad inhibidora.

Todas estas caracteristicas llevaron a seleccionar este péptido como modelo de
estructura de giro . Los resultados obtenidos sugirieron la conveniencia de estudiar
péptidos relacionados con éste. En particular se han estudiado también los péptidos
correspondientes al fragmento 15-23 y a dos mutantes de éste: [V21]15-23 y [S18]15-23.

Resultados.

Fragmento 12-26.

En la figura 3.1.2 se muestra la zona de los protones amida del espectro del
fragmento 12-26.
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Figura 3.1.2. Espectro monodimensional del fragmento 12-26. Condiciones:
concentracion < 1mM, pH=3.0, 5°C.

Se pueden observar algunas impurezas menores a pesar de que el cromatograma
de HPLC indica una pureza del 96%. En este espectro se observan algunas caracteristicas
que pueden ser sintomas de la existencia de conformaciones plegadas. Por un lado la
dispersion de las sefiales es bastante mayor de lo que cabria esperar par un péptido con
conformaciones al azar, aunque la presencia de tres residuos aromaticos en la secuencia
debe contribuir bastante a este efecto. Por otro, ciertos residuos tienen sefiales mds
anchas que el resto, especialmente los de la regidn central del péptido (Trpl18-Argl9-
Tyr20), mientras que los demads tienen sefiales estrechas. Este ensanchamiento selectivo
de las seflales estd mds de acuerdo con la presencia de conformaciones preferentes en esta
region del péptido en intercambio con conformaciones al azar que con una posible
agregacion inespecifica, que deberia producir un ensanchamiento general en todas las
sefiales, ademds la solubilidad del péptido resulté muy pequefia (<1mM) para los
requerimientos de la RMN. Se pudieron obtener espectros bidimensionales pero sélo a
pH=3.0 (al aumentar el pH la muestra precipitaba} v a temperatura moderadamente baja
(102C). Esto limito bastante la sensibilidad de los espectros y la asignacidn se realizé
combinando espectros en agua y en urea 6M donde el péptido es mds soluble. Los
desplazamientos quimicos de las resonancias de protdn se encuentran en la tabla I del
apéndice. En la figura 3.1.3 se puede ver la asignacion del péptido en urea a partir de los
experimentos TOCSY y NOESY.

El espectro NOESY en agua (figura 3.1.4) solo presenta NOEs intrarresiduo y
secuenciales del tipo daN y dNN(i,i+1). Un resumen de los NOEs observados se recoge
en la figura 3.1.5. Sin embargo la relacién de intensidades entre los NOES NN y aN

secuenciales y entre los olN intrarresiduo y los secuenciales son algo mayores que los



tipicos de péptidos sin estructura y disminuyen al afiadir urea (Tabla 3.1.1). En la figura

3.1.6 se pueden ver los NOEs NN secuenciales en urea.
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Figura 3.1.3. Asignacion del fragmento 12-26, a) TOCSY ; b) NOESY. Condiciones:
imM, pH=3.0 urea 6M.

Estos resultados indican que ¢l péptido adopia una estructura plegada por su parte
central aunque la baja relacion sefial/ruido impide detectar NOEs no secuenciales por lo

que no es posible identificar qué tipo de conformacion preferente adopta el péptido.



Tabla 3.1.1. Relacion de intensidades de los NOEs entre prones del esqueleto del

fragmento 12-26, medidos en el espectros NOESY de 200ms a pH=3.0, 10 °C.
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Residuo i Inn i+ 1y Lan(i,i+e1) Tangi,iy/ TaN¢i,i+1)

H,0O Urea 6M H,O0 Urea 6M
Tyrl5 - — 0.2 ——
Glnl6 0.4
Serl7 0.3 03 - —
Trpl® 0.3 0.2 0.4 0.4
Argl9 0.6 02 0.5 0.3
Tyr20 0.4 0.2 0.3 0.3
Ser21 03 0.1 0.8 0.3
Asn25 . - .- 2.0

18 ;
20 i
20 200
¢ 7 :
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Figura 3.1.4. Espectro NOESY (1,,=200ms) del fragmento 12-26.a) Regién NH-

NH. b) Region Ho-NH.Condiciones como en la figira 3.1.2.
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Figura 3.1.5. Patron de NOEs entre protones del esqueleto del fragmento 12-26.

Figura 3.1.6. NOESY (1,,=200ms) del fragmento 12-26 en urea 6M. Codiciones como
en la figura 3.1.3

La informacién estructural obtenida de los desplazamientos quimicos de los
protones del esqueleto v de su variacion con la urea y con la temperatura, puede obienerse
facilmente combinando espectros mono y bidimensionales. Los coeficientes de
temperatura de los protones amida de los residuos centrales son mds pequenos (en valor
absoluto) que los del resto del péptido y quedan fuera del rango medido en los
tetrapéptidos modelo de péptidos sin estructura aumentando sensiblemente con 1a adicién
de urea (ver tabla 3.1.11 y las figuras 3.1.27 y 3.1.28). Especialmente pequefios son los
correspondientes a la Argl9 (-2.8ppb/K) v ala Ser21 (-3.8ppb/K).



Tabla 3.1.11. Coeficientes de temperatura (a, en ppb/K) de los fragmentos del
tendamistat en agua y en urea 6M.

Residuo Fragmento

12-26 15-23 [V21]15-23 [S!8]15-23

H,O0 Urea H;0 Urea H;0 Urea H;O Urea

Vall2 - ---
Trh13 -7.8 -17.6
Leul4d 9.0 -87
Tyrl5 -9.0 -10.0 - - - --- - “es
GlInl6 -6.8 -63 -6.0  -7.1 -6.0 -7.1 -6.0  -7.1
Serl7 -7.8 82 9.1 9.1 95 97 -8.6 -89

Trpl8/Serl8 -4.6 -56 -6.6 -74 -6.2 74 =777 -B.6
Argl9 -2.8 -39 29 -54 -2.1  -49 -6.9  -7.7
Tyr20 -52  -68 -6.6 -83 6.9 -8.0 69 1.7
Ser21/Val2l -3.8 -6.1 -4.6  -6.6 -5.9 -7.6 -51 -69

Gin22 6.2 -74 -6.6  -8.0 -85 -87 -7.1 -83
Ala23 -5.5  -7.1 7.7 -80 -9 -101 -80 -86
Asp24 -6.2 7.1
Asn25 -5.5  -6.3-
Gly26 -58  -53

El espectro de dicrofsmo circular en el UV lejano indica que el péptido es
bdsicamente {lexible aunque el hombro a 220nm sugiere que existe una pequefia
poblacién de formas plegadas (figura 3.1.7). Al afiadir urea este hombro desaparece ¥
una banda positiva a 230nm se hace visible. Espectros registrados en presencia de NaCl
IM y a pH=6.0 no mostraron diferencias significativas. El cambio del espectro con la
urea estd de acuerdo con los datos de RMN. La causa de la banda a 230nm no estd clara,
aunque se ha relacionado en otros estudios con contribuciones en esta regién del espectro
de las cadenas laterales de residuos aromadticos y puentes disulfuro (Woody,1978). Se

registré también el espectro de DC en la zona del UV cercano por si fuera posible detectar
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bandas de los residuos aromdticos, dado que estos estdn [ocalizados en la regién central,
con resultados negativos.

2
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Figura 3.1.7. Espectros de DC del fragmento 12-26 a 5°C.

La baja solubilidad del fragmento 12-26 en disolucién acuosa ha impedido la
observacién de NOEs caracteristicos de los giros g que se forman en su zona central
identificados en fragmento 15-23 mds soluble. Esto hizo que se intentase estudiar su
conformacién en medios donde la solubilidad del péptido fuese mds favorable. El
trifluoroetanol en un disolvente orgdnico muy utilizado en estudios conformacionales de
péptidos para estabilizar estructuras de hélice o. La gran ventaja de las mezclas H,O/TFE
es que no inducen estructura helicoidal en cualquier péptido sino que la estabilizan cuando
la secuencia tiene una tendencia intrinseca a plegarse en hélice (Dyson, 1988) permitiendo
de este modo una mds detallada caracterizacion de la estructura. En particular las
diferencias en los desplazamientos quimicos al afiadir TFE a la muestra permiten
identificar los residuos que forman la hélice cuando no es posible observar los NOEs de
medio alcance 1,1+3 tipicos de hélices (Jiménez, 1987).

El espectro de DC del fragmento 12-26 en disolucién acuosa con un 30% de TFE
(figura 3.1.7) es tipico de una hélice a (~25% de hélice).

En el espectro NOESY se observan NOEs NN secuenciales intensos con respecto
alos alN y varios NOEs del tipo alN(1,1+3) y af(1,143) tipicos de la estructura de hélice «
entre los residuos 14 v 23 (figuras 3.1.8a y 9). Un resumen de estos NOEs y los perfiles
de los cambios de los desplazamientos quimicos con el TFE se muestra en {a figura

3.1.8b. Estos pertiles tienen la forma tipica de dientes de sierra aunque distorsionada por
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la presencia de residuos aromdticos, 1o que indica que la hélice estd curvada como
consecuencia del periodo de alternancia de los residuos hidrofilicos e hidrofébicos,
cardcter anfifilico de la secuencia (Bruix, 1990, Jiménez, 1992, Blanco, 1992).
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Figura 3.1.8.a) .Espectro NOESY (1,,=200ms) del gragmento 12-26 1mM pH=3.0 en
TFE:H,0 1:3 (viv} a 5°C; b) Resumen de NOEs y cambios de los desplazamientos

quimicos con respecto a los medidos en agua pura.

Ademas de estos NOEs caracteristicos de hélice se pueden observar en el espectro
otras sefiales entre los residuos del extremo N-terminal que no son tipicos de hélices.

Estos NOEs se listan en la tabla I'V y se pueden ver en la figura 3.1.9.

Estos NOEs indican que el extremo N-terminal se pliega sobre la hélice, va que de
otra forma no se explicarian distancias cortas que dieran lugar a NOEs entre los residuos
12 y I'7. Con todos los NOEs observados se calcularon diecisets estructuras por medio
DG, RMD y REM. Debido a que la mayoria de los NOEs no secuenciales eran de
intensidad débii, las estructuras resultantes tienen una RMSD alta ( 2.6A de media para
las dieciseis) y la mitad eran hélices levo o irregulares. Las tres hélices dextro con
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menores violaciones de NOEs (>1.2A) se muestran en Ia figura 28. En ellas se puede
apreciar que el extremo C-terminal no tiene una estructura definida mientras que el
extremoN-terminal se pliega hacia la hélice formada entre los residuos 15y 23 (limites de
la hélice segun los dngulos diedros @, en estas csuﬁruras).
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Figura 3.1.9. Dos regiones del NOESY del fragmento 12-26 (condiciones como en la

figura 3.1.8a)



Tabla IV. NOEs en el extremo N-
terminal del fragmento 1226 en 30%TFE.

NOE Intensidad
yVal12-NHSer17 media
yVal12-GIn16 débil
yVal12-aSerl7 débil
NHThr13-NHGin16 media
NHThr13-pGin16 débil
NHThri3-yGinl6 debit
aThr13-NHTyrl5 media

Fragmento 15-23.
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Figura 3.1.10

Este fragmento es el resultado de acortar la cadena en tres residuos por cada lado

con dos objetivos: por un lado la eliminaci6n de {os tres pnmeros residuos (Val-Thr-Leu,

hidrotébicos) deberia aumentar la solubilidad del péptido y, por tanto, permitir una mas

detallada caracterizacién estructural, por otro, se comprobaria el efecto de los extremos

(aparentemente mds flexibles) sobre la estructura de la zona central.

Como se esperaba la solubilidad de este péptido resulté bastante mayor que la del

12-26 pudiéndose trabajar con concentraciones de hasta 10mM. En la figura 3.1.11 se

puede ver la zona de los protones amida, que aparece muy limpia de impurezas.

Q16 A23
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Figura 3.1.11. Region de los protones NH del fragmento 15-23. Conciciones; 10mm,

pH=3.0 5°C.
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Ia asignacién se pudo realizar completamente en agua; los desplazamientos
quimicos estdn listados en la tabla IT del apéndice. Los coeficientes de temperatura de los
protones amida son casi todos mayores (en valor absoluto) que los del fragmento 12-26
pero los de la Argl9 (-2.9ppb/K) y de la Ser21 (-4.6ppb/K) siguen estando fuera del
rango tipico de los péptidos sin estructura y aumentan al afiadir urea (tabla 3.1.11, y
figuras 3.1.27 y 28) Esto indica que la estructura adoptada por este péptido es similar a la
del fragmento mads largo aunque algo menos estable.

En el espectro NOESY (figura 3.1.12a) se observan dos NOEs no secuenciales
alN(i,i+2), tipicos de giros B, entre los residuos 17-19 y 19-21. Estos NOEs estdn
presentes también en el espectro ROESY (figura 3.1.12b), lo que excluye la posibilidad
de que sean artefactos de los experimentos como la difusion de espin. Se observan
también NOEs del tipo BNy yN(1,14+2) entre los residuos 16-18 y 21-23 consisientes con
la existencia de conformaciones preferentes en estas regiones. Un resumen de los NOEs

observados se muestra en la figura 3.1.13.

Y QS5 WRY S QA
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daN (1, i+2) _
dBN(i,i+2)  ——y —
dyN (i,1+2) [

Figura 3.1.13. Resumen de NOEs observados en el fragmento 15-23.

Estos resultados indican que este péptido adopta estructuras de tipo giro p entre
los residuos 16-19 (coeficiente de temperatura de la Argl9 y NOE a17-N19) y 18-21
(coeficiente de temperatura de la Ser2l y NOE «19-N21) aunque la relacién de
intensidades de los NOEs aN y NN secuenciales indica que estas conformaciones estdn
en equilibrio con un conjunto mayoritario de estructuras extendidas. Los espectros
NOESY y ROESY registrados en urea 6M sélo presentan NOEs secuenciales.
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Figura 3.1.12.a)Espectro NOESY (t,,=200ms) del fragmento 15-23, b) ROESY
(tm=200ms). Condiciones como en la figura 3.1.11.
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Figura 3.1.14. Espectros de DC del fragmento 15-23 a pH=3.0, 5°C.
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En el espectro de DC de la figura 3.1.14 se puede ver que la elipticidad a 220nm
es menos negativa que en el fragmento 12-26, lo cual estd de acuerdo con la
inestabilizacién de las formas plegadas al acortar la cadena segun se deduce de los datos
de RMN. En este caso se puede ver en agua la banda positiva a 230nm que
probablemente queda enmascarada en el fragmento mds largo por la contribucién de las

conformaciones plegadas.

Fragmento [S18]15-23.

Las siguientes modificaciones que se hicieron sobre la secuencia ortginal del
fragmento 12-26 del tendamistat estuvieron ortentadas a explorar los determinantes de su
estabilidad, identificar los residuos importantes para la formacién de los giros p

encontrados.

En los dos giros p detectados interviene el residuo de triptéfano, en las posiciones
i+2 (giro QSWR) e 1 (giro WRYS). Este hecho es bastante sorprendente teniendo en
cuenta la baja abundancia de este residuo en los giros g (v en general en las proteinas) y
su fuerte preferencia por ocupar casi exclusivamente la posicién i+4 de los giros p cuando
se encuentra en ellos (Chou, 1978). Por esta razén se penso en sustituirlo por un residuo
de serina, que tiene una alta probabilidad de ocurrencia en las cuatro posiciones del giro,

para aumentar su estabilidad.

Q22
R19

S17 AZ3
- Q1B 518 o

Yz0 521

e n Th 4
e

e et .
et k. o~ e

.

Figura 3.1.15. Region de los protones NH del fragmento [S18]15-23,15mM, pH=3.0
5°C
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El espectro monodimensional del péptido se muestra en la figura 3.1.15. Se puede
ver que hay una impureza de aproximadamente un ~25% del péptido mayoritario. Se
intenté purificar la muestra, pero en el cromatograma de HPLC la impureza aparecfa
como un hombro del pico mayoritario que apenas se resolvia en condiciones isocrdticas
con un 7% de acetonitrilo, lo que indica que ésta debe ser un péptido de secuencia muy
similar a la del péptido mayoritario. Afortunadamente la asignacion se pudo realizar sin
problemas, aunque no se identificé la naturaleza del péptido contaminante. En la tabla I11

del apéndice se listan los desplazamientos quimicos de todas las resonancias del péptido.

En el espectro ROESY sdlo se observan correlaciones secuenciales e intrarresiduo
(figura 3.1.16). La ausencia de los NOEs alN(1,i+2) observados en el fragmento 15-23
indica que los giros g han resultado desestabilizados en gran medida de forma que no son
detectables. La presencia de un NOE muy débil entre los protones Hg21-NH23 indica
que la estructura en el extremo C-terminal no es completamente al azar. El patrén de
NOES estd en la figura 3.1.16.
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Figura 3.1.16 Especiro ROESY (t,,=120ms) del fragmento [S18]15-23.Condiciones

como en la figura 3.1.15.
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Figrua 3.1.17. NOFEs observados en en fragmento [S18]15-23.

Los coeficientes de temperatura de los protones amida son sensibiemente mayores
que los del fragmento 15-23, especialmente el de la Arg 19 que pasa de -2.9 a -6.9ppb/K
(tabla 3.1.11, y figura 3.1.27).

El espectro de DC , que se muestira en la figura 3.1.18, es tipico de péptidos con
conformacién de ovillo estadfstico aunque se sigue observando la banda positiva a 230nm
que aumenta ligeramente en intensidad con la adicién de urea. Esto sugtere que son los
residuos aromdticos de tirosina los principales contribuyentes a la elipticidad en esta zona

del espectro.
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Figura 3.1.18.Espectros de DC del fragmento {$18]15-23 a pH=3.0, 5°C.

Fragmento [V21115-23.

La sustitucién del Trpl8 por serina produjo inesperadamente una

desestabilizacion de la estructura de 1os dos giros detectados en la secuencia nativa. Con



el objetivo de comprobar si la mutacién de un residuo implicado sélo en uno de los giros
podrfa influir selectivamente en a estabilidad de €ste, se penso en sustituir la Ser21 (en la
posicién i+4 del segundo de los giros) por un residuo con probabilidad muy baja de
encontrarse en giros B. .a valina es uno de los residuos con menor probabilidad de
formar giros § y el menos probable en la posicidn i+4 Chou, 1978), por lo que se
sustituy6 la Ser21 por un residuo de valina.

En el espectro monodimensional de ia figura 3.1.19 se puede ver el espectro
monodimensional de este fragmento modificado. La solubilidad de este péptido era
mucho menor que la del fragmento 15-23 y poco mayor que la del 12-26. De igual modo
que en éste, la muestra precipitaba al subir el pH por encima de 3.0. La tabla IV del
apéndice recoge la lista de los despazamientos quimicos de los protones de este péptido.

A23‘ Qe
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1 g v W18 Y20 V21
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Figura 3.1.19. Espectro monodimensional del fragmento {VZ1]15-23, condiciones:
imM, pH=3.0, 5°C.

El espectro de DC es muy similar al del fragmento 15-23 como se puede ver en la
figura 3.1.20.

En los espectros ROESY o NOESY en agua, (figura 3.1.21) solo se observan
NOE:S intrarresiduo y secuenciales, aunque la baja relacién sefial/ruido impediria detectar
NOE:s de la intensidad de los observados en el fragmento 15-23, de estar presentes. El

resumen de NOEs se muestra en la figura 3.1.22.



55

v e 2
17 B 021 9 .
3.6 2 B s,
F e 20
2Q, f2 " __ Aom)
233 e 07 4 6M urea
2 —a 4
i 06 020 _
20 () \
Q
0 |
~ 200 240 260
§ (
o |
m
5‘-—4— H;0 |
P \
S! —e‘ﬁ
T gk [v'] 15-23

daN(i,1) I

sz, [

dNN(i,i+l) * I *

Figura 3.1.22. Patrén de NOEs observados en el fragmento [V2!]15-23,

Los coeficientes de temperatura de los protones amida (tabla II, y figuras 3.1.23 y
3.1.24) indican que la Arg 19 (a=-2.1ppb/K) tiene una accesibilidad restringida al
disolvente que aumenta en presencia de urea 6M, lo que significa que su estructura en
esta region del péptido es similar a la de los fragmentos 12-26 y 15-23. Sin embargo, el
coeliciente de temperatura de la Val21 estd dentro del rango de o medido en péptidos
modelo de péptidos sin estructura lo que sugiere que la estructura es a azar en el extremo

C-terminal.
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Figura 3.1.23. Coeficientes de temperatura (y su variacion con la adicion de urea) de

las seitales amida de los péptidos que se indican.Las lineas discontinuas indican el rango
medido en los tetrapeptidos sin estructura.

Las diferencias de los desplazamientos quimicos de los protones Ha con respecto
a las medidas en [os tetrapéptidos modelo de péptidos sin estructura se representan en
fucién de la secuencia en la figura 3.1.24, junto con las correspondientes a los otros
cuatro fragmentos estudiados y a las del segmento 12-26 en el tendamistat.

En la tabla 3. 1.1V se muestran las diferencias de los desplazamientos quimicos de
los protones no tntercambiables con el disolvente de la Argl9 con respectos a los
medidos en el tetrapéptido GGRA.
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Figura 3.1.24. Comparacion de los desplazamientos conformacionales (8-6gc) de las
seitales Ha de los residuos 12-26 de la proteina Tendamistat v en los fragmenios
estudiados.

Tabla 3.1 1V .Comparacion de los desplazamientos conformacionales de los

protones de la Argl9 en la proteina Tendamistat con los de los cinco péptidos
estudiados.

Polipéptido AD 415 065 Adar en Gora
. Hg Hp Hy }-16-_

Tendamistat -0.61 -1.59 -1.26 0.67
-1.45

Fragmento 12-26 -0.41 -0.45 -0.62 -0.29
-0.42

Fragmento. 15-23 -0.31 -0.41 -0.56 -0.27
-0.38

Fragmento [V21]15-23 -0.29 -0.38 -0.54 -0.24
-0.37

Fragmento [S18]15-23 -0.13 -0.11 -0.27 -0.03
-0.21

Discusién.

La diferente solubilidad en agua de los cuatro péptidos estudiados impide

comparar las propiedades conformacionales de los péptidos basdndose en los NOEs no
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secuenciales observados. Por otro lado en algunos de ellos la baja relacién sefal/ruido
hace que la medida de las intensidades de los NOEs secuenciales (especialmente las de los
NN) trengan mucho error, y los espectros de DC se han revelado poco ttiles dado que las
conformaciones plegadas se encuentran en equilibrio rdpido con estructuras al azar

mayoritaras.

En este caso, los desplazamientos quimicos pueden ser muy utiles para comparar
las estructura de los cuatro péptidos. En la figura 3.1.23 se pueden ver los perfiles de los
coeficientes de temperatura de los péptidos estudiados con respecto a Ia secuencia y gata
figura 22 su variacién con la urea. Estos resultados indican que el fragmento 12-26 es el
péptido con mayor poblacién de conformaciones con estructura de giro B, y que esta
pobiacién disminuye con el acortamiento de la cadena por ambos extremos. La sutitucion
de la Ser21 por valina desestabiliza selectivamente ¢l segundo de los giros mientras que la
sustitucion del Trp8 por serina produce una desestabilizacién de los dos giros. Parece,
pues, que los residuos Trpl8 y Ser21 son esenciales para la estabilidad de los giros y
que la tendencia a plegarse estd fuertemente determinada por la secuencia en la misma

posicién del giro.

Como se ha comentado en la introduccién, la capacidad inhibidora del tendamistat
se ha podido relacionar con tres de los residuos que forman el giro p en la protefna Trp-
Arg-Tyr. La cadena lateral de la arginina queda entre las cadenas laterales de los dos
residuos aromdticos produciéndose un fuerte desplazamiento a campo alto de las
resonancias de sus protones de la arginina.con respecto a los valores de referencia del
tetrapéptido GGRA. En la tabla 3.1.IV se puede ver que esta diferencias son muy
grandes en el tendamistat y disminuyen (en valor absoluto) en los fragmentos estudiados
en el orden 12-26, 15-23,[V21115-23, [S!8]15-23. Se han comparado tnicamente los
valores correspondientes a protones no intercambiables. Los resultados estdn de acuerdo
con una pérdida gradual de estructura de los péptidos en el mismo sentido que el indicado

por los los NOESs observados y los valores de los coeficientes de temperatura.

Esta pérdida gradual de estabilidad de las conformaciones plegadas en los
péptidos estudiados se refleja también en los desplazamientos quimicos de los protones
Ha del esqueleto como se puede apreciar en la figura 3.1.24, donde se representan las
diferencias con los valores de los tetrapéptidos de referencia con respecio a la secuencia

en los cuatro péptidos estudiados y en el tendamistat.

La formacién de una hélice o en el fragmento 12-26 en 30% de TFE, en la zona
del péptido que en agua forma estructuras de tipo giro p es consistente con esa ultima. De
hecho la estructura de un giro g de tipo I no es muy diferente de una vuelta de hélice.

También se han relacionado los giros g con las hélices o en las primeras etapas del
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plegamiento y a las vueltas de hélice 3, conexion de dos hebras de una ldmina B
(Barlow, 1990). Lo relevante en cuanto al posible papel es que la tendencia de la cadena a
plegarse por esta zona estd determinada por la secuencia local y, por tanto puede actuar
desde el principio del plegamiento dirigiendo las etapas posteriores.

Los resultados obtenidos con estos cuatro pépiidos indican que esta secuencia es
capaz de formar estructuras de tipo giro g en la zona central de la cadena donde existe un
giro p en la protefna completa, lo que permite proponer que esta secuencia se pliega de
forma independiente del resto siendo, por tanto, un intermedio del camino de
plegamiento. Ademds se ha podido comprobar que cambios de un sdlo aminodcido de la
secuencia afectan fuertemente a la estabilidad de los giros.
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3.2. Fragmento 35-44 del tendamistat y péptidos
relacionados.

En ¢l tendamistat existe otro giro que conecta dos hebras contiguas de una ldmina
8 (estructura de horquilla g), perteneciente a la familia 3:3, segiin la clasificacién de
Sibanda (1989). Se trata de un giro de cinco residuos (37-41, con un puente de
hidrégeno NH41-CO37), que se observa raramente en proteinas. En la figura 3.1.1a la
horquilla B en el tendamistat, que estd conectada por un puente disulfuro con la otra
ldmina del barril g. En la figura 1c se puede ver que el perfil de los desplazamientos
conformacionales en la regién que forma la horquilla g tiene las mismas caracteristicas
que el correspondiente a la regién 12-26, aunque estd menos marcado en los residuos del
giro. En este caso se selecciond un péptido mds corto que el 12-26 para evitar los

problemas de solubilidad que aparecieron en €ste.

La secuencia de este fragmento no estd tan conservada como la del 12-26 y sélo la
Val 35 y la Tyr 37 son invariantes en cinco inhibidores de a-amilasa microbianos
(Hirayama, 1987). De igual modo que el [ragmento 12-26, esta secuencia permitird
comprobar no sélo la estabilidad del giro sino también s1 €ste es capaz de dirigir la
formacién de contactos entre los residuos que forman la ldmina . Si éste péptido se
comporta como el 12-26 formando estructuras de tipo giro p en la zona 37-41 donde estd
el giro nativo, serd posible proponer que estas secuencias constituyen centros de inicio

del plegamiento de esta proteina.

Resultados.
Fragmento [Q42]35-44.

Debido a un error en la sintesis, este [ue el primer péptido que se estudié. La
sustitucién del glutdmico por glutamina en la posicién 42 de la secuencia no debe afectar
mucho a sus preferencias conformacionales, segin las estadisticas de giros g en
proteinas. La secuencia nativa pudo obtenerse a partir de esta por hidrdlisis dcida de la
amida de la glutamina y el andlisis conformacional de los dos péptidos fndica que ¢l

comportamiento es muy similar.

Este péptido resulté muy soluble y se pudo estudiar por RMN usando muestras
concentradas (10mM). La figura 3.2.1 corresponde a la zona de los protones NH del
espectro monodimensional de este fragmento donde se puede ver que la muestra estd libre

de impurezas, con lo que la asignacién de las sefiales se realizé sin problemas. Los
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desplazamientos quimicos de todas las resonancias del espectro estdn en la tabla V del
apéndice. Este péptido a pH=3.0 se degradaba con el tiempo como se deduce de la

aparicién de sefiales nuevas débiles.
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Figura 3.2.1 Espectro monodimensional del fragmento [Q*]35-44. Condiciones:
10mM, pH=3.0, 5°C.

Los espectros de DC de éste péptido en diferentes condiciones se muestran en la
figura 3.2.2. El espectro en agua a pH=3.0, es parecido al del fragmento 15-23 (ver
pagina 50), y no cambia en presencia de NaCl IM. La adicion de urea modifica sélo
ligeramente ¢l espectro, la banda positiva a 230nm aumenta algo en intensidad y el
hombro a 220nm se desplaza a valores menos negativos. El mismo efecto pero ampliado
se produce al subir el pH a 6.0, condiciones en las que todos los grupos ionizables del

péptido estdn cargados.
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Figura 3.2.2 Espectros de DC del fragmento [()#[35-44, Condiciones:como en 3.2.1.
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Los espectros de RMN (NOESY y ROESY) en las mismas condiciones que los de
DC, indican que el equilibrio conformacional del péptido es basicamente el mismo en las
tres condiciones. En la figura 3.2.3 se muestran las regiones aN y NN del ROESY en
agua a pH=3.0. Se pueden observar dos NOEs daN(i,i+2) entre los residuos 39-41 y 40-
42. Estos NOEs indican que en esta zona el péptido adopta conformaciones de tipo giro §
entre los residuos 38-41 y 39-42 que estin en equilibrio entre si y con con
conformaciones al azar mayoritarias. En presencia de urea 6M se observan los mismos
NOEs

40 39 44, +RTh]
s J wf) Ot 644
7 B 43
“ ‘ ® ‘éa 36 343 I
9 D%[éo 19 @36 636
LG 837 w Q¥

Figura 3.2.3. ROESY ,tm=120ms, del fragmento {Q%]35-44. Condiciones:como en
3.2.1.

A pH=5.6 se ve, ademds de estos, el NOE dalN(i,1+3) 41-44 como consecuencia
del movimiento de las frecuencias de resonancia de los protones Ha y NH de la Leud4 al
aumentar el pH (titulacién del carboxilo terminal). La suposicion de que esta distancia es
igualmente corta en el péptido a pH=3.0, se basa en la observacidn de otros NOEs entre
las cadenas laterales de estos dos restduos, en particular entre los protones Ha,HgThr4 1-
Hp,Hb,Leudd, que se ven a los dos pHs v en urea. Estos NOEs indican que en el
extremo C-terminal el péptido adopta una conformacién similar a una vuelta de hélice. En
el extremo N-terminal se pueden observar contactos (i,i+2) cadena lateral-NH entre los
residucs Val36-Glu38 y cadena lateral-cadena lateral entre los residuos Val35-Tyr37 v
Tyr37-Asp39. Un resumen de los NOEs observados se muestra en la figura 6.

Estas caracteristicas estdn de acuerdo con las intensidades de los NOEs
secuenciales y con los valores de los coeficientes de temperatura, que cambian muy poco

con el pH v la adicion de urea (tabla 3.2.1).
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Figura 3.2.4. Resumen de los NOEs observados en el fragmento [Q#2]35-44.

Tabla 3.2.1. Coeficientes de temperatura (a, en ppb/K) del
Jragmento [Q2 [35-44 del tendamistat

Residuo Condiciones

H,0, pH=3.0 H,0, pH=5.6 Urea, pH=3.0

Val35 - --- -4.0
Val36 -1.7 =13 13
Tyr37 -10.7 -10.4 -10.0
Glu38 -6.3 -6.1 713
Asp39 -7.3 -7.1 -1.6
Asp40 -1.0 6.1 <13
Thrd1 -6.3 -5.4 -1.0
Gin42 -6.7 -6.0 -6.7
Gly43 -7.0 -6.5 -71.3

Leud4d -7.3 -74 -1.3
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Fragmento 35-44.

La posibilidad de obtener este péptido a partir del fragmento [Q42]35-44 por
simple hidrélisis dcida se comprobd sobre una muestra a pH<I. La evolucién de la
reaccion con el tiempo se siguié con espectros de RMN monodimensionales,
observdndose cambios en la zona de los protones NH y el desdoblamiento de la sefial
correspondiente a los protones Hy de la GIn42 y Glu38 que resuenan a la misma
frecuencia 12. A este pH y a temperatura ambiente, la reaccidn progresaba rapidamente
pero al cabo de dos semanas, los cambios en el espectro indicaban que habia mds de dos
especies en la muestra. El cromatograma de HPLC se vié que, ademds de los picos
correspondientes a los dos péptidos mayoritarios aparecen al menos cuatro especies
minoritarias. Para evitar esta degradacion del péptido, se preparé una muestra con Smg
disueltos en 1mi de agua a pH=2.1, y se dejé a temperatura ambiente. La reaccidn se
siguié por HPLC v se pard a los 54 dias cuando la proporcién 1Q%2]35-44:35-44 era 8:2
aproximadamente. L.a separacién de estos dos picos tuvo que hacerse en columna
analitica con inyecciones de 50 a 100ul., aun asi fue necesario recromatografiar ia
fracciones recogidas hasta que el grado de pureza se juzgé suficiente para llevar a cabo el
andlisis conformacional por RMN sin problemas (figura 3.2.5). El liofilizado de las
fracciones finales did un peso de 3.7mg, que se utilizé para preparar una muestra para el

estudio por RMN de concentracion 4mM aproximadamente.

Figura 3.2.5. Cormatograma de HPLC del fragmento 35-44 del tendamistat.



En la figura 3.2.6 se puede ver las sefiales de los protones NH en el espectro
monodimensionai. La identidad del péptido se contirmo con la signacion completa del

espectro. Los desplazamientos quimicos estdn recogidos en la tabla VI del apéndice.
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Figura 3.2.6. Espectro monodimensional del fragmento 35-44. Condiciones: 4mM,
pH=3.0. 5°C.

En la figura 3.2.7 se puede ver que los epectros de DC son muy parecidos a los
del fragmento [Q*2]35-44 registrados en las mismas condiciones aunque con dos

dicrégrafos distintos.
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Figura 3.2.7. Espectros de dicroismo circular del fragmento 35-44.

Los coeficientes de temperatura de este péptido son también muy parecidos a los
del fragmento [Q#2]35-44 (tabla 3.2.1I), en general disminuyen {en valor absoluto) pero
las diferencias son menores de 0.8ppb/K.

Los NOEs observados también son los mismos. En la figura 3.2.8 se muestran
las regiones del espectro donde se ven los NOESs secuenciales entre protones de esqueleto
y los no secuenciales. Estos resultados indican que los dos péptidos tienen una estructura
muy similar.
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Figura 3.2.8. Espectro ROESY(t,,=120ms) del fragmento 35-44. Conciciones como
en 3.2.6,

Fragmento [N38]35-44.

Con el objetivo de modificar la estructura del péptido y explorar los
requerimientos de secuencia para la estabilidad de los giros detectados, se estudid este
péptido con una asparagina en el lugar del Asp38 de la secuencia nativa. Segun las
estadisticas de preferencias posicionales de los aminodcidos en los giros g en proteinas
{Chou, 1978, Wilmot. 1988) este cambio deberia estabilizar el segundo de los giros v
desestabilizar el primero, va que la asparagina es mds abundante que el aspdrtico en la
posicion 1 y menos que éste en la posicion 2 de un giro § en proteinas (Chou, 1978,
Wilmot, 1988).

£n la figura 3.2.5 se puede ver que el especiro es muy similar al del péptido con la
secuencia nativa cambiando algo las sefiales del nuevo residuo. Existen algunas seiiales

débiles que corresponden a impurezas no identificadas que, afortunadamente, no



69

estorbaron demasiado para el andlisis de los espectros. Los desplazamientos quimicos de

las resonancias se encuentran en la tabla VII del apéndice.
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Figura 3.2.9. Especto monodimensional del fragmento [N38]35-44. Condidiones:

10mM pH=3.0, 5°C. %
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Figura 3.2.10. Espectro ROESY (1,,=250ms) del fragmento (N38]35-44.
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Los NOEs observados en los espectros NOESY y ROESY de este péptido son los
mismos que en los fragmentos antertores. En la figura 3.2.10 se muestran las zonas aN y
NN del espectro ROESY. Los coeticientes de temperatura (tabla 3.2.1I) practicamente no
cambian con respecto a los de la secuencia nativa salvo el del Asp40 que pasa de -6.8 a -
5.5ppb/K.

Fragmento [W41]35-44.

Con esta mutacion en la secuencia, se pretendia desestabilizar el primero de los
giros y estabilizar el segundo. La introduccién de un triptéfano en la posicidn 41 deberia
causar este efecto puesto que es muy poco abundante en la posicion 3 y tiene gran

preferencia por la posicion 4.

La solubilidad de este péptido resulté menor que las de los tres anteriores pero atn
se pudieron preparar muestras con uha concentracién de 3mM. La figura 3.2.11
corresponde a la zona de los protones NH del espectro monodimensional de este
fragmento. En este espectro se pueden ver grandes cambios en las frecuencias de
resonancia de los protones de los residuos 40, 42 v 43, los mds préximos al Trp4l. La
Gly43 es el que mds cambia desplazdndose la seftal de su protén NH casi 0.9ppm a
campo alto con respecto al péptido de secuencia nativa. Los desplazamientos quimicos de

todas las resonancias del espectro estdn en la tabla VIII del apéndice.
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Figura 3.2.11. Espectro monodimensional del fragmento {W+!]35-44. Condiciones:
3inM. pH=3.0, 5°C.



En los espectros NOESY y ROESY se pueden ver NOESs del tipo dalN(1,1+2) que

no se podrian ver, de estar presentes, en los otros péptidos estudiados debido al

solapamiento con otras sefiales (figura 3.2.12).
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Figura 3.2.12. ROESY (1,,=250ms} del fragmento {W#! [35.44. Condiciones: 3mM,

pH=3.0, 5°C.

Se obervan NOEs de este tipo entre los residuos 38—40; 39-41.40-42 v 41-43. El
NOE dalN(i.i+3) entre los residuos 41-44 queda muy cerca de un NOE intenso y puede
que no se vea por esta razon. Los NOEs entre las cadenas laterales de estos dos residuos
que se observan en los espectros de [os tres péptidos anteriores también estdn en los de
esie fragmento. Ademds de estos se pueden ver NOEs del tipo dN({i,1+2) v dyN(1,1+2)
enire 10s Fesidu0s 38-40. Cutiosdaniciie, ue s dus NUERSs secuenclates enre jos dos
protones B de la Tyr 37 y el NH del Glu38 que aparecen en los otros péptidos, solo se ve
uno en el ROESY de este fragmento. En el NOESY se ven ambos NOEs, probablemente
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a causa de la difusién de espin ya que la distancia H3-Hp' es muy corta ( A). Este NOE
ausente estd marcado con un cuadrado vacio en la figura 3.2.12. Este hecho debe
interpretarse como una disposicion relativamente rigida de la cadena lateral de 1a Tyr 37,
que no gira con plena libertad alrededor del dngulo X;. No es posible, sin embargo,
precisar la causa de este impedimento. La cadena lateral del Trp41, debido a su gran
volumen, podria interferir el movimiento de la cadena lateral de la Tyr37 si la
conformacién del péptido fuera tal que estuviesen cercanas; también es posible una
interaccion electrostdtica especifica entre los dos grupos aromdticos, Interaccion
observada en péptidos y proteinas (Burley, 1989), sin embargo, al no haber NOEs entre
sus protones no es posible confirmarlo. El resumen de NOESs se puede ver en la figura
3.2.13. Los dNN(i,i+1) entre los residuos 36-37, 37-38 y 38-39 y 39-40 se ven en el
NOESY, pero en el ROESY 0 no estdn o no se pueden ver por los artefactos que
aparecen cerca de la diagonal, por lo que se ha puesto una linea en su lugar.
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Figura 3.2.13.Resumen de los NOEs observados en el fragmento [W#![35-44.

Précticamente todos los NOEs se observan, y con la misma intensidad en urea
6M; los que dejan de verse solapan con alguna otra sefial intensa. La figura 3.2.14
corresponde a la regién olN del espectro NOESY en estas condictones.
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Figura 3.2.14. Espectro ROESY en urea 6M del [W*#]35-44. Condiciones: 3mM,
pH=3.0, 5°C.

Los coeficientes de temperatura de las sefiales de los protones NH son parecidos a
los del péptido con la secuencia nativa (tabla [} salvo los de los residuos 41, 42 y 43 que
disminuyen en mds de una unidad. Especialmente sorprendente es la prictica
tnsensibilidad de la senal de la Gly 43 (a=-0.4ppb/K) al aumento de temperatura. Este
comportamiento puede deberse a una accesibilidad muy reducida al disolvenie 0 a una
reorientacion del anillo aromdtico del Trp4l con la temperatura, de tal forma que
desplazaria la sefial a campo bajo en una medida similar al desplazamiento de la sefial a
campo alto como consecuencia de la alteracion del equilibrio de formacién de puentes de
hidrégeno con las moléculas de agua. Las sefiales de los protones Ha de la Gily43 se
desplazan a campo byjo pero muy poco (46=0.03 ppm entre 5 v 32°C), por lo que debe
concluirse que ¢l coeficiente de temperatura medido es consecuencia de una accesibillidad
reducida al disolvente. Los coeficientes de temperatura de este péptido no varian
significativamente en presencia de urea (Ad<1ppb/K) salvo los de la Val36 y la Tyr37 (-

5.9 v -7.8ppb/K respectivamente)
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Tabla 3.2.11. Coeficientes de temperatura (o, en ppb/K) de los cuatro fragmentos
estudiados a pH=3.0.

Residuo Fragmento
35-44 [Q4?]35-44 [WAl]35-44
[N38]135-44

Val35s --- - --- -
Val36 7.4 7.7 -7.1 -7.0
Tyr37 -103 -10.3 -10.1 -10.2
Glu38 -6.1 -6.3 -5.8 -6.4
Asp39 -7.3 -7.3 -7.1 -7.2
Aspd0 -6.8 7.0 55 7.0
Thrd1 -6.0 -0.3 -5.5 -4.8
Gln42 -6.3 -6.7 -5.9 -5.2
Gly43 -6.7 -7.0 -6.4 -0.4
Leud4 -6.6 -7.3 -6.5 -6.4

Las intensidades relativas de los NOEs entre los protones del esqueleto pueden
calcularse en toda la secuencia del péptido gracias a la gran dispersion de las sefiales en el
espectro de RMN. En la tabla 3.2.II1 se recogen las relaciones de intensidad
Tongi iy Tong i1

Tabla 3.2.111. Relacion de intensidades de los NOEs secuenciales e

intrarresiduo de los cuatro péplidos medidos en espectros NOESY. de 200-250ms.
Residuo i lang,iyY LaNd,is1)
35-44  [Q42]35-44 [N3%|35-44 [W41]35-44

Val35 - - -

Val36 0.03 0.12 0.13 0.13
Tyr37 0.04 0.16 0.14 0.18
Glu/Asn38 --- 0.21 0.28
Asp39 --- --- - 0.55
Asp40 0.55 0.64 0.67 0.66
Thr/Trpal 0.43
Glw/Gind2 --- 0.67
Gly43 1.00 2.29 2.40 2.23

Leudd
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En la figura 3.2.15 se representan estas relaciones de intensidad frente a la
secuencia. Se puede ver que en la regién N-terminal (residuos 35-38) las relaciones de
intensidad son muy bajas y que estas aumentan a partir del Asp39.
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Figura 3.2.15.

Discusion.

Las relaciones de intensidad LeNg ij/Ionv(ii+1) indican que los cuatro péptidos
estudiados tienen bdsicamente el mismo comportamiento conformacional. Las
intensidades que se pueden medir en los fragmentos 35-44, [Q42]35-44 y [N38]35-44
son muy parecidas a las correspondientes en el fragmento [W41]35-44. El coeficiente de
temperatura bajo de Gly43 en este fragmento (-0.4ppb/K) indica una accesibilidad
reducida del disolvente, probablemente debida a la cadena lateral de Trp41l (muy
voluminosa). No parece probable que este valor sea consecuencia de un puente de
hidrégeno con alguno de los grupos carbonilo del péptido puesto que en los otros

fragmentos no hay indicios de que se forme.

Como se puede ver en la figura 3.2.15, las intensidades relativas de los NOEs
permiten concluir que existen dos regiones en estos péptidos con un equilibrio

conformacional diferente. En la regién N-terminal del péptido existe una gran poblacién
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de conformaciones con estructura extendida mientras que en el resto del péptido hay
poblaciones mayores de conformeros correspondientes a la zona o del mapa de
Ramachandran. Los NOEs entre las cadenas laterales en el extremo N-terminal se pueden
interpretar con una disposicién alternada de las cadenas laterales de estos residuos en una
conformacién similar a una hebra de ldmina 8. I.a presencia de un conjunto de NOESs del
tipo dalN(i,1+2) desde el residuo 38 al 43 indica que el péptido adopta conformaciones de
tipo giro  en esta regién. Los contactos (i,i+3) entre los residuos 41-44 parecen indicar
que en esta region la estructura formada podria ser también una vuelta de hélice 31¢. Estas
estructuras estdn en equilibrio con conformaciones al azar mayoritarias.

Como el caso del fragmento 12-26 del tendamistat, lo relevante en cuanto al
posible papel de esta secuencia en ¢l inicio del plegamiento es que existe una tendencia,
aunque débil, de la cadena a plegarse por esta zona. Las poblaciones no parecen afectarse
mucho por la presencia de urea ni con cambios puntuales de aminodcidos en la secuencia,
probablemente debido a que ya son muy bajas y no se produce un efecto desestabilizador
que pueda ser detectado por intensidades de NOEs.



3.3. Fragmento 2-19 del dominio de unién a
inmunoglobulinas G de la proteina G.

La proteina G es una proteina de la superficie celular del grupo G de Streptococos
que cumple la funcién de sortear las defensas del organismo huésped y contiene de dos a
tres dominios de unién a la regién F. de la inmunoglobulina G (Fahnestock, 1986). Las
propiedades estructurales de estos dominios atslados de varias estirpes de Streptococo (de
unos 60 residuos aproximadamente) han sido estudiados por varios autores (Lian, 1991;
Gronenborn, 1991; Orban, 1992). El estudio mds completo ha sido ef realizado por
Gronenborn y col. encontrando una estabilidad inusual frente a la desnaturalizacién
térmica y por urea para un polipéptido de este tamaifio y sin puentes disulfuro (T ,,=87°C).
Las razones de esta estabilidad parecen residir en que casi todos los aminodcidos forman
parte de elementos de estructura secundaria (un 95%) con gran nimero de puentes de
hidrégeno intramoleculares. Ademds el interior es muy hidrofdbico y el exterior muy
hidrofilico de tal forma que la proteina es muy compacta con gran nimero de contactos en
el nicleo apolar. Estas caracteristicas hacen proponer a los autores que la
desnaturalizacién debe ocurrir simultdineamente en toda la estructura implicando a toda la

proteina, y sugieren su utilidad como modelo de estudio del problema del plegamiento.
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Figura 3.3.1. a) Estructura tridimensional del dominio de la proteina G; b) secuencia
del dominio con los puentes de hidrogeno identificados (flechas). El fragmento escogido

estd recuadrado en esta figura.

Parecia, por tanto, interesante llevar a cabo un estudio conformacional de alguno
de los elementos de estructura secundaria de esta proteina con el fin de comprobar si la
estabihdad estructural podria tener una contribucién importante de la suma de
estabilidades parciales de cstos elementos. Si esto fuera asi, los fragmentos con estructura
de horquilla g serian buenos modelos para el estudio de la estabilidad de estos elementos

aislados y su implicacién en el plegamiento. De las dos horquilias B se escogi6 la primera
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(figura 3.3.1) por tener un giro p regular de tipo 1. De esta se excluyeron los dos residuos
de los extremos, puesto que el primero (metionina) proviene de la expresién del dominio

por ingenierfa genética y no estd en la proteina G.
Resultados.

Este péptido resulté suficientemente soluble como para preparar muestras de
concentracion SmM. El espectro monodimensional de la figura 3.3.2 corresponde a la
zona de los protones NH donde se puede ver que la muestra estd libre de impurezas. Las
sefiales, sin embargo, se encuentran en un rango reducido de frecuencias, indicio de que
el péptido estd poco estructurado. A pesar de la pequefia dispersion de las sefales, la
asignacion se llevé a cabo sin problemas y se confirmé con espectros a diferentes valores
de pH y temperatura. Los desplazamientos quimicos de todas las resonancias del espectro
estdn en la tabla 1X del apéndice.

Figura 3.3.2 Espectro monodimensional del fragmento 2-19. Condiciones: 5mM,
pH=3.0, 5°C.

El andlisis de los espectros NOESY y ROESY se vid muy dificuitado por el gran
solapamiento de las sefiales tanto en la regién oN como en la NN. En la figura 3.3.3 de
muestra la region oN del espectro ROESY. Se observan tres NOEs del tipo doN(i,i+2)
entre los restduos 7-9, 8-10 y 13-15, que indican la existencia de conformaciones de tipo
giro . Otros NOEs del mismo tipo en otras regiones de la cadena no serian detectados,
de estar presentes, debido al solapamiento con otras sefiales. Ademds se observan
contactos entre las cadenas laterales de la Tyr3 y la Leu5 y entre las cadenas laterales y el

esqueleto de los residuos 6-9, 7-9 y 7-10, que confirman la presencia de estructuras
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locales en esta region del péptido (figuras 3.3.4). La figura 3.3.5 resume los NOEs

observados.
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Figura 3.3.3. Region oN del Espectro ROESY (1,=200ms} del fragmento 2-19 de la
protéina G. Condiciones como en la figura 3.3.2.

9 .0 7 . o e —
0 ’ -0 G ’ E

:e e%ee[] Q '1
"0 ' il v
wlef

Figura 3.3.4. Region .del eS;'Jectro‘ROES Y donde se observah. los NOES entre las

cadenas laterales d los residuos 3-5.
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Figura 3.3.5. Resumen de NOEs del fragmento 2-19 de la proteina G.

Las relaciones de intensidades que se han podido medir se recogen en la tabla
3.3.1. Estas confirman que la cadena tiene ciertas preferencias conformacionales donde se
observan NOEs no secuenciales. La interaccién entre las cadenas laterales de los residuos
3 y 5 se produce con el esqueleto en conformacién extendida, mientras que en los
residuos 7-9 las estructuras preferentes estdn en la regién o del mapa de energia
potencial.

Tabla 3.3.1. Relacidn de intensidades entre los NOEs de protones

del esqueleto.
Residuo i Lon(, i)y TaNG,it1)
Hgo, pH=3.0 HEO, pH=5.0 Urea 6M, pH=5.0
Tur3 0.14 0.07 0.10
Lys4
Iie6 0.14 0.19
Leu? 0.26 0.34
Asn8 0.65 0.77 0.54
Gly9

Los coeficientes de temperatura medidos en las tres condiciones se encuentran en
la tabla 3.3.11. A pH=5.0 los coeficientes de la Lys4 y del Glul5 por debajo del rango
tipico de péptidos sin estructura; a pH=3.0 estos valores disminuyen aunque hay que
tener en cuenta que el error estimado es de +0.8ppb/K ya que se obtuvieron con dos

espectros bidimensionales a 5 y 27°C. En urea 6M aumentan los dos (en valor absoluto),
sobre todo el de la Lys4.
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Tabla 3.3.11l. Coeficientes de temperatura (a, en ppb/K) del
fragmento 2-19 de la proteina G.

Residuo Condiciones

H,0, pH=3.0 H0, pH=5.0 Urea 6M, pH=5.0

Trh2 --- “- -—--

Tur3 -8.2 -7.3 -7.3
Lys4 -5.0 -4.6 -7.8
Leu5 7.8 -6.8 -8.2
He6 -8.7 -7.8 -10.0
Leu? -8.7 -8.2 -8.7
Asn8 -8.7 -6.4 9.6
Gly9 -6.7 -6.0 -6.8
L.ys10 -6.7 -6.4 -73
Trhil -7.8 -13 -8.2
Leul2 7.8 -7.8 -8.2
Lys13 -78 -7.3 -8.7
Glyl4 -7.8 -7.8 -8.2
Gluls -5.5 4.1 -5.5
Trh16 -7.8 -7.8 -8.2
Trh17 -7.8 -73 -73
Thrl8 -1.3 -6.8 -7.3
Glul9 -8.1 -7.3 -7.8

Discusién.

En este péptido se observan al menos tres estructuras plegadas locales aunque con
una poblacién muy pequefia. En la region 6-10 del péptido existe muy probablemente una
conformacién del tipo de un giro B, que se manifiesta en los NOEs no secuenciales, y en
las intensidades de los NOEs secuenciales. Una interpretacion alternativa, aunque menos
probable por la ausencia de NOEs daN(i,i+3), es la existencia de un inicio de una vuelta
de hélice 3o El NOE del tipo daN(1,1+2) y el coeficiente de temperatura del Gluls5,
indican que existe otro giro § enire 1os residuos 12-15. La interaccién entre las cadenas
laterales de la Tyr3 y la Leu5 sugiere que en el extremo N-terminal la cadena tiene gran
preferencia por una estructura extendida. Las variaciones de las intensidades de los NOEs
y los coeficientes de temperatura parecen indicar que las conformaciones plegadas se

estabilizan al aumentar el pH y se desestabilizan en presencia de urea, aunque los cambios
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son pequefios. La gran variacién del coeficiente de temperatura de la Lys4 con la urea
puede deberse a una reorientacion del anillo aromdltico de la Tyr3.

La presencia de un giro B, solapando con la regién del giro nativo es la
caracteristica mds importante de este péptido. Sin embargo, la poblacidn de esta estructura
es muy pequeila, extste otro giro p en los residuos 12-15y otros posibles giros no serian
detectables debido al gran solapamiento de sefiales en los espectros, con lo cual no es
posible afirmar con seguridad que esta estructura sea especialmente relevante en el

plegamiento de la proteina.
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3.4. Fragmento 63-74 de la ribonucleasa A.

La ribonucleasa A de pdncreas bovino es uno de los enzimas mejor conocidos,
tanto a nivel estructural como funcional. Su estructura tridimensional ha sido estudiada en
detalle por difraccién de rayos X (Kartha, 1967) y por RMN (Rico, 1991; Gonzdlez,
1991). Esta proteina se ha utilizado como modelo para el estudio del plegamiento de
proteinas, mediantes diversas estrategias. La estructura en disolucién de los fragmentos
correspondientes a las tres hélices de la ribonucleasa, se ha estudiado por RMN (Nieto,
1983; Jiménez, 1987; Jiménez, 1988) encontrdndose una poblacién significativa de
estructura nativa en todas ellas aunque con diferente estabilidad. En un estudio andlogo
con el fragmento 112-124, que corresponde a un giro g de tipo VIb (residuos112-115)
seguido de una hebra de la ldmina B antiparalela, no se encontré evidencia experimental de
la formacién del giro nativo. Los giros 112-115 y 91-94 han sido estudiados en
disolucién acuosa y en cristales utilizando tripéptidos correspondientes a los tres Gltimos
residuos del giro (Montelione, 1984) encontrdndose una estructura de tipo giro § en el
primero y estructura extendida en el segundo. Estos dos diferentes trabajos se han basado
casi exclusivamente en resultados obtenidos con técnicas de RMN monodimensional vy,

por tanto, cabe pensar que no sean definitivos.

Existe otro giro  en la ribonucleasa A (residuos 65-68) en la regién 61-74, que
forma una estructura de tipo horquilla g conectando la tercera hélice con una de las hebras
de la 1dmina . Este segmento de la proteina estd muy bien definido en la estructura en

disolucién y contiene dos cisteinas que forman un puente disulfuro en la proteina nativa,

El fragmento 63-74 se ha seleccionado para el estudio de su conformacién como
continuacién de los trabajos ya realizados. La presencia de un puente disuifuro muy
proximo en la secuencia al giro B ofrece la posibilidad de estudiar el efecto de esta
interaccion en la conformacion del péptido aislado. Por ello se han mantenido, ademds de
los residuos del giro, ¢l puente disulfuro y dos residuos mds a cada lado. La estructura
del péptido en disolucién acuosa en sus formas reducida y oxidada se describe a
continuacién.

Resultados.
Fragmento 63-74 oxidado.

La regién correspondiente a los protones amida del espectro monodimensional de
este péptido se muestra en la figura 3.4.1. Se pueden distinguir algunas impurezas
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aunque estdn en proporcién muy pequeiia. Las sefiales estdn bastante dispersas, la
naturaleza ciclica del péptido debe producir entornos quimicos diferentes para cada uno de
los protones a través de estructuras preferentes. La sefial de la Gln 69 es mds ancha que
las demads, por lo que se puede pensar que estd directamente implicada en una estructura
local plegada, las constantes de acoplamiento 3Jij-NH, salvo la de la Ala64, tienen
valores tipicos de péptidos con diferentes conformaciones en equilibrio. La asignacién de
todas las resonancias y las constantes de acoplamiento se encuentran en la tabla X del

apéndice.

Figura 3.4.1. Espectro monodimensional del fragmento 63-74 de la ribonucleas.
Condiciones: 10mM, pH=3.3, 5°C.

Los espectros de dicrofsmo circular en diferentes condiciones se muestran en la
figura 3.4.2. A pH=3.0 se observa una banda positiva a 218nm que se desplaza
ligeramente hacia el rojo en presencia de urea 6M y disminuye algo en intensidad al afiadir
NaCl 1M al medio. Estos cambios son pequefios y sugieren que la estructura del péptido

es la misma en las tres condiciones.

En el espectro NOESY que se muestra en la figura 3.4.3, se observan dos NOEs
daN(i,i+2) entre los residuos 67-69 y 70-72. Los coeficientes de temperatura de los
protones amida de la Gln 69 y de la Cys72 se encuentran fuera del rango de los medidos
en los tetrapéptidos modelo de péptidos sin estructura (tabla 3.4.1), indicando una
accesibilidad reducida al disolvente de estos protones. Especialmente reducida es la de la
GIn69 con un coeficiente de -2.1ppb/K. Estos resultados demuestran que el péptido

forma dos giros p enire ios residuos 06-69 y 65-72.
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Figura 3.4.2. Espectros de dicroismo circular a 5°C.

Tabla 3.4.1. Coeficientes de temperatura (o, en ppb/K) del fragmento
63-74 de la ribonucleasa A.

Residuo Condiciones

forma oxidada forma reducida forma oxidada

H20, pH=3.0 H20, pH=3.0 NaCl 0.2M, pH=4.0
Val63 - -~ -
Alat4 -6.9 -6.6 -6.8
Cys65 -8.8 -10.3 -8.9
Lys66 -7.4 -83 -7.7
Asn67 -7.8 -8.7 -7.8
Gly6g -6.9 7.2 -71
Gln69 2.1 -4.9 -2.3
Trh70 8.6 -7.2 -8.8
Asn71 -6.1 -6.7 -6.4
Cys72 -4.2 -53.7 -4.3
Tyr73 -8.8 -7.3 -9.3
GIn74 -7.3 -6.4 -7.2
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Figura 3.4.3. Espectro NOESY (tm=200ms) del fragmento 63-74 de la ribonucleasa.
Condiciones como en la figura 3.4.1.

En el péptido aislado no se observan NOEs del tipo daa(1,j) o daN(i,j), con lo que
parece que la ldmina B no se forma. Si se observan mds NOEs consistentes con la
estructura de giros f. En concreto se pueden ver NOEs del tipo dpN(1,i+4) entre los
residuos 65-69, dNB(1,i+3) 66-69 y dpp(i,i+4) 65-69, como se puede ver en el espectro
ROESY de la figura 3.4.4. obtenido en las mismas condiciones en que se determiné la
estructura tridimensional de la ribonucleasa (pH=4.0, NaCl 0.2M) v donde se ven los
mismos NOEs que en agua a pH=3.3. La figura 3.4.5 resume los NOEs observados.
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Figura 3.4.4. Espectro ROESY{(t,,=120ms) del fragmento 63-74
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Figura 3.4.5. NOFEs observados para la forma oxidada del fragmento
63-74 de la ribonucleasa.

Fragmento 63-74 reducido.

El péptido con cistelnas libres se obtuve a partr de la forma oxidada por

reduccién con ditiotreitol (DTT) segin un procedimiento descrito para la reduccidn de los



puentes disulfuro en proteinas (Glazer, 1975). En 1ml de tampén 50mM Tris, 2mM
EDTA a pH=8.1, se disolvieron 7mgr de liofilizado (5.7 mgr de péptido) y se afiadieron
19mgr de DTT (relacién molar DTT:péptido = 20:1). La disolucién se mantuvo a 25°C
con burbujeo de N2 y se sigui6 el avance de la reaccién por HPLC. El cromatograma a
los cinco minutos de afiadir el DTT y a las tres horas es pricticamente el mismo (figura
3.4.6) aunque con ¢l tiempo aparece un precipitado blanco. Se acidificé el medio con
dcido trifluoroacético antes de cortar el burbujec de nitrégeno, se afiadieron 0.5ml de
acetonitrilo para disolver el precipitado, y se procedié a la separacién del péptido
reducido. Esta se realiz6 en columna analitica con inyecciones de 60 a 100u] obteniéndose
finalmente un liofilizado de 1.5mgr con el que se preparé una muestra 2.3mM para el
estudio por RMN. A esta muestra se le afiadié 0.1mgr de DTT (proporcién molar
pépudo:DTT = 1:1), se ajusté el pH a 1.9 y se introdujo nitrogeno en el espacio libre del
tubo de muestra para evitar la reoxidacién del péptido.

———i:‘”-"'l‘\ _ | | |
Figura 3.4.6. Cromatograma de HPLC a las dos horas de afadir el DTT. Los dos

primeros picos son del DTT y el segundo corresponde al fragmento 63-74 reducido.

La figura 3.4.7 corresponde a la zona de los protones amida del espectro
monodimensional del péptido reducido. Las sefiales son mds estrechas que las del peptido
ciclado, sobre todo la de la GIn69, y la dispersién es menor. La forma de la linea base
indica que hay impurezas en la muestra. Los desplazamientos quimicos se encuentran en
la tabla X1 del apéndice.

En la figura 3.4.8 se puede ver la regién aN del espectro ROESY de este péptido.
Ademds de NOEs secuenciales intensos y NOEs intra mresiduo, se observa un NOE del
tipo daN(i,i+2) entre los residuos 67-69. Este NOE, junto con el coeficiente de
temperatura del protén NH de la GIn69 (-4.9ppb/K), ligeramente por debajo del rango
medido en los tetrapéptidos GGXA, indica que existe una poblacién, pequefia pero
significativa de conformaciones con estructura de giro g entre los residuos 66-69. En la
figura 3.4.9 se puede ver el resumen de NOEs.
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Figura 3.4.7. Espectro monodimensional del fragmento 63-74 reducido. Condiciones:
2.3mM, pH=1.9, 5°C.

Figura 3.4.8. Espectro ROESY (1,=120ms) del fragmento 63-74 reducido.
Condiciones como en 3.4.7.
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Figura 3.4.9. NOLEs observados para la forma reducida del fragmento 63-74.

El giro entre los residuo 69-72, observado en el péptido ciclado, no se forma, o
no es detectable; el NOE daN(i,i+2) 70-72 no se observa y el coeficiente de temperatura
de la Cys74 aumenta (en valor absoluto) en este péptido con respecto a su valor en el
ciclado (tabla I). Aunque, debido al solapamiento, las relaciones de intensidad
IaN(i,i)/IaN(i,i+l) se pueden medir s6lo para tres residuos (tabla I1), la disminucién de su
valor en el enlace Gly68-GIn69 y la degeneracion de los desplazamientos quimicos de los
protones Ha de la Gly indican que ia poblacién del giro es muy pequefia en ausencia del

puente disulfuro, aunque detectable.

Tabla 11. Relacion de intensidades entre los NOEs del esqueleto.del
fragmento 63-74 de la ribonucleasa A.

Residuo i LN/ TaN(,it1)
forma oxidada forma reducida forma oxidada
H20, pH=3.3 H,0, pH=1.9 NaCl 0.2M, pH=4.0

Val63 --- --- -
Ala64 0.19 0.15 0.22
Cys65 0.25 0.22 0.48
L.ys66 0.32 0.37
Asn67

Gly68 5.01; 1.78 1.48 5.65;0.64
Gln69 0.26 0.26
Thr70

Asn71 0.92 0.69
Cys72

Tyr73

GIn74
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Discusion,

El puente disulfuro que contiene el fragmento en la protefna nativa, cierra un ciclo
de stete aminodcidos y estabiliza fuertemente conformaciones plegadas en el péptido. Este
hecho no es nada sorprendente, sin embargo, conviene destacar dos caracleristicas
relevantes en cuanto a las propiedades conformacionales intrinsecas de la secuencia de
aminodcidos:

- la estructura del péptido no es rigida; existen varias conformaciones en
equilibrio, de las cuales las mds pobladas son las que incluyen dos giros g en los
segmentos 66-69 y 69-72,

- la localizacion del giro mds estable, 66-69, no coincide exactamente con el giro
nativo (65-68), en las mismas condiciones, en las que se estdid la estructura de la
proteina.

En su forma reducida, el péptido todavia tiene una preferencia significativa por
formar un giro g entre los residuos 66-69, aunque su estabilidad es muy pequeiia en
comparacion con la del péptido ciclado. El segundo de los giros no se forma en una

proporcién suficiente como para ser detectado.

Estos resultados indican que los determinantes de la formacién del giro nativo se
encuentran en la secuencia de aminodcidos local, el puente disulfuro estabiliza este giro y
otras estructuras aunque en menor medida. La localizacion del giro en la estructura final,
sin embargo, puede desplazarse un residuo como consecuencia del ajuste necesario para
la adquisicion de una estructura compacta.



3.5. Fragmento 245-260 de la termolisina.

Los lazos de las estructuras proteicas forman una clase de estructura secundaria no
repetitiva muy heterogénea que sélo recientemente se ha estudiado con cierto detalle
(Leszczynski, 1986; Ring, 1992). Estos elementos estructurales suelen estar en la
superficie, participar en la funcién de la protefna v muchos de ellos son bastante
compactos en las estructuras determinadas por difraccién de rayos X. Una clasificacién
de estos lazos en tres grupos morfol6gicos sugieren la existencia de periodicidad en la
hidrofobicidad de la secuencia y de preferencias posicionales, aunque no tan marcadas
como en las hélices, ldminas y giros p. Estas caracterfsticas han llevado ha proponer que
los lazos pueden ser importantes para el modelado de proteinas y que ¢l estudio de sus
propiedades conformacionales, aislados en disolucién, podria revelar la presencia de
estructuras nativas importantes para el plegamiento de la proteina.

El fragmento 245-260 de la termolisina conecta las dos primeras hélices del
dominio C-terminal de la termolisina y forma un lazo de tipo Q (nombre que hace
referencia a su similitud morfolégica con la letra griega omega) en el que los residuos 248
y 255 estdn proximos en el espacio (Leszczynski,1986). Este fragmento aislado se ha
estudiado en agua y en 30%TFE en un trabajo conjunto con las cuatro hélices del dominio
C-terminal de la termolisina (Jiménez, 1992) encontrdndose que su estructura es
badsicamente flexible, a diferencia de las cuatro hélices que adoptan grandes poblaciones

de la estructura nativa.

Resultados.

La solubilidad de este péptido fue suficiente para preparar muestras de
concentracién 3.7mM. El espectro monodimensional de la figura 3.5.1 se puede ver la
zona de los protones NH. La presencia de una impureza produce la sefial intensa a
8.24ppm. otra sefial ancha a 8.60ppm y a sefiales finas a 1.19 y a 3.20ppm. Esta y otras
impurezas se localizaron durante el andlisis de los espectros bidimensionales en diferentes
condiciones para no confundir sus sefiales con las del péptido. Las manipulaciones
excesivas de la muestra al justar el pH aumentaban su viscosidad. En los espectros se us6
una preparada a pH=2.5 y la posible presencia de agregacién se comprobd con una
muestra 0.05mM donde no se observaron cambios significativos en los desplazamientos

quimicos ni en la anchura de linea.
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Figura.3.5.1. Espectro monodimensional del fragmento 245-260 de la termolisina.

Codiciones: 3.7mM, pH=2.5, 5°C.

[.os espectros de DC de éste péptido en diferentes condiciones se muestran en la
figura 3.5.2. El especiro en agua a pH=2.5 ya 5°C es tipico de péptidos sin estructura, y
se afecta muy poco con la adicién de urea y el aumento de temperatura.
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Figura 3.5.2. Espectros de dicroismo circular del fragmento 245-260 de la

termolisina.
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En la figura 3.4.3 se muestran cuatro regiones del espectro ROESY en agua. Se
observan dos NOEs dalN(i,1+2) entre los residuos 254-256 y 256-258. Estos NOEs son
muy débiles en el ROESY y bastante mds intensos en el NOESY, con un tiempo de
mezcla de 200ms para ambos, lo que indica que la difusion de espin es importante. Mds
intensos son otros dos NOESs entre las cadenas laterales de la Trh49 y la Tyr51 y entre
esta v la de la Val 55. La figura 3.5.4 resume ios NOESs observados.
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Figura 3.5.4 Espectro ROESY del fragmento 245-260 de la termolisina (3.7mM,
pH=2.5, 5°C,1,,=200ms).
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Figura 3.5.5. Resumen de los NOEs observados en el fragmento 245-260 de la
termolisina.
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Los coeficientes de temperatura de los protones amida estdn todos en el rango de
valores tipicos de péptidos sin estructura (tabla 3.5.1). Las relaciones de intensidad de los
NOESs daN intrarresiduo y secuenciales son todas pequefias. Un poco mayores que el
resto son las del enlace 250-251 y 258-259, y las de los enlaces con Gly en primera
posicién (debido a que la Gly tiene dos protones Ha). En presencia de urea las
intensidades de los NOEs los valores de los coeficientes de temperatura cambian muy
poco como se puede ver en la tabla 3.5.1.

Tabla 3.5.1. Coeficientes de temnperatura (o) y relaciones de intensidad de
los NOEs secuenciales e intrarresiduo del fragmento 245-260 de la

termolisina.
Residuo i aj (ppb/K) Long,iy/LaNd,i+1)
H,0 Urea 6M H,0 Urea 6M
Ser245 - ---
Qln246 -6.7 -6.7 0.13 0.20
Gly247 8.3 83
Gly248 -6.7 -6.0
Thr249 -7.0 -7.3 0.18 0.18
His250 -1.3 -7.0 0.35 0.26
Tyr251 -8.0 7.7 0.42
Gly252 7.3 7.0 0.92 1.06
Val253 -71.7 -7.3 0.20
Ser254 -8.7 -1.7 0.26 0.20
Val255 -10.0 -9.0 0.38 0.22
Val256 -8.7 -8.0 0.20 0.21
Gly257 -83 7.7 1.40 0.85
11e258 -9.0 7.7 0.40
Gly259 -8.3 -7.3 1.59 1.51
Arg260 7.7 7.3
Discusion.

Los NOEs daN(i,i+2) observados, pueden interpretarse con la existencia de
conformaciones de tipo giro p en la regién 253-258. Sin embargo estos NOEs son
extraordinariamente débiles, s6lo algo mds intensos que el ruido en el ROESY, lo que
indica que ese giro estd muy poco poblado. Las intensidades de los NOEs secuenciales e



intrarresiduo en promedio son tipicas de péptidos sin estruciura, con alguna excepcion
como las del enlace 250-251. Los contactos observados entre las cadenas laterales de los
residuos 249-251 y 251-255 indican la presencia de conformaciones preferentes en esta
regién, pero no es posible relacionarlas con la estructura nativa que se caracteriza por la
proximidad espacial entre los residuos 248-255.



Capitulo 4.

Estudio conformacional de péptidos con
secuencias diseiiadas.



Introduccion.

El disefio de péptidos y proteinas es una forma de avanzar en el conocimiento de
las reglas del plegamiento y poner a prueba los conocimientos adquiridos (Richardson,
1989, Regan, 1991). Esta estrategia comenz6 con los trabajos de Gutte y col. (1975), y
ha recibido un gran impulso desde entonces con resultados muy esperanzadores.

En el disefio de protefnas hay varias lfneas de trabajo:

- disefio asistido por plantillas, en el que se usan pequefios soportes (peptiticos y
no peptidicos) que facilitan la interaccion entre las cadenas ancladas a ellos (Mutter, 1989;
Sasaki, 1989; Ghadiri, 1992),

- aproximacion minimalista, que sigue una estrategia modular, optimizando la
propiedades de plegamiento y asociacién de un elemento de estructura secundaria con una
secuencia muy simple, con s6lo 5 o 6 tipos de aminodcidos (DeGrado, 1989),

- disefio de secuencias como las naturales, que busca reproducir los motivos
estructurales observados en proteinas, con secuencias de composicién de aminodcidos
similar a las nativas (Richardson, 1987, Goraj, 1990).

Los resultados de estos trabajos han tenido un exito relativo. En las proteinas
disefiadas se ha encontrado gran cantidad de estructura secundaria compatible con los
objetivos del disefio, pero la determinacion de la estructura tridimensional no ha sido
posible aun. Muchas de ellas se comportan como glébulos fundidos, con una estructura
muy flexible.

El disefio de péptidos, se ha empleado con los mismos {ines que el de proteinas,
le ha servido de base, y ha sido muy ttil en aplicaciones practicas como el desarrollo de
péptidos con importantes funciones biolégicas (DeGrado, 1988).

La experimentacién con secuencias naturales y disefiadas, ha permitido llegar a un
conocimiento incipiente de las caracteristicas bdsicas que determinan la estabilidad de las
hélices o (Baldwin, 1992), de tal forma, que el disefio de una secuencia que forme una
poblaci6n apreciable de hélice en disolucién acuosa es relativamente sencillo.

En el caso del disefio de secuencias que formen [dminas y giros B, os tinicos
exitos se han conseguido con péptidos ciclicos de unos pocos aminodcidos. El disefio de
ldminas p aisladas, se ha visto dificultado por los problemas de solubilidad de las
secuencias que tienden a formar agregados inespecificos en disolucién acuosa. En
disolventes orgdnicos se han conseguido caracterizar ldminas g intermoleculares en
moléculas pseudopeptidicas modelo (Kemp, 1990). Péptidos ciclicos de cinco a seis
aminodcidos han sido muy tilizados como modelos de giros B, y se ha obtenido



informacién valiosa acerca de la influencia de los aminodcidos en la geometrfa del giro,
sin embargo los tnicos péptidos lineales no naturales con alta poblacién de estructura de
giros g en disolucién acuosa son modificaciones de la secuencia natural estudiada por

Wright y col. (1988) que no forma un giro en la proteina nativa.

En los fragmentos de proteinas estudidos en esta tesis, se ha detectado la
presencia de giros g con una localizacién muy préxima a la del giro nativo, sin embargo,
la formacién de la ldmina g, antiparalela presente en la estructura nativa de la mayoria de
ellos no se ha observado probablemente debido a la baja estabilidad de de los giros. Con
el objetivo de encontrar una secuencia capaz de formar un giro g estable, y comprobar su
capacidad de dirigir el plegamiento del resto de la cadena hacia la formacién de una ldmina
g antiparalela (estructura de horquilla g} se han disefiado dos péptidos con diferentes

secuencias.

El primero de ellos tiene la secuencia Ae-LKLKLKGDSLKLKLK-NH;, en
la que los residuos centrales (GDS) se han encontrado un gran nimero de veces en giros
f en protefnas en una estadfstica que relaciona patrones de secuencias de hasta ctnco
aminodcidos con la estructura secundaria en proteinas (Rooman, 1988}, y los extremos
siguen la regla bdsica del disefio de ldminas p antiparalelas: la alternancia de residuos
hidrofilicos ¢ hidrofébicos (Richardson, 1987). Las secuencias lincales alternantes de
leucinas y lisinas son suficientemente solubles en agua y han podido ser estudiadas en en
disolucién acuosa por dicroismo circular encontrdndose que forman ldminas
intermoleculares en presencia de sales que apantallan las cargas de las lisinas (Barbier,
1989).

El segundo tiene la secuencia YQNPDGSQA (figura 4.1) , que se ha construido
reemplazando los residuos centrales del fragmento 15-23 del tendamistat (SWRY,, los que
forman el giro g en la proteina nativa) por los aminodcidos con la médxima probabilidad de
ocupar'cada una de las cuatro posiciones de un giro g de tipo I en protefnas (Wilmot,
1988). A este péptido nos referiremos de aqui en adelante como betamax (giro beta de
mdxima probabilidad).
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Fragmento 15-23 del tendamistat. Péptido betamax.

Figura 4.1. Disefio del péptido betamax.
Resultados.
Péptide Ac-LKLKLKGDSLKLKLK-NH,.

El espectro monodimensional de este péptido se puede ver en la figura 4.2. La
concentracién de las 15 sefiales de los protones NH en un rango de 0.7ppm, hace pensar
que el péptido estd en un equilibrio conformacional sin estructuras plegadas
significativamente pobladas. La solubilidad de este péptido fue suficiente para preparar
muestras de concentracién 10mM. Pequeiias adiciones de NaOH y HCI aumentaban la
viscosidad de la muestra, lo que indica que la presencia de sal provoca la formacién de
agregados intermoleculares. En los espectros se usé una muestra disolviendo el péptido
liofilizado en agua . La medida del pH dio un valor de 3.0. La asignacion de todas las

resonancia del espectro se puede ver en la tabla XIII del apéndice.

Los coeficientes de temperatura de las sefiales de los protones amida estdn todos
en el rango de los medidos en los péptidos modelo de péptidos sin estructura (tabla XV
del apéndice).

En los espectros NOESY y ROESY, se observan dos NOEs dalN(1,i+2) entre los
residuos 8-10 y 9-11 y un NOE del tipo daN(i,i+3) entre los residuos 8-11. Estos NOEs
indican que en la regién central del péptido se forman estructuras de tipo giro p o quizds
una vuelta de hélice 3,4 (por la presencia del NOE dalN(i,i+3)), aunque el solapamiento
de las sefiales impide ver NOEs del mismo tipo en otras regiones del péptido. Esto
1mpidié también la integracién de las intensidades de los NOEs intrarresiduo y
secuenciales. El resumen de NOESs se muestra en la figura 5.3 y el espectro ROESY en la
figura 5.4.
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Figura 5.2 Espectro monodimensional del péptido Ac-LKLKLKGDSIL.KLKIL.K-NH.
Condiciones: 10mM, pH=3.0, 5°C, pH=3.0, 5°C.
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Figura 5.3. Resumen de NOEs observados péptido Ac-LKLKLKGDSLKLKLK-
NH,.
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Figura 5.4. Espectro ROESY (1,=200ms) del péptido Ac-LKLKLKGDSLKLKLK-
NH;. Condiciones: 10mM, pH=3.0, 5°C, pH=3.0, 5°C,.

Péptido betamax.

I.a figura 5.5 corresponde a la regién de los protones NH del espectro
monodimensional de este péptido, que estdn bastante dispersas. Se puede observar
también un conjunio de sefiales de menor intensidad. Algunas de ellas corresponden al
isémero cis del enlace Asn-Pro (un 7% aproximadamente del isomero trans) y otras
pertenecen a impurezas que no se han podido identificar. Se intenté purificar el péptido

por HPL.C, pero, aun en condiciones isocrdticas, no fue posible resolver la mezcla.

Los espectros de DC del péptido en diferentes condiciones se muestran en la
figura 5.6. A pH=6.0 el espectro es tipico de péptidos sin estructura. A pH=3.0 se
observa la banda positiva a 230nm que ya se vefa también en los {ragmentos del
lendamistat, y cambia iigeramenie en presencia de urea. A pH=3.0y iM NaCl el espectro
es como a pH=6.0 sin sal.
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Figura 5.5.Espectros monodimensionales del péptido betamax a pH=5.3, 5°C.
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Figura 5.6.Fspectros de dicroismo circular del péptido betamax a 5°C.

El andlisis de los espectros de RMN bidimensional de este péptido resulté muy
complicado por la presencia de tres conjuntos de sefiales. La asignacién del péptido
mayoritario se realizé sin problemas, pero la del 1sémero cis requiné realizar espectros en
diferentes condiciones de pH, temperatura y en presencia de urea. La combinacién de
estos diferentes espectros permitié también no confundir las senales de la impureza (de
naturaleza peptidica, pues dan sehales en las mismas regiones que el péptido
mayoritario), con los NOEs no secuenciales del péptido debidos a estructuras plegadas.
En los espectros NOESY y ROESY (figura 5.7) se observa un gran nimero de NOEs no

secuenciales (hasta 1,i+8) inusuales para un péptido lineal de nueve residuos.



Figura 5.7. Espectros NOESY y ROESY del péptido betamax. Condiciones:15mM,
5°C, a) NOESY t,,=250ms, pH=4.3, b) ROESY 1,=200ms, pH=5.3.

La presencia de un NOE del tipo dalN(i,i+2) entre los residuos 4-6 de intensidad media y
un NOE secuencial dNN(5-6) intenso indican que existe un giro p enire los residuos 3-6.
Los NOEs daN(2-9), dNof3-8) y el daa(2-9) son tipicos de ldminas B antiparalelas y
demuestran la formacion de esta estructura. La existencia de contactos entre las cadenas
laterales de los residuos 1-9 y 3-9 confirma gue los extremos del péptido estdn proximos
en ¢l espacio vy que el péptido adopta una estructura de tipo horquilla 8. En la figura 5.8

se resumen los NOEs observados.



105

(i, i+1) el
dNN(i,i+1) el < ES—

e
dNN(i,i+n) i y
doN(i,i+2) —
dNo(i,i+5) b i
doN(i,i+7) - {
doa(i,i+6) I 4

i
dsc-b } | .
dBC—SC [ |
-a{ppb/K) 6.2 9.6 2.0 5.1 4.9 7.2 B.O

Figura 5.8. Resumen de NOEs del péptido betamax.

Los coeficientes de temperatura de los residuos Asp5, Gly6 y Ser7 (figura 5.8 y
tabla 5.I1) estdn por debajo del rango medido en los péptidos modelo de péptidos sin
estructura, especialmente el del AspS (a= -2ppb/K), que estdn de acuerdo con la
presencia de una estructura plegada.

Como ya se ha comentado, la naturaleza de las sefiales NOE como pertenecientes
al péptido mayoritario se ha comprobado con el andlisis de espectros en diferentes
condiciones de temperatura y pH. Estos NOEs tampoco son debidos a artefactos como la
difusién de espin ya que se obdervan tanto en el NOESY como en el ROESY. La
posibilidad de una agregacién especifica del péptido del ipo cabeza-cola queda excluida
también al no observarse cambios en la anchura de linea al diluir la muestra por un factor
de 500 (de 15mM a 0.03mM) como se puede ver en la figura 5.5. Los cambios en
losdesplazamientos quimicos son menores de 0.0lppm y se pueden explicar por una
variacién de la frecuencia de resonancia de la seiial de referencia (TSP) al cambiar el

medio en el que se encuentra. Los coeficientes de temperatura tampoco varfan con el
cambio de concentracion.

La consisiencia de los NOEs observados con una séla conformacion plegada se
comprobé calculando una estructura a partir de la informacion de distancias obtenida de
los experimentos NOIESy y ROESY. Para ello se aplicé el método de geometria de
distancias utilizando los NOEs de la figura 5.8 con los no secuenciales introducidos como

NOEs débiles (distancia < 5A). Se obtuvieron 14 estructuras compatibles con todos los
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NOE:s (violaciones <0.24) con una RMSD de 2.2A para los dtomos del esqueleto. Este
resultado demucstra que los NOEs observados se pueden explicar con una sola
conformacion plegada, aunque ésta no sea la tnica y esté en equilibrio con un conjunto de

estructuras desplegadas al azar.

Figura 5.9. Dos vistay de las cinco conformaciones de menor energia del péptido

betamax.

Con el lin de definir mejor la estructura del conférmero plegado, se realizé otro
cdlculo en el que las intensidades de los NOEs no secuenciales se utilizaron como
restricciones fuertes (distancia >3A). En las dieciseis estructuras obtenidas la forma
global de la molécula no cambiaba pero en algunas de ellas se producian contactos de Van
Der Waals no permitidos y no s¢ cumplian doce de las treinta y seis restricciones de
distancias incluidas. El cambio de ia intensidad de los NOEs daN(4-6) v dNN(3-6) de
fuerte a media (distancia <4A) en un nuevo calculo dio como resuliado diecinueve
estructuras con una RMSD de 1.4A y con violaciones de NOEs <0.2A. Con esta
estructuras se llevd a cabo una minimizacién de energia restringida. [as cinco estructuras
de menor energia se muestran en la ligura 5.9. En ellas se observa un giro g de tipo [ en
los residuos NPDG y una estructura de ldmina p antiparalela en los extremos del péptido
algo distorsionada en los residuos 7 y 8. Este resultado confirma la interpretacién
cualitativa dec los NOEs observados que indica la presencia de una estructura de tipo

horquilla g altamente poblada en equilibrio conformacional con estructuras extendidas.

A partir de estas estructuras se puede estimar la proporcién de estructura plegada
en disolucion con un modelo de dos estados (horquilla § en equiltbrio con cadena lineal

extendida) y suponicndo un movimiento isotropico de la moléeula (Bradley, 1990
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Saulitis, 1990). Para ello se utilizaron las relaciones de intensidades que aparecen en la

tabla 5.1, y se calculd la proporcién de estructura de horquilla .

Tabla 5.1. Estimacion de la poblacion de la conformacion plegada.

Relacion de intensidades Porcentaje de estructura plegada
IdNN(4-6)/1daN(5-6) 82
IdoN(4-6)/1daN(5-5) 75

LdoN(4-6)/1d(2H-4H) Tyr1 63
ldaN(4-6)/ld(ac)Gly6 154

IaNa(8-3)/Td(2H-4H)Tyr1 7
LiN«(8-3)/YdaoGly6 17

IdaN(2-9)/1d(2H-4H) Tyr1 10
LdaN(2-9)/1d(ac)Gly6 25

Las distancias de referencia se toman de una hebra de ldmina g y las de la
conformacién plegada de la distancias medias obtenidas en las cinco estructuras de la
fugura 5.9, Las estimaciones obtenidas de esta forma pueden mucho error debido al
inherente a la integracién de los NOEs y a las suposiciones que se han hecho, sin
embargo indican claramente que la poblacién del giro p es bastante elevada (entre un 60 y

un 80%)mientras que la de la ldmina es mucho menor {un 15% aproximadamente).

La estabilidad de esta estructura se ve muy afectada por el pH, de forma que a
pH=3.0 los coeficientes de temperatura aumentan (en valor absoluto) y no cambian en
presencia de urea (tabla 5.1T). Los unicos que tienen valores relativamente pequefios son
la Gly6 (-5.1ppb/K) y la GIn2(-4.7ppb/K). Este tiltimo cambia bastante con la adicién de

urea probablemente debido a una reorientacién del anillo aromético de la tirosina 3.



108

Tabla 5.I1. Coeficientes de temperatura (o, en ppb/K) del péptido
betamadx.

Residuo Condiciones

H20, pH=5.3 H20, pH=3.0 Urea 6¢M, pH=3.0

‘ Tyrl - --- ---
GIn2 -6.9 -4.7 -6.4
Asn3 -8.8 -B.7 93
Pro4 -7.4 -83 -1.7
Asp5 -7.8 -5.7 =73
Gly6 -6.9 5.1 -5.4
Ser7 2.1 -5.7 -6.1
GIn8 -8.6 -8.0 -8.0
Ala9 -1.3 -7.0 -71.3

El tnico NOE no secuencial que se observa a pH=3.0 es el daN(4-6) pero de una
intensidad 1.4 veces menor que el observado a pH=5.3. Teniendo en cuenta la
dependencia de 1a intensidad del NOE con la distancia y la poblacién estimada a pH=5.3,
esto indicaria una poblacién de un 10% de giro .

El cambio de estructura con ¢l pH se refleja en titulaciones andmalas para los
protones NH de los residuos 2,3,7,6 v 8 cuyo desplazamiento quimico aumenta al
aumentar el pH (figura 5.10). Los protones NH; de la Asn3 tambien titulan
anormalmente disminuyendo su desplazamiento en 0.10 y 0.16ppm entre pH=1.5y 6.7,
cuando en el tetrapéptido GGNA estos valores son de -0.04 y 0.03 (Jiménez, 1986).
Esto estd de acuerdo con el NOE observado entre los protones Hp de la Ala9 y NH; de la
Asn3, que indica una proximidad entre ellos.
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Figura 5.10. Curvas de titulacion de los desplazamientos quimicos de los protones NH
y de los protones NHy de las cadenas laterales del péptido betamax.
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Tabla S5.111.
Secuencias con alta probabilidad de formar giros g
Péptido obtenidas con algoritmos de prediccién de estructura secundaria.

Meétodo de Meétodo de
Chou y Fasman (1978)  Wilmot y Thornton (1988)

12-26 QADN (1.23) ADNG (1.64)
1523 no hay no hay
[v21]15.23 no hay no hay
[$18]15-23 SSRY (2.80) SSRY (2.53)
Betamax NPDG (17.3) NPDG (23.8)

Entre paréntesis se indica la probabilidad calculada en miiltuplos del valor umbral que
decide la prediccién det giro.

Discusion.

El disefio del péptido Ac-LKILKLKGDSLKLKILK-NH;no ha dado los resultados
esperados. Aunque parece que se forman estructuras de tipo giro p en los residuos
centrales, la estabilidad de este giro no ¢s suficiente para promover la formacién de una
ldmina intermolecular, y el péptido tiende a formar agregados en presencia de sal. Este
disefio probablemente se puede mejorar introduciendo residuos que estabilicen el giro y
rnodificaﬁdo el resto de forma que se disminuya la tendencia a agregar inespecificamente
como la introduccion de aminodcidos ramificados en el carbono p que se apareen con
residuos no ramificados en la otra hebra (se favorecen las ldminas antiparalelas con

respecto a las paralelas) y cargas negativas (glutdmicos, por ejemplo).

El péptido betamax, por el contrario, es capaz de formar una estructura mds
compleja como es la horquilla . Es la primera vez que se apoya experimentalmente, la
existencia de una horquilla p aislada en un péptido lineal corto en disolucién acuosa
(Blanco, 1992). El éxito obtenido con un disefio bastante simple como éste, es un tanto
sorprendente. Las estadisticas de giros de proteinas (de donde se ha sacado la secuencia
NPDG) predicen un giro § en estos residuos, sin embargo son incapaces de predecir los
giros detectados en los fragmentos del tendamistat e, incluso, ¢l giro nativo (SWRY)
como se puede ver en la tabla 5.111. Aunque el método de Wilmot y Thomton (1988)
utiliza una base de datos mayor y trata por separado los diferentes tipos de giros, los

resultados son muy similares a los obtenidos por el método de Chou y Fasman (1978).
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Las razones de la estabilidad de esta estructura en el betamax no parecen estar sélo
en la tendencia de los residuos centrales a formar un giro . Recientemente se ha
publicado un estudio en el que tetrapéptidos con secuencias muy similares (NPDM) con
alta probabilidad de formar giros, no dan lugar a NOEs u otras evidencias experimentales
que indiquen su presencia con lo que su estabilidad debe ser muy pequeifia (Liu, 1992).
Por otro lado, la secuencia nativa forma giros g poco estables pero no hay indicios de que
se forme la ldmina. La estabilidad de 1a horquilla p en el betamax debe surgir de un efecto
cooperativo de ambas secuencias gracias al cual se amplifican las propiedades
conformacionales intrinsecas de cada una de ellas. Otra forma de racionalizar los
resultados, es que la informacién necesaria para formar el giro no reside sélamente en los
cuatro aminodcidos que lo forman sino que existen sefiales de formacién de giros $ de un
modo andlogo a las sefiales inicio y terminacién de hélices.



Capitulo 5.

Resumen y conclusiones.
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5.1. Resumen.

El trabajo desarrollado en esta tesis ha tenido tres objetivos claramente

diferenciados aunque convergentes:

- comprobar si las secuencias correspondientes a estructuras de tipo giro f en las
proteinas se pliegan de la misma forma cuando se encuentran aisladas en disolucién
acuosa; en el caso de que la estructura nativa se mantenga serfa posible proponer que
estas secuencias constituyen centros de inicto del plegamiento y que son interacciones

locales las que gobiernan las primeras etapas del mismo,

- analizar la relacion entre la secuencia de aminodcidos y la estabilidad de los giros
B formados, que permitird obtener informacion acerca del cédigo de plegamiento, si es

que hay un c6digo simple,

- disefiar secuencias formadoras de giros p estables, que sirvan para confirmar las
conclusiones obtenidas del estudio de las secuencias nativas y se puedan utilizar en el

futuro como modelos de giros p para el andlisis de su estabilidad y el disefio de proteinas.

Con estos fines se han seleccionado varios fragmentos de proteinas con
criterios basados en la informacién disponible sobre su estructura y estabilidad, v se han
estudiado dos péptidos con secuencias disefiadas con gran probabilidad de formar

giros B, segin las estadisticas de proteinas.

Los péptidos se han estudiado en disolucién acuosa por medio de espectroscopia
de dicroismo circular y espectrometria de resonancia magnética nuclear de proton.
Practicamente toda la informacion de interés estructural se ha obtemdo a partir de los
resultados obtentdos del estudio por RMN gracias a su gran poder de resolucion que
permite detectar conformaciones plegadas poco pobladas y caracterizarlas con detalle a
nivel de residuo. [.a asignacién de los espectro, necesarta para su andlisis posterior, se ha
llevado a cabo con la estrategia de asignacion secuencial utilizando experimentos de RMN
bidimensional.

La caracterizacioén conformacional de estos péptidos ha sido posible gracias a la
informacién acerca de la proximidad espacial de los protones de la molécula obtenida a
partir de experimentos de RMN bidimensiocnal de tipo NOESY y ROESY. Se ha tenido
especial cuidado en la correcta interpretacién de los espectros ya que, debido a la baja
poblacién de las estructuras plegadas en la mayoria de los fragmentos, las sefiales NOE
son muy débiles y pueden ser {cilmente confundidas con artefactos, de los cuales el mas

peligroso es el de la difusion de espin. La utilidad del andlisis conjunto de los espectros
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NOESY y ROESY se ha puesto de manifiesto durante el trabajo desarrollado en esta tesis
y se ha visto como la informacién obtenida de experimentos NOESY con tiempos de
mezcla largos (utilizados con frecuencia en la literatura actual) puede dar lugar a
conclusiones erréneas. Los NOEs entre residuos no contiguos en la secuencia se han
utilizado para identificar las conformaciones preferentes de los péptidos estudiados, en su
caso, y se ha apoyado con la cuantificacién de los NOEs secuenciales ¢ intrarresiduo
entre los protones de! esqueleto y otros pardmetros espectrales, especialmente los
desplazamientos quimicos y los coeficientes de temperatura de las sefiales de los prolones
amida y su vanacién en presencia de urea.

Para conseguir los objetivos expuestos mds arriba se han estudiado los siguientes

fragmentos de proteinas:

- fragmento 12-26 del tendamistat, de secuencia VTLY QSWRY SQADNG,
que corresponde a una estructura de horquilla B en la proteina completa con un giro p de
tipo I en los residuos 17-20. Los resultados obtenidos indican que este péptido forma dos
giros B en esta misma regién, residuos 16-19 y 18-21, en equilibrio entre s{ y con
conformaciones mayoritarias al azar. La estabilidad de estos giros se afecta
considerablemente al acortar el péptido por los extremos (fragmento 15-23) y con
cambios puntuales en la secuencia. La sustitucion de la Ser21 por valina desestabiliza
selectivamente el segundo de los giros, como era de esperar segtin la abundancia de estos
dos aminodcidos en los giros § en proteinas. La sustitucién del Trpl8 por serina
desestabiliza ambos giros a pesar de que deberia favorecer su estabilidad segin las
estadfsticas. El residuo de triptéfano parece ser clave para la formacién de las estructuras
plegadas; ademds, la desestabilizacién estructural en los cinco péptidos causada por la
presencia de urea 6M sugiere que las interacciones hidrofébicas entre las cadenas laterales

de los residuos son fuertemente determinantes de la estabilidad de estos giros,

- fragmento 35-44 del tendamistat, que corresponde a otra secuencia
(VVYEDDTQGL) con estructura de horquilla g en la proteina completa con un giro g de
de cinco residuos (37-41). Aunque el péptido es bdsicamente flexible, se han podido
distinguir dos regiones con diferentes propiedades conformacionales. Mientras que el
extremo N-terminal (residuos 35-38) tiene una clara preferencia por adoptar
conformaciones extendidas, la regién entre los residuos 39-44 adopta estructuras poco
pobladas en la zona og del mapa de energfa potencial de Ramachandran de tipo giro g o de
hélice 31¢. La baja estabilidad de estas estructuras no se afecta por la presencia de urea ni
por el estado de ionizacién de los residuos con grupos ionizables. Las secuencias
mutantes estudiadas (Asn38, Trp4l y GInd42) se comportan de la misma forma, lo que

sugiere que la secuencia es muy tolerante a cambios de un sélo aminodcido, o que los
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cambios de estabilidad se producen sobre una estructura ya muy poco estable, con lo cual

no son detectados experimentalmente

- fragmento 2-19 del dominio de unién de la proteina G a la regién
F. de inmunoglobulina G, que forma una horquilla g en la proteina completa con un
giro B de tipo I entre los residuos 9-12. Este péptido, de secuencia
TYKLILNGKTLKGETTTE, presenta pocas preferencias conformacionales aunque es
posible detectar estructuras locales poco pobladas que implican unos pocos residuos en
diferentes regiones. Los NOEs observados indican la existencia de estructuras de tipo
giro  entre los residuos 7-10 y 12-15 as{ como una interaccién entre las cadenas laterales
de los residuos Tyr3-Leu5. La estabilidad de estos giros aumenta ligeramente al subir el
pH, ionizacién de los residuos dcidos, y la adicién de urea disminuye su estabilidad pero
no parece afectar a la estructura local en el extremo N-terminal. La presencia de un giro B
en una regién que solapa con la del giro nativo es el rasgo mds importante de este
péptido. Sin embargo la intensidad de los NOEs no secuenciales (muy débiles) y la
existencia de otras conformaciones locales similares en regiones alejadas, no permiten

asegurar que sea de una relevancia especial para el plegamiento de esta proteina.

- fragmento 63-74 de la ribonucleasa A de péancreas bovino, de
secuencia VACKNGQTNCYQ, que forma un giro g de tipo I entre los residuos 65-68 en
la ribonucleasa y que incluye un puente disulfuro entre las cistefnas 65 y 67. Este péptido
se ha estudiado en su forma oxidada y reducida. Los resultados indican que se forman
dos giros g entre los residuos 66-69 y 69-72 en equilibrio entre si y con conformaciones
extendidas. La estabilidad de estos giros es mucho menor sin el puente disulfuro aunque
aun es posible delectar una poblacién muy baja del primero de ellos. Este resultado
creemos que tiene interés. Por un lado, aunque el puente disulfuro debe reducir bastante
el espacio conformacional accesible del péptido, la estructura del péptido ciclado no es
rigida, y por otro, en ausencia de esta interaccién covalente ailin es posible encontrar
tendencias signiftcativas a adoptar una conformacién localmenie plegada. Estos
resultados indican que los determinantes de la formacion del giro nativo se encuentran en
la secuencia y el puente disulfuro puede surgir como una consecuencia del giro o del
plegamiento posterior de la cadena estabilizando la estructura formada.

- fragmento 245-260 de la termolisina (SQGTHYGVSVVGIGR) que
forma un lazo de tipo 2 (residuos 247-259) conectando las dos primeras hélices del
dominio C-terminal de la termolisina. Aunque se han encontrado pequenas preferencias
conformacionales locales en la regién central de la secuencia, no es posible relacionarlas

con la estructura nativa, en la cual los residuos 245-246 estdn préximos en el espacio a
los 256-257.
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En los péptidos estudiados que incluyen secuencias con conformacion de giro pen
la proteina, se ha detectado la presencia de giros p con una localizacion casi coincidente
con la del giro nativo aunque la estabilidad es variable y, en algunos de ellos muy
pequeiia. En los péptidos con estructura de horquilla g, no se ha encontrado
evidencia de la formacién de la ldmina p antiparalela, que deberia manifestarse
en contactos entre los residuos que flanquean al giro, probablemente debido a la baja

estabilidad de los giros en los péptidos lineales de corta longitud en general.

Con el objeto de conseguir péptidos lineales que formen giros p lo suficientemente
estables como para ser estudiados en profundidad y que puedan estabilizar una ldmina p

intermolecular se han disefiado las dos secuencias siguientes:

- LKLKLKGDSLKLKLK, en la cual los tres residuos centrales son muy
abundantes en los giros p de proteinas y la secuencia alternante de residuos hidrofilico-
hidrofébico favorece la formacién de ldminas B. Los resultados indican que las
preferencias conformacionales del péptido son muy pequefias. Se observan indicios de la
formacién de un giro g o una vuelta de hélice en la secuencia GDSLK, pero no de la

formacién de la ldmina,

- péptido betamax, de secuencia YQNPDGSQA, en la cual los residuos
centrales del fragmento 15-23 del tendamistat han sido reemplazados por los aminodcidos
con mayor probabilidad de ocupar cada una de las cuatro posiciones de un giro p. En este
caso se ha podido observar, no sélo la presencia de un giro g de tipo I muy estable (un
80% aproximadamente de las conformaciones) sino también de la ldmina p aunque menos
poblada que el giro (alrededor de un 15%). La evidencia experimental de la formacion de
esta estructura incluye NOEs de largo alcance entre los extremos del péptido que indican
claramente su proximidad espacial. El cdlculo de un conjunto de estructuras compatibles
con los datos de distancias confirma que los NOEs no secuenciales observados son
consistentes con la formacién de una estructura de tipo horquilla g con la ldmina
ligeramente distorsionada con respecto a la geometria de una ldmina g regular. La
secuencia nativa forma giros p poco estables pero no hay indicios de que se forme la
ldmina. Los residuos centrales por sf s6los no parecen tener una gran tendencia a formar
un giro p ya que secuencias muy similares (NPDM) han sido estudiadas por otros
investigadores con resultados negativos. La razén de la estabilidad de esta estructura en el
betamax, ha de hallarse en un efecto cooperativo entre la secuencia central y los residuos
adyacentes mds proximos de tal forma que las propiedades del conjunto amplifican las
tendencias conformacionales intrinsecas de cada una de ellas. Este resultado se puede
racionalizar con la hipétesis de la existencia de "sefiales" de inicio y final en la formacion
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de giros $ de un modo andlogo a las conocidas sefiales de inicio y terminacién de hélices

(039
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5.2.Conclusiones.

Las conclusiones generales que surgen de los resultados anteriormente expuestos

son las siguientes:

- las estructuras de tipo giro g presentes en las proteinas, se mantienen aunque con
estabilidad muy reducida, en las secuencias nativas aisladas en ausencia de interacciones
terciarias; este hecho, comprobado experimentalmente por primera vez en esta tesis, y en

tres proteinas diferentes, merece una mayor exploracién para confirmar su generalidad.

- La presencia de estructuras de tipo giro f en regiones coincidentes o muy
proximas a la localizacion del giro nativo permite proponer que estas preferencias
conformacionales actiian en el inicio del plegamiento reduciendo considerablemente la
libertad conformacional de la cadena polipeptidica y dirigiendo las siguientes etapas al
aproximar zonas distantes en la secuencia. El desplazamiento de uno o dos residuos de
los giros observados con respecto a su localizacién en la proteina nativa, y la existencia
de dos o mds giros anidados no disminuye su relevancia en relacién con el inicio del
plegamiento,ya que el ajuste preciso de los elementos de estructura secundaria debe tener

lugar en la etapa final una vez superado el estado de transicién.

- las secuencias locales nativas contienen en si mismas los determinantes de la
formacion de estructuras de tipo giro p presenties en las estructuras finales de las
proteinas, es decir son interacciones locales, de unos pocos aminodcidos, las
responsables de la formacién del giro, aunque los resultados obtenidos sugieren que
estos determinantes no residen exclusivamente en los cuatro o cinco aminodcidos que 1o
forman sino que es necesario el concurso de los residuos inmediatamente contiguos en la

secuencia, que pueden constituir "sefiales" de inicio para la formacién de giros p.

- Elementos estructurales mds complejos como una horquilla 8, compuesta de un
giro p que conecta dos hebras de ldmina  antiparalela, pueden ser suficientemente
estables aislados en disolucién acuosa. Aunque el presentado en esta tesis es el primer
caso descrito por el momento, y corresponde a una secuencia hibrida nativa-disefiada, no
hay razén para excluir un comportamiento similar en secuencias nativas. La buisqueda en
este sentido resulta muy prometedora y, mieniras tanto, el péptido betamax constituye un
buen modelo para futuras manipulaciones e incluso para el modelado de nuevas
proteinas.
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Tabla I. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (d, en ppm respecto al TSP),
constantes de acoplamiento Hy-NH (3Jyqnu, en Hz) y coeficientes de temperatura de los

protones NH («a, en ppb/K) correspondientes al fragmento 12-26 del Tendamistat. Condiciones:
<1 mM, pH=3.0, 10°C.

Residuo ONH OHg dHp OHy OH; O otros 3 HaNH a
Val 12 - 3.88 2.20 6o  eeeeee e
1.00
Thr 13 8.75 4.33 4.06 1.11 7.7 -7.8
Leu 14 8.59 431 1.53 1.44 0.82 7.0 -9.0
1.55 0.88
Tyr 15 8.37 4.47 2.63 2,6H 7.06 6.7 -9.0

3,5H 6.78
Gln 16 - 8.28 4,12 1.68 2.13 6.94 ONH, 7.53 7.1 -6.8
1.75 2.18 7.54 6.93
Ser 17 8.34 4.23 3.85 5.6 -7.8
39
Trp 18 8.00 4.57 3.23 2H 7.21 5.7 -4.6
3.32 4H 7.51
S5H 7.11
6H 7.22
TH 7.46
NH 10.16
Arg 19 7.72 3.94 1.31 1.04 2.92 eNH 7.53 6.7 -2.8
1.44 6.47
6.78
Tyr 20 7.87 4.47 2.88 2,6H 7.09 7.3 -5.2
3.07 3,5H 6.77
Ser 21 8.06 4.37 3.80 6.8 -3.8
3.86
Gin 22 8.37 4.25 1.94 2.31 7.56 6.7 -6.2
2.11 6.91
Ala 23 8.30 4,24 1.37 5.7 -5.5
Asp 24 8.44 4.70 2.81 7.4 -6.2
2.93
Asn 25 842 4.76 2.75 YNH> 7.63 7.9 -5.5
2.84 6.94

Gln 26 8.24 3.94

o
[\S Mool
1
N
o]
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Tabla II. Desplazamientos quimicos de las resonancias de proton (6, en ppm respecto al TSP),
constantes de acoplamiento Ho-NH ((Jgonp, €n HZ) y coeficientes de temperatura de los

protones NH (o, en ppb/K) correspondientes al fragmento 15-23 del Tendamistat. Condiciones:
10 mM, H,O/D;0 (9:1 en volimen), pH=3.0, 5°C.

Residuo ONH 6HG 6Hﬁ 6H7 ﬁH(s o otros SJHaNH o

Tyr 15 - 419  3.08 26H 7.08 -ooem -
3,5H 6.81

Gln 16 8.61 4.27 1.73 2.14 6NH; 691 7.2 -6.0
7.52

Ser 17 8.58 4.32 3.91 6.1 -9.1

3.83

Trp 18 8.21 4.61 3.27 2H 7.18 6.0 -6.6
3.19 4H 7.51
5H 7.08
6H 7.20
TH 7.45
NH 10.15

Arg 19 7.86 4.04 1.48 1.10 2.94 eNH 7.04 6.8 -2.9
1.35 6.47%
6.84%

Tyr 20 8.01 4.43 3.01 2,6H 7.08 6.0 -6.6
2.87 3,5H 6.78

Ser 21 8.14 4.35 3.79 6.8 -4.6

3.77

Gln 22 8.39 4.28 2.10 2.33 d8NH, 695 7.1 -6.6
1.94 7.62

Ala 23 8.47 4.28 1.39 6.4 1.7

* Grupo guanidino
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Tabla I1I. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (8, en ppm respecto al
TSP), constantes de acoplamiento H,,-NH (3Jy,ny, en Hz) y coeficientes de temperatura de los
protones NH (a, en ppb/K) correspondientes al fragmento [S18] 15-23 del Tendamistat.

Condiciones: 10 mM, HyO/D;0 (9:1 en voliimen), pH=3.0, 5°C.

Residuo ~ ®NH  8H,  OHg 5Hy 8H, Sowos  Jnanu @
Tyr 15 - 420  3.10 eX¢ Giv/ § I —
3.5H 6.81
Gln 16 865 437 194 231 6NH, 7.64 7.1 -6.0
2.03 6.96
Ser 17 868 441  3.87 6.1 8.9
Ser 18 861 441 3.84 6.7 8.6
3.91
Arg 19 845 422 165 139 3.18 eNH 7.13 6.9 7.7
6.87%
6.47%
Tyr 20 827 461 290 26H 7.12 7.1 7.7
3.10 3,5H 6.84
Ser 21 820 439  3.81 6.9 6.9
3.96
Gln 22 845 432 198 239 8NH, 7.65 69  -83
2.13 6.98
Ala 23 853 430 14l 6.3 8.6

* Grupo guantdino
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Tabla IV. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (d, en ppm respecto al

TSP), constantes de acoplamiento H,-NH (3Jy,nh, €n Hz) y coeficientes de temperatura de los

protones NH (a, en ppb/K) correspondientes al fragmento [V21] 15-23 del Tendamistat.
Condiciones: 1 mM, pH=3.0, 10°C.

Residuo oNH 6Ho: 6HB 6HY 6H6 6c)trc)s 3JHOLNH a

Tyr 15 - 421  3.09 26H 710 - -
3,5H 6.82

Gln 16 8.56 4.28 1.74 2.16 ONH, 6.89 7.1 -6.0
7.50

Ser 17 8.52 432 3.84 6.1 -9.5

391

Trp 18 8.12 4.61 3.22 2H 7.21 6.1 -6.2
330 4H 7.54
SH 7.12
6H 7.22
TH 7.46
NH 10.15

Arg 19 7.75 4.06 1.38 1.12 2.97 eNH 7.05 7.5 2.1
1.49 6.47*
6.83%

Tyr 20 8.06 4.44 2.90 2,6H 7.08 6.7 -6.9
2.95 3,5H 6.78

Val 21 7.94 3.98 1.93 0.86 8.3 -5.9

Gln 22 8.46 4.26 1.97 2.38 ONH, 6.96 6.3 -8.5
2.06 7.61

Ala 23 8.58 4.30 1.42 6.0 -9.9

* Grupo guanidino
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Tabla V. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (8, en ppm respecto al TSP),
constantes de acoplamiento Hg-NH (3Jy,nu, €n Hz) y coeficientes de temperatura de los
protones NH (a, en ppb/K) correspondientes al fragmento [Q42] 35-44 del Tendamistat.
Condiciones: 10 mM, pH=3.0, 5°C.

Val 35 8.13 3.73 2.07 091 el e

0.83

Val 36 8.55 4.11 2.06 0.92 8.0 7.7

Tyr 37 8.68 4.56 2.91 26H 7.12 7.3 -10.7
2.99 35H 6.78

Glu 38 8.43 430 1.90 2.39 7.1 6.3
2.04

Asp 39 8.62 4.64 2.86 6.9 73
2.94

Asp 40 8.59 4.82 2.92 7.4 7.0
2.97

Thr 41 8.23 432 4.29 7.8 -6.3

Gin 42 8.48 4.30 2.03 2.38 6NH; 7.63 68 -6.7
2.13 6.95

Gly 43 8.50 3.94 5.9 7.0

5.9
Leu 44 8.24  4.40 1.64 1.70 0.92 7.6 273

1.70 0.87
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Tabla VI. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (d, en ppm respecto al
TSP), constantes de acoplamiento Hy-NH (3Jygonp, €n Hz) y coeficientes de temperatura de los
protones NH (a, en ppb/K) correspondientes al fragmento 35-44 del Tendamistat. Condiciones:

4 mM, pH=3.0, 5°C.

Residuo ONH 6Hg, BHf; OHy 6Hj; Sotros 3JH(1NH o

Val 35 3.14 3.74 2.08 08 et e

0.91
Val 36 8.56 4.12 1.97 0.90 8.1 -7.4
Tyr 37 8.69 4.58 2.92 2,6H 7.13 7.2 -10.3
3.00 3,5H 6.79
Glu 38 8.43 431 2.39 1.90 8.2 -6.1
2.04
Asp 39 8.61 4.64 2.84 7.2 -7.3
2.94
Asp 40 8.61 4.81 2.91 7.2 -6.8
2.98
Thr 41 8.25 432 4.30 7.4 -6.0
Gln 42 8.42 4.35 2.49 2.04 7.0 -6.3
2.15
Gly 43 8.49 3.94 5.8 -6.7
59
leu 44 8.14 4.37 1.68 1.62 0.87 7.6 -6.6

1.70 0.92
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Tabla VII. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (6, en ppm respecto al
TSP), constantes de acoplamiento H,-NH (lyeny, en Hz) y coeficientes de temperatura de los
protones NH (a, en ppb/K) correspondientes al fragmento [N38] 35-44 del Tendamistat.

Condiciones: 10 mM, pH=3.0, 5°C.

Residuo ONH OH, ﬁHB OHy oH, Dotros 3JH0‘-NH a

Val 35 8.13 3.73 2.06 082 e e

0.90

val 36 854 411 197 090 8.4  -7.1

Tyr 37 871 457  2.89 26 7.12 7.5  -10.1

3.01 15 6.78

Asn 38 853 463  2.69 YNH, 7.70 7.6  -58

2.79 6.95 6.1

4.6

Asp 39 856 4.64 286 7.0 7.1
2.91

Asp 40 857 478  2.89 72 -55
2.98

Thr 41 822 432 430 120 73 -55

Glu 42 841 434 204 299 6.7  -59
| 2.15

Gly 43 848 393 58 6.4

5.9

leu M4 8.13 4.36 1.63 1.61 0.86 7.7 -6.5
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Tabla VIII. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (8, en ppm respecto al
TSP), constantes de acoplamiento H,-NH (3Jyonu, en Hz) y coeficientes de temperatura de los

protones NH (a, en ppb/K) correspondientes al fragmento [W41] 35-44 del Tendamistat.
Condiciones: 3 mM, pH=3.0, 5°C.

Residuo ONH 5Ha 6HB 6Hy 6H5 Botros 3-]H01NH o

vVal 35 8.12 3.72 2.04 8t  emeee e

0.89
val 36 853 410 194 087 81 70
0.90
Tyr 37 866 454  2.87 2,6H 7.07 7.5  -10.2
2.98 3,5H 6.76
Glu 38 839 427 186 234 7.1 -6.4
2.01
Asp 39 854 452 272 6.9 7.2
2.78
Asp 40 846 469  2.80 7.5 7.0
2.89
Trp 41 806 460  3.28 °H 7.27 60  -48
3.33 4H 7.58
5H 7.14
6H 7.22
TH 7.47
NH 10.21
Glu 42 812 412 172 201 6.9  -52
1.91 213
Gly 43 763  3.70 63  -0.4
3.76 5.7

Leu 44 8.03 4.33 1.64 1.62 0.86 -6.4
: 1.68 0.92
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Tabla IX. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (8, en ppm respecto al
TSP), constantes de acoplamiento H,-NH (3Jy,np, €n Hz) y coeficientes de temperatura de los
protones NH («, en ppb/K) correspondientes al fragmento 2-19 del dominio de unién de la

proteina G con inmunoglobulinas. Condiciones: 5 mM, pH=3.0, 5°C.

Residuo ONH oH,, dHp oHy Y3 P Sotros 3 aNH a

Tin 2 - 384 410 129 e e

Tyr 3 890 461 298 26 7.12 6.3  -82
3.00 35 6,82

Lys 4 8.26 4.20 1.62 1.28 1.62 eNH3+2.94 1.4 -5.0
1.68 1.32 7.59

Leu 5 8.30 4.26 1.52 1.56 0.90 6.7 -7.8
1.56 0.95

lie 6 8.42 4.15 1.82 1.16 0.83 YNHs3* (0.86 7.9 -8.7

1.47

Leu 7 8.61 4.40 1.55 1.63 0.86 7.0 -8.7
1.63 0.92

Asn 8 8.68 4.67 2.80 NHp7.03 7.1 -8.7
2.87 775

Gly 9 8.56  3.90 57 6.7

3.90 6.1

Lys 10 8.31 4.41 1.78 1.40 1.68 eNH3+2.99 6.6 -6.7
1.86 1.46 7.61

Thr 11 832 4.33 4.18 1.20 7.5 -7.8

leu 12 8.47 4.37 1.59 1.63 0.87 7.5 -7.8
1.63 0.92

Lyvs 13 8.49 4.27 1.78 1.43 1.68 eNH3*2.98 6.3 -7.8
1.83 1.45 7.61

Gly 14 858  3.96 57 78

6.3

Glu 15 8.33 4.48 2.02 2.48 6.9 -5.5
2.15

Thr 16 8.48 4.47 4,27 1.22 6.8 -7.8

Thr 17 8.42 4.47 4,27 1.21 8.6 -7.8

Thr 18 8.37 4.37 4.22 1.22 7.8 -7.3

Glu 19 8.4%8 436 1.97 2.46 7.0 -9.1

2.19




129

Tabla X. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (8, en ppm respecto al
TSP), constantes de acoplamiento He-NH (3Jgang, en Hz) y coeficientes de temperatura de

los protones NH (a, en ppb/K) correspondientes al fragmento 63-74 de ribonucleasa A.
Condiciones: 3.7 mM, pH=2.5, 5°C. Los valores de a medidos a pH=3.0.

Residuo ONH dH, 6H[5 dHy dHy Dotros 3JHGLNH a
Val 63 e 378 221 101 e
Ala 64 880 441 139 57 6.9
Cys 65 870 467 g 68  -8.8
Lys 66 879 431 159 147  les  £297 73 74
NHz+7.71
Asn 67 868 450 284 NH,7.74 50  -7.8
7.04
Gly 68 880  4.15 NH,7.71 6.0  -69
3.71 co 57
Gin 69  7.96 440 221 242 6.9 2.1
209 237
Thr 70 856 428 425 121 70 86
Asn 71 854 466 2.8 NH;7.70 7.9 -6
7.01
Cys 72 815 418 209 094 75 42
Tyr 73 850 459 292 26H 7.12 7.8  -88
3.10 35H 6.82
Gin74 824 422 212 229 NH,7.59 7.5 17

6.95
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Tabla XII. Desplazamientos quimicos de las resonancias de protén (8, en ppm respecto al
TSP), constantes de acoplamiento Hy-NH ((Jyany, en Hz) y coeficientes de temperatura de

los protones NH (a, en ppb/K) correspondientes al fragmento 245-260 de la Termolisina.
Condiciones: 3.7 mM, pH=2.5, 5°C.

Residuo ONH 6Hq 61‘1;5 f)HY 61‘16 6otros 3JH0,NH o
Ser 245 = - 4.18 40 e
Gln 246 8.98 4.43 2.04 2.40 oNH; 6.99 6.4 -6.7
2.13 7.68
Gly 247 8.74 4.01 6.0 -8.3
5.7
Gly 248 844  4.01 5.7 -6.7
53
Tin 249 8.23 4.23 4.01 1.07 7.4 -7.0
His 250 8.68 4.69 3.09 2H 8.57 8.2 -1.3
3.19 4H 7.21
Tyr 251 8.47 4.57 2.92 2,6H 7.12 6.8 -8.0
3.08 3,5H 6.83
Gly 252 8.52 3.92 5.4 -7.3
5.7
Val 253 8.13 4.18 2.09 0.94 7.7 -7.7
Ser 254 8.62 4.51 3.84 6.8 -8.7
Val 255 8.43 4.17 2.09 0.92 6.2 -10.0
Val 256 8.35 4.09 2.05 0.95 7.7 -8.7
Gly 257 859  3.96 6.2 8.3
5.8
Ile 258 8.20 4.20 1.90 1.47 YCHj3 0.93 7.1 -9.0
1.21
Gly 259 8.70 3.95 54 -8.3
5.7
Arg 260 8.33 4.42 1.78 1.63 3.21 eNH 7.24 7.5 -7.7
1.96 6.48%

6.93%
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Tabla XIII. Desplazamientos quimicos de las resonancias de proton (§, en ppm respecto al
TSP), constantes de acoplamiento Hg-NH (3Jg4nn. en Hz) y coeficientes de temperatura de
los protones NH («, en ppb/K) correspondientes al péptido Ac(LK)3GDS(LK)3;NHs.
Condiciones: 10 mM, pH=3.0, 5°C.

Residuo ONH dH, BHﬁ dHy OHg dotros 3 HaNH @

Ac 2.02

Leu 1 839  4.22 5.7 7.3

Lys 2 853 430 1.76 1.41 1.68 &NH3*7.62 7.1 -6.8
1.81 1.47

Leu 3 8.21 4.31 .55 1.55 088 6.9 -8.7
1.65 0.94

Lys 4 8.42  4.28 1.77 140 170 eNHz*7.62 6.8 -7.7
1.82 1.47

Leu 5 836 434 157 157 088 6.5 -9.6
1.68 0.94

Lys 6 8.51 4.28 1.81 1.45 1.70 eNH3*7.62 58 -9.1
1.85  1.48

Gly 7 855 3.94 5.7 -7.3

3.99
Asp 8 849 473 283 6.9 -6.4
: 2.89

Ser 9 846 438  3.90 6.4 -6.4
3.92

Leu 10 8.31 4.30 1.61 1.61  0.89 6.6 -6.8
1.66 0.94

Lys 11 826  4.25 178 140 169 eNH3*7.62 6.9 -6.4
1.83 1.56

Leu 12 820 430 155 155 088 7.4 -9.1
1.65 0.94

Lys 13 838  4.28 1.77 146  1.69 eNH3*7.62 722 -7.3
1.83 1.42

leu 14 837  4.33 1.57 1.57 088 6.8 9.6
1.68 0.94

Lys 15 843  4.23 1.79 142 170 eNH3*7.62 6.6 -8.7
1.84 149

NH» 7.23 -5.9
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Tabla XIV. Desplazamienios quimicos de las resonancias de protén (9, en ppm respecto al TSP), constantes de

acoplamiento Hy-NH (3Jygnu, en Hz) y coeficientes de temperatura de los protones NH (a, en ppb/K)

correspondientes al péptido betamax. Condiciones: 15 mM, pH=4.3, 5°C.

Residue O OHu dnp Brty dnp Botros 3JHoNH a

Tyr 1 - 421 @422y 3.07 3.07 2,6 7.08 (7.11y  meemem memee-
3.14 3.13) 3.5 6.84 684

Gin 2 8.57 869y 4.50 (a32) 1.88 (1.93) 2.21 (2.30) NH2 6.97 (na) 8.1 -6.9
1.96 o2 2.27 2.30) 7.70 (na)

Asn 3 8.92 8.56) 4.86 (a80) 2.73 (2.61) NH2 7.02 na) 6.4 9.6
2.89 (2.79) 7.74 (na)

Pro 4 - 440 483 198 (218 20838 3.85@¢s» e mmeee-
236 @37 2.10 (196 3.95 3.59)

Asp 5 8.26 (8.85) 4.58 (4.62) 2.73 (2.83) 7.2 -2.0
2.95 (2.83)

Gly 6 8.39 (849) 3.81 (3.95 5.1 -5.1

4.20 (3.95 53

Ser 7 8.35 .49 4.38 (436) 3.92 (3.95 6.5 -4.9
3.98 3.95)

Gln 8 8.66 8.49) 4.42 @436) 1.97 (1.9 2.41 (2.16) NH? 6.99 (na.) 7.3 -8.9
2.15 1.om 2.41 235 7.76 (na)

Ala 9 8.27 222y 4.17 @14y 1.25 (1.36) 6.9 -8.0
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