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Capítulo 1.

Introducción.
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Enelprocesode estructuraciónde unaproteínaglobular, sepuede

ver puesa la vez la imagenmicroscópicay la frentedel desarrollo

epigenéticoautónomodelorganismomismo.

JacquesMonod, “ El azary la necesidad”
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El trabajo presentadoen esta tesis ha tenido como objetivo investigar la

importanciade las secuenciasconestructurade tipo giro ~ien el procesodel plegamiento

de proteínas.La abundanciarelativade estoselementosestructuralesen las proteínasy su

conformación,con una inversiónen el sentidode avancede la cadenapolipeptidica,

justificanel interésporel estudiode sus propiedadesestructuralesy han sido objetode

numerosostrabajos.Sin embargo,su papelen el plegamientode las proteínasesaún

controvertido.

El problema del plegamiento de proteínas.

Los primerosestudiosde Anfinseny col. (revisadosen Anfinsen,1973)con la

ribonucleasaA mostraronque la desnaturalizaciónera un procesoreversibley que la

proteínarecuperabasu egtructuranativafuncionalespontáneamentecuandoseeliminaba

el agentedesnaturalizante.Estos resultadosles llevaronaproponerlo quedenominaronla

hipótesistermodinámica:“ ... Estahipótesisestableceque la estructuratridimensionalde

unaproteínaen sumediofisiológico normal (disolvente,pH, fuerzaiónica, presenciade

otros componentescomo ionesmetálicoso gruposprostéticos,temperaturay otros

factores)esaquellaen la cual la energíalibre de Gibbsdel sistemacompletoesmenor;

estoes,la conformaciónnativaestádeterminadapor la totalidadde las interacciones

interatómicasy, por tanto, por la secuenciade aminoácidos,en un mediodeterminado

(Anfinsen, 1973).Los mismosresultadossehanobservadoparaun grannúmerode

proteínasglobularesde pequeñotamañoy en la acWalidadno hay dudade que toda la

informaciónnecesariaparael plegamientodela proteínaestácontenidaen la secuenciade

aminoácidos,aunquerequiere un medio o contexto adecuadopara expresarse

correctamente.Otros factorespuedenfacilitar el plegamientoin vivo, perono determinan

laestructurafinal dela molécula(Fischer, 1990).

El hechode que todala informaciónnecesariaparaplegarseseencuentreen la

secuenciade aminoácidosha llevadoa hablaren términosde la existenciade un códigode

plegamientoen analogíacon el códigogenético.A diferenciade éste,el código de

plegamientoesbastantecomplejoy prácticamentedesconocidoapesarde los grandes

esfuerzosrealizadosparadescifrarlo.La degeneracióndel códigoes muy grandea todos

los nivelescomose apreciaen la gran toleranciade las estructurasproteicasa las

mutaciones(Bowie, 1990)y en el pequeñonúmerode patronesestructuralesqueadoptan

las proteínasde estructuratridimensionalconocida(Finkelstein). El problemade cómo

unacadenapolipeptfdicaadoptaunaestructuratridimensionalúnicaen el medioadecuado

esun problemaquímico-físicoy por tantopuedeserabordadoexperimentalmente.Se
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trata de desenmarañarla complejidad de los procesosfísicos que ocurrenen el

plegamiento.El diseñode proteínascon una estructurapredeterminadaproporcionaun

medio de ponera pruebalos conocimientosquese tienenacercadel plegamiento.Los

intentoshastaahorahantenidoun moderadoéxito (Richardson,1986),lo cual indicaque

el plegamientopuedeno sertancomplejocomoimaginamosy permiteseroptimistasen

cuantoaalcanzarunasoluciónen un futuropróximo.

El granesfuerzorealizadoen los últimos añosparaencontraruna soluciónal

problemadel plegamientomuestrael interésqueexistehaciaesteproblema.Apartedel

reto que suponela comprensiónde uno de los procesosque forman partede los

fundamentosdela vida, hay grandesexpectativasen cuantoa las posibilidadesprácticas

que abriría el dominio de las leyesque rigen el plegamientode las proteínas:desde

solucionarlos problemasque seplanteanen la obtenciónde proteínasfuncionalespor

clonajeen microorganismoshastala posibilidadde modificar,de un modomásdirectoy

efectivoqueen la actualidad,las propiedadesde enzimase incluso,dediseñarnuevas

proteínascon funcionesespecíficas.

Estado actual del problema.

En el problemadel plegamientohay dosaspectosfundamentalesque recibenla

atenciónde las investigaciones:

- ¿ por qué se pliegan las proteínas?, ¿cualesson los determinantesde la

estabilidad de la estructuratridimensionalde las proteínas?

-¿ cómo se pliegan?, ¿ cual esel camino de plegamiento que sigue una

proteínaparaadoptarsu estructuratridimensionalnativaapartirde su formadesplegada?

Ambos aspectosestán íntimamente relacionadospuesto que las fuerzas

determinantesde la estabilidadde las estructurastridimensionalestendránun papel

dominanteen la direccióndel plegamiento.

La estabilidadde las estructurasproteicasesrelativamentepequeña,de] ordende

unas5-lSkcal/mol (Pace,1990).Esto implica que la estructuratridimensional es el

resultadode un balancemuy ajustadoentreel grannúmerode fuerzas quecontribuyena

la estabilidadde la estructurafinal. La contribuciónde los diferentestipos de fuerzasha

sido muy estudiada(revisadoen Dilí, 1990) y aún sediscutebastanteacercade su

importanciarelativa.Lasdiferentesfuerzassepuedenclasificaren:

- interaccioneselectrostáticas,su contribuciónno esgrandedebidoal pequeño

númerode paresiónicos en las proteínas,
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- interacciónhidrofóbica, relacionadacon la preferenciade las cadenaslaterales

de los aminoácidosapolarespor excluir el disolventeacuosode su entornoy rodearsede

otrascadenasapolares.Existe bastanteacuerdoen considerarque estaes la fuerza

dominanteenel plegamiento,ideaapoyadaporla desnaturalizaciónde lasproteínasen

urea,clorurode guanidinioy disolventesorgánicos,

- puentesde hidrógeno,su contribuciónha sido objeto de revisióncontinua.

Existenargumentosparapensarque los puentesde hidrógenointramolecularesno son

energéticamenteventajososparala estabilidadde la estructuraplegadapuestoque se

forman a costade romperloscon las moléculasdel disolvente,de energíasimilar

(Kaufman,1959); lo mismosepuededecir de las interaccionesde van der Waals.Sin

embargo,estudiosrecientessobreel efectode mutacionesque eliminan puentesde

hidrógenoen la estabilidadde proteínas(Pace, 1992) apoyan la idea de que su

contribuciónpuedesergrande,del mismoordenquela de la hidrofóbica,

- interaccioneslocales,entendiendocon ello las preferenciasintrínsecasque las

cadenaslateralesde los aminoácidosimponenen la conformacióndel esqueletobien

individualmentebien en combinacionesde pareso triadasde aminoácidos(Anfinsen,

1975), que surgende la sumade fuerzasde corto alcance.Sobreel gradoen que estas

interaccionesdeterminanla estructurahay grandiscrepancia.Su importanciaestáapoyada

porlas preferenciasconformacionalesencontradasen péptidosde cortalongitud (Wright,

1988)que,en los casosde estructurasecundariade tipohélicea, secorrespondencon la

estructuraqueadoptanen la proteínanativa,y porlaexistenciadeestructurasresiduales

en las proteínasdesnaturalizadas(Dill,1991).

La identificaciónde las fuerzasdominantesen el plegamientoes sólounapartedel

problema.La otra partese refiere al mecanismodel plegamiento,la secuenciade

acontecimientosque llevan de la forma desplegadaa la forma plegada y cuya

comprensiónesclave para conocerlas reglas del plegamiento.Resultaobvio que las

proteínasno puedenadoptarsuestructuratridimensionalde mínimaenergíamuestreando

todo el espaciodeestructurasposibles,ya quee] tiemponecesarioseríamuy grandeen

contrade la observaciónde tiemposdel ordende segundoso minutosparaproteínascuyo

plegamientono estáretardadopor la isomerizaciónde prolinas.Esto sugiereque el

plegamientodebedarseporetapasy queel gradode estructuraciónalcanzadoen cadauna

de ellassemantieneen las siguientes.

Uno de los mayoresavancesen el entendimientode esteaspectoha sido la

confirmaciónde lo quese suponíadebíaocurriren un procesocomoeste:laexistenciade

un caminoo caminosde plegamientodefinidosque transcurrea travésde especies

intermedias(Kim,1982). Los resultadosexperimentalesindican que, a pesarde la

heterogeneidadconformacionaldel estadodesplegado,todaslas moléculasconvergen
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rápidamenteen unarutadeplegamientoy quela etapalimitante tienelugaral final de éste

(Creighton,1990). En los últimos añosseha realizadouna gran cantidadde trabajo

enfocadoala identificacióny caracterizaciónde intermediosde plegamientoendiferentes

proteínas(Kim, 1990>.

Las tres principalesetapasdel plegamientoque sehanreveladoen los estudios

experimentalessonlas siguientes(Ptitsyn,1992):
- formaciónmuy rápida(-. lOms) de grancantidadde estructurasecundaria,

- colapsorápido (-- Is) en una formaglobularcondensadacon alto contenidode

estructurasecundaria,sin estructuraterciaradefiniday con un núcleoapolaraccesibleal

disolvente, intermediodenominadoglóbulo fundido por su naturalezaestructural

fluctuante(Ptitsyn, 1987),

- formaciónde la estructuranativa,funcional,con estructurafija y núcleoapolar

fuertementeempaquetado.

Probablementeuno de los puntosmásoscurosy controvertidosesel inicio del

plegamiento.Estudiosde simulacióndel procesode plegamientoy el limitado éxito de

los algoritmos de predicción de estructurasecundariabasadosen estadísticasde

correlación aminoácido-estructuraen proteínas,han llevado a proponer que las

interaccioneslocalesno sonimportantesy que la estructurasecundariaseformacomo

consecuenciadel colapsohidrofóbicode la cadena(Dill,1990). Estateoríano explica

satisfactoriamentecómounainteraccióntan inespecíficacomola hidrofóbicapuedellevar

a la adquisiciónrápidade unaestructuraúnica.

El problemaesqueunacaracterizaciónestructuraldetalladade lo ocurreen los

primerosmilisegundosdel plegamientode la proteínano es posiblecon el estadoactual

de las técnicasexperimentalesdisponibles.Las técnicasde flujo detenidomásmodernas

tienenun tiempomuertodealrededorde 4mstiemposuficienteparaquealgunasproteínas

adoptenuna estructuracondensadacon alto contenido de estructurasecundaria

(Chaffotte, 1992).Es necesario,pues,intentarreproducirlascondicionesdel inicio del

plegamientoparapoderestudiarla estructurade la cadenaenel equilibrio.

Estudio conformacional de péptidos aislados.

El interésporel estudioconformacionalde péptidoshaaumentadoenormemente

en los últimos añosdebidoa su utilidad paraidentificar y caracterizarlas estructuras

transitoriasque,probablemente,inician el plegamiento(Baldwin, 1986; Wright, 1988),

intermediosdifíciles de caracterizaren la proteínacompleta.Estaes,probablemente,la
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mejor aproximaciónal estudiodel estadodesplegadode la proteínaen condicionesde

plegamiento,en dondesólo interaccionesde cortoy medio alcancesonposibles.

En relacióncon estetipo de estudioscabeplantearsedos cuestiones.Unaessi se

puedenextrapolarlos resultadosala proteínacompleta,esdecir,si la estructuraadoptada

porel péptidoaisladoesrepresentativade la que adquiereen la cadenacompletay, por

tanto,si sepuedeconsiderarun intermediode la rutade plegamiento.Si laestructuraes

similar a la nativa, estosugiereinmediatamenteque el intermedioestáen la ruta de

plegamiento.La otra se refiere a la relevanciade su papelcomo centrode inicio del

plegamiento.Cualquierpéptidoen disolución puedeadoptarunaconformaciónde, por

ejemplo, héliceen unaescalade tiemposde microsegundos(Hammes,1969)pero la

pierdecon la misma rapidez,¿enqué medida debeser estable la hélice para ser

significativa?.No esposible,por el momento,establecerun umbral,sin embargoel

hechode queno todoslos péptidosadquieranconformacionesplegadassuficientemente

pobladasparaserdetectadasconlas técnicasen uso,permitepensarque si seobserva,la

conformaciónplegadaessignificativaen cuantoal plegamiento,aunqueestéen equilibrio

rápidocon otras.

El primerpéptidoqueseidentificócomocapazde plegarseindependientemente

del restode la proteínafue el C-péptido de la ribonucleasaA de páncreasbovino

(residuos1-13), estudiadopor Brown y Klee en 1971. Este péptidoen disolución

acuosa,a bajatemperatura,formauna hélicea entrelos residuos3-13,los mismosque

forman la hélice en la estructurade la proteína, y ha sido extensamenteestudiado

(Bierzynski,1982; Rico, 1983). El 5-péptido(residuos1-19) formaunahéliceentrelos

mismosresiduosquedandoel extremoC-terminal (residuos14-19)en conformación

extendida(Nieto, 1983). Estos resultadosdemuestranno sólo que el péptidoaislado

adquierela mismaestructurade hélice quetieneen la proteínacompleta,sinoqueéstase

circunscribea los mismosresiduos.

Los resultadosobtenidoscon el fragmentoN-terminal de la ribonueleasaA

abrieronla vía paraposterioresestudiosdela estabilidadde conformacionesenhélicea

en otrassecuenciashelicoidalesde proteínas.Estudiossistemáticossehan llevadoa cabo

en las otrasdoshélicesde ribonucleasaA (Jiménez,1987y 1988),en lisozima(Segawa,

1991), miohemeritrina(Dyson,1992) y el dominio C-terminal de la termolisina

(Jiménez,1992)con el mismo resultado: las secuenciascorrespondientesa hélicesen

proteína,y no otras,adquierenpreferentementeunaconformaciónde hélice.Estoindica

que las interaccioneslocalesactúandesdeel principio, y permitenproponerque las

secuenciasen hélice soncentrosde inicio del plegamiento.
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Unestudiodel mismotipo seha llevadoacaborecientementeenunaproteínacon

gran proporciónde estructurasecundariade tipo láminap, la plastocianina(Dyson,

1992). La mayoríade los péptidosno mostrabanpreferenciasconformacionales

significativasadoptando,mayoritariamente,conformacionesextendidasen equilibrio

rápidoentresí, comportamientotípico de péptidossin estructura.Muchosdelos péptidos,

especialmenteaquellosque abarcabandos hebrasde láminaI~ y su conexión,eranmuy

pocosolubles.Esteesun problemamuy comúnen estetipo de péptidos,la tendenciaa

formaragregadosinespecíficos(probablementeláminasp intermoleculares)dondelas

interaccionesintermolecularesdominano se superponenalas intramoleculares(Mattice,

1989).Hastael momentono seha podidoencontrarun péptido queforme unaláminaI~

intramolecularaisladaen disoluciónacuosa.Estopodríaindicar quelas láminasI~ surgen

como consecuenciade interaccionesde largo alcanceen la formacondensadade la

proteínao que suformaciónestádirigida porotroselementosde estructurasecundaria,

comolos giros I~ en el casodelas antiparalelas.

Importancia de los giros 31.

Los giros ~sonlos elementosestructuralesmáscomunesqueinvierten la

orientaciónespacialde la cadenapolipeptídica(descritosporprimeravez porGeddes,

1968, y definidosporVenkatachalam,1968).El restode los segmentosde lacadenacon

topologíasimilar formanun conjunto muy heterogéneode geometríay longitud muy

diversa,lo queha complicadosu análisisy estudio(Leszczynski,1986;Ring, 1992).Las

estructurasde tipo giro p típicas están formadaspor cuatro aminoácidosy, con

frecuencia,el grupoamidadel cuartoresiduoformaun puentede hidrógenocon el grupo

carbonilodel primero.Los ángulosdiedrosde los residuoscentralesdefinenla geometría

del giro y sehanutilizado comocriterio de clasificación,entreotros, de los distintostipos

encontradosen proteínas(Richardson,1981).

Alrededorde un tercio de los residuosen proteínasglobularesestánimplicadosen

giros 3, conectandootroselementosde estructurasecundarialinealescomohélicesa y

láminasp, confiriendoasíglobularidada la proteína.En los giros í~ abundanlos residuos

con cadenaspolares,lo quepareceestarasociadoconsucapacidadparainteraccionarcon

el esqueletopeptídicoformandopuentesde hidrógeno,y generalmenteseencuentranen

la superficiedela proteína.Estascaracterísticasestánde acuerdocon laobservaciónde

que los giros actúan frecuentementecomo sitios de unión con receptores,de

reconocimientode anticuerposy de modificaciónpostraduccionalaunqueno estáclarosi

estosedebeasus propiedadesestructuraleso a su localizaciónen la superficie.También
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seharelacionadola actividadbiológicadepéptidosnaturalescon la formaciónde giros.

La gran cantidadde trabajosrelacionadoscon todosestosaspectoshasidoextensamente

revisada(Rose,1985).

Los estudiosestadísticosde giros en las proteínasde estructuraconocidahan

puestode manifiestono sólo la gran frecuenciacon queaparecenciertosresiduossino

tambiénqueexistenfuertespreferenciasposicionalesparaalgunosde ellos(Chou, 1978;

Wilmot,1988). A partir de estosresultadosse puedendeduciralgunascaracterísticas

importantesparala formaciónde los giros. Porejemplo,esfácil de racionalizarla gran

preferenciade los residuosdeprolinaporapareceren la segundaposicióndel giro porla

restricciónconformacionalque sucadenalateralcíclica impone en el enlacepeptídico

precedente.El estudiosistemáticode los puentesde hidrógenoen proteínasglobulares,

indica que las cadenaslateralesde aminoácidospolarespuedenformar puentesde

hidrógenoconel esqueletoy estacapacidadse puederelacionarcon ciertaspreferencias

posicionalesde los giros (Wilmot, 1988).

El posiblepapelde los giros en el inicio del plegamientode la proteínaesuna

cuestiónabierta.Por un lado seha consideradoque sonelementospasivosy que se

formancomoconsecuenciade interaccionesde largoalcance(Rose,1976). Porotro, se

hapostuladoque los giros tienenun papelactivo en elplegamientoaproximandozonas

distantesde la cadenay promoviendode estemodo interaccionesterciarias(Lewis,

1971).Estudiosde simulacióndel plegamientoindican quepequeñastendenciasa formar

giros u en las zonasquetienenestaestructuraen la proteínacompletasonesencialespara

suplegamientocorrecto,y además,sonlas primerasestructurassecundariaspersistentes

formadas(Skolnick, 1990). Porotro lado estudiosteóricossugierenque los giros en

dipéptidosen disolución acuosason intrínsecamenteinestables(Tobias, 1990). Es

necesario,pues,llevar acaboestudiosexperimentalesparaaclararestacuestión.

Lamayorpartedel trabajoexperimentalrealizadohastaahoraseha llevadoacabo

con péptidoscíclicos parareducirla flexibilidad de la moléculay llevar acaboun estudio

estructuraldetallado.Estosestudios hanproporcionadoinformaciónvaliosaacercade la

influenciade los aminoácidosen la geometríadel giro, sin embargo,no proporcionan

evidenciadesu importanciaen plegamiento,ya quela restricciónimpuestaporel ciclo

puededistorsionarlas tendenciasconformacionalesde lassecuencias(Smith, 1980).

Existen unos pocoscasosde péptidoslinealesde corta longitud que forman

estructurasde tipo giros p aisladosen disoluciónacuosa.El estudiomás completoha

sido realizadoporWright y col. con péptidosderivadosde un epitopoinmunogénicode

e la proteínahemaglutininadel virus de la gripe(Dyson, 1988). Cuarentay cincopentay

hexapéptidoslineales,todosellosconteniendoprolinaen la secuencia,fueronestudiados
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encontrándosediferentespoblacionesde giro 13 endisoluciónacuosa,hastaun 50%en la

secuenciaI-I-Tyr-Pro-Gly-Asp-Val-OH.con los cuatroprimerosresiduosformandoun

giro 13 de tipo II. En pentapéptidosde secuenciaH-Tyr-Pro-Xaa-Asp-Val-OHencontraron

que la poblacióndegiro ¡3 sepodíacorrelacionarcon la probabilidaddeestaren giro del

residuoXaaobtenidasdel análisisestadísticode proteínas.Estosresultadosindicanque

la formacióndel giro t~ estádeterminadapor la secuencialocal y, por tanto, que cabe

esperarqueesténpresentesen las primerasetapasdel plegamiento.Sin embargo,en la

proteínanativala secuenciano formaun giro 33 sino que estáen una hélicea. Estono

excluyeque los giros 13 seanimportantesparael plegamiento,ya que las estructuras

inicialespuedentransformarseen etapasposteriores,sin embargorestaapoyoa esta

importanteconclusión.Evidenciaexperimentalconcluyentede la formaciónde giros 13 en

otros péptidoslinealesde corta longitud (&15 residuos) enagua,ha sido obtenidaen

pocoscasosmás(Dyson, 1988; Reed,1988; Stroup, 1990;Mayo, 1991),en todosellos

la estructuraen la proteínanativaesdesconocida,y la gran mayoríaposeeprolinaen la

secuencia.

Objetivos.

El principalobjetivo de estatesishasidocomprobarsi los giros 33 puedentenerun

papelrelevanteen el plegamientode la cadenapolipeptldica.El mejorindicio de queello

esasíescomprobarsi las secuenciasqueestánen giros 33 en la proteínasoncapacesde

formarestructurassimilaresa la nativa cuandoestánaisladasen disoluciónacuosa.Este

planteamientoesunaconsecuencialógica de los resultadosobtenidoscon las secuencias

en hélice que han demostradosu capacidadpara actuarcomo centrosde inicio del

plegamiento.

Relacionadosconestacuestiónestánlos objetivosde explorarlos requerimientos

de secuenciaque contribuyena la estabilidaddel giro en los péptidosaisladosy la

capacidaddeestasestructurasparadirigir o estabilizarla formaciónde estructurasmás

complejascomolas horquillas33, formadaspordoshebrasde lámina13 conectadasporun

giro

Paraalcanzarestosobjetivossehan seleccionadofragmentosde proteínasque

forman giros¡3 en la estructuranativa,incluyendotambiénresiduoscontiguosqueforman

unalámina33. En algunosde ellossehanmodificadolas secuenciasnativascon el fin de

comprobarsuefectosobrela estabilidadde las estructurasdetectadas.Los resultadosde

esteestudiosedescribenen el capítulo3. En laelecciónde los fragmentossehahecho

uso,principalmente,de la informaciónestructuraldisponiblesobrela proteínanativa, en
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particularde suestabilidady de la regularidadde las estructurassecundarias.En algunas

de ellas se han incluido o excluido interaccionesde largo alcance,como puentes

disulfuro,de tal formaquesepuedaobtenerinformaciónacercade la importanciarelativa

de las interaccioneslocalesy las terciariasen la formaciónde la estructuranativa. En

concreto,los fragmentosseleccionadossonlos siguientes;

- fragmento12-26del “Tendaniistat”,queformaunahorquilla fi con un giro entre
los residuos17-20,y dela queseha excluidoel puentedisulfuroentrelas cisteinas11 y

27; estaestructuraestámuy biendefinidaen la estructuratridimensionaldeterminadapor

resonanciamagnéticanuclear(Kline, 1986)

- fragmento35-44del “Tendamistat”,conunaestructurasimilar a la del fragmento

12-26(Kline, 1986),

- fragmento2-19 del dominio de unión de la proteínaG a la región Fc de

inmunoglobulinaG, queformaunaestructurade horquilla ¡3 con un giro ¡3 de tipo 1 entre

los residuos9-12.Estedominio tieneuna granestabilidadtérmicaapesarde supequeño

tamaño(56 residuos),(Gronenborn,1991)

- fragmento63-74de ribonucleasaA de páncreasbovino,queformaun giro de

tipo 1 entrelos residuos65-68(González,1991),

- fragmento245-260 de termolisina,que forma un lazo de tipo ~2entre los

residuos248-255(Leszczynski,1986).

En el capítulo4 seexponenlos resultadosobtenidosen péptidoscon secuencias

diseñadaspara obtenergiros 33 suficientementeestablespara que sean capacesde

estabilizarestructurasde lámina ¡3 antiparalela.Parael diseñosehahechousode los

resultadosde estudiosestadísticosque correlacionansecuenciay estructura. Las

secuenciasdiseñadassonlas siguientes:

- Ac-LKLKLKGDSLKLKLKNH2, en la que los residuoscentralessehan

encontradoun gran númerode vecesen giros I~ de proteínas(Rooman,1988), y las

secuenciasalternantesde residuoshidrofílicos-hidrofóbicosfavorecen,en principio, la

formaciónde láminasí~ (Richardson,1987,Barbier, 1989),

- YQNPDGSQA, en la que los residuoscentralesdel fragmento 15-23 del

“Tendamistat”,dondeseforma el giro nativo, sehanreemplazadopor los aminoácidosde

máximaprobabilidadde ocuparcadauna de las cuatroposicionesde un giro ¡3 en

proteínas(Chou, 1978;Wilniot, 1988).
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Los péptidossehan estudiadoen disoluciónacuosapormediode espectroscopia

de dicroísmocircular y espectrometriade resonanciamagnéticanuclearde protón.

Prácticamentetodala informaciónde interésestructuralseha obtenidoa partir de los

resultadosobtenidosdel estudiopor RMN graciasa su gran poderde resoluciónque

permitedetectarconformacionesplegadaspoco pobladasy caracterizarlascondetallea

nivel de residuosconcretos.La informaciónacercade la proximidadespacialde los

protonesde la moléculaobtenidaapartirde experimentosde RMN bidimensionalde tipo

NOESY y ROESY ha sido la másdefinitivaparala caracterizaciónestructuralde los

péptidos,y se ha apoyadocon la cuantificaciónde los efectosnuclearesOverhauser

(NOEs)y otrosparámetrosespectrales,especialmentelos desplazamientosquímicosy los

coeficientesde temperaturade las señalesde los protonesamiday su variación en

presenciade urea.La utilidad del análisisconjuntode los espectrosNOESY y ROESYse

hapuestode manifiestoduranteel trabajodesarrolladoenestatesis.

Obviamentela hipótesisde partidade estetrabajoha sido quesi las secuenciasen

hélicede proteínasson intermediosdel procesode plegamiento,no habíauna razónclara

para excluir un comportamientosimilar en el caso de los giros 13. Los resultados

obtenidosen estatesispermitenconcluirquelasestructurasde tipo giro i~ presentesenlas

proteínas,semantienenaunquecon estabilidadmuyreducida,en las secuenciasaisladas,

y que la informaciónparasuplegamientoestáen la secuencialocal aunquelos residuos

máspróximos,contiguosal giro, sonimportantesparasu estabilidad.Sehacomprobado

además,quelos giros 33 soncapacesde dirigir la formaciónde estructurasmáscomplejas,

comolashorquillas 13, con lo cual esposibleproponerque estoselementosestructurales

tansimplestenganun papelactivo en el inicio del plegamientode la cadenapolipeptídica.



Capítulo 2.

Métodos y materiales.
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2.1. METODOS.

Técnicas de estudio conformacional de péptidos.

Existen variosmétodosque proporcionaninformaciónacercadela conformación

de péptidos.El másdefinitivoesla difracciónde rayosX, quesin embargotieneel grave

inconvenientedequelaconformacióndel péptidoestáen gran partedeterminadapor las

interaccionesintermolecularesen el cristal, y puedesermuydiferentede laconformación

preferenteen disolución.En cuantoa ladeteccióndeestructurasplegadasquepuedan

representarintermediosde plegamientode proteínas,la estructuraen disoluciónacuosa

debeserel objetode estudio.

El dicroísmocircular(CD) esmuysensiblea laconformacióny es la técnicamás

comúnmenteempleadaparapéptidosen disolución.Sin embargoel espectroDC en la

zonadel enlacepeptídicoestácompuestopor variasbandasanchasquesolapan,haciendo

muy difícil una interpretacióndetalladadel mismo,especialmentecuandoel estado

conformacionaldel péptido esheterogéneo.Además,diferentesestructuraspuedendar

espectrosmuy parecidos,las distorsionesestructuralesafectanal espectroy otros

cromóforoscomolos gruposaromáticosy los puentesdisulfurocontribuyenal espectro

en el ultravioletalejano (Woody,1985). El DC esmuy útil paradetectarconformaciones

en hélicea, que dan lugara un espectromuy característico,cuandola poblaciónno es

demasiadopequeña.En el casode los giros 13, no hay un únicoespectrode referencia

aunquesehanpropuestovarios(Rose,1985;Perczel,1991).

La espectroscopiade infrarrojo (IR) puedeserespecialmenteútil enladetecciónde

puentesde hidrógenopero tiene los mismosinconvenientesqueel DC. Además,estas

dos técnicasdan información acercade la estructuraglobal puestoque la anchuray

solapamientode las bandas no permiten diferenciar las correspondientesa los

aminoácidoso enlacesindividuales.

La espectrometríade resonanciamagnéticanuclear(RMN) es,con diferencia,la

técnicamásapropiadaparael estudioexperimentalde la conformaciónde péptidosen

disolución. La RMN proporcionainformación acercade los entornos químicos,

relacionesgeométricas,distanciasy dinámicade los núcleosindividuales,con lo que se

puedenestudiarlas propiedadesestructuralesanivel de residuo.La interpretaciónde los

datosde RMN enpéptidosdebehacerseconprecauciónpuestoqueesun métodomás

lento quelas espectroscopiasópticas,con unaescalade tiempos del ordendel segundo,

deaquíquela interconversiónde los conformerosqueno implican rotacionesdel enlace

peptídicoconduzcaa parámetrosespectralespromediados.
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En el trabajodeestatesissehan registradoespectrosde DC de la mayoríade los

péptidoscomocomplementoo comogulaparael análisisporRMN, pero han resultado

pocoútiles, en general,parasu caracterizaciónestructural.

Resonancia magnética nuclear.

El protónesel núcleoqueporporcionamayorsensibilidaddebidoasuabundancia

natural y a su constantegiromagnética.Esta propiedad,junto con su ubicuidaden

polipéptidos,haceque seala mejorsondaparasu estudioestructural.Todo el análisis

conformacionalpor RMN de los péptidosestudiadosen estatesis se ha realizadocon

espectrosdeprotón.

Parámetros espectralescon información estructural.

Hayvarios parámetrosespectralesquereflejantanto laestructuracovalentecomo

la conformaciónde la molécula.En el casodel estudioconformacionaldepéptidosen

disolución, los más importantes,y los que sehanmedidoen estatesis,sonlos siguientes:

- los desplazamientosquímicos (8) de las resonanciasdependendel entorno

químicode los núcleos,y por tantoson sensiblesa laconformaciónde la molécula.Sin

embargohayque tenerencuentaqueexisteun efectode secuenciaen los valoresde 5,

independientede la conformación,quepuedeenmascararel debidoa laestructuracuando

la poblaciónde éstaes muy pequeña.Como referenciaseutilizan los desplazamientos

químicosmedidosen tetrapéptidosdel tipoH-Gly-Gly-Xaa-Ala-OH,dondeXaaesuno

de los 20aminoácidosnaturales.Los desplazamientosquímicosdel residuocentral,Xaa,

proporcionanunaestimaciónde los valoresesperadosen ausenciade estructura(Bundi,

1979).Lasdiferenciasentrelos desplazmientosquímicosmedidosen la proteína y los

valores de referenciade los tetrapéptidoscuandose representanen función de la

secuencia,dan informaciónacercade la localizaciónde los elementosde estructura

secundariaen la cadenapolipeptídica(siendoAS negativoen hélicesy giros ¡3, y positivo

en láminas(Williamson, 19%).

- las constantes de acoplamiento (J) entre las resonancias dependen de la
geometríade los enlaces,enparticularla constante3~NWHQ se puederelacionarcon el

ángulo~del esqueleto(Karplus, 1959),sin embargoel promediadoconformalhaceque

susvaloresseandepocautilidad cuandola estructuraplegadaestápocopoblada.Aunque
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estasconstantessehan medidoparatodoslos péptidosestudiadosno hanservidocomo

fuentede informaciónestructural.

- los coeficientes de temperatura (a = A8/AT) de las resonanciasde los

protonesamidaseutilizan habitualmentrecomomedidade la accesibilidaddel protónal

disolvente.Una variación pequeñade la frecuenciade resonanciacon la temperatura

puedeser un indicio de que el NH está implicado en un puentede hidrógeno

intramolecular.La interpretaciónde estoscoeficientes,sin embargo,no es unívoca;

normalmenteno es posibleasignarcon seguridadque unaaccesibilidadreducidaal

disolventeprovienede un puentede hidrógenointramolecularAdemás,los cambiosde

temperaturapuedevariarla orientaciónde gruposmagnéticamenteanisótropicos,como

las cadenaslateralesde los residuosaromáticos, lo cual puede afectar a los

desplazamientosquímicos de los protonesamida y, por tanto, a sus coeficientesde

temperatura.Por otro lado, no existen valoresabsolutosde referenciapara estos

coeficientespordebajode los cualesla inaccesibilidadde los protonespuedaconsiderarse

inequívoca(Smith, 1980). Estos coeficientesse han medido para algunosde los

tetrapéptidosde secuenciaGOXA y seha encontradoun rangoentre-5.8y -9.lppb/K en

disoluciónacuosa(Jiménez,1986) quepuedeconsiderarsecomotípico depéptidoscon

conformacionesal azar. A pesarde estos inconvenientes,estosparámetrosse han

reveladomuy útiles en la prácticaparadetectare identificar formasplegadasen péptidos

lineales,especialmentede estructurasde tipo giro 33 (Dyson, 1988).

- el efecto Overbausernuclear (NOE), por el cual setransfiere magnetización

entrenúcleospróximosen el espacio,proporcionainformaciónacercade las distancias

entrelos protonesdel péptido.La simplepresenciade un NOE directoentredosprotones,

implica la existenciade una ciertapoblaciónde estructurasen las queéstosseencuentran

a menosde4.5k,distanciaporencimade lacual el NOE no esobservable(Anil Kumar,

1981).La granventajadel NOEesque, mientraslos restantesparámetrosespectralesse

promedianlinealmentesobrelas distintasconformacionesen equilibrio, sudependencia
conla distanciainterprotónica(r) esextremadamenteno lineal (INoEocl#) y destacalas

distanciascortashaciendoposible la deteccióne identificaciónde conformaciones

preferentespocopobladas.

Tipos de NOE y estructura secundaria.

La distanciaentreprotonesde] esqueletode la cadenapolipeptídicadepende

únicamentede los ángulos ~y tp (figura 2.la). Los tipos de NOE observadosentre

protonesde residuoscontiguosen la secuencia,tales como NOEs daÑ(i,i+1) y
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dNN(i,i+ 1) en la terminologíade Wuthrich y col. (1984),dan informaciónacercade~y ~p

y, por tanto, de la conformacióndel esqueleto.El diagramade energíapotencialde

Ramachandran(1966)de La figura 2. lb sepuedeusarparala interpretaciónde los NOEs

secuenciales.Existen dos mínimos profundosde energíaen las zonas 13 (cadena

extendida)y a~(hélicesdextrógiras).El mínimo denominado~L (héliceslevógiras)en la

figura, tieneuna energíarelativamentealta y se encuentramuy poco pobladosalvoen

casode péptidoscon glicina. d«~u4.1I ~&
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Figura 2.1. a)deflniciónde los ángulosdiedros » y op; b) Mapa de energíapotencialdel

dipépridoAla-Ala,Las lineas confínws indican los contornosde energíadibujadosa

intervalosde IKcal/mol, las líneasdiscontinuasmuestrau¡la dependenciade la distancia

dNMI, ¡+1), en A, con los ángulosdiedrosdelenlacepep¡ídico,~a la derechaserepresenta

la variaciónde la distanciad~#/i,i±1)con elángulo op.

Los patronesde NOE que se observanparacadauno de los dos principales

mínimos de energíasondiferentes.NOEs daN(i,i+l) intensosen ausenciade NOEs

dsJN(i,i+1) indicanque los ángulosdiedrosdel péptidoseencuentranen la región13 del

espacioconformacional~p. La presenciade NOEs dx¡NKi,i+l) intensosindicaque eJ

péptidoadoptaconformacionesen la regióna~.

En péptidoslinealesde corta longitud en disolución, los NOEs d~\(i,i+1) se

observansiempreentretodos los paresde residuos;si la sensibilidades suficiente,

tambiénse puedendetectartodos los NOEsd~gq(i,i+l) comoseha puestode manifiesto

muy recientemente(Blanco,manuscritoen preparación).La presenciasimultáneade

NOEs daN(i,i+l) intensosy NOEs dNN(i,i+1) débiles es una consecuenciadel

promediadoentrelas estructurasdel péptidoque, sin tenerpreferenciasconformacionales

marcadas,muestreatodo el espacioconformacionalaccesiblede acuerdocon las energías

y la distribuciónde estadosposibles.La región p, a pesarde tenerun mínimode energía

algosupenorai ue ¡a ícgxon ~R, se encuentramaspobladaqueéstaal sermás anchoel

pozode potencial.
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La presenciade conformacionesplegadaspreferentespuedeponersede manifiesto

comparandoentresí las intensidadesde los NOEssecuencialesdetectados.Comoseve

en la tabla1, la relaciónde intensidadesentrelos NOEssecuenciales,INN(i,i+1)/I«N(i,i+1),

esmuchomayorenuna hélicea que en una lámina 13, debidoa la diferenciaentrelas

distanciasNH-NH y Ha-NH secuenciales,que seamplifica en el NOE al dependersu

intensidadde la inversade la sextapotenciade la distanciainterprotónica.Estas

intensidadesson, sin embargo,difícilesde medircon precisión,especialmentelas delos

NOEsdNN(i,i-¡- 1) queson débilesen péptidoslinealescon conformacionesplegadaspoco

pobladas.En estoscasospuedesermásútil la relaciónentrelas intensidadesde los NOEs

daN(i,i+1), secuenciales,y dN0(i,i), intrarresiduo,que tambiénesmuy sensiblea la

conformación(tabla 1) y sepuedenmedircon mayorprecisión.

Tabla 2.1. Relacionesde intensidadde los NOEs entreprotonesdel esqueletoen
estructurasde lámina 13 y hélicea regulares. o *

Estructura NOE Distancia (A) Relaciones de intensidad

¡NN(i,1+í) ¡Na(14)

I«N(i4+1)

d«>fl,i+1) 2.2

Lamirna ~ d~gi,i+1) 4.3

dNa(i,i) 2.8

0.02 0.24

d«IÑ(i,i+1) 3.5

Hélicea dNN(i,i+1) 2.8

dNa(i,i) 2.7

3.81 4.74

Wúthrich, (1984)

Los valoresdadosen la tabla 2.1 estáncalculadosen dos puntosconcretosdel

espacio~,ip, los correspondientesa las estucturasregularesde tipo hélice a y láminap.
Sonpor tantovaloresdereferenciaextremos.La medidade la relaciónINN(i4--1)/IaN(u+1)

en un péptidosin preferenciasconformacionalesnuncaserá de 0.02, pero estarámás

cercade estevalorque de 3.81 y seaproximarámása3.81 cuantomáspobladaestéuna

conformaciónen la zona<iR.

La informaciónobtenidaa partir de las intensidadesde los NOEssecuenciales,

puedeserla únicaaccesiblesi hayproblemasde sensibilidaden los esperimentos,y

puederesultarmuy útil complementadacon otrosparámetros,comolos coeficientesde

temperatura,paradetectarformasplegadas.Sin embargo,la identificacióndel tipo de

estructuraadoptadapreferentementeporel péptido,sóloesposiblecon la observaciónde
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NOEs específicosde estasestructurasentreprotonesde residuosno contiguosen la

secuencia.Así, la geometríade las hélicesa, con 3.6 residuospor vuelta,da lugara

NOES del tipo (i,i+3) e (i,i+4), mientras que los NOEs dc0>, d~, y d«<i del tipo (i,j) son

característicosde láminas33 (siendoi yj residuosde cadaunade las hebrasde la lámina).

Criterios de detecciónde giros 31.

Los giros 33 están formadospor cuatroresiduoscontiguosen la secuenciay

quedandefinidospor los ángulosdiedros<n’ ‘1>2 y ~, ‘1>3• Los dos tipos de giros 33 más

abundantesen proteínas(tipo 1 y tipo II) estándibujadosen la figura 2.2, dondeestán

marcadaslas distanciasmásútiles parasu identificación.El residuo3 de un giro 13 de tipo

II tiene los ángulosdiedrosen la región aL y por ello la mayoríade estosgiros tienen

glicinaen la posición3. Salvolos giros detipo VI, que incluyenun residuode prolina

cis enla posición3, los otrostipos descritosen la bibliografíasepuedenconsiderarcomo

distorsionesmáso menosacusadasde estos.

Tipo 1

0,~—6O

02 = - 90

4>3= 0~

Ti PO rl
02 o—Br

¡ iii., nr..

02= 90
¡4>3= 0,

Los criteriosquepermitenla identificaciónde un giro 33 sonlos siguientes:

- NOEsd~(i,i+1) entrelos residuos2-3 y 3-4paragiros de tipo 1 y 2-3paralos

detipo II,

- NOE d<ij«i,i÷2)entrelos residuos24,

- accesibilidadreducidaal disolventedel protónNR del residuo4 (coeficientede

temperaturapequeño.en valor absoluto)

Figura 2.2. Los dos tipos de giros másabundantesen proteínas.
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- constantesde acoplamiento3JNH.JZIQ apropiadas,

- espectrodeDC o IR característico.

Por las razonescomentadasmás arriba, los criterios más definitivos son los

proporcionadospor los NOEs d~(i,i+1) y d<iN(i,i+2), que puedencomplementarsecon

los restantes,de los cualeslos coeficientesde temperaturason los más útiles en la

práctica,cuandolas poblacionessonbajas.

Los NOEs dNN(i,i±1)no sonespecíficosde giros 13, y tambiénaparecenen

hélicesa. Los NOEs d<i~.j(i,i+2), acompañadosde NOEs d
0N(i,i+3) más intensosaún

quelos (i,i+2), puedenaparecerenhélices
3io• Es díficil, perono imposible,diferenciar

estosdosestadosconformacionales,una vueltade hélice 3io ó un giro 13, (de hechoson

conformacionalmentemuy parecidos),especialmenteen peptidosflexiblesquepresentan

poblacionesbajasdeestructuras.En proteínascon estructuraúnica,el patróndeNOEs

permitediferenciarperfectamenteentrelos trestipos de estructurasecundaria(hélicea,

hélice~ y giro j3). Es comunmenteaceptadoquela presenciasólode NOEsd~w(i,i+2)

sin estaracompañadospor NOEs d<iN(i,i±3)y daN(i,i+4), apoya fuertementela

existenciade un giro ¡3 en un peptido. Si existealgunprotón amidacon coeficientede

temperaturabajo, protegidodel disolvente,la evidenciaesaúnmáspoderosa.

La diferenciaciónde giros 13 detipo 1 y de tipo II tampocoesposiblecuandoesta

conformaciónestámuy poco poblada.Incluso en pentapéptidoscíclicosseha podido

demostrarque existeun equilibrio rápidoentreestructurasde giro 33 tipo 1 y tipo II

(Stradley,J 990).

Comoya sehacomentadola potenciade la RMN comométodode determinación

estructuraldepéptidosy proteínassedebea la posibilidadde obtenerinformacióna nivel

de residuo. Paraestoes imprescindiblela asignaciónespecíficade las frecuenciasde

resonancia(señalesdel espectrode RMN) acadaprotóndel péptido.

Asignación del espectro.

Es convenientecomenzarel análisisde un péptidocon el registrode un espectro

monodimensionaldel mismo. Deestaformasepuedeexaminarel estadodela muestraen

lo que serefierea la presenciade impurezas,relaciónseñalruido, agregacióne incluso

informaciónpreliminaracercade su estadoconformacional.La dispersiónen frecuencia

de las señalesde resonanciay el ensanchamientoselectivode algunasseñalescon

respectoa lo habitualen péptidosflexibles sonlos primerosindicios de laexistenciade

formasplegadasqueafectanal entornoquímicode los protonesy reducenla movilidadde

la molécula.Algunas señalesse puedenasignardirectamentea partir del espectro
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monodimensionalporsuintensidad,desplazamientoquímicoy patronesde acoplamiento

escalar.

A medidaqueaumentala complejidadde lamolécula(el númerode aminoácidos

en el casode péptidos)se hacemás imprescindible el uso de los experimentos

bidimensionalespara la asignacióncompletadel espectro.Las técnicasde RMN

bidimensionalfuerondesarrolladasporErnsty col. en ladécadade los 70 (Aue, 1976).

Todasellassebasanen el mismoprincipio, la introducciónde un tiempode evolución(t1)

antesdel tiempode adquisición(t2) duranteel queseregistrala respuestade los núcleos

al pulsode radiofrecuenciade medida.En unaseriede N experimentos,el tiempoti seva

incrementandodemodoquecadaregistroesdistinto del anteriordebidoala evoluciónde

los espinesnuclearesduranteti Los datostienenla formade unamatrizque,despuesde

una transformadade Fourier respectoa t1 y otra respectoa t2, produceun espectro

bidimensional.En éste la diagonales un análogodel espectromonodimensionaly la

apariciónde señalesfuerade la diagonal identifican los espinesentrelos que sehan

producidotransferenciasde magnetizaciónduranteel tiempodemezcla(tm) previoa t2. El

esquemageneralde un experimentobidimensionalse representaen la figura 2.3.

Evoluciór Detección

Lt~ 1 t1~L~ 1

Figura 2.3. Esquemageneríde un experimentobidimensional.

Lo que diferenciaa unosexperimentosde otroses el pocesode mezclaque se

llevaa cabopormediodediferentessecuenciasde pulsos.Existenactualmentemuchos

experimentosbidimensionales.Los quesehanutilizadoparael estudioconformacionalde

péptidosenestatesissonlos siguientes:

- COSY (COrelatedSpectroscopY).Fué el primer experimentobidimensional

propuesto(Aue, 1976). Es el más simple de todos, y consisteen dos pulsos de

radiofrecuencia(figura 2.4). Las señalesde correlaciónde un espectroCOSY conectan

espinesacopladosescalarmente.Deestaformasepuedenidentificar las señalesNH-H«,

etc. de un mismoresiduo(ya queel acoplamientoentreprotonesseinterrumpeen

el grupocarbonilodel enlacepeptídico).
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Figura 2.4. Esquemade pulsosdel experimentoCOSY.

- TOCSY (TOtal Correlated SpectroscopY,Braunschweiler, 1983). Se trata de

unamodificacióndel experimentoCOSY en la que el segundopulsosesustituyeporun

tren de pulsos.La magnetizaciónfluye alo largode todala red deacoplamientosy se

obtieneun espectrocon señalesque correlacionanlas frecuenciasde los espinesque

pertenecena unamismared de acoplamientos,con lo que la identificaciónde todoslos

protonespertenecientesa un mismo residuode aminoácidoesmás inmediataqueen el

COSY.

- NOESY (Nuclear OverhauserEffect SpectroscopY,Macura, 1980). La

secuenciade pulsosde esteexperimentose representaen la figura 5 y consisteen tres

pulsos de 900 (ángulo de nutación producidopor el pulso en la magnetización

macroscópicadel sistema)comose veen la figura 2.5.

(>Ú2) (2Ú2)

ti~ Fi
Figura 2.5. Esquemadepulsosdel experimentoNOESY.

En el espectroNOESYlas señalesfueradela diagonalcorrelacionanprotonesque

estánproximosenel espacio(=4.5k). Deesteexperimentoseextraeinformaciónacerca

de las distanciasinterprotónicasqueseempleatantoparala asignaciónde lasresonancias

comoparael análisisconformacionaldel péptido.

- ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY,Bothner-By, 1984;

Bax, 1985).Esteexperimentoproporcionaunainformaciónsimilara la del NOESYpero

tieneciertaspeculiaridadesquesecomentaránmásabajo.Duranteel tiempode mezclase

aplicaala muestraun pulsolargode radiofrecuenciade menorintensidadque el pulsode

preparación.La secuenciade pulsossepuedever en la figura2.6.
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(n92)

H 1

Figura 2.6. Esquemade pulsosdel experimentoNOESY.

Wúthrich y col. han desarrolladoun método estándarpara la asignación

sistemática de los espectrosde RMN de proteínas(Wtithrich, 1982). El primer paso

consisteen la identificaciónde los sistemasde espíncorrespondientesa cadatipo de

aminoácido.Estaidentificcaciónsebasaen los acoplamientosescalaresdetectadosen los

experimentosCOSY y TOCSY. Enestepuntono seráposibledistinguir todavíaresiduos

con el mismo sitemade espines(aspárticoy asparagina,por ejemplo) ni residuos

repetidosen la secuencia.

Estas ambiguedadesse resuelvenen el segundopasoque haceuso de la

información de las distanciasentreprotonesobtenidaen el experimentoNOESY. La

información de interés para la asignaciónproviene de los NOEs entreprotonesde

residuoscontiguosen la secuencia.Se ha observadoque, independientementede la

estructurade la cadenapolipeptídica,siempreexisteal menosunadistanciasecuencial

menor de 3k que da lugar a un NOE intenso(Billeter, 1982). A partir de estas

correlacioneses posibleestablecerel ordensecuencialde los sistemasde espín(figura

2.7).

13

CH’

I
—N

ti

k H

33.
o CH

1 O
i+1II ¡ II II

C N—C,
NOE i+1~ — NOE ¡+1 i+1Ii” ‘‘iI’a

H H

NOEcoN NOFaN

NOESN NOE SN

Figura 2.7. NOEssecuenciales(flechas)y correlacionesa travésdel acoplamiento

escalar(líneasde trazos)entreprotonesde un segmentode cadenapolipeptídica.
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Experimentos NOESY y ROESY.

El acoplamientodipolarentreprotonescercanosen el espacioesuna interacción

queafectaa los procesosde relajaciónde estosnúcleospreviamenteexcitadospor los

pulsosderadiofrecuencia.Deestaforma,las poblacionesdesusnivelesenergéticosde se

ven modificadasporestainteracciónproduciéndoseunavariaciónen la intensidadde la

señaldetectada(NOE). La eficienciade estarelajacióncruzadadepende,no sólo de la

distanciaentrenúcleos,sinotambiénde la movilidadde la molécula.Estoesdebidoaque

la relajaciónesun procesode emisión estimuladaporcamposlocalesvirtualescreados

por la reorientaciónespacialde los espinesde la molécula.Una menormovilidad se

traduceen unarelajaciónmás efectiva(másrápida)y semanifiestaen unamayoranchura

de la señalde RMN.

Pararelacionarla movilidadmolecularcon la relajaciónresultamuyútil el manejo

de un parámetrollamadotiempo de correlaciónmolecular,-re. Esteparámetroesuna

constantede tiempoqueestáinversamenterelacionadacon la rapidezconque sepierde

unaorientaciónmoleculardada.

En la figura 2.8aestárepresentadala variaciónde la intensidaddel NOE con el

producto «nc. siendo la fecuenciade resonanciadel protón, que depende

fundamentalmentede la intensidaddel campomagnéticoenel queseencuentra.Para una

frecuenciafija sepuedevercomoal aumentarel tiempode correlación(disminuciónde la

movilidad molecular)el NOE pasade serpositivo a negativoy sehacecerocuando

ungí. 12 (Neuhaus,1989).El NOEalcanzasu máximaintensidad(en valorabsoluto)en

el régimende NOEsnegativos(esel casode moléculasmuy grandescomolas proteínas)

y puedellegar a serdel 100%. Lasmoléculasde pequeñotamañodan lugar a NOEs

positivosdebidoa su mayormovilidady, en el peordelos casos,el NOE puedeestartan

próximoa ceroqueno seadetectable.En estoscasossepuedeaumentarla intensidadde

los NOEs trabajandocon imanesde campomásintensoo reduciendolamovilidad de la

molécula,lo que se consigueal incrementarla viscosidaddel medio y al disminuir la

temperatura.

Como ejemplocomentaremosuno de los resultadosobtenidosen estatesis.

Trabajandoa unafrecuenciade 600MHz (H=l4Teslas),los NOEs de una disolución

SmM de un péptidode 10 aminoácidosen aguaa 250 erannegativos,positivoso cero

(indistinguiblesde ruido) dependiendode la localizaciónde los protonesen lacadena,
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reflejo de la distintamovilidaden diferentespartesdel péptido.Al bajarla temperaturaa
50 todos los NOESresultaronnegativos.

a b

Figura 2.8. Dependenciade la intensidaddel NOE con el productode la ftcuenciade

resonanciay el tiempode correlaciónmolecular,a) NOESY;b)

Aunque los procesosde relajación son los mismos en el NOESY que en el

ROESY, la intensidaddel NOE en el ROESY tiene una dependenciadistinta con la

movilidad moleculardebidoal pulso de radiofrecuenciaque actúasobrelos espines

duranteel tiempode mezcla.En la figura 2.8bsepuedever la análogaa la figura 2.8a

parael ROESY . El NOE espositivo paracualquiervalorde oxr~ aunquela intensidad

máxima es de un 67.5% (Bothner-By, 1984). Esteexperimentoesel másadecuado

cuandolas condicionesdel experimentosontalesquelos NOEssonpróximosaceroen el

NOESY.Paramoléculasgrandesel NOESY proporcionaunamayorsensibilidadpor lo

queesel comúnmenteempleadoen el estudiode proteínas.

La sensibilidadde los experimentosNOESYy ROESY en péptidosdepequeño

tamaño,comolos que son objeto de estudioen estatesis,essimilar. Sin embargo,la

informaciónqueseobtieneen ambosescomplementaria.Estoesdebidoa queenambos

experimentospuedenaparecercorrelacionesentreprotonesque no sondebidasa una

cortadistanciaentreellos. Estosartefactosno son todosigualesen los dosespectrosy

graciasaello es posiblesu identificación.

Uno de los artefactosmásperjudicialesesel que surgecomoconsecuenciadel

fenómenode la difusión de espín.Esteconsisteen la transferenciade magnetización

indirectaentredosespinesqueestánlejos uno de otroa travésde un terceropróximo a

-0<

-o-..

->-0•

1 2 -3 1 2
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ambos.En la figura 2.9 serepresentaestasituación.La interaccióndipolardirectaentre

los espines1 y 3 puedesermuy débil, o inexistenteen la práctica,si la distanciaentre

ellos es menor de 4.5k, pero el camino de relajacióncruzada 1-2-3 puede ser

suficientementeefectivoparadar lugara un NOE indirectoentreestosdosespinessi las

distancias1-2y 2-3 soncortasy la magnetizacióntransferidaesgrande.

Figura2.9-Rutasde relajación cruzadadirecta<flechascontinuas)e indirecta (flecha

discontinua)en un sitemade tres espines.

La difusióndeespínaumentaen importanciacuantomás intensossonlos NOEs

directos,por lo que debetenerseen cuentacuandose trabajacon moléculasgrandesy

espectrómetrosde alto campo.En el casode proteínasy ácidosnucleicos,la difusión de

espínpuedeinfluir grandementeen las intensidadesde los NOES, perono afectaa la

estructuraglobal determinadaa partir de ellos. Normalmentese registranespectros

NOESYcon tiemposde mezclacortosparaminimizarsu contribución.

La presenciade difusión de espínen moléculasmáspequeñascomo los péptidos

decorta longitud, seconsideranormalmentedespreciabledebidoa que los NOES son

muchomenosintensosque en las proteínas.Sin embargolos erroresa que puededar

lugaren la interpretaciónde los resultados,de estarpresente,sonmuchomásgravesya

quelos NOESmás importantesparala identificaciónde conformacionesplegadas(los no

secuenciales)sonmuy débilesy puedenconfundirsecon NOEsindirectos.La posibilidad

de realizaruna interpretaciónerróneaesaún mayoren el casode los giros 13 ya quesu

identificaciónse basafundamentalmenteen la presenciade NOESdel tipod<i«i,i+2) que

son especialmentesusceptiblesde surgira tra~’ésde caminosindirectosdel tipo Ha<i)-

NH(i+l)-NH(i+2) o Ha(i)-H13(i)-NH(i+2) entreotros.

Paramoléculasqueseencuentranen el régimende NOEsnegativosen el NOESY

(oxr~>l.l2) la difusión deespínsemanifiestade formadiferenteen los espectrosNOESY

y ROESY.Mientrasquetanto el NOEdirectocomoel indirectosondel mismosignoen el

NOESY (y, por tanto, sesuman),en el ROESY el NOE indirectoesde signo diferente

porlo quesu identificaciónesinmediata.Ademásla difusiónde espínesmuchomenoren

el ROESY (Neuhaus,1989) por lo que la presenciade un NOE en el NOESY que no

apareceen el ROESY esun indicio de queel NOE es indirecto.
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Existen varias formasde comprobarla autenticidaddel NOE, sin embargo,

durantelos trabajosrealizadosen estatesis, seha podido comprobarque el empleo

conjuntode los experimentosNOESY y ROESY esel modomássencilloy efectivode no

caer en error de evitar errores en la interpretación de un NOE indirecto comouna distancia
cortaentre dos protones.Principalmentepor estarazón, se han registradoambos

espectrosentodos los péptidosestudiadosen estatesis.

La complementariedadde la informaciónsuministradaporel NOESYy el ROESY

sepuedeapreciarclaramenteen los resultadosqueserecogenenla figura 2. lOa. En ella

serepresentael crecimientode la intensidadde algunosde los NOESobservadosen los

espectrosdel fragmento15-23del tendamistat,cuyo análisisestructuralsedetallamás
adelante,con el tiempode mezcla.Seobservaque los NOEssecuencialesd<i~«15-16)y

d<iN(19-20) sonmásintensosen el ROESYqueen el NOESY,consecuenciade lamayor

eficienciade la relajacióncruzadaen el ROESY paraestamolécula.Estagananciaen

intensidadesmayoren el primerode ellos al serel extremodel péptidomásmóvil queel

centro.Por el contrario, el NOE dNN(18-19) esmenosde la mitad de intensoen el

ROESY que en el NOESY a tiempos largos. Esto, junto con la forma sigmoidal de la
curvaen el NOESY, indicaqueesteNOE tieneunacontribuciónimportantededifusión

de espin. qú(JgO

oOO

~ ~8o(3&

o
00

Figura 2.10. a) Curvas de crecimientode algunosNOEsdel fragmento 15-23 del

tendanzistaten los experimentosNOESYy ROESY;b) NOESYde tm=400ms.

o
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El NOEno secuenciald<~(19-2l),claveparaidentificarla estructurade tipo giro

13 enestepéptido(ver másadelante)esla mitadde intensoenel ROESY queen el NOESY

y correspondeal NOEdirectoentreestosdosprotones.

En el NOESY de tm=400msla difusión de espín resultaya muy importante(figura
2.lOb). En élaparecenmúltiplesNOEs d,,>j del tipo (i,i+2), (i,i+3), (i,i-1) y d~Ñ(i,i+2)

quepodríaninterpretarseerróneamentecomosíntomasde la formaciónde unaestructura

dehélicea.

Aunquelas curvasde la figura 2. 10 no han alcanzadotodavíasu máximo, las

intensidadesde los NOEsestányacercade él en el NOESYde 400msy en el ROESYde

200ms.La ventajade usartiemposde mezclalargos(ademásde observarNOEsmás

intensos)esquedisminuyela intensidaddel pico diagonal.Estoreduceotrosartefactos

no debidos al experimento(diagonalesmúltipes y colas bifurcadasoriginadospor

inestabilidadesen el tiempodel campomagnéticoy de laelectrónicadel espectrómetro)

quedistorsionanlas regionespróximasa la diagonaly dificultan el análisisdel espectro.

Estono esposiblehacerloen el NOESY por el aumentode la contribuciónde la difusión

de espínperosi en el ROESY.

El experimentoROESY no está exento de artefactos.En realidad es un

experimentomuy parecidoal TOCSY y sediferenciafundamentalmenteen la potenciade

la radiofrecuenciaaplicadaduranteel tiempode mezcla.Se puedenobservarpicos de

correlaciónentreprotonesacopladosescalarmente,como en el TOCSY, que sonde

diferentesigno que los NOEs, por lo que es fácil identificarlos. Aunquelos NOEs

utilizadosparala identificaciónde las formasplegadasseproducenentreprotonesqueno

estánacopladosescalarmente,conviene minimizarlas señalesde tipo TOCSY utilizando

una radiofrecuenciade bajapotencia (Farmer, 1987). En estatesis se registraron

espectrosROESY utilizandodiferentespotenciasy sehabuscadoun compromisoentrela

reducciónde picosde correlaciónescalary laobservaciónde los NOEsde interés(cuya

intensidadtambiéndisminuyeal disminuirla potencia).

Cálculo de estructuras.

La informaciónobtenidaa partir de los experimentosNOESY y ROESY seha

interpretadode acuerdocon las ideasexpuestasmásarriba paraproponerel tipo de

conformaciónpreferenteadoptadaporel péptidoen su caso.El cálculode unaestructura

tridimensional no tiene mucho sentidoen el casode péptidoscon gran flexibilidad

conformacionalcomoes el casode los estudiadosen estatesis (Dyson, 1988). Sin
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embargopuedeutilizarsecuandosetieneun conjuntonumerosode NOES consistentes

conunaestructuracon la precauciónde no interpretaréstacomola únicaconformación

existenteen el péptido en disolución.Normalmente,éstecálculoañadirápocomása la

informaciónque seobtienede un examencualitativo del patrónde NOEs, pero puede

resultarmuy útil comoconfirmaciónde la consistenciade los NOEs no secuenciales

observadosconuna sóla conformaciónpreferente(aunqueestéen equilibrio con otras

muchasno plegadas>.Estetipo de análisis seha podidollevar a cabocon dos de los

péptidosestudiadosenestatesis en los cualesseobservóun conjuntoconsiderablede

NOEsdeestetipo.

Geometría de distancias.

Los primerosmétodosque sedesarrollaronpara convertir la informaciónde

restriccionesde distanciasobtenida de los espectrosde RMN en estructuras

tridimensionales,fueron métodosbasadosen la matrizmétrica(Havel, 1983). Estos

métodosseapoyanen la relaciónexistenteentreun conjuntode 3N coordenadasen el

espacioreal y unamatrizmétricaU, de dimensiónNxN, cuyoselementosestándefinidos

como:

. ..

[2.1]

Estamatrizestádirectamenterelacionadacon la matriz de distanciasentrelos

átomosmediantelas expresiones:

>4 >4

[2.2]2N
j j.k

G ~=}}G11+G»-D~) [2.3]

Conocidalamatrizde distancias,y por tanto, la matrizU, lascoordenadaspueden

recuperarsemediante la diagonalización de la matriz métrica.

El método,tal y comoaquí sehaexpuesto,permiteobtenercoordenadasapartir

de una matriz de distancias ideal, donde todos los términos son conocidosexactamente.
Desgraciadamente,ésteno es nuestrocaso.La informaciónobtenidaa partir de los

espectrosdeRMN correspondesólamentea distanciasentreprotonesmenoresde 4.5 k
y, además,dichasdistanciassonaproximadas.Debido aestaincertidumbre,seemplean

dos matrices,unaconcotassuperioresde distanciasy otracon cotasinferiores.La matriz
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final tiene sus términoselegidosal azarentreestasdos cotas.La matriz dedistancias

puedecompletasecon informaciónprocedentedela estructuracovalentedela molécula

pero aún asínunca obtendremoslas N(N-1)12 distanciasposibles.

Las cotasde la matriz de distanciasdebencumplir una seriede desigualdades,

graciasa las cualespodemosrestringirfuertementeel rangode valoresde lasdistancias

desconocidas.Al procesoiterativoporel cual se aplicanlas desigualdadestriangularesa

las restriccionessuperiorese inferiores,sele denominasuavizamientode la matriz.

El procesode “suavizamiento”esesencialparaquela matrizmétricacorresponda

a un conjuntode N vectoresen el espaciotridimensional.Estehechono estágarantizado

paraunamatrizdedistanciasaproximaday puedenobtenerseestructurasaberrantes;el

éxito de estoscálculosdependeesencialmentede la cantidadde informaciónexperimental

disponible.

Dinámica Molecular.

El métodode DinámicaMolecularconsisteen integrarnuméricamentelas

ecuacionesde Newtonde un sistemade partículas:

2’-’
d r~ r7¡

r~) [2.4]
dt2

dondelas posicionesinicialesprovienende unaestructurade partidaqueserála estructura

obtenidamediantela geometríade distancias.Las velocidadesse toman de una

distribuciónde Maxwell-BoltzmanatemperaturaT ala queserealizala simulación.

El potencialutilizado en el casode simulacionesde biopolimeroses bastante

complejoe incluye términosdependientesno sólo de las posicionesrelativasdeparesde

átomossino de posicionesrelativasde tresy hastacuatroátomos.

Actualmenteseutilizan diferentespotencialesque difierenentresíesencialmente

en la paranietrización.En general,cuentancon un término de enlaceque sueleser

armónico:

2

Vb= ¿ k0b-b
0) [2.5]

dondeb es la longitud de enlace,b0 la longitud de enlaceen el equilibrio y Kb una

constante.Kb y b0 dependendel tipo de átomosinvolucradosen el enlace.
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Un segundotérminoesel que mantienelos ángulosde enlacecercadel valor de

equilibrio. Esde la forma:

2
V0=~k8(6-60) [2.6]

donde O esel ángulode enlacey So el valor de ánguloen el equilibrio. TantoSo como

K0 dependendel tipo de los tres átomosque forman el ángulode enlace.La sumase

extiendea todos los tríos de átomosque forman un ángulode enlacea lo largo de la

molécula.

Otro términointroducido esel términode torsión,quedependede las posiciones

de los cuatroátomosque definenel ángulodiedro. Este término es necesariopara

reproduciradecuadamentelas barrerasde potencialobservadasen las rotacionessobre

en]acessimples.Sueleserde lasiguienteforma:

>1 k~[1 + cos(n4- ó)] [2.7]

donde@ esel ángulodiedrode la torsión,n esla multiplicidad de la barreray b, la fase.

La multiplicidaddependedel tipo deátomosque forman el enlacecentral,puedeser2,

comoen el enlacepeptidicoo 3, comoen lascadenashidrocarbonadas.

Un términosimilarse introduceparaasegurarla planaridadde los enlacesdobleso

la correctaquiralidadde centrosasimétricos.En estecaso,se defineunafalsatorsión,

llamadaimpropia,entre los átomosenlazadosa aquélcuyaplanaridado quiralidad se

quieremantener,

Ademásde éstos,se incluyen términospara representarinteraccionesde no-

enlace.Porun lado se incluye un términode tipo Lennard-Jones,que incluyea suvez
dostérminos:uno atractivo,de relativamentelargoalcance( oc it

6) que dacuentade la

interaccióndipolardebidaa pequeñasfluctuacionesde cargay otrorepulsivo,de menor
alcance,( oc it12), que reproduceel efectode la repulsiónnucleary del principio de

exclusiónde Pauli. La otra contribucióna las interaccionesde no enlaceprovienede

cargasparcialesefectivasen los átomos.El términode interacciónde no-enlacetomala

forma:

Z 44(2J)~ (H)6] q
1q~ [2.8]
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Dondela sumadeberíaextendersea todoslos paresde átomosno enlazadoso distantes

másdedosenlacesentresí. En la práctica,estonosdarlaun enormenúmerodeparesy

se eliminan aquelloscuyadistanciaentreátomoses mayorqueuna ciertacantidad.En

aplicacionesa biopolimeroseshabitualconsiderarsólamenteinteraccionesentreátomos

distantesmenosde 10k. El efectode truncamientopuedeminimizarseusandofunciones

quesuavizenel potencialenla zonade corte.

Los parámetrosque intervienenen estasexpresioneshansido obtenidoso bien,

mediantecálculosmecanocuánticosen pequeñasmoléculasmodelo, o bien,ajustadosa

datosexperimentalesprocedentesde diferentesfuentes.

La DinámicaMolecularaplicadaa proteínasseintrodujo inicialmenteparael

estudioteóricode propiedadesdinámicasde estasmoléculasperotieneunagranutilidad

paraobtenerestructurasa partir de datosde RMN. El punto clave de estaaplicación

consisteen introducir un término nuevoen el potencial, sin sentido,físico pero que

representala información experimentalobtenida.Este término es, típicamente,de la

forma:

4o~—1 ~kí~d.•-dj)

‘ NOE\ O sid¡~cd’j j~

Con él se penalizanlas violacionesde las restriccionesde distanciasobservadas

experimentalmentey mantienelos átomosi,j a una distanciade dQj conocida.A la

Dinámica Molecular con la inclusión de estetérmino seacostumbraa denominarla

DinámicaMolecularRestringida(RMD).

La ventajade la RMD sobreotrosmétodosresideen la capacidadde laDinámica

Molecular para saltarbarrerasde potencialy superarasí, en parte,el problemade

mínimoslocales.La RMD sesueleaplicaren combinaciónconREM (Minimización de

EnergíaRestringida),queconsisteen minimizarla estructurasometidaal mismopotencial

queactuódurantela dinámica.El objetivo de laRPMdespuésde un cálculode RMD o de

geometríade distancias,eseliminarla energíacinéticaintroducidaen el sistemay obtener

unaestructuradeenergíamínima.
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2.2. MATERIALES.

Obtención de los péptidos.

Todos los péptidosestudiadosfueron suministradosporNeosystem(Strasbourg,

France), con una pureza>95% estimadaa partir del cromatogramade HPLC

(cromatografíalíquida de alta eficacia, en sussiglas en la traduccióninglesa) de fase

inversa.La identidadde los péptidossecomprobócon los espectrosde RMN.

En los casosen quefué necesariaunamayorpurificación,serealizópor mediode

HPLC en fase inversaen un cromatógrafoKnauer, usandogradientesde mezclas

acetonitrilo(Scharlau)Iagua(milli-Q) con un 0.02%de ácidotrifluoroacético(Merck).

Dicroísmo Circular.

La concentraciónde las muestrassemidió porla absorciónen el ultravioleta(Gilí,

1989) de los aminoácidosaromáticosen cubetasde 1cm de pasoóptico con un

espectrofotómetroShirnadzuUV 2100. El ajustedel pH se realizócon la adición de

pequeñascantidadesde solucionesconcentradasde NaOH(Scharlau)y HCI (Prolabo).El

pH semidió con un electrodo de combinaciónIngoid<Wilmadco.) de 3mmde diámetro.

Los espectrosse registraronen dos dicrógrafos, ambos con cámara

termostatizada:

-dicrógrafoRoussel-JouanCDJ8Scon registroanalógicodela señal;serealizóun

calibradoprevio con ácido(+)canforsulfónicoy se emplearoncélulasde lmm depaso

óptico(CentrodeInvestigacionesBilógicasdel CSIC).

- dicrógrafoJobin-IbonCD6 con registrocomputerizadoconel queseemplearon

célulasde 0.OSmmde pasoóptico (Instituto Pasteur,Paris).

Resonancia magnética nuclear.

Las muestrasseprepararondisolviendoel péptidoen un 90% de H20 milli-Q

hervida y 10% de D20 (Cambridge isotopes). La concentraciónse estimó por

pesada.Cuandofué necesariolas muestrasse pasarona travésde filtros de 45ttm de

tamañode poro(Millipore).
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El ajustedel pH serealizócomo en las muestrasparael DC y el pHsemidió en el interior

del tubode RMN, de Smm de diámetro(NoreIl).

Los espectrosde RMN semidieronen dosespectrómetros:

- espectrómetroJiruker WM-360operandoa unafrecuenciade 360MHzparael

protón

- espectrómetroBruker AMX-600 con una intensidadde campode l4Teslas

(600MHz), controladopor un computadorAspectX32, quetambiénseutilizó parael

procesadodelos espectroscon el programaUXNMR deBruker. Todoslos espectrosque

semuestranen estatesissehanobtenidoconesteespectrómetro,instaladoen el Instituto

de Estructurade la Materia,CSIC.

En ambosespectrómetrosseacoplóunaunidadHaakede enfriamientodel aire

utilizado paratermostatizarla muestrade un modo eficientedurantelas 8-20horasde

duraciónde los experimentosbidimensionales.

Los espectrosbidimensionalesse adquirieronenel modosensiblea la fasesegún

el métodoTPPI (Marion, 1983).Los tamañosde la matrizdedatosfueronde 1Kx512en

fi y f2 respectivamentey serellenaronde cerosantesde la transformadade Fourierhasta

un tamañofinal de 2Kx2K. Las funcionesde apodizaciónutilizadasfueron del tipo seno

cuadradocondesplazamientosde 302.4. La línea basedel espectrosecorrigió con una

funciónpolinómicadequintogrado.

Cálculo de estructuras.

Los cálculosde geometríadedistanciassellevaron a cabocon los programas

DISGEO(Havel, 1983)y DIANA (Gttntert, 1991).

La dinámicamoleculary minimizaciónde energíaserealizócon el paquetede

programasGROMOS(van Gusteren,19887).Todos los cálculossellevarona caboen

un ordenadorCYBER/910.
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3.1. Fragmento 12-26 deI tendamistat y péptidos
relacionados.

El inhibidor de a-amilasatendamistat(Vertesy, 1984) fue de las primeras

proteínascuyaestructuratridimensionalsedeterminóporRMN. Estudiossimultáneose

independientesse llevaron a cabopor difracción de rayosX (Pflugrath, 1986) y por

RMN (Kline, 1986) como testde la compatibilidadde estosdos procedimientosde

determinaciónestuctural.Se obtuvoesencialmentela misma estructura,con pequeñas

diferenciasen la superficie,reflejo de la diferentedinámicade la proteínaen disolucióny

en el cristal (Billeter, 1989).

El tendamistates unaproteínapequeña(74aminoácidos)con plegamientodel tipo

de los barriles 13 antiparalelosen clave griega(Richardson,1981),constituidopordos

láminas13 de treshebrascadauna. Tienedospuentesdisulfuroqueconectanhebrasdela

mismalámina.La estructuratridimensionalsimplificadasemuestraen la figura3.1.la.

a b c

gIro II

láfl,’í> 11

- - YIIO
½

ro? trl? o
a

a

o
4<13

- — •~1-
‘- A

>0 -r

e 6-
2. “- --

A -, -2.1
Figura 3.1.1. a) Estructura tridimensionaldel tendamistar;b) secuenciadelsegmento

10-28,los residuosrayadossonlos delfragmentoseleccionadopara suestudio.c) Perfil

delos desplazmienrosconformnacionalesdeltendamistat.

A partir dc la asignacióndel espectrode RMN de protón (Kline, 1986) se

calcularonlos desplazamientosconformacionalesde las resonanciasde los protonesa,

(figura 3.1.lc) obtenidostomandocomoreferencialos desplazamientosquímicosde

estosprotonesmedidosen los tetrapéptídosmodelo de péptidossin estructura.Las

regionescorrespondientesa láminasI~ muestranlos típicosvalorespositivosmientrasque

las secuenciasconestructurade giro 13 tienenvaloresnegativos(Williamson, 1990).La

12 26
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regiónentrelos residuos12-26formaen la proteínaunadoblehebradelámina13 con un

giro j~ de tipo 1 entrelos residuos17 y 20 (estructuradenominadacomúnmentehorquilla

I~)• Estaestructuraestáespecialmentebien definida desdeel punto de vista de los

deplazamientosconformacionalestantoen la zonade la lámina, comoen la del giro,

aunquenosepuedeexcluirquela presenciadedosresiduosaromáticosen el giro 13 como

el TrplS y la Tyr2O seanenparteresponsablesdel grandesplazamientonegativode los

protonesa del giro. Laexploraciónde estosperfilesenestructurasdeestetipo en varias

proteínassugirió que la región 12-26del tendamistatpodríaserun buenmodeloparael

estudiode la estabilidadde un giro j~ en un fragmentode proteínaaislado.La secuenciade

estefragmentosepuedeveren la figura3.1.lb.

El estudioconformacionalde estefragmentoofrecela posibilidaddecomprobar

no sólo la fonacióndel giro I~, sinotambi4nla de la lámina,lo cual informaríaacercade

la importanciade estosdos elementosestructuralesen el plegamiento.Ademásla

exclusiónde las cisteinasque flanqueana estasecuencia(y, por tanto, del puente

disulfuroqueunelas doshebrasde la lámina)permitesacarconclusionesacercadesi esta

interacciónterciariaes imprescindibleparaquela cadenaadopteesteplegamientoo, por el

contrario,la cadenasepliegaindependientementedel puentedisulfuroformándoseésteen

una etapa posterior del plegamientocomo una consecuenciade la preferencia

conformacionallocal de la secuencia.

La secuenciacorrespondienteal giro 13 tieneademásotrasdos característicasquela

hacenparticularmenteatractiva.Los residuosqueformanel giro I~ seencuentranentrelos

másconservadosen varios inhibidoresde a-amilasamicrobianos(Hirayama,1987)y los

estudiosde modificaciónquímicallevadosacaboconun miembrode estafamilia, indican

quesonlos responsablesde sucapacidadinhibidora.

Todasestascaracterísticasllevarona seleccionarestepéptido comomodelode

estructurade giro p. Los resultadosobtenidossugirieronla convenienciade estudiar

péptidosrelacionadoscon éste.En particularsehan estudiadotambiénlos péptidos

correspondientesal fragmento15-23y adosmutantesde éste: IiV21i115~23y [S’8j115-23.

Resultados.

Fragmento 12-26.

En la figura 3.1.2 semuestrala zonade los protonesamida del espectrodel

fragmento12-26.
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Figura 3.1.2. Espectromonodirnensionaldelfragmento12-26. Condiciones:

concentración.cclmM,pH=3.0, 5V.

Se puedenobservaralgunasimpurezasmenoresa pesarde queel cromatograma

de HPLC indicaunapurezadel 96%. Enesteespectroseobservanalgunascaracterísticas

que puedensersíntomasde la existenciade conformacionesplegadas.Por un lado la

dispersiónde las señalesesbastantemayorde lo quecabriaesperarpar un péptidocon

conformacionesal azar,aunquela presenciade tresresiduosaromáticosen lasecuencia

debecontribuir bastantea esteefecto. Por otro, ciertos residuostienenseñalesmás

anchasque el resto,especialmentelos de la región centraldel péptido(Trpl8-Argl9-

Tyr2O), mientrasque los demástienenseñalesestrechas.Esteensanchamientoselectivo

de las señalesestámásde acuerdocon la presenciade conformacionespreferentesen esta

regióndel péptidoen intercambiocon conformacionesal azarque con una posible

agregacióninespecífica,que deberíaproducir un ensanchamientogeneralen todaslas

señales,ademásla solubilidaddel péptido resultó muy pequeña(clmM) para los

requerimientosde la RMN. Se pudieronobtenerespectrosbidimensionalespero sólo a

pH=3.0(al aumentarel pH la muestraprecipitaba)y a temperaturamoderadamentebaja

(1OQC). Esto limitó bastantela sensibilidadde los espectrosy la asignaciónserealizó

combinandoespectrosen aguay en urea 6M dondeel péptido es más soluble. Los

desplazamientosquímicosde las resonanciasde protón se encuentranen la tabla1 del

apéndice.En la figura 3.1.3 sepuedever la asignacióndel péptidoen ureaa partir de los

experimentosTOCSY y NOESY.

El espectroNOESY enagua(figura 3.1.4) sólo presentaNOEs intrarresiduoy

secuencialesdel tipo daNy dNN(i,i+ 1). Un resumende los NOEsobservadosse recoge

en la figura 3.1.5. Sin embargola relaciónde intensidadesentrelos NOESNN y aN

secuencialesy entrelos aN intrarresiduoy los secuencialessonalgo mayoresque los
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típicosdepéptidossin estructuray disminuyenal añadirurea(Tabla3.1.1).En la figura

3.1.6sepuedenver los NOEs NN secuencialesen urea.
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Figura 3.1.3.Asignacióndelfragmento12-26,a) TOCSY; b) NOESY.Condiciones:

lmM, pH=3.0 urea ÓM.

Estosresultadosindicanqueel péptidoadoptaunaestructuraplegadapor su parte

centralaunquela bajarelaciónseñal/ruidoimpide detectarNOEsno secuencialesporlo

20

NHR1S
0->R19

0- <519

NHP1Y

O >519

9:9

O iQiE

s027
INHalE

— y a- >016

0- >022
NHQ22

NH025

O ¡‘019

- 14H519

queno esposibleidentificarquétipo de conformaciónpreferenteadoptael péptido.
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Tabla 3.1.1.Relaciónde intensidadesde los NOEsentrepronesdel esqueletodel

fragmento12-26,medidosen el espectrosNOESYde200msa pH=3.0, io 0C.

Residuo ¡ ‘NN(i,i+1 )“uN(i,i+1) ‘aN(i,i)/’aN(i,i+1)

H
20 Urea 6M H20 Urea ÓM

0.2

0.4

0.4

0.5

0.3

0.8

- 19’.j.
- 18
¡ 20

20

18> 20~
18 Q—--ó

3

15-
- 25

¡ ‘Z24 15

15 22 23
163

22 240 2216
23

14
140

13

13

Figura 3.1.4. EspectroNOESY(tm=200ms) del fragmento 12-26.a) RegiónNH-

TyrlS

Gín16

Ser17

Trpl8

Arg19

Tyr2O

Ser2l

0.30.3

0.3

0.6

0.4

0.3

0.2

0.2

0.2

0.1

Asn25

0.4

0.3

0.3

0.3

2.0

19-Li
19

200

‘.3

-tu----—-
19(2 1)

)~ii 02
1 19

‘——Sr

22 -
21

021
20

14
15

17
Oía

is
~)17

‘3

i21

26
~2S

fi1t17
‘-ci

¿17

14,

¿13 12
13 139

NH. b) Región IL-NH.Condic¡onescorno en la fIgura 3.1.2.
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*

Figura 3.1.5.Patrón de NOEsentreprotonesdel esqueletodelfragmento12-26.

Figura 3.1.6. NOESY(tm=200ms)delfragmento12-26en urea6M. Codicionescomo

en la figura 3.1.3

La informaciónestructuralobtenidade los desplazamientosquímicos de los

protonesdel esqueletoy de su variaciónconlaureay con la temperatura,puedeobtenerse

fácilmente combinandoespectrosmono y bidimensionales.Los coeficientesde

temperaturade los protonesamidade los residuoscentralesson máspequeños(en valor

absoluto) que los del resto del péptido y quedanfuera del rango medidoen los

tetrapéptidosmodelode péptidossin estructuraaumentandosensiblementecon laadición

de urea(ver tabla3.1.11 y las figuras 3.1.27y 3.1.28).Especialmentepequeñosson los

correspondientesala Argl9 (-2.Sppb/K)ya la Ser2l (-3.Sppb/K).
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Tabla 3.1.11. Coeficientes

tendamistaten aguay en urea

de temperatura <a, en ppb/K) de los fragmentosdel

6M.

Residuo

12-26

Fragmento

15-23 [V21]15~23 [S’8]15-23

H
20 Urea H20 Urea H20 Urea H20 Urea

-7.8 -7.6

-9.0 -8.7

-9.0 -10.0

-6.8 -6.3

-7.8 -8.2

-6.0 -7.1

-9.1 -9.1

-6.0 -7.1

-9.5 -9.7

-6.0 -7.1

-8.6 -8.9

IrpíS/SeriS -4.6 -5.6 -6.6 -7.4 -6.2 -7.4 -7.7 -8.6

-2.8 -3.9 -2.9 -5.4 -2.1 -4.9 -6.9 -7.7

-5.2 -6.8 -6.6 -8.3 -6.9 -8.0 -6.9 -7.7

Ser2l/Val2l -3.8 -6.1 -4.6 -6.6 -5.9 -7.6 -5.1 -6.9

-6.2 -7.4 -6.6 -8.0 -8.5 -8.7 -7.1 -8.3

-5.5 -7.1 -7.7 -8.0 -9.9 -10.1 -8.0 -8.6

Asp24

Asn2S

Gly26

-6.2 -7.1

-5.5 -6.3-

-5.8 -5.3

El espectrode dicroísmo circular en el UV lejano indica que el péptido es

básicamenteflexible aunqueel hombro a 220nm sugiereque existeuna pequeña

poblaciónde formas plegadas(figura3.1.7).Al añadirureaestehombrodesaparecey

unabandapositivaa 230nmsehacevisible. Espectrosregistradosenpresenciade NaCí

1M y a pH=6.0no mostrarondiferenciassignificativas.El cambiodel espectrocon la

ureaestáde acuerdocon los datosde RMN. Lacausade la bandaa 230nmno estáclara,

aunquese harelacionadoen otrosestudioscon contribucionesen estaregióndelespectro

de las cadenaslateralesde residuosaromáticosy puentesdisulfuro (Woody,1978). Se

registrótambiénel espectrode DC en lazonadel UV cercanopor si fueraposibledetectar

VaIl2

Trh13

Leul4

Tyr15

Gín 16

Serl7

ArgI9

Tyr2O

Gln22

Ala23
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bandasde los residuosaromáticos,dado

con resultadosnegativos.

o

o
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E
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rE

o,
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queestosestánlocalizadosen la regióncentral,

Figura 3.1.7. Espectrosde DC delfragmento72-26a 5”C.

La bajasolubilidaddel fragmento12-26en disoluciónacuosaha impedidola

observaciónde NOEs característicosde los giros ¡3 que seformanen su zonacentral

identificadosen fragmento15-23 mássoluble. Esto hizo que seintentaseestudiarsu

conformaciónen mediosdonde la solubilidad del péptido fuese más favorable. El

trifluoroetanolen un disolventeorgánicomuy utilizado en estudiosconformacionalesde

péptidosparaestabilizarestructurasde hélicea. La granventajadelas mezclasH20/TFE

esque no inducenestructurahelicoidalen cualquierpéptidosinoque la estabilizancuando

lasecuenciatieneunatendenciaintrínsecaaplegarseen hélice(Dyson, 1988)permitiendo

de estemodo una más detalladacaracterizaciónde la estructura.En particularlas

diferenciasen los desplazamientosquímicos al añadirTFE a la muestrapermiten

identificar los residuosque formanla hélicecuandono esposibleobservarlos NOEsde

medioalcancei,i+3 típicosde hélices(Jiménez,1987).

El espectrode DC del fragmento12-26en disoluciónacuosacon un 30%de TFE

(figura3.1.7)estípico de unahélicea (—25% de hélice).

En el espectroNOESYse observanNOEsNN secuencialesintensoscon respecto

a losaNy varios NOEsdel tipo aN(i,i+3) y af3(i,i+3) típicosde la estructurade hélicea

entrelos residuos14v 23 (figuras3. l.8ay 9). Un resumende estosNOEsy los perfiles

de los cambiosde los desplazamientosquímicos con el TEE se muestraen la figura

3. 1.8b. Estosperfilestienenla formatípicade dientesde sierraaunquedistorsionadapor

Urea EM

260 Á,nm

30% TFE
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la presenciade residuosaromáticos,lo que indica que la hélice estácurvadacomo

consecuenciadel periodode alternanciade los residuoshidrofílicos e hidrofóbicos,

carácteranfifílico dela secuencia(Bruix, 1990,Jiménez,1992, Blanco, 1992).
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Figura 3.1.8.a).EspectroNOESY(trn~2OOms)del gragmento12-26lmMpH=3.O en

TFE:H20 1:3 (vN) a 5
0C; b) Resumende NOEsy cambiosde los desplazamientos

químicosconrespectoa los medidosen aguapura.

Ademásde estosNOEScaracterísticosde hélice sepuedenobservaren el espectro

otrasseñalesentrelos residuosdel extremoN-terminal que no son típicos de hélices.

EstosNOEsselistanen la tablaIV y sepuedenveren la figura3.1.9.

EstosNOEsindicanqueel extremoN-terminalsepliegasobrela hélice,yaquede

otraformano seexplicaríandistanciascortasquedieranlugara NOEsentrelos residuos

12 y 17. Con todos los NOEs observadossecalcularondieciseisestructuraspormedio

DG, RMD y REM. Debido aque la mayoría de los NOEs no secuencialeseran de

intensidaddébil, las estructurasresultantestienenuna RMSD alta( 2.6k de mediapara

las dieciseis)y la mitad eran hélices levo o irregulares.Las tres hélicesdextro con
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menoresviolacionesde NOEs (>1.2k) semuestranen la figura 28. En ellassepuede

apreciarque el extremoC-terminal no tiene una estructuradefinida mientrasque el

extremoN-terminalsepliegahaciala héliceformadaentrelos residuos15 y 23 (límitesde

la hélicesegúnlos ángulosdiedros4’,’P en estasestri~turas).
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Tabla IV. NOEs en el extremoN-

terminaldelfragmenro1226en 30%TFE.

NOE
yVall2-NHSer17

yVaI 12-j3Glnl6

‘yVal 12-ciSerl7
NHThr13-NHGInI6

NHThr13-~Gln16

NHThr13-yGln16

ctThrl3-NHTyr1S

Intensidad
media

débil

débil

media
débil

débil

media Figura 3.1.10

Fragmento 15-23.

Estefragmentoesel resultadode acortarla cadenaen tres residuosporcadalado

con dosobjetivos: por un ladola eliminaciónde los tresprimerosresiduos(Val-Thr-Leu,

hidrofóbicos)deberíaaumentarla solubilidaddel péptidoy, por tanto,permitir unamás

detalladacaracterizaciónestructural,porotro, secomprobaríael efectodelos extremos

(aparentementemás flexibles) sobrelaestructuradela zonacentral.

Como seesperabala solubilidaddeestepéptidoresultóbastantemayorquela del

12-26pudiéndosetrabajarcon concentracionesde hastalOmM. En la figura3.1.11 se

puedever la zonade los protonesamida,queaparecemuy limpia de impurezas.
016 423

H517 1
ti 022

WIS 521
¡ 1

N ~

Y20
R 19

a

Figura 3.1.11.Reg¡ónde

pH=3.O S0C.

los protonesNI-! delfragmento15-23. Conciciones;lOmm,
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La asignaciónse pudorealizarcompletamenteen agua;los desplazamientos

químicosestánlistadosen la tablaII del apéndice.Los coeficientesde temperaturade los

protonesamidasoncasi todosmayores(en valor absoluto)quelos del fragmento12-26

perolos de la Argl9 (-2.9ppb/K)y de la Ser2l (-4.6ppb/K) siguenestandofueradel

rangotípico de los péptidossin estructuray aumentanal añadirurea(tabla 3.1.11, y

figuras3.1.27y 28)Estoindicaquela estructuraadoptadaporestepéptidoessimilar a la

del fragmentomáslargoaunquealgomenosestable.

En el espectroNOESY (figura 3.1.12a) seobservandosNOEs no secuenciales

aN(i,i+2), típicos de giros p, entrelos residuos17-19y 19-21. Estos NOEs están

presentestambiénen el espectroROESY (figura3.1.12b), lo que excluyela posibilidad

de que seanartefactosde los experimentoscomo la difusión de espín. Se observan

tambiénNOEsdel tipo ~NyyN(i,i±2)entrelos residuos16-18y 21-23consistentescon

la existenciade conformacionespreferentesen estasregiones.Un resumendelos NOEs

observadossemuestraen la figura3.1.13.

YQSWRYSQA

¡ ¡ ¡ 1 ¡ ¡ ¡

daN (1,1> *

daN(i,i+1)

dNN(i,i+1)

~1
daN<í,i+2>

d~N(i,i+2) ¡—1

dyN(i,i+2)

Figura 3.1.13. Resumende NOEsobservadosen elfragmento15-23.

Estosresultadosindicanque estepéptido adoptaestructurasde tipo giro I~ entre

los residuos16-19(coeficientede temperaturade laArgl9 y NOE a17-N19)y 18-21

(coeficientede temperaturade la Ser2l y NOE a19-N21)aunquela relación de

intensidadesde los NOEsaN y NN secuencialesindica queestasconformacionesestán

en equilibrio con un conjunto mayoritariode estructurasextendidas.Los espectros

NOESYy ROESY registradosen urea6M sólo presentanNOEssecuenciales.

**
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Figura 3.1.12.a)EspectroNOESY(tm=200ms) del fragmento 15-23, b) ROESY

(trn=200IflS). Condicionescomoen la figura 3.1.11.
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Figura 3.1.14.Espectrosde DC delfragmento15-23a pH=3.O, 5V.
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En el espectro de DCde la figura 3.1.14 se puede verque laelipticidada220nm

es menos negativa que en el fragmento 12-26, lo cual está de acuerdo con la

inestabilización de las formas plegadas al acortar la cadena según 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 más largo por la contribución de las

conformacionesplegadas.

Fragmento [S18]15-23.

Las siguientesmodificacionesque se hicieron sobrela secuenciaoriginal del

fragmento 12-26 del tendamistat estuvieron orientadas a explorar los determinantes de su

estabilidad, identificar los residuos importantespara la formación de los giros í~

encontrados.

En los dos giros ~detectados interviene el residuo de triptófano, en las posiciones

i+2 (giro QSWR) e i (giro WRYS). Estehecho es bastantesorprendenteteniendoen

cuenta la baja abundancia de este residuo en los giros I~ (y en general en las proteínas) y

su fuerte preferencia por ocupar casi exclusivamente la posición i-i-4 de los giros p cuando

se encuentra en ellos (Chou, 1978). Por esta razón se pensó en sustituirlo por un residuo

de serna, que tiene una alta probabilidad de ocurrencia en las cuatro posiciones del giro,

para aumentar su estabilidad.
022
R19

317 A23
016 318 . ¡

Y20 £21

¡ ¡

-~ -~

Figura 3.1.15.Regiónde los protonesNHdelfragmento1S18J15-23,lSmM,pH=3.O

50C
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El espectromonodimensionaldel péptidosemuestraen la figura 3.1.15.Sepuede

ver quehay una impurezade aproximadamenteun —25% del péptidomayoritario. Se

intentó purificar la muestra,pero en el cromatogramade HPLC la impurezaaparecía

como un hombrodel picomayoritarioqueapenasseresolvíaen condicionesisocráticas

con un ‘7% de acetonitrilo, lo que indica que éstadebeser un péptido de secuenciamuy

similar a la del péptido mayoritario. Afortunadamente la asignación se pudo realizar sin

problemas, aunque no se identificó la naturaleza del péptido contaminante. En la tabla III

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

En el espectro ROESYsólo se observan correlaciones secuenciales e intrarresiduo

(figura 3.1.16). La ausencia de los NOEsaN(i,i+2) observados en el fragmento 15-23

indica que los giros f3 han resultado desestabilizados en gran medida de forma que no son

detectables. La presencia de un NOEmuy débil entre los protones H~21-NH23 indica

que la estructura en el extremo C-terminal no es completamente al azar. El patrón de

NOESestá en la figura 3.1.16.

i5~ 019 20
16 23 019

1716 220 022 21
i6~óí7 021 021

018 018
18 19

20 21

20 020

Q20
19 ~í,- 21

A’

190 fr4 0 022

.? 22 21
¿0

/~

Figura 3.1.16EspectroROESY(tm=120¡ns) delfragmento[S’8J15-23.Condiciones

comoen la figura 3.1.15.
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II

15 20

YQSSRYSQA
¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡

daN < ~, ~) *

daN(i,i+1>

dNN < i, i+ 1)

d~N<i,i+2)

Figrua 3.1.17. NOEs observadosen en fragmento1S18J15-23.

Los coeficientes de temperatura de los protones amida son sensiblementemayores

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 muestra en la figura 3.1.18, es típico de péptidos con

conformación de ovillo estadístico aunque se sigue observando la banda positiva a 230nm

que aumenta ligeramente en intensidad con la adición de urea. Esto sugiere que son los

residuos aromáticos de tirosina los principales contribuyentes a la elipticidad en esta zona

del espectro.
A (nm)

~1-

QL L-200

—2

-4

~6L

~8L [~íA] 15-23

-iol-

Figura 3.I.1&Espectrosde DC delfragmento[S’8]1S-23a pH=3.O, 50C.

Fragmento 1V21115.23.

La sustitución del TrpI8 por serma produjo inesperadamenteuna

desestabilizaciónde la estructurade los dosgirosdetectadosenla secuencianativa.Con

BM urea

*

H< O
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el objetivodecomprobarsi lamutaciónde un residuoimplicado sólo enuno de los giros

podría influir selectivamenteen la estabilidad de éste,sepensóen sustituir la Ser2I (en ¡a
posicióni-s-4 del segundode los giros) por un residuocon probabilidadmuy bajade

encontrarse en giros ~. La valinaes uno de los residuoscon menorprobabilidadde

formar giros ¡3 y el menosprobableen la posición i+4 Chou, 1978). por lo que se

sustituyóla Ser2l por un residuode valina.

En el espectromonodimensionalde la figura 3.1.19 sepuedever el espectro

monodimensionalde estefragmentomodificado. La solubilidadde estepéptidoera

muchomenorquela del fragmento15-23y pocomayorqueladel 12-26.De igual modo

que en éste,la muestraprecipitabaal subir el pH porencimade 3.0. La tabla IV del

apéndicerecogela lista de los despazainientosquímicos de los protones de estepéptido.

423 016

517 022
, ¡ ¡ WiS CO V2i

¡ , ¡

fiS

¡ ¡¡4 ¡ ,— ¡

Figura 3.1.19.Espectromonodimensionaldel fragmento[V21]15-23, condiciones:

lmM, pH=3.O, 50C.

El espectrode DC esmuy similaral del fragmento15-23comosepuedever en la

figura 3.1.20.

En los espectrosROESY o NOESY en agua, (figura 3.1.21)solo seobservan

NOEs intrarresiduoy secuenciales,aunquela bajarelaciónseñal/ruidoimpediríadetectar

NOEs de la intensidadde los observadosen el fragmento15-23,de estarpresentes.El

resumende NOEssemuestraen la figura3.1.22.
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Figura 31.20. NOESYtm=250ms. Figura 3.1.21. Espectrosde DC.

15 20

YQSWRYVQA
1 1 1 ¡ 1 1 1 1

daN(‘4> *

dczN(i,i+1>

dNN(i,i+1) *

Figura 3.1.22. Patrón de NOEsobservadosen elfragmento[V21/15-23.

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. Ippb/K) tiene una accesibilidad restringida al

disolvente que aumenta en presencia de urea 6M, lo que significa que su estructura en

esta región del péptido es similar a la de los fragmentos 12-26 y 15-23. Sin embargo, el

coeficiente de temperatura de la Val2l está dentro del rango de lo 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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Fv2í] 15-23
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[58] 15—23

[v2í]15-23

[so]15— 23

Figura 3.1.23.Coeficientesde temperatura(y suvariación con la adición de urea) de

las señalesamidade los péptidosqueseindican.Laslíticasdiscontinuasindican el rango

,nedidoen los teirapéptidossin estructura.

Lasdiferenciasde los desplazamientosquímicosde los protonesHacon respecto

a lasmedidasen los tetrapéptidosmodelode péptidossin estructuraserepresentanen

lución de la secuenciaen la figura 3.1.24, junto con las correspondientesa los otros

cuatrofragmentosestudiadosy alas del segmento12-26en el tendamistat.

En la tabla3.1.1V se muestranlas diferenciasde los desplazamientosquímicosde

los protonesno intercambiablescon el disolventede la Argl9 con respectosa los

medidosen el tetrapéptidoGGRA.
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Figura 3.1.24.Comparaciónde los desplazamientosconformacionales<5-tiRc) de las

señalesHa de los residuos12-26de la proteína Tendamistaly en los fragmentos

estudiados.

Tabla 31 IV .Co,nparaciónde los
protonesde la Argl9 en
estudiados.

desplazamientosconformacionalesde los
la proteínaTendamistatcon los de los cincopéptidos

Polipéptido AbArI9 Ohs..AÓAr en OGRA

Hp
Tendamxstat -0.61 -1.59 -1.29 0.67

-L45
Fragmento12-26 -041 -0.45

-0.42

-0.62 -0.29

Fragmento.15-23 -0.31 -0.41
-0.38

-0.56 -0.27

Fragmento[y2’] 15-23 -0.29 -0.38
-0.37

-0.54 -0.24

Fragmento[S’~]15-23 -0.13 -011
-0.21

-0.27 -0.03

Discusión.

La diferente solubilidad en aguade los cuatro péptidos estudiadosimpide

ONO

-c2k-
~2 ¡

a -04V

1

compararlaspropiedadesconformacionalesde los péptidosbasándoseen los NOEs no
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secuencialesobservados.Porotro ladoen algunosdeellos la bajarelaciónseñal/ruido

hacequela medidade lasintensidadesde los NOEssecuenciales(especialmentelas de los

NN) trenganmuchoerror, y los espectrosde DC sehanreveladopocoútiles dadoquelas

conformacionesplegadasse encuentranen equilibrio rápidocon estructurasal azar

mayoritanas.

En estecaso,los desplazamientosquímicospuedensermuy útilesparacomparar

lasestructurade los cuatropéptidos.En la figura 3.1.23sepuedenver los perfilesde los

coeficientesde temperaturadelos péptidosestudiadoscon respectoa lasecuenciay é~l6=

figura22 suvariacióncon la urea. Estosresultadosindicanqueel fragmento12-26esel

péptidocon mayorpoblación de conformacionescon estructurade giro i~, y que esta

poblacióndisminuyeconel acortamientode la cadenaporambosextremos.La sutitución

de la Ser2l por valina desestabilizaselectivamenteel segundode los giros mientras que la

sustitucióndelTrpI8 porsermaproduceunadesestabilizaciónde los dos giros. Parece,

pues,quelos residuosTrplS y Ser2Isonesencialesparala estabilidadde los giros y

que la tendenciaa plegarseestáfuertementedeterminadapor la secuenciaen la misma

posicióndel giro.

Como seha comentadoen la introducción, la capacidadinhibidora del tendamistat

sehapodidorelacionarcon tresde los residuosqueformanel giro ~en la proteínaTrp-

Arg-Tyr. La cadenalateralde la argininaquedaentrelas cadenaslateralesde los dos

residuosaromáticosproduciéndoseun fuerte desplazamientoa campoalto de las

resonanciasde sus protonesde la arginina.conrespectoa los valoresde referenciadel

tetrapéptidoOGRA. En la tabla 3.1.1V se puedever que estadiferenciasson muy

grandesenel tendamistaty disminuyen(en valor absoluto)en los fragmentosestudiados

en el orden 12-26, 15~23,[V2915~23, [S18]I5~23. Se han comparado únicamente los

valorescorrespondientesa protonesno intercambiables.Los resultadosestándeacuerdo

con unapérdidagradualde estructurade los péptidosen el mismo sentidoqueel indicado

por los los NOEsobservadosy los valoresde los coeficientesde temperatura.

Esta pérdidagradual de estabilidadde las conformacionesplegadasen los

péptidosestudiadosse refleja tambiénen los desplazamientosquímicosde los protones

Hadel esqueletocomo se puedeapreciaren la figura 3.1.24,dondeserepresentanlas

diferenciascon los valoresde los tetrapéptidosde referenciacon respectoa la secuencia

en los cuatropéptidosestudiadosy en el tendamistat.

La formacióndeunahélicea en el fragmento12-26en 30%deTFE, en la zona

del péptido que en agua forma estructuras de tipo giro 3 esconsistentecon esaúltima. De

hechola estructurade un giro p de tipo 1 no esmuy diferentede una vuelta dehélice.

Tambiénsehan relacionadolos giros 3 con las hélices a en las primerasetapasdel
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plegamientoy a las vueltasde hélice 3io conexiónde dos hebrasde una lámina I~

(Barlow, 1990). Lo relevanteen cuantoal posiblepapelesquela tendenciade lacadenaa

plegarseporestazonaestádeterminadapor lasecuencialocal y, por tantopuedeactuar

desdeel principio del plegamientodirigiendo las etapasposteriores.

Los resultadosobtenidoscon estoscuatropéptidosindicanqueestasecuenciaes

capazde formarestructurasde tipo giro ~en lazonacentralde lacadenadondeexisteun

giro I~ en la proteínacompleta,lo quepermiteproponerqueestasecuenciasepliegade

forma independientedel resto siendo, por tanto, un intermediodel camino de

plegamiento.Ademásseha podidocomprobarquecambiosde un sólo aminoácidode la

secuenciaafectanfuertementea la estabilidadde los giros.
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3.2. Fragmento 35-44 deI tendamistat y péptidos
relacionados.

En el tendamistatexisteotro giro que conectados hebras contiguasde una lámina
¡3 (estructurade horquilla ¡3), perteneciente a la familia 3:3, según la clasificación de

Sibanda(1989). Se trata de un giro de cinco residuos(37-41, con un puentede

hidrógenoNH41-C037),que seobservararamenteen proteínas.En la figura 3.1.lala

horquilla [3en el tendamistat,que estáconectadaporun puentedisulfuro con la otra

láminadel barril [3. En la figura lc sepuedever que el perfil de los desplazamientos

conformacionalesen la regiónqueforma la horquilla¡3 tiene las mismascaracterísticas

queel correspondientea la región 12-26,aunqueestámenosmarcadoen los residuosdel

giro. En este caso se seleccionó un péptido más corto que el 12-26 para evitar los

problemasde solubilidadqueaparecieronenéste.

La secuenciade estefragmentono estátanconservadacomoladel 12-26y sólo la

Val 35 y la Tyr 37 son invariantesen cinco inhibidores de a-amilasamicrobianos

(Hirayama, 1987). De igual modo que el fragmento12-26, estasecuenciapermitirá

comprobarno sólo la estabilidaddel giro sino tambiénsi éstees capazde dirigir la

formación decontactosentre los residuosque forman la lámina ¡3. Si éstepéptido se

comportacomoel 12-26formandoestructurasde tipo giro [3en la zona37-41dondeestá

el giro nativo, seráposibleproponerque estassecuenciasconstituyencentrosde inicio

del plegamientode estaproteína.

Resultados.

Fragmento 1Q4fl35-44.

Debido a un error en la síntesis,estefue el primerpéptidoque seestudió.La

sustitucióndel glutámicopor glutaminaenla posición42 de la secuenciano debeafectar

mucho a sus preferenciasconformacionales,segúnlas estadísticasde giros ~3en

proteínas.La secuencianativapudoobtenersea partirdeestaporhidrólisis ácidade la

amidade la glutamina y el análisis conformacionalde los dospéptidosindica que el

comportamientoesmuy similar.

Estepéptidoresultómuy soluble y sepudoestudiarporRMN usandomuestras

concentradas(lOmM). La figura 3.2.1 correspondea la zonade los protonesNH del

espectromonodimensionalde estefragmentodondesepuedever quela muestraestálibre

de impurezas,con lo que la asignaciónde las señalesserealizósin problemas.Los
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desplazamientosquímicosde todaslas resonanciasdel espectroestánen la tabla V del

apéndice.Este péptidoa pH=3.0 sedegradabacon el tiempo comosededucede la

apariciónde señalesnuevasdébiles.

L44 141

V36737 ‘042
¡ ¡ ¡ E38

Vgs

¡ . ¡ ¡

Figura 3.2.1 Espectro inonodimensionaldel fragmento[Q42]35—44.Condiciones:

lOmM, pH=3.O, 50C.

Los espectrosde DC de éstepéptidoen diferentescondicionessemuestranen la

figura 3.2.2. El espectroen aguaa pH=3.0, esparecidoal del fragmento15-23 (ver

página50), y no cambiaen presenciade NaCí IM. La adición de ureamodifica sólo

ligeramenteel espectro,la bandapositiva a 230nmaumentaalgo en intensidady el

hombroa 220nmsedesplazaavaloresmenosnegativos.El mismoefectoperoampliado

seproduceal subir el pH a 6.0, condicionesen las que todoslos gruposionizablesdel

péptidoestáncargados.

\(nm)

4v-
-T ¡
o
E 2~— H,O

¡ pHS BM urea
oh-’-- -¡200 2’.0 260(-a

-U —2k-
¡ H

20
pH3

06

o —~

-10

Figura 3-2.2 Espectrosde DCdelfragmento1&~/35-44. Condiciones:comoen 3.2.1.
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Los espectrosdeRMN (NOESYy ROESY)en las mismascondicionesquelos de

DC, indicanqueel equilibrioconformacionaldel péptidoesbásicamenteel mismoen las
tres condiciones.En la figura 3.2.3 semuestranlas regionesaN y NN del ROESY en

aguaapH=3.0. Sepuedenobservardos NOESdaN(i,i+2) entrelos residuos39-41 y 40-

42. EstosNOEsindicanqueen estazonael péptidoadoptaconformacionesde tipo giro [3

entre los residuos38-41 y 39-42 que están en equilibrio entre sí y con con

conformacionesal azarmayoritarias.En presenciade urea6M se observanlos mismos

NOEs

40 ~ 4~ sT4l
QQ A ~‘OO44 1~
44 37~ 43

Q42 42 038 038 -t 4

-J — — 040 036
(/gg U U 0 039
1)37 40 38
38 40 36

Figura 3.2.3. ROESY,tm=l2Oms,del fragmento[Q42/35-44.Condiciones:comoen

3.2.1.

A pH=5.6 seve, ademásde estos,el NOEdaN(i,i+3)41-44comoconsecuencia

del movimientode lasfrecuenciasde resonanciade los protonesHay NR de laLeu44al

aumentarel pH (titulación del carboxiloterminal).La suposiciónde queestadistanciaes

igualmentecortaen el péptidoa pH=3.0,sebasaen laobservaciónde otrosNOESentre

las cadenaslateralesde estosdosresiduos,en particularentrelos protonesHa,Hj3Thr4l-

H[3,HfrLeu44, que se ven a los dos pHs y en urea. Estos NOEs indican que en el

extremoC-terminalel péptidoadoptaunaconformaciónsimilara unavueltade hélice.En

el extremoN-tenninalse puedenobservarcontactos(i,i+2) cadenalateral-NHentrelos

residuosVal36-Glu38y cadenalateral-cadenalateralentrelos residuosVal35-Tyr37y

Tyr37-Asp39.Un resumende los NOESobservadossemuestraen la figura6.

Estas característicasestán de acuerdocon las intensidadesde los NOEs

secuencialesy con los valoresde los coeficientesde temperatura,quecambianmuy poco

con el pH y laadiciónde urea(tabla3.2.1).
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40

VYEDD

¡ ¡ ¡ 1

TQGL

¡ ¡ 1

dNa(1, i)

daN<i,i+1)

dNN <1, i+ 1)

dcxN<i,i+2)

dcxN(i,i+3)

dyN<i,i+2)

da-ol
dol—ol

* * l—1 * *

II

II

II

Figura 3.2.4.Resumende los NOEsobservadosen elfragmento[Q42]3544.

Tabla 3.2.1. Coeficientesde temperatura (a, en ppb/K) del
fragmento[QJ2J35-44deltendamistat

Residuo Condiciones

II 2O~jH=3.O

-7.7

-10.7

-6.3

-7.3

-7.0

-6.3

-6.7

-7.0

-7.3

H2O~jH=S.6_Urea~j!H=3.O
-4.0

-7.3 -7.3

-10.4 -10.0

-6.1 -7.3

-7.1 -7.6

-6.1 -7.3

-5.4 -7.0

-6.0 -6.7

-6.5 -7.3

-7.4 -7.3

35

y

Va135

Val36

Tyr37

Glu38

Asp39

Asp4O

Thr41

01n42

01 y43

Leu44
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Fragmento 35-44.

La posibilidaddeobtenerestepéptidoa partir del fragmento[Q42]35-44por

simple hidrólisis ácida secomprobósobreuna muestraa pH<1. La evolución de la

reaccióncon el tiempo se siguió con espectrosde RMN monodimensionales,

observándosecambiosen la zonade los protonesNR y el desdoblamientode la señal

correspondientea los protonesUy de la 01n42 y 01u38 que resuenana la misma

frecuencia12. A estepH y a temperaturaambiente,la reacciónprogresabarápidamente

peroal cabode dossemanas,los cambiosen el espectroindicabanquehabíamásde dos

especiesen la muestra.El cromatogramade HPLC sevió que, ademásde los picos

correspondientesa los dos péptidosmayoritariosaparecenal menoscuatroespecies

minoritarias.Paraevitar estadegradacióndel péptido,sepreparóunamuestracon Smg

disueltosen imí de agua a pH=2.1, y se dejóa temperaturaambiente.La reacciónse

siguióporHPLC y se paróa los 54 díascuandola proporciónrQ42]35~44:35~44 era8:2

aproximadamente.La separaciónde estosdos picos tuvo que hacerseen columna

analíticacon inyeccionesde 50 a 10O~~l., aun asífue necesariorecromatografiarla

fraccionesrecogidashastaque el gradode purezasejuzgósuficienteparallevara caboel

análisisconformacionalpor RMN sin problemas(figura 3.2.5). El liofilizado de las

fraccionesfinalesdió un pesode 3.7mg,quese utilizó paraprepararuna muestraparael

estudiopor RMN de concentración4mM aproximadamente.

Figura 3.2.5. Connatogramade HPLCdelfragmento35-44del tenda,nistat.
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En la figura 3.2.6 se puedever las señalesde los protonesNH en el espectro

monodimensional.La identidaddel péptidosecontirmócon la signacióncompletadel

espectro.Los desplazamientosquímicosestánrecogidosen la tablaVI del apéndice.

039
040

E38 E42

V36
Y37 043 L44

T41

Figura 3.2.6. Espectro

pH=3.O. 50C.

mnonodimensionaldelfragmento35-44. Condiciones:4mM,

En la figura3.2.7sepuedever que los epectrosde DC son muy parecidosa los

del fragmento [Q42]35-44registradosen las mismascondicionesaunquecon dos

dicrógrafosdistintos.
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M

2.0

0,0

-2.0

-4.0

-6.0

-8.0

-10.0

-12,0
190 200 210 250 260

Figura3.2.7.Espectrosde dicroísmocircular delfragmento35-44.

Los coeficientesde temperaturade estepéptidosontambiénmuy parecidosa los

del fragmento[Q42]35-44(tabla3.2.11),en generaldisminuyen(en valor absoluto)pero

lasdiferenciassonmenoresde 0.Sppb/K.

Los NOEs observadostambiénson los mismos.En la figura 3.2.8 semuestran

las regionesdel espectrodondesevenlos NOEssecuencialesentreprotonesde esqueleto

y los no secuenciales.Estosresultadosindicanquelos dos péptidostienenunaestructura

muy similar.

220 230 240
?4nm)
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Figura 3.2.8. EspectroROESY(t,~=12Oins)del fragmento35-44. Concicionescomo

en 3.2.6.

Fragmento [N38]35-44.

Con el objetivo de modificar la estructuradel péptido y explorar los

requerimientosde secuenciaparala estabilidadde los giros detectados,se estudióeste

péptidocon una asparaginaen el lugar del Asp38 de la secuencianativa. Segúnlas

estadísticasde preferenciasposicionalesde los aminoácidosen los giros [3enproteínas

(Chou, 1978, Wilmot, 1988)estecambiodeberíaestabilizarcl segundode los giros y

desestabilizarel primero,ya que la asparaginaes másabundantequeel aspárticoen la

posición 1 y menosque ésteen la posición2 de un giro [3en proteínas(Chou, 1978,

Wilmot, 1988).

En la figura 3..9 se puedeverqueel espectroesmuy similaral del péptidocon la

secuencianativacambiandoalgo las señalesdel nuevoresiduo.Existen algunasseñales

débiles que correspondena impurezasno identificadasque, afortunadamente,no

38

42

Q4o

44

41

o

39
41

940

~42 134

41

o



69

estorbarondemasiadoparael análisisde los espectros.Los desplazamientosquímicosde

las resonanciasseencuentranen la tablaVII del apéndice.

D39
VOEa

638

040.

043
¡/37

L44
642 741

Figura 3.2.9. Espectopnonodi,nensionaldelfragmento /7V¿8/35~44. Condidiones:

lOrnMpH=3.O. 5’C.

36
43

3~ 36

4342 41

~

37
40

33

37Q 39~38

40

o
00

-A
tK

A
9

3
0

J

35

44

43§

42
4Q

0 39
41

-IT-

.VI
o oo

Figura 32.10. EspectroROESY (tm=250ms)del fragmento //.¿38I35~44.
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Los NOEsobservadosen los espectrosNOESY y ROESY de estepéptidosonlos

mismosqueen los fragmentosanteriores.En la figura3.2.10se muestranlas zonasuN y

NN del espectroROESY. Los coeficientesde temperatura(tabla3.2.11)prácticamenteno

cambiancon respectoa los de la secuencianativasalvoel del AsNO que pasade -6.8a -

5.SppbIK.

Fragmento [W41]35-44.

Con estamutaciónen la secuencia,sepretendíadesestabilizarel primerode los

giros y estabilizarel segundo.La introducciónde un triptófanoen la posición41 debería

causaresteefectopuestoque es muy poco abundanteen la posición3 y tiene gran

preferenciapor la posición4.

La solubilidad de estepéptidoresultómenorquelasde los tresanterioresperoaún

se pudieron prepararmuestrascon una concentraciónde 3mM. La figura 3.2.11

correspondea la zona de los protonesNR del espectromonodimensionalde este

fragmento.En esteespectrose puedenver grandescambiosen las frecuenciasde

resonanciade los protonesde los residuos40, 42 y 43, los máspróximosal Trp4l. La

01y43 esel que más cambiadesplazándosela señalde su protón NR casi0.9ppma

campoalto con respectoal péptidode secuencianativa Los desplazamientosquímicosde

todaslas resonanciasdel espectroestánenla tablaVIII del apéndice.

V36
539

H4W41 H7W4J

L44
W41

540 E38 E42 ¡ y GÁS

4-—

Figura3.2.11.Espectro¡nonodimensionaldel fragmento/W41/35-44.Condiciones:

3mM. pH=3.O, .5V.
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En los espectrosNOESY y ROESY sepueden ver NOEs del tipo daN(i,i+2) que

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

solapamientocon otrasseñales(figura 3,2.12).

36

Oss
43

‘<35 36

2135
38
U V36

26
‘j~ 38

u D
~

36

40
ta D~E38

39 33

1 5l-4Y37
26HY37 ¡

0~
¡½L44 o V35

-L44

¡ L44

642

ESSI)
~E42

o
-42

43

H2W41

642

2,6 H

37 36

369 fe
38

339 ¡

394033

37O~~O 0937
040
4Q

135 Q
Y37 o
3,5HY37

42 ~
420 42

43
44
04-4 H4W41

42. 41

Q~39 43
z~1O41 ¡

4009
4240

H4W41

‘~1
43144

38 9
34Q

IT

HO <LI

- 339

o~ a
¡4339 (1

2GHY)
4’ 040

41

ROESY(r,~=2SOmns)del fragmento¡ff4) /35-44. Condiciones:3¡nM,

Se obervan NOEsde este tipo entre los residuos 38-40, 39-41,40-42v 41-43. El

NOE daN(i,i+3) entrelos residuos41-44quedamuy cercade un NOE intensoy puede

que no seveaporestarazón.Los NOEs entrelas cadenaslateralesde estosdosresiduos

que se observan en los espectros de los tres péptidos anteriores también están en los de

estefragmento.Ademásde estosse puedenver NOEs del tipo d[3N(i,i+2) y dyN(i,i+2)

enuc los res¡duos3¿-~o. Cwiosújí¡eistc, ue ¡os dos NQEs secucúcuatescínre ¡os dos

protones~de laTu 32 y cl NH del 01u38queaparecenen los otros péptidos,sólo seve

unoen el ROESY dc estefragmento.En el NOESY se ven ambosNOES, probablemente

¡*y37

Figura 3.2-12.

pH=3.O, 5V.
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a causa de la difusión de espín ya que la distancia H13-H13’ es muy corta ( A). Este NOE

ausente está marcado con un cuadrado vacío en la figura 3.2.12. Este hecho debe

interpretarse como una disposición relativamente rígida de la cadena lateral de la Tyr 37,

que no gira con plena libertad alrededor del ángulo Xi. No es posible, sin embargo,

precisar la causa de este impedimento. La cadena lateral del Trp4l, debido a su gran

volumen, podría interferir el movimiento de la cadena lateral de la Tyr37 si la

conformación del péptido fuera tal que estuviesen cercanas; también es posible una

interacción electrostática específica entre los dos grupos aromáticos, interacción

observada en péptidos y proteínas (Burley, 1989), sin embargo, al no haber NOEsentre

sus protones no es posible confirmarlo. El resumen de NOEsse puede ver en la figura

3.2.13. Los dNN(i,i±l) entre los residuos 36-37, 37-38 y 38-39 y 39-40 se ven en el

NOESY, pero en el ROESYo no están o no se pueden ver por los artefactos que

aparecen cerca de la diagonal, por lo que se ha puesto una línea en su lugar.

35 40

VVYEDDWEGL

¡ 1 1 ¡ ¡ 1 ¡ ¡ ¡ ¡

dNa(1,1>

daN<i,i+1>

dNN<i,i+1) ____________________

~ ~

daN(i,i+2) * ¡—4 m—.-----¡

d~N<i,i+2)

dyN(i,i+2)

da-al
del-al

—

Figura 3.2.13.Resumende los NOEsobservadosen el fragmento1W41J35-44.

Prácticamente todos los NOEsse observan, y con la misma intensidad en urea

6M; los que dejan de verse solapan con alguna otra señal intensa. La figura 3.2.14

corresponde a la región uN del espectro NOESYen estas condiciones.
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r H2W41 Q43
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41

40 39 42
41Q 41 44 44Q)

042
40 42

42

37 39
40 ~ 3~ 38 36 35
0 Q-~o 838

40 ¡¡39 39

37

Figura 3.2.14. EspectroROESYen urea 6M del /W41J35-44.Condiciones:3¡nM,

pH=3.O, S~(1

Los coeficientes de temperatura de las señales de los protones NR son parecidos a

los del péptido con la secuencia nativa (tabla II) salvo los de los residuos 41, 42 y 43 que

disminuyen en más de una unidad. Especialmentesorprendentees la práctica

insensibilidad de la señal de la Gly 43 (a=-0.4ppb/K) al aumento de temperatura. Este

comportamientopuededebersea unaaccesibilidadmuy reducidaal disolve:;ieo a una

reorientación del anillo aromático del Trp4l con la temperatura. de tal forma que

desplazaría la señal a campo bajo en una medida similar al desplazamiento de la señal a

campo alto como consecuencia de la alteración del equilibrio de formación de puentes de

hidrógeno con las moléculas de agua. Las señales de los protones Ha de la Gly43 se

desplazan a campo bajo pero muy poco (AÓ=0.03 ppm entre 5 y 32V), por lo que debe

concluirse que el coeficiente de temperatura medido es consecuencia de una accesibillidad

reducida al disolvente. Los coeficientes de temperatura de este péptido no varían

significativamenteen presenciade urea(AÓ<lppb/K) salvolos de la Val36 y laTyr37 (-

5.9 y -7.Sppb¡Krespectivamente)
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Tabla 3.2.11. Coeficientesde temperatura (a, en ppb/K) de los
estudiadosa pH=3.O.

cuatro fragmentos

Residuo Fragmento

3544 [Q
42]35~44

[N38] 35-44

[W4’]35-44

VaI3S

VaJ36 -7.4 -7.7 -7.1 -7.0

Tyr37 -10.3 -10.3 -10.1 -10.2

01u38 -6.1 -6.3 -5.8 -6.4

Asp39 -7.3 -7.3 -7.1 -7.2

Asp4O -6.8 -7.0 -5.5 -7.0
Thr4I -6.0 -6.3 -5.5 -4.8

01n42 -6.3 -6.7 -5.9 -5.2

Gly43 -6.7 -7.0 -6.4 -0.4

Leu44 -6.6 -7.3 -6.5 -6.4

Las intensidadesrelativasde los NOEsentrelos protonesdel esqueletopueden

calcularseen todala secuenciadel péptidograciasa la grandispersiónde las señalesen el

espectrode RMN. En la tabla 3.2.111 se recogen las relacionesde intensidad

¡aN(i,iV’aN(i,i+1).

Tabla 3.2.111.Relación de intensidadesde los NOEs secuencialese

intrarresiduode los cuatro péptidosmedidosen espectrosNOESYde 200-2SOms

.

Residuo i IaNo,¡)/IaN(i,í+1)
35-44 [Q42]35-44 [N38135-44 [W41]35-44

Va135

VaJ36

Tyr37

Glu/Asn38

A sp39

Asp4O

Thr/Trp41

Glu/01n42

01y43

Leu44

0.03

0.04

0.55

1.00

0.12

0.16

0.21

0.64

2.29

0.13

0.14

0.67

2.40

0.13

0.18

0.28

0.55

0.66

0.43

0.67

2.23
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En la figura 3.2.15 se representanestasrelacionesde intensidadfrente a la

secuencia.Se puedever queen la regiónN-terminal (residuos35-38) las relacionesde

intensidadsonmuy bajasy queestasaumentanapartir del Asp39.

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
34 35 36 37 38 39

Número del
40 41
residuo

42 43 44
i

Figura 3.2.15.

Discusión.

Las relacionesde intensidad‘aN(i,i9LIN(i,i+1) indican que los cuatropéptidos

estudiadostienen básicamenteel mismo comportamientoconformacional. Las

intensidadesque sepuedenmediren los fragmentos35-44, [Q42]35-44y [N38]35-44

sonmuy parecidasa las correspondientesen el fragmento[W41]35-44.El coeficientede

temperaturabajo de Gly43 en este fragmento(-0.4ppb/K) indica una accesibilidad

reducidadel disolvente,probablementedebidaa la cadenalateral de Trp4l (muy

voluminosa).No pareceprobableque estevalor seaconsecuenciade un puentede

hidrógenocon algunode los gruposcarbonilo del péptidopuestoque en los otros

fragmentosno hay indiciosde queseforme.

Como sepuedever en la figura 3.2.15, las intensidadesrelativasde los NOEs

permitenconcluir que existen dos regionesen estospéptidos con un equilibrio

conformacionaldiferente.En la regiónN-terminaldel péptidoexisteunagranpoblación

-4

4.

~ti
2

¡ 1 ¡ U ¡ 1 1 ¡ ¡ ¡

¡ ¡ ¡ 1 ¡ ¡ ¡ 1 ¡ ¡

45 46
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de conformacionescon estructuraextendidamientrasque en el restodel péptidohay

poblacionesmayoresde conformeroscorrespondientesa la zona a del mapade

Ramachandran.Los NOEsentrelas cadenaslateralesen el extremoN-terminal sepueden

interpretarcon unadisposiciónalternadade las cadenaslateralesde estosresiduosen una

conformaciónsimilar aunahebrade lámina ~. La presenciade un conjuntode NOEsdel

tipo daN(i,i+2) desdeel residuo38al 43 indicaqueel péptidoadoptaconformacionesde

tipo giro [3enestaregión.Los contactos(i,i+3) entrelos residuos41-44parecenindicar

queen estaregiónla estructuraformadapodríasertambiénunavueltade hélice3ro. Estas

estructurasestánen equilibriocon conformacionesal azarmayoritarias.

Como el casodel fragmento12-26del tendamistat,lo relevanteen cuantoal

posiblepapelde estasecuenciaen el inicio del plegamientoesque existeunatendencia,

aunquedébil, de lacadenaaplegarseporestazona.Laspoblacionesno parecenafectarse

muchoporla presenciade ureani con cambiospuntualesde aminoácidosen la secuencia,

probablementedebidoa queyason muy bajasy no seproduceun efectodesestabilizador

que puedaserdetectadopor intensidadesde NOES.
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3.3. Fragmento 2-19 del dominio de unión a
inmunoglobulinas G de la proteína G.

La proteínaO es unaproteínade la superficiecelulardel grupoO de Streptococos

quecumplela función de sortearlas defensasdel organismohuéspedy contienede dosa

tresdominiosde unión a la regiónF~ de la inmunoglobulinaO (Fahnestock,1986).Las

propiedadesestructuralesdeestosdominiosaisladosde variasestirpesde Streptococo(de

unos60 residuosaproximadamente)hansido estudiadosporvariosautores(Lian, 1991;

Oronenborn,1991; Orban, 1992). El estudiomás completoha sido el realizadopor

Gronenborny col. encontrandouna estabilidadinusual frente a la desnaturalización

térmicay porureaparaun polipéptidode estetamañoy sin puentesdisulfuro (Tm=870C).

Las razonesde estaestabilidadparecenresidiren quecasi todoslos aminoácidosforman

partede elementosde estructurasecundaria(un 95%) con gran númerode puentesde

hidrógenointramoleculares.Ademásel interior es muy hidrofóbicoy el exterior muy

hidrofílico de tal formaquela proteínaesmuy compactacon grannúmerode contactosen

el núcleo apolar. Estas característicashacen proponer a los autoresque la

desnaturalizacióndebeocurrir simultáneamenteen todala estructuraimplicandoa todala

proteína,y sugierensu utilidad comomodelodeestudiodel problemadel plegamiento.

Figura 3.3.1.a) Estructuratridimensionaldel dominio de la proteínaG; b) secuencia

deldominio con lospuentesde hidrógenoidentificados(flechas).El fragmentoescogido

estárecuadradoenestafigura.

Parecía,por tanto, interesantellevar acaboun estudioconformacionalde alguno

de los elementosde estructurasecundariade estaproteínacon el fin de comprobarsi la

estabilidadestructural podría tener una contribución importantede la sumade

estabilidadesparcialesdc estoselementos.Si estofueraasí,los fragmentoscon estructura

dehorquilla ¡3 sedanbuenosmodelosparael estudiode laestabilidaddeestoselementos

aisladosy su implicaciónen el plegamiento.De las doshorquillas[3seescogióla pnmera

B
A
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(figura3.3.1)portenerun giro [3regularde tipo 1. De estaseexcluyeronlos dosresiduos

de los extremos,puestoqueel primero(metionina)provienede laexpresióndel dominio

por ingenieríagenéticay no estáen la proteínaO.

Resultados.

Este péptido resultósuficientementesolublecomo para prepararmuestrasde

concentración5mM. El espectromonodimensionalde la figura 3.3.2correspondea la

zonade los protonesNH dondesepuedever quela muestraestálibre de impurezas.Las
señales,sin embargo,seencuentranen un rangoreducidode frecuencias,indicio deque

el péptidoestápoco estructurado.A pesarde la pequeñadispersiónde las señales,la

asignaciónsellevó acabosin problemasy se confirmóconespectrosa diferentesvalores

depH y temperatura.Los desplazamientosquímicosde todaslas resonanciasdel espectro

estánen la tablaIX del apéndice.

Figura 3.3.2Espectro¡nonodimensionaldel fragmento

pH=3.O, 50C.

2-19. Condiciones:SmM,

El análisisde los espectrosNOESY y ROESY sevió muy dificultadopor el gran

solapamientode las señalestantoen la regiónaNcomoen la NN. En la figura3.3.3 de

muestrala regiónaNdel espectroROESY.Se observantres NOEs del tipo dcxN(i,i±2)

entrelos residuos7-9,8-10y 13-15,que indicanla existenciade conformacionesde tipo

giro [3. Otros NOEsdel mismotipo en otrasregionesde la cadenano seríandetectados,

de estarpresentes,debidoal solapamientocon otras señales.Además se observan

contactosentrelas cadenaslateralesde la Tyr3 y la LeuSy entrelas cadenaslateralesy el

esqueletode los residuos6-9, 7-9 y 7-10, queconfirmanla presenciade estructuras
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localesen estaregión del péptido (figuras 3.3.4). La figura 3.3.5 resumelos NOEs
observados.
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Figura 3.3.3. Regióna?! del EspectroROESY (tm=200ms)delfragmenio2-19de la

protéina G. Condicionescomoen la figura 3.3.2.
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Figura 3.3.4. Regióndel espectroROESY dondese observanlos NOEs entre las

e

o

cadenaslateralesd los residuos3-5.
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Figura 3.3.5.ResumendeNOEsdelfragmento2-19de la proteínaG.

Las relacionesde intensidadesque sehan podidomedir serecogenen la tabla

3.3.1. Estasconfirmanquelacadenatieneciertaspreferenciasconformacionalesdondese

observanNOEsno secuenciales.La interacciónentrelascadenaslateralesde los residuos

3 y 5 se producecon el esqueletoen conformaciónextendida,mientras que en los

residuos7-9 las estructuraspreferentesestánen la región ap~del mapade energía

potencial.

Tabla 3.3.1. Relaciónde intensidadesentre los NOEs de protones

del esqueleto.

Residuo i IaN(i,i)”aN(i,i+ 1)

lizO, pH5.O Urea 6M, DH=5.O

0.07 0.10

fizO, pH=3.O

Tur3 0.14

Lys4

11e6 0.14 0.19

Leu7 0.26 0.34

Asn8 0.65 0.77 0.54

Oly9

Los coeficientesde temperaturamedidosen las trescondicionesseencuentranen

la tabla3.3.11. A pH=5.0los coeficientesde la Lys4 y del OluiS pordebajodel rango

típico de péptidossin estructura;a pH=3.0 estosvaloresdisminuyenaunquehay que

teneren cuentaque el error estimadoes de ±0.Sppb/Kya que seobtuvieroncondos

espectrosbidimensionalesa5 y 27”C. En urea6M aumentanlos dos(en valor absoluto),

sobretodoel dela Lys4.

daN(i,i+2>

dat-esq

dei—al
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Tabla 3.3.11.

fragmento2-19

Residuo

Coeficientesde
de la proteínaO.

temperatura (cx, en ppb/K) del

Condiciones
1120, P11=30 1120, pH=5.O Urea 6M, pH=S.O

Trh2

Tur3

Lys4

LeuS

11e6

Leu7

Asn8

01y9

LyslO

Trhll

Leul2

Lys13

Glyl4

01u15

Trhl6

Trhl7

Thrl8

Glul9

-8.2

-5.0

-7.8

-8.7

-8.7

-8.7

-6.7

-6.7

-7.8

-7.8

-7.8

-7.8

-s.s
-7.8

-7.8

-7.3

-8.1

-7.3

-4.6
-6.8

-7.8

-8.2

-6.4

-6.0

-6.4

-7.3

-7.8

-7.3

-7.8

-4.1

-7.8

-7.3

-6.8

-7.3

-7.3

- 7.8

-8.2

-10.0

-8.7

-9.6

-6.8

-7.3

-8.2

-8.2

-8.7

-8.2

-5.5

-8.2

-7.3

-7.3

-7.8

En estepéptidose observanal menostresestructurasplegadaslocalesaunquecon

unapoblaciónmuy pequeña.En la región6-10del péptidoexistemuyprobablementeuna

conformacióndel tipo de un giro [3,quesemanifiestaen los NOEsno secuenciales,y en

las intensidadesde los NOEssecuenciales.Unainterpretaciónalternativa,aunquemenos

probablepor laausenciade NOEsdaN(i,i+3),es laexistenciade un inicio de unavuelta

de hélice~ El NOE del tipo daN(i,i+2) y el coeficientede temperaturadel GluiS,

indican queexisteotro giro [3entrelos residuos12-15. La interacciónentrelas cadenas

lateralesdela Tyr3 y la LeuSsugierequeen el extremoN-terminalla cadenatiene gran

preferenciaporunaestructuraextendida.Las variacionesde las intensidadesde los NOES

y los coeficientesde temperaturaparecenindicarquelas conformacionesplegadasse

estabilizanal aumentarel pH y sedesestabilizanen presenciade urea,aunquelos cambios

Discusión.



82

sonpequeños.La granvariacióndel coeficientede temperaturade laLys4 con la urea

puededeberseaunareorientacióndel anillo aromáticode la Tyr3.

La presenciade un giro I~, solapandocon la región del giro nativo es la

característicamásimportantede estepéptido. Sin embargo,la poblacióndeestaestructura

esmuy pequeña,existeotro giro I~ en los residuos12-15y otros posiblesgiros no serían

detectablesdebidoal gran solapamientodeseñalesen los espectros,con lo cual no es

posible afirmar con seguridadque estaestructuraseaespecialmenterelevanteen el

plegamientodela proteína.
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3.4. Fragmento 63-74 de la ribonucleasa A.

La ribonucleasaA depáncreasbovino esuno de los enzimasmejorconocidos,

tantoa nivel estructuralcomofuncional.Su estructuratridimensionalhasido estudiadaen

detallepordifracciónde rayosX (Kartha, 1967) y porRMN (Reo, 1991; González,

1991). Estaproteínasehautilizado como modelo parael estudiodel plegamientode

proteínas,mediantesdiversasestrategias.La estructuraen disoluciónde los fragmentos

correspondientesa las tres hélicesde la ribonucleasa,seha estudiadoporRMN (Nieto,

1983; Jiménez,1987; Jiménez,1988) encontrándoseuna poblaciónsignificativa de

estructuranativaen todasellasaunquecon diferenteestabilidad.En un estudioanálogo

con el fragmento112-124,quecorrespondea un giro ¡3 de tipo VIb (residuosl12-115)

seguidode unahebradela lámina13 antiparalela,no seencontróevidenciaexperimentalde

la formación del giro nativo. Los giros 112-115 y 91-94 han sido estudiadosen

disoluciónacuosay encristalesutilizandotripéptidoscorrespondientesa los tresúltimos

residuosdel giro (Montelione, 1984) encontrándoseunaestructurade tipo giro 13 en el

primeroy estructuraextendidaen el segundo.Estosdosdiferentestrabajossehanbasado

casiexclusivamenteen resultadosobtenidoscon técnicasde RMN monodimensionaly,

portanto,cabepensarqueno seandefinitivos.

Existeotro giro 13 en la ribonucleasaA (residuos65-68)en la región61-74,que

formaunaestructuradetipo horquilla13 conectandola tercerahélicecon unade las hebras

de la lámina13. Estesegmentode la proteínaestámuy biendefinidoen la estructuraen

disolucióny contienedoscisteinasqueformanun puentedisulfuroen la proteínanativa.

El fragmento63-74se haseleccionadoparael estudiode suconformacióncomo

continuaciónde los trabajosya realizados.La presenciade un puentedisulfuro muy

próximo en la secuenciaal giro 13 ofrecela posibilidadde estudiarel efectode esta

interacciónen la conformacióndel péptidoaislado.Porello sehanmantenido,ademásde

los residuosdel giro, el puentedisulfuro y dosresiduosmása cadalado.La estructura

del péptidoen disolución acuosaen sus formas reduciday oxidadase describea

continuación.

Resultados.

Fragmento 63-74 oxidado.

La regióncorrespondientea los protonesamidadel espectromonodimensionalde

estepéptido se muestraen la figura 3.4.1. Se puedendistinguir algunasimpurezas
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aunqueestánen proporciónmuy pequeña.Las señalesestánbastantedispersas,la

naturalezacíclica del péptidodebeproducirentomosquímicosdiferentesparacadaunode

los protonesatravésde estructuraspreferentes.La señalde la clIn 69 esmásanchaque

las demás,por lo quesepuedepensarqueestádirectamenteimplicadaenunaestructura
local plegada,las constantesde acoplamiento3~Ha~~.NH,salvo la de la Ala64, tienen

valorestípicosde péptidoscon diferentesconformacionesen equilibrio. La asignaciónde

todaslas resonanciasy las constantesde acoplamientose encuentranen la tablaX del

apéndice.

Y- —T
t -¡¡ ¡¡‘ Y ¡

Figura 3.4.1. Espectromonodimensionaldelfragmento 63-74 de la ribonucleas.

Condiciones:lOmM, pH=3.3, 5V.

Los espectrosde dicroísmocircularen diferentescondicionessemuestranen la

figura 3.4.2. A pH=3.0 se observauna bandapositiva a 218nm que se desplaza

ligeramentehaciael rojo enpresenciade urea6M y disminuyealgoen intensidadal añadir

NaCí 1M al medio. Estoscambiosson pequeñosy sugierenquela estructuradel péptido

es la mismaen las trescondiciones.

En el espectroNOESY quesemuestraen la figura3.4.3, seobservandosNOES

daN(i,i+2) entrelos residuos67-69 y 70-72. Los coeficientesde temperaturade los

protonesamidade la clIn 69 y de la Cys72seencuentranfueradel rangode los medidos

en los tetrapéptidosmodelo de péptidossin estructura(tabla 3.4.1), indicandouna

accesibilidadreducidaal disolventede estosprotones.Especialmentereducidaeslade la

01n69con un coeficientede -2.lppb/K. Estos resultadosdemuestranque el péptido

formadosgiros 13 cínrelos residuos66-69y 69-72.
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Figura 3.4.2.Espectrosde dicroísmocircular a 5V.

Tabla 3.4.1. Coeficientesde temperatura(a. en ppb/K) delfragmento

63-74de la ribonucleasaA.

Residuo
forma oxidada
lizo, pH=3.O

-6.9

-8.8

-7.4

-7.8

-6.9

-2.1

-8.6

-6.1

-4.2

-8.8

-7.3

Condiciones
forma reducida11z0~ pH=3.O

-6.6

-10.3

-8.3

-8.7

-7.2

-4.9

-7.2

-6.7

-5.7

-7.3

-6.4

forma oxidada
NaCí O.2M, pfi=4.O

-6.8
-8.9

-7.7

-7.8

-7.1

-2.3

-8.8

-6.4

-4.3

-9.3

-7.2

[6]x163 RNasa 63-74 <S•S)

Val63

Ala64

Cys6S

Lys66

Asn67

01y68

Gln69

Trh7O

Asn7l

Cys72

Tyr73

01n74



86

,0

o
000
000
o

o0~

Figura 3.4.3. EspectroNOESY(tm=200ms)delfragmento

Condicionescornoen la figura 3.4.1.

63-74de la ribonucleasa.

En el péptidoaisladono seobservanNOEsdel tipo dac4i,j) o daN(i,j), con lo que

pareceque la lámina 13 no se forma. Sí seobservanmás NOEs consistentescon la

estructurade giros 13. En concretose puedenver NOEs del tipo d13N(i,i-s-4)entre los

residuos65-69, dN13(i,i+3) 66-69y d¡3[3(i,i+4) 65-69,comosepuedever en el espectro

ROESY de la figura 3.4.4. obtenidoen las mismascondicionesen quesedeterminéla

estructuratridimensionalde la ribonucleasa(pH—4.O, NaCí 0.2M) y dondese ven los

mismosNOEsqueen aguaa pH=3.3.La figura3.4.5resumelos NOEsobservados.
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Figura 3.4.4.EspectroROESY(tm=I2Oms)delfragmento63-74

65 70

VACKNGQTN O

daN (1, i>

daN < ~, 1+1)

dNN(i,i+1>

dci.N(i,i+2)

dI3N<i,i+2)
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Figura 3.4.5.NOEsobservadospara la formaoxidadadelfragmento

63-74de la ribonucleasa.

Fragmento 63-74 reducido.

El p¿ptíduwn ~¡stcínaslibres sc obtuvo a partir dc la forma oxidadapor

reduccióncon ditiotreitol (Dfl) segúnun procedimientodescritoparala reducciónde los

YQ

¡ ¡
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puentesdisulfuro en proteínas(Glazer,1975). En imí de tampónSOmM Tris, 2mM

EDTA a pH=8.1, sedisolvieron7mgrde liofilizado (5.7mgrdepéptido)y seañadieron

l9mgrdeDfl (relaciónmolarDTT:péptido= 20:1). Ladisoluciónsemantuvoa 250C

conburbujeode N
2 y sesiguióel avancede la reacciónporHPLC. EJ cromatograinaa

los cincominutosde añadirel DTT y a las treshorasesprácticamenteel mismo(figura

3.4.6) aunquecon el tiempo apareceun precipitadoblanco. Seacidificó el mediocon

ácidotrifluoroacéticoantesde cortarel burbujeode nitrógeno,seañadieron0.5m1 de

acetonitrilo paradisolver el precipitado,y se procedió a la separacióndel péptido

reducido.Estaserealizóencolumnaanalíticacon inyeccionesde 60 a ioog obteniéndose

finalmenteun liofilizado de 1.Smgrcon el que se preparóunamuestra2.3mM parael

estudiopor RMN. A estamuestrasele añadió0. lmgr de DTT (proporción molar

péptido:DTT= 1:1), seajustóel pHa 1.9 y seintrodujonitrógenoen el espaciolibredel

tubo demuestraparaevitar la reoxidacióndel péptido.

Figura 3.4.6. Cromatogramade HPLC a las dos horas de añadir el Dli. Losdos

primerospicossondelD7iTyel segundocorrespondeal fragmento63-74reducido.

La figura 3.4.7 correspondea la zona de los protonesamida del espectro

monodimensionaldel péptidoreducido.Lasseñalessonmásestrechasquelas del peptido

ciclado, sobretodo la de la Glnó9, y la dispersiónes menor.La formade la línea base

indicaquehay impurezasen la muestra.Los desplazamientosquímicosse encuentranen

la tablaXI delapéndice.

Enla figura3.4.8sepuedever la regiónaNdel espectroROESYde estepéptido.

AdemásdeNOEssecuencialesintensosy NOEsintra¡‘residuo, seobservaun NOEdel

tipo daN(i,i+2) entre los residuos67-69. Este NOE, junto con el coeficientede

temperaturadel protón NH de la Gln69 (-4.9ppbIK), ligeramentepordebajodel rango

medido en los tetrapéptidosGOXA, indica que existe una población,pequeñapero

significativadeconformacionescon estructurade giro ¡3 entrelos residuos66-69.En la

figura3.4.9 sepuedeverel resumendeNOEs.
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Figura 3.4.7. Espectromonodimensionaldelfragmento63-74reducido.Condiciones:

2.3mM, pH=1.9, 50C.
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Figura 3.4.8. Espectro ROESY(tm=I2Oms) del fragmento 63-74 reducido.
Condicionescomoen 3.4.7.
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daN<i,i)

daN ( i, 1+1)

dNN< 1, i+1)

daN(i,i+2)

Figura 3.4.9. NOEsobservadosparala forma reducidadelfragmento63-74.

El giro entrelos residuo69-72,observadoen el péptidociclado, no seforma, o

no esdetectable;el NOE daN(i,i+2)70-72no seobservay el coeficientede temperatura

de la Cys74aumenta(en valor absoluto)en estepéptidocon respectoa su valor en el

ciclado (tabla 1). Aunque, debido al solapamiento,las relacionesde intensidad

‘aN(ij)’IaN(ij4-1) sepuedenmedirsólo paratresresiduos(tablaII), la disminucióndesu

valor en el enlaceGly68-01n69y la degeneraciónde los desplazamientosquímicosde los

protonesHade la Gly indicanque la poblacióndel giro esmuy pequeñaen ausenciadel

puentedisulfuro,aunquedetectable.

Tabla II. Relaciónde intensidadesentre los NOEsdel esqueleto.del
fragmento63-74dela ribonucleasaA.

Residuo i ‘aN(i,¡)”aN(¡,i+1

)

forma oxidada forma reducida forma oxidada
H20, pH=3.3 1120, pH=1.9 NaCI O.2M, pH=4.O

VaI63 ---

Ala64 0.19 0.15 0.22

Cys6S 0.25 0.22 0.48

Lys6ó 0.32 0.37

Asn67

Gly68 5.01; 1.78 1.48 5.65;0.64

Gln69 0.26 0.26

Thr7O

Asn7l 0.92 0.69

Cys72

Tyr73

Gln74
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Discusión.

El puentedisulfuroquecontieneel fragmentoen la proteínanativa,cierraun ciclo

desieteaminoácidosy estabilizafuertementeconformacionesplegadasen el péptido.Este

hechono es nadasorprendente,sin embargo,convienedestacardos características

relevantesencuantoa las propiedadesconformacionalesintrínsecasde la secuenciade

aminoácidos:

- la estructuradel péptido no es rígida; existenvarias conformacionesen

equilibrio, de las cualeslas más pobladasson las que incluyen dos giros I~ en los

segmentos66-69y 69-72,

- la localizacióndel giro másestable,66-69,no coincideexactamenteconel giro

nativo (65-68), en las mismascondiciones,en las que se estdió la estructurade la

proteína.

En su formareducida,el péptido todavíatieneuna preferenciasignificativapor

formar un giro [3entrelos residuos66-69,aunquesu estabilidades muy pequeñaen

comparacióncon la del péptidociclado. El segundode los giros no se formaen una

proporciónsuficientecomoparaserdetectado.

Estosresultadosindicanquelos determinantesde la formacióndel giro nativo se

encuentranen la secuenciadeaminoácidoslocal,el puentedisulfuroestabilizaestegiro y

otrasestructurasaunqueen menormedida.La localizacióndel giro en laestructurafinal,

sin embargo,puededesplazarseun residuocomoconsecuenciadel ajustenecesariopara

la adquisiciónde unaestructuracompacta.
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3.5. Fragmento 245-260 dc la termolisina.

Los lazosde las estructurasproteicasformanunaclasede estructurasecundariano

repetitivamuy heterogéneaque sólo recientementese ha estudiadocon cierto detalle

(Leszczynski, 1986; Ring, 1992). Estos elementosestructuralessuelenestaren la

superficie, participar en la función de la proteínay muchosde ellos son bastante

compactosen lasestructurasdeterminadaspordifracciónde rayosX. Unaclasificación

deestoslazosen tres gruposmorfológicossugierenla existenciade periodicidaden la

hidrofobicidadde la secuenciay de preferenciasposicionales,aunqueno tan marcadas

comoen las hélices,láminasy giros [3. Estascaracterísticashanllevado haproponerque

los lazospuedenserimportantesparael modeladode proteínasy queel estudiode sus

propiedadesconformacionales,aisladosen disolución, podríarevelar la presenciade

estructurasnativasimportantesparael plegamientode la proteína.

El fragmento245-260de la termolisinaconectalas dos primerashélicesdel

dominio C-terminal de la termolisinay forma un lazode tipo Q (nombreque hace

referenciaa susimilitud morfológicacon la letra griegaomega)en el quelos residuos248

y 255 estánpróximosen el espacio(Leszczynski,1986).Estefragmentoaisladose ha

estudiadoen aguay en 30%TFEen un trabajoconjuntocon las cuatmhélicesdel dominio

C-terminal de la termolisina (Jiménez, 1992) encontrándoseque su estructuraes

básicamenteflexible, adiferenciade las cuatrohélicesqueadoptangrandespoblaciones

de la estructuranativa.

Resultados.

La solubilidad de este péptido fue suficiente para prepararmuestrasde

concentración3.7mM. El espectromonodimensionalde la figura3.5.1 sepuedever la

zonade los protonesNR. La presenciade una impurezaproducela señal intensaa

8.24ppm.otraseñalanchaa8.6Oppmy a señalesfinas a 1.19 y a 3.20ppm.Estay otras

impurezasselocalizaronduranteel análisisde los espectrosbidimensionalesen diferentes

condicionespara no confundir sus señalescon las del péptido. Las manipulaciones

excesivasde la muestraal justarel pH aumentabansuviscosidad.En los espectrosseusó

una preparadaa pH=2.5 y la posiblepresenciade agregaciónse comprobócon una

muestra0.O5mMdondeno seobservaroncambiossignificativosen los desplazamientos

químicosni enlaanchuradelínea.
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Figura.3.5.1.Espectromonodimensionaldel fragmento245-260de la termolisina.

Codiciones:3.7mM,pH=2.5, 5”C.

Los espectrosde DC de éstepéptidoen diferentescondicionessemuestranenla

figura 3.5.2. El espectroen aguaa pH=2.5ya 50C estípico de péptidossin estructura,y

seafectamuypococon la adiciónde ureay el aumentode temperatura.
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Figura 3.5.2.Espectrosde dicroísmo circular del fragmento245-260 de la

termolisina.
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En la figura3.4.3 semuestrancuatroregionesdel espectroROESY enagua.Se

observandos NOEsdaN(i,i+2) entrelos residuos254-256y 256-258.EstosNOEsson

muy débilesen el ROESY y bastantemás intensosen el NOESY, con un tiempo de

mezclade 200msparaambos,lo queindicaque la difusión de espínesimportante.Más

intensosson otrosdos NOEs entrelas cadenaslateralesde laTrh49 y la Tyr5l y entre

estay la de la Val 55. La figura3.5.4resumelos NOEsobservados.

cl O

o
•
¿ e

0’0

Figura 3.5.4EspectroROESYdelfragmento

pH=2.S, 50C,tm200ms).

EX
694 + Y

o
-e--

o
<6
* ‘5

A 4
‘fi ¡s : -z

~ 9 —

245-260de la termolisina (3.7mM,

245 250 255 260

SQGGTHYGVSVVGIGR

dt« i, i>

— *

dan(i,i+2)

dei—el

* ¡—.4
* 1—4 * **

II

Figura 3.5.5.Resumende los NOEsobservadosen elfragmento245-260de la

termolisina.
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Los coeficientesde temperaturade los protonesamidaestántodosen el rangode

valorestípicosdepéptidossin estructura(tabla3.5.1).Las relacionesde intensidadde los

NOEs daN intrarresiduoy secuencialesson todaspequeñas.Un pocomayoresqueel

restoson las del enlace250-251y 258-259, y las de los enlacescon Gly en primera

posición (debido a que la Gly tiene dos protonesHa). En presenciade urea las

intensidadesde los NOEslos valoresde los coeficientesde temperaturacambianmuy

pococomosepuedeveren la tabla3.5.1.

Tabla3.5.1. Coeficientesde temperatura(a) y relacionesde intensidadde
los NOEssecuencialese intrarresiduo del fragmento245-260 de la
termolisina.

Residuo i cq (ppb/K) ‘aN(i,i)fIaN(i,i+1)

H20 Urea 6M H20 Urea 6M

5er245

Qln246 -6.7 -6.7 0.13 0.20

01y247 -8.3 -8.3

Gly248 -6.7 -6.0

Thr249 -7.0 -7.3 0.18 0.18

His2SO -7.3 -7.0 0.35 0.26

Tyr2Sl -8.0 -7.7 0.42

Gly252 -7.3 -7.0 0.92 1.06

Val253 -7.7 -7.3 0.20

5er254 -8.7 -7.7 0.26 0.20

Val255 -10.0 -9.0 0.38 0.22

Val256 -8.7 -8.0 0.20 0.21

01y257 -8.3 -7.7 1.40 0.85

11e258 -9.0 -7.7 0.40

Gly259 -8.3 -7.3 1.59 1.51

Arg26O -7.7 -7.3

Discusión.

Los NOEs daN(i,i+2) observados,puedeninterpretarsecon la existenciade

conformacionesde tipo giro 13 en la región 253-258. Sin embargoestosNOEs son

extraordinariamentedébiles,sólo algomás intensosqueel ruidoen el ROESY, lo que

indicaqueesegiro estámuy pocopoblado.Las intensidadesde los NOEssecuencialese
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intrarresiduoen promediosontípicasde péptidossin estructura,conalgunaexcepeión

comolas del enlace250-251.Los contactosobservadosentrelascadenaslateralesdelos

residuos249-251y 251-255indican la presenciade conformacionespreferentesenesta

región,perono esposiblerelacionarlascon la estructuranativaque secaracterizapor la

proximidadespacialentrelos residuos248-255.



Capítulo 4.

Estudio conformacional de péptidos con
secuenciasdiseñadas.
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Introducción.

El diseñode péptidosy proteínasesunaformade avanzaren el conocimientode

las reglasdel plegamientoy ponera pruebalos conocimientosadquiridos(Richardson,

1989, Regan,1991).Estaestrategiacomenzócon los trabajosde Guttey col. (1975),y

ha recibidoun gran impulsodesdeentoncesconresultadosmuy esperanzadores.

Enel diseñode proteínashayvariaslíneasde trabajo:

- diseñoasistidoporplantillas,en el queseusanpequeñossoportes(peptiticosy

no peptidicos)quefacilitan la interacciónentrelascadenasancladasaellos(Mutter, 1989;

Sasaki,1989; Ghadiri, 1992),

- aproximaciónminimalista,que sigueunaestrategiamodular,optimizandola

propiedadesde plegamientoy asociaciónde un elementode estructurasecundariacon una

secuenciamuysimple,con sólo5 o 6 tipos deaminoácidos(DeGrado,1989),

- diseñode secuenciascomolas naturales,que buscareproducirlos motivos

estructuralesobservadosen proteínas,con secuenciasdecomposiciónde aminoácidos

similar a las nativas(Richardson,1987,Goraj, 1990).

Los resultadosde estos trabajoshan tenido un exito relativo. En las proteínas

diseñadassehaencontradogran cantidadde estructurasecundariacompatiblecon los

objetivos del diseño,perola determinaciónde la estructuratridimensionalno ha sido

posibleaún. Muchasdeellasse comportancomoglóbulosfundidos,conunaestructura

muy flexible.

El diseñode péptidos,seha empleadocon los mismosfines que el de proteínas,

le ha servidode base,y ha sido muy útil en aplicacionesprácticascomoel desarrollode

péptidoscon importantesfuncionesbiológicas(DeGrado,1988).

La experimentacióncon secuenciasnaturalesy diseñadas,ha permitidollegara un

conocimientoincipientede las característicasbásicasquedeterminanlaestabilidadde las

hélicesa (Baldwin, 1992),de tal forma,queel diseñodeunasecuenciaqueforme una

poblaciónapreciablede héliceen disoluciónacuosaes relativamentesencillo,

En el casodel diseñode secuenciasque formen láminasy giros 13, los únicos

exitossehanconseguidocon péptidoscíclicosde unospocosaminoácidos.El diseñode

láminas ¡~ aisladas,se ha visto dificultado por los problemasde solubilidad de las

secuenciasque tiendena formar agregadosinespecificosen disolución acuosa.En

disolventesorgánicossehan conseguidocaracterizarláminas[3intermolecularesen

moléculaspseudopeptídicasmodelo (Kemp, 1990). Péptidoscíclicosde cinco a seis

aminoácidoshan sido muy tilizados como modelosde giros í~, y se ha obtenido
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informaciónvaliosaacercade la influenciade los aminoácidosen la geometríadel giro,

sin embargolos únicospéptidoslinealesno naturalescon altapoblacióndeestructurade

giros [3endisoluciónacuosason modificacionesde la secuencianaturalestudiadapor

Wright y col. (1988)queno formaun giro en la proteínanativa.

En los fragmentosde proteínasestudidosen esta tesis, se ha detectadola

presenciade giros [3conunalocalizaciónmuy próximaala del giro nativo, sin embargo.

la formaciónde la lámina13, antiparalelapresenteen la estructuranativade la mayoríade

ellosno sehaobservadoprobablementedebidoala bajaestabilidaddede los giros. Con

elobjetivodeencontraruna secuenciacapazde formarun giro I~ estable,y comprobarsu

capacidadde dirigir el plegamientodel restode lacadenahaciala formaciónde unalámina

[3antiparalela(estructurade horquilla 13) se handiseñadodos péptidoscon diferentes

secuencias.

El primerodeellos tiene la secuenciaAc-LKLKLKGDSLKLKLK-NH2, en

la quelos residuoscentrales(GDS) se hanencontradoun grannúmerode vecesen giros

I~ en proteínasen una estadísticaque relacionapatronesde secuenciasde hastacinco
aminoácidoscon la estructurasecundariaen proteínas(Rooman,1988),y los extremos

siguenla reglabásicadel diseñode láminas[3antiparalelas:la alternanciade residuos

hidrofílicos e hidrofóbicos(Richardson,1987). Las secuenciaslinealesalternantesde

leucinasy lisinassonsuficientementesolublesen aguay hanpodidoserestudiadasen en

disolución acuosapor dicroísmo circular encontrándoseque forman láminas 13

intermolecularesen presenciade salesqueapantallanlas cargasde las lisinas(Barbier,

1989).

El segundotiene lasecuenciaYQNPDGSQÁ(figura4.1) , queseha construido

reemplazandolos residuoscentralesdel fragmento15-23del tendamistat(SWRY, los que

formanel giro 13 en la proteínanativa) porlos aminoácidoscon la máximaprobabilidadde

ocuparcadauna de las cuatroposicionesde un giro 13 de tipo 1 en proteínas(Wilmot,

1988). A estepéptido nos referiremosdeaquíen adelantecomobetamax(giro beta de

máximaprobabilidad).
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~~1

Q S Q S

Y Q Y Q

A A

Fragmento15-23del tendainistat. Péptidobetamax.

Figura 4.1. Diseñodel pé’ptido betama.x.

Resultados.

Péptido Ac-LKLKLKGDSLKLKLK-NH2.

El espectromonodimensionalde estepéptido sepuedever en la figura 4.2. La

concentraciónde las 15 señalesde los protonesNR en un rangode 0.7ppm,hacepensar

que el péptido está en un equilibrio conformacional sin estructurasplegadas

significativamentepobladas.La solubilidadde estepéptidofue suficienteparapreparar

muestrasdeconcentraciónlOmM. Pequeñasadicionesde NaOH y HCI aumentabanla

viscosidadde la muestra,lo que indica quela presenciade sal provocala formaciónde

agregadosintermoleculares.En los espectrosseusóunamuestradisolviendoel péptido

liofilizado enagua.La medidadel pH dio un valor de 3.0. La asignaciónde todaslas

resonanciadel espectrosepuedeveren la tablaXIII del apéndice.

Los coeficientesde temperaturade las señalesde los protonesamidaestántodos

enel rangode los medidosen los péptidosmodelo de péptidossin estructura(tablaXV

del apéndice).

En los espectrosNOESY y ROESY, seobservandosNOEs daN(i,i+2)entrelos

residuos8-10y 9-11 y un NOE del tipo daN(i,i±3)entrelos residuos8-11. EstosNOEs

indicanqueen la regióncentraldel péptidoseformanestructurasde tipo giro p o quizás

unavueltadehélice~ío(porla presenciadel NOE daN(i,i-s.3)),aunqueel solapamiento

de las señalesimpide ver NOEs del mismo tipo en otrasregionesdel péptido. Esto

impidió también la integraciónde las intensidadesde los NOEs intrarresiduoy

secuenciales.El resumende NOEssemuestraen la figura5.3 y el espectroROESY en la

figura 5.4.
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y

Figura 5.2 Espectromonodimensionaldel péptidoAc-LKLKLKGDSLKLKLK-NH2.

Condiciones:lOmM, pH=3.0, 5V, pH=3.0, 5
0C.
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Figura 5.3. Resumende NOEs observadospéptido Ac-LKLKLKGDSLKLKLK-

NR2.
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Figura 5.4. EspectroROESY (tm=200ms)del péptido Ac-LKLKLKGDSLKLKLK-

NF!2. Condiciones:lOmM, pH=3.O, XV,pH=3.0, 5
0C,.

Péptido betamax.

La figura 5.5 correspondea la región de los protonesNR del espectro

monodimensionalde estepéptido, que están bastantedispersas.Se puedeobservar

tambiénun conjuntode señalesde menorintensidad.Algunasde eJiascorrespondenai

isómerocis del enlaceAsn-Pro(un 7% aproximadamentedel isómerotrans)y otras

pertenecena impurezasqueno sehanpodidoidentificar. Se intentópurificar el péptido

porHPLC, pero,aunen condicionesisocráticas,no fue posibleresolverla mezcla.

Los espectrosde DC del péptidoen diferentescondicionesse muestranen la

figura 5.6. A pH=6.0 el espectroes típico de péptidos sin estructura.A pH=3.O se

observala bandapositiva a 230nm que ya se veía tambiénen los fragmentosdel

tendamistat,y cambialigeramenteenpresenciade ureaA pi-i=3 A) y IM NaCíel espectro

escomoa pH=6.Osin sal.
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Figura 5.5.Espectrosmonodimensionalesdelpéptidobetamasa pH=S.3,5
0C.
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Figura 5.6.Espectrosde dicroísmocircular delpéptidobetamaxa 50C.

El análisisde los espectrosde RMN bidimensionalde estepéptidoresultómuy

complicadopor la presenciade tres conjuntosde señales.La asignacióndel péptido

mayoritarioserealizó sin problemas,perola del isómerocis requiriórealizarespectrosen

diferentescondicionesde pH, temperaturay en presenciade urea. La combinaciónde

estosdiferentesespectrospermitiótambiénnoconfundirlas señalesde la impureza(de

naturalezapeptídica, pues dan señalesen las mismas regiones que el péptido

mayoritario),con los NOEsno secuencialesdel péptidodebidosa estructurasplegadas.

En los espectrosNOESY y ROESY (figura 5.7) seobservaun grannúmerode NOEs no

secuenciales(hastai,i+8) inusualesparaun péptidolineal de nueveresiduos.
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Figura 5.7. EspectrosNOESYy ROESY del péptido betamax.Condiciones:lSmM,

5%?, a) NOESYí,~=2S0ms,pH=4.3, b) ROESYtm200ms,pHrs5.3.

La presenciade un NOEdel tipo daN(i,i+2) entrelos residuos4-6deintensidadmediay

unNOE secuencialdNN(5-6) intensoindicanqueexisteun giro I~ entrelos residuos3-6.

Los NOEs daN(2-9),dNa(3-8) y el daa(2-9)son típicosde láminas13 antiparalelasy

demuestranla formaciónde estaestructura.Laexistenciade contactosentrelas cadenas

lateralesde los residuos1-9y 3-9confirmaquelos extremosdel péptidoestánpróximos

en el espacioy queel péptidoadoptaunaestructurade tipo horquilla 13. En la figura 5.8

seresumenlos NOEsobservados.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

YO NP DG S Q A
¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ 1 ¡

daN(i,i+1)

dNN (1,1+1)

dNN(i,i+n)

daN(i,i+2>

dNa(i,i+5)
daN(i,i+7)
daa(i,i+6>

dsc-b

dsc—sc

—a(ppb/K) 6.2 9.6 2.0 5.1 4.9 7.2 8.0

Figura 5.8. ResumendeNOEsdel péptidobetamax.

Los coeficientesde temperaturade los residuosAsp5, Gly6 y Ser7(figura5.8 y

tabla5.11) estánpor debajodel rangomedidoen los péptidosmodelo de péptidossin

estructura,especialmenteel del Asp5 (a = -2ppb/K), que estánde acuerdocon la

presenciade unaestructuraplegada.

Comoyasehacomentado,la naturalezade las señalesNOEcomopertenecientes

al péptido mayoritarioseha comprobadocon el análisis de espectrosen diferentes

condicionesde temperaturay pH. EstosNOEstampocosondebidosaartefactoscomola

difusión de espín ya que se obdervantanto en el NOESY como en el ROESY. La

posibilidaddeunaagregaciónespecíficadel péptidodel tipo cabeza-colaquedaexcluida

tambiénal no observarsecambiosen la anchurade líneaal diluir la muestrapor un factor

de 500 (de l5mM a 0.O3mM) comosepuedever en la figura 5.5. Los cambiosen

losdesplazamientosquímicossonmenoresde 0.Olppm y sepuedenexplicar por una

variaciónde la frecuenciade resonanciade la señalde referencia(TSP) al cambiarel

medio en el que seencuentra.Los coeficientesde temperaturatampocovaríancon el

cambiode concentración.

La consistenciade los NOEsobservadoscon unasólaconformaciónplegadase

comprobócalculandounaestructuraa partir de la informaciónde distanciasobtenidade

los experimentosNOIESy y ROESY. Paraello seaplicó el métodode geometríade

distanciasutilizandolos NOEsde la figura5.8 conlos no secuencialesintroducidoscomo

NOEsdébiles(distanciac SA). Seobtuvieron14 estructurascompatiblescon todoslos

— * —



NOEs(violaciones <0.2k) con una RMSD dc 2.2k para los atemos dcl esqucícto. Este

resultado demuestra que los NOEs observadossc pueden explicar con una sóla

conformación plegada, aunque esta no sea la única y esté cn equilibrio con un conjunto dc

estructuras desplegadas al azar.

Figura 5.9. Dos vistasde las cinco conformacionesde menor energíadel J)épti(lo

betamas.

Con el fin de definir mejor la estructura del confórmero plegado, se realizó otro

cálculo en el que las intensidades de los NOEsno secuenciales sc utilizaron como

restricciones fuertes (distancia >3k). 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 se cumplían doce de las treinta y seis restricciones de

distanciasincluidas. El cambio de la intensidad de los NOEsduN(4-6) y dNN(3-6) de

fuerte a media (distancia <4k) en un nuevo cálculo dio como resultado diecinueve

estructuras con una RMSDde 1.4k y con violaciones de NOEs <0.2k. Con esta

estructuras se llevó a cabo una minimización de energía restringida. Las cinco estructuras

de menor energía se muestran en la figura 5.9. En ellas se observa un giro 13 de tipo 1 en

los residuos NPDGy una estructura de lámina 13 antiparalela en los extremos del péptido

algo distorsionada en los residuos 7 y 8. Este resultado confirma la interpretación

cualitativa dc los NOEsobservados que indica la presencia dc una estructura de tipo

horquilla 13 altamente poblada en equilibrio conformacional con estructuras extendidas.

A partir de estas estructuras se puede estimar la proporción de estructura plegada

en disolución con un modelo de des estados (horquilla 13 en equilibrio con cadena lineal

extendida) y suponiendo un movimiento isotrópico de la molécula (Bradlcy, 1990;
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Saulitis, 1990). Paraello seutilizaron las relacionesde intensidadesqueaparecenen la

tabla5.1, y secalculó la proporcióndeestructurade horquilla13.

Tabla 5.1. Estimación de la población de la conformación plegada.

Relación de intensidades Porcentaje de estructura

IdNN(4-6)/idcxN(5-6) 82

plegada

Ida.N(4-6)¡IdaN(5-5) 75
IdaN(4-6)/Id(2H-4H)Tyr1 63

IdaN(4-6)/Id(aa)Gly6 154

IdNa(8-.3)/Id(2H-.4H)Tyr 1 7

‘dNa(8-3)/IdaaGly6 17

‘daN(2-9)/’d(2H-4H)Tyr 1 10

IdaN(2-9)/Id(aa)Gly6 25

Las distanciasde referenciase tomande una hebrade lámina 13 y las de la

conformaciónplegadade la distanciasmediasobtenidasen las cinco estructurasde la

fugura 5.9. Las estimacionesobtenidasde estaforma puedenmuchoerror debidoal

inherentea la integraciónde los NOEs y a las suposicionesque sehan hecho,sin

embargoindicanclaramentequela poblacióndel giro 13 esbastanteelevada(entreun 60 y

un 80%)mientrasquela de la láminaesmuchomenor(un 15%aproximadamente).

La estabilidaddeestaestructuraseve muy afectadaporel pH, de formaque a

pH=3.Ú los coeficientesde temperaturaaumentan(en valor absoluto)y no cambianen

presenciade urea(tabla5.11). Los únicosquetienenvaloresrelativamentepequeñosson

la Gly6 (-5. lppb/K) y la Gln2(-4.7ppb/K). Éste último cambia bastante con la adición de

ureaprobablementedebidoaunareorientacióndel anillo aromáticode la tirosina 3.
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Tabla 5.11. Coeficientesde temperatura(a, en ppb/K) del péptido
betamas.

Residuo Condiciones

HiO, pH=5.3 HzO, pH=3.O Urea 6M, pH3.O

TyrI

Gln2 -6.9 -4.7 -6.4

Asn3 -8.8 -8.7 -9.3

Pro4 -7.4 -8.3 -7.7

Asp5 -7.8 -5.7 -7.3

Gly6 -6.9 -5.1 -5.4

Ser7 -2.1 -5.7 -6.1

Gln8 -8.6 -8.0 -8.0

Ala9 -7.3 -7.0 -7.3

El únicoNOE no secuencialque seobservaa pI-1=3.0esel daN(4-6) perode una

intensidad 1.4 vecesmenor que el observadoa pH=5.3. Teniendoen cuenta la

dependenciade la intensidaddel NOE conla distanciay la poblaciónestimadaapH=5.3,

esto indicaríaunapoblacióndeun 10%de giro 13.

El cambiodeestructuracon el pR sereflejaen titulacionesanómalasparalos

protonesNH de los residuos2,3,7,6y 8 cuyo desplazamientoquímico aumentaal

aumentarel pH (figura 5.10). Los protones NH2 de la Asn3 tambien titulan

anormalmentedisminuyendosudesplazamientoen 0.10 y 0.I6ppmentrepI-1=1.5 y 6.7,

cuandoenel tetrapéptidoGGNA estosvaloresson de -0.04y 0.03 (Jiménez,1986).

Estoestádeacuerdoconel NOE observadoentrelosprotonesH13 de laAla9 y NH2 de la

Asn3,queindicaunaproximidadentreellos.
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Tabla 5.111.
Secuenciasconaltaprobabilidadde formargiros 13

Péptido obtenidascon algoritmosde predicciónde estructurasecundaria.

Métodode Método de
Chouy Fasman(1978) Wilmot y Thomton(1988)

12-26 QADN (1.23) ADNG(1.64)

15-23 no hay no hay

[V21]15-23 no hay no hay

¡s18]1s23 SSRY (2.80) SSRY (2.53)

Betamax NPDG(17.3) NPDG(23.8)

Entreparéntesisse indica la probabilidadcalculadaenmúltiplos del valor umbral que

decidela prediccióndel giro.

Discusión.

El diseñodel péptidoAc-LKLK±KGDSLKLKLK-NH
2nohadadolos resultados

esperados. Aunque parece que se forman estructuras de tipo giro 13 en los residuos

centrales, la estabilidad de este giro no es suficiente para promover la formación de una

láminaintermolecular,y el péptidotiendeaformaragregadosen presenciade sal. Este

diseñoprobablementesepuedemejorarintroduciendoresiduosqueestabilicenel giro y

modificandoel restode formaquesedisminuyala tendenciaaagregarinespecíficamente

comola introduccionde aminoácidosramificadosen el carbono13 queseapareencon

residuosno ramificadosen la otra hebra(se favorecenlas láminasantiparalelascon

respectoa las paralelas)y cargasnegativas(glutámicos,por ejemplo).

El péptidobetamax,por el contrario, es capazde formar una estructuramás

complejacomoesla horquilla [3.Es la primeravezqueseapoyaexperimentalmente,la

existenciade una horquilla 13 aisladaen un péptido lineal corto en disoluciónacuosa

(Blanco, 1992).El éxito obtenidocon un diseñobastantesimple comoéste,esun tanto

sorprendente.Las estadísticasde giros de proteínas(de dondesehasacadola secuencia

NPDG) predicenun giro [3enestosresiduos,sin embargosonincapacesdepredecirlos

giros detectadosen los fragmentosdel tendamistate, incluso,el giro nativo (SWRY)

comosepuedever en la tabla 5.111. Aunqueel métodode Wilmot y Thornton (1988)

utiliza una basededatosmayor y trata por separadolos diferentestipos de giros, los

resultadossonmuy similaresa los obtenidosporel métodode Chouy Fasman(1978).
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Las razonesde la estabilidadde estaestructuraenel betamaxno parecenestarsólo

en la tendenciade los residuoscentralesa formar un giro 13. Recientementese ha

publicadoun estudioen el quetetrapéptidoscon secuenciasmuysimilares(NPDM) con

alta probabilidadde formargiros, no danlugara NOEsu otrasevidenciasexperimentales

que indiquen su presenciacon lo quesuestabilidaddebesermuy pequeña(Liu, 1992).

Porotro lado,la secuencianativaformagiros í~ pocoestablesperono hay indicios de que

se forme la lámina.La estabilidadde la horquillaji en el betamaxdebesurgirde un efecto

cooperativode ambassecuenciasgraciasal cual se amplifican las propiedades

conformacionalesintrínsecasde cadauna de ellas. Otra forma de racionalizar los

resultados,esquela informaciónnecesariaparaformarel giro no residesólamenteen los

cuatroaminoácidosquelo forman sinoqueexistenseñalesde formaciónde giros jide un

modoanálogoalas señalesinicio y terminaciónde hélices.



Capítulo 5.

Resumeny conclusiones.
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5.1. Resumen.

El trabajo desarrolladoen estatesis ha tenido tres objetivos claramente

diferenciados aunque convergentes:

- comprobarsi las secuenciascorrespondientesa estructurasde tipo giro 13 en las

proteínassepliegande la misma forma cuandoseencuentranaisladasen disolución

acuosa;en el casode que la estructuranativasemantengaseriaposibleproponerque

estassecuenciasconstituyencentrosde inicio del plegamientoy que son interacciones

localeslasquegobiernanlas primerasetapasdel mismo,

- analizarla relaciónentrela secuenciadeaminoácidosy la estabilidadde los giros

ji formados,que permitiráobtenerinformaciónacercadel código de plegamiento,si es

quehay un código simple,

- diseñarsecuenciasformadorasde giros 13 estables,quesirvanparaconfirmarlas

conclusionesobtenidasdel estudiode las secuenciasnativasy sepuedanutilizar enel

futurocomomodelosde giros 13 parael análisisde su estabilidady el diseñode proteínas.

Con estos fines se han seleccionadovarios fragmentosde proteínascon

criteriosbasadosen la informacióndisponiblesobresuestructuray estabilidad,y sehan

estudiadodos péptidoscon secuenciasdiseñadascon gran probabilidad de formar

giros 13, segúnlas estadísticasde proteínas.

Los péptidossehanestudiadoen disoluciónacuosapor mediode espectroscopia

de dicroísmocircular y espectrometriade resonanciamagnéticanucleardeprotón.

Prácticamentetodala informaciónde interésestructuralseha obtenidoapartir de los

resultados obtenidos del estudio por RMNgracias a su gran poder de resolución que

permitedetectarconformacionesplegadaspocopobladasy caracterizarlascondetallea

nivel de residuo.La asignaciónde los espectro,necesariaparasu análisisposterior,seha

llevadoacabocon la estrategiadeasignaciónsecuencialutilizandoexperimentosde RMN

bidimensional.

La caracterizaciónconformacionalde estospéptidoshasido posiblegraciasa la

informaciónacercadela proximidadespacialde los protonesde la moléculaobtenidaa

partir de experimentosde RMN bidimensionalde tipo NOESYy ROESY. Seha tenido

especial cuidado en la correcta interpretación de los espectros ya que, debido a la baja

poblaciónde las estructurasplegadasen la mayoríade los fragmentos,las señalesNOE

sonmuy débilesy puedenserfácilmenteconfundidasconartefactos,de los cualesel más

peligrosoesel de la difusión de espín.La utilidad del análisisconjuntode los espectros
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NOESYy ROESY seha puestode manifiestoduranteel trabajodesarrolladoen estatesis

y seha visto comola informaciónobtenidade experimentosNOESY con tiemposde

mezclalargos (utilizados con frecuenciaen la literatura actual) puededar lugar a

conclusioneserróneas.Los NOEs entreresiduosno contiguosen la secuencíasehan

utilizado paraidentificar lasconformacionespreferentesde los péptidosestudiados,en su

caso,y seha apoyadocon la cuantificaciónde los NOEs secuencialese intrarresiduo

entre los protonesdel esqueletoy otros parámetrosespectrales,especialmentelos

desplazamientosquímicosy los coeficientesde temperaturade las señalesdelos protones

amiday suvariaciónen presenciade urea.

Paraconseguirlos objetivosexpuestosmásarribasehanestudiadolos siguientes

fragmentosde proteínas:

- fragmento 12-26 del tendamistat, de secuenciaVTLYQSWRYSQADNG,

quecorrespondeaunaestructurade horquilla 13 enla proteínacompletacon un giro 13 de

tipo 1 en los residuos17-20.Los resultadosobtenidosindicanqueestepéptidoformados

giros ji en estamisma región, residuos16-19y 18-21, en equilibrio entresi y con

conformacionesmayoritarias al azar. La estabilidadde estos giros se afecta

considerablementeal acortarel péptidopor los extremos(fragmento 15-23) y con

cambios puntuales en la secuencia. La sustitución de la Ser2l por valina desestabiliza

selectivamente el segundo de los giros, como era de esperar según la abundancia de estos

dos aminoácidosen los giros 13 en proteínas.La sustitucióndel IrpíS por serma

desestabilizaambosgiros a pesarde que deberíafavorecersu estabilidadsegúnlas

estadísticas.El residuode triptófanopareceserclaveparala formaciónde las estructuras

plegadas;además,la desestabilizaciónestructuralen los cinco péptidoscausadapor la

presenciade urea6M sugierequelas interaccioneshidrofóbicasentrelascadenaslaterales

de los residuossonfuertementedeterminantesde la estabilidad de estosgiros,

- fragmento 35-44 del tendamistat, que corresponde a otra secuencia
(VVYEDDTQGL) con estructurade horquilla 13 en la proteínacompletaconun giro 13 de

de cinco residuos(37-41).Aunque el péptidoesbásicamenteflexible, sehan podido

distinguir dos regiones con diferentes propiedades conformacionales. Mientras que el

extremo N-terminal (residuos35-38) tiene una clara preferenciapor adoptar

conformacionesextendidas,la regiónentrelos residuos39-44adoptaestructuraspoco

pobladas en la zona <1Rdel mapade energía potencial de Ramachandran de tipo giro 13 o de

hélice3io~ La bajaestabilidaddeestasestructurasno seafectapor la presenciadeureani

por el estadode ionizaciónde los residuoscon grupos ionizables.Las secuencias

mutantesestudiadas(Asn38, Trp4l y Gln42) secomportande la mismaforma, lo que

sugiereque la secuenciaesmuy tolerantea cambiosde un sólo aminoácido,o que los
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cambiosde estabilidadseproducensobreunaestructuraya muy pocoestable,con lo cual

no sondetectadosexperimentalmente

- fragmento 2-19 del dominio de unión de la proteína G a la región

F~ de inmunoglobulina G, que forma unahorquilla 13 en la proteínacompletacon un

giro 13 de tipo 1 entre los residuos 9-12. Este péptido, de secuencia

TYKLILNCIKTLKGETTTE, presentapocaspreferenciasconformacionalesaunquees

posibledetectarestructuraslocalespocopobladasque implican unospocosresiduosen

diferentesregiones.Los NOEs observadosindican la existenciade estructurasde tipo

giro 13 entrelos residuos7-10y 12-15asícomouna interacciónentrelas cadenaslaterales

de los residuos Tyr3-Leu5. La estabilidad de estos giros aumenta ligeramente al subir el

pl-!, ionización de los residuos ácidos, y la adición de urea disminuye su estabilidad pero

no parece afectar a la estructura local en el extremo N-terminal. La presencia de un giro I~

en una región que solapa con la del giro nativo es el rasgo más importante de este

péptido. Sin embargola intensidadde los NOEs no secuenciales(muy débiles)y la

existenciade otrasconformacioneslocalessimilaresen regionesalejadas,nopermiten

asegurarqueseade unarelevanciaespecialparael plegamientodeestaproteína.

- fragmento 63-74 de la ribonucleasa A de páncreas bovino, de
secuencia VACKNGQTNCYQ,que forma un giro 13 de tipo 1 entre los residuos65-68en
la ribonucleasay queincluye un puentedisulfuroentrelas cisteinas65 y 67. Estepéptido

se ha estudiado en su forma oxidada y reducida. Los resultados indican que se forman

dos giros [3entrelos residuos66-69y 69-72en equilibrio entresí y con conformaciones

extendidas.La estabilidadde estosgirosesmuchomenorsin el puentedisulfuroaunque

aún es posible detectar una población muy baja del primero de ellos. Este resultado

creemosquetieneinterés.Porun lado,aunqueel puentedisulfurodebereducirbastante

el espacioconformacional accesibledel péptido, la estructura del péptido ciclado no es

rígida, y por otro, en ausenciade estainteraccióncovalenteaún es posibleencontrar

tendenciassignificativas a adoptaruna conformaciónlocalmenteplegada. Estos

resultadosindicanquelos determinantesde la formacióndel giro nativoseencuentranen

la secuenciay el puentedisulfuro puedesurgir como una consecuenciadel giro o del

plegamientoposteriorde la cadenaestabilizandolaestructuraformada.

- fragmento 245-260 de la termolisina (SQGTHYGVSVVGIOR) que

forma un lazo de tipo Q (residuos247-259)conectandolas dosprimerashélicesdel

dominioC-terminalde la termolisina.Aunquesehanencontradopequeñaspreferencias

conformacionaleslocalesen la regióncentralde la secuencia,no es posiblerelacionarlas

con la estructuranativa, en la cual los residuos245-246estánpróximosen el espacioa

los 256-257.
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Enlos péptidosestudiadosqueincluyensecuenciasconconformaciónde giro 13 en

la proteína,sehadetectadola presenciade giros 13 con una localización casi coincidente

con la del giro nativo aunquela estabilidades variabley, en algunosde ellos muy

pequeña.En los péptidoscon estructurade horquilla ji, no se ha encontrado

evidencia de la formación de la lámina p antiparalela, que debería manifestarse

en contactosentrelos residuosque flanqueanal giro, probablementedebidoa la baja

estabilidadde los giros en los péptidoslinealesde cortalongituden general.

Conel objetode conseguirpéptidoslinealesqueformengiros pío suficientemente

establescomoparaserestudiadosen profundidady que puedanestabilizarunalámina13
intermolecular se han diseñado las dos secuencias siguientes:

- LKLKLKGDSLKLKLK, en la cual los tres residuoscentralesson muy

abundantesen los giros 13 de proteínasy lasecuenciaalternantede residuoshidrofílico-

hidrofóbico favorece la formación de láminas 13. Los resultadosindican que las

preferenciasconformacionalesdel péptidosonmuy pequeñas.Seobservanindicios de la

formaciónde un giro 13 o unavuelta de hélice en la secuenciaGDSLK, pero no de la

formación de la lámina,

- péptido betamax,de secuenciaYQNPDGSQÁ, en la cual los residuos

centralesdelfragmento15-23del tendamistathansido reemplazadosporlos aminoácidos

conmayorprobabilidadde ocuparcadaunade las cuatroposicionesde un giro 13. En este

casosehapodidoobservar,no sólo la presenciade un giro 13 de tipo 1 muy estable(un

80%aproximadamentede las conformaciones)sinotambiénde la lámina[3aunquemenos

pobladaqueel giro (alrededorde un 15%). Laevidenciaexperimentalde la formaciónde

estaestructuraincluye NOEsde largoalcanceentrelos extremosdel péptidoque indican

claramentesuproximidadespacial.El cálculode un conjuntode estructurascompatibles

con los datosde distanciasconfirma que los NOEs no secuencialesobservadosson

consistentescon la formación de una estructurade tipo horquilla 13 con la lámina

ligeramentedistorsionadacon respectoa la geometríade una lámina 13 regular. La

secuencia nativa forma giros jipoco estables pero no hay indicios de que se forme la

lámina.Los residuoscentralesporsí sólosno parecentenerunagrantendenciaa formar

un giro ji ya que secuenciasmuy similares (NPDM) han sido estudiadaspor otros

investigadorescon resultadosnegativos.La razónde la estabilidadde estaestructuraen el

betamax,hade hallarseen un efectocooperativoentrela secuenciacentraly los residuos

adyacentesmáspróximosde tal formaquelas propiedadesdel conjuntoamplifican las

tendenciasconformacionalesintrínsecasde cadaunade ellas.Esteresultadosepuede

racionalizar con la hipótesis de la existencia de “señales” de inicio y final en la formación
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de giros 13 de un modo análogo a las conocidas señales de inicio y terminación de hélices

a.
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5 . 2.Conclusiones.

Las conclusionesgeneralesque surgende los resultadosanteriormenteexpuestos

son las siguientes:

- las estructurasde tipo giro ji presentesen lasproteínas,semantienenaunquecon

estabilidadmuy reducida,en las secuenciasnativasaisladasen ausenciade interacciones

terciarias;estehecho,comprobadoexperimentalmentepor primeravezenestatesis,y en

tresproteínasdiferentes,mereceunamayorexploraciónparaconfirmarsugeneralidad.

- La presenciade estructurasde tipo giro 13 en regionescoincidenteso muy

próximasa la localizacióndel giro nativo permiteproponerque estaspreferencias

conformacionalesactúanenel inicio del plegamientoreduciendoconsiderablementela

libertadconformacionalde la cadenapolipeptídicay dirigiendolas siguientesetapasal

aproximarzonasdistantesen la secuencia.El desplazamientode uno o dos residuosde

los giros observadoscon respectoa su localizaciónen la proteínanativa,y la existencia

dedos o másgiros anidadosno disminuyesu relevanciaen relacióncon el inicio del

plegamiento,yaque el ajusteprecisode los elementosde estructurasecundariadebetener

lugaren laetapafinal unavezsuperadoel estadode transición.

- las secuencias locales nativas contienen en si mismas los determinantes de la

formación de estructurasde tipo giro ji presentesen las estructuras finales de las
proteínas,es decir son interaccioneslocales, de unos pocos aminoácidos, las

responsablesde la formacióndel giro, aunquelos resultadosobtenidossugierenque

estosdeterminantesno residenexclusivamenteen los cuatroo cincoaminoácidosquelo

formansinoqueesnecesarioel concursode los residuosinmediatamentecontiguosen la

secuencia,quepuedenconstituir “señales”de inicio parala formacióndegiros ~

- Elementosestructuralesmáscomplejoscomounahorquilla [3, compuestadeun

giro 13 que conectados hebrasde lámina13 antiparalela,puedenser suficientemente

establesaisladosen disolución acuosa.Aunqueel presentadoen estatesisesel primer

casodescritoporel momento,y correspondea unasecuenciahíbridanativa-diseñada,no

hay razónparaexcluirun comportamientosimilar en secuenciasnativas.La búsquedaen

estesentidoresultamuy prometedoray, mientrastanto,el péptidobetamaxconstituyeun

buen modelo para futuras manipulacionese incluso para el modeladode nuevas

proteínas.



Apéndice.
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Tabla1. Desplazamientosquímicosdelas resonanciasde protón(Ó, en ppmrespectoal TSP),
constantesde acoplamientoH~-NH (3~H«NH, en Hz) y coeficientesde temperatura de los
protonesNH (a, en ppb¡K) correspondientesal fragmento12-26del Tendamistat.Condiciones:
cl mM, pHrr3.0, lOT.

Residuo ÓNH óHa óHp bHy 6H
8

6otros 3~HaNH

3.88 2.20

Thr 13 8.75 4.33 4.06

0.99
1.00

1.11

Leu 14 8.59 4.31

Tyr 15 8.37

1.53
1.55

1.44 0.82
0.88

4.47 2.93

Gín 16 8.28 4.12 1.68
1.75

2.13 6.94 bNH
2 7.53

2.18 7.54 6.93
7.1 -6.8

Ser 17 8.34 4.23 3.85
3.92

18 8.00 457 3.23
3.32

19 7.72 3.94 1.31
1.44

1.04 2.92 sNH 7.53
6.47
6.78

Tyr 20 7.87 4.47 2.88
3.07

Ser 21 8.06 4.37 3.80
3.86

Gín 22 8.37 4.25 1.94

2.11

Ala 23 8.30 4.24 1.37

24 8.44 4.70 2.81
2.93

Asn 25 8.42 4.76 2.75
2.84

YNH2 7.63
6.94

Gín 26 8.24 3.94

Val 12

7.7 -7.8

7.0

6.72,6H 7.06
3,5H 6.78

Trp

-9.0

-9.0

5.6 -7.8

Arg

5.7 -4.62H 7.21
4H 7.51
SH 7.11
6H 7.22
7H 7.46

NH 10.16

6.7 -2.8

2,6H 7.09
3,5H 6.77

2.31

Asp

7.56
6.91

7.3

6.8

6.7

5.7

-5.2

-3.8

-6.2

-5.5

7.4

7.9

-6.2

-5.5

-5.85.8

6.2
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Tabla II. Desplazamientosquímicosde las resonanciasde protón(8, enppm respectoal TSP),

constantesde acopiamientoH0-NH (
3~HQNH, en Hz) y coeficientesde temperaturade Jos

protonesNH (a, en ppb!K) correspondientesal fragmento15-23del Tendamistat.Condiciones:

10 mM, 8
201D20(9:1 en volúmen),pH=3.O,5

0C.

Residuo ÓNH bHa bH~ óHy 81% 8otros 3JH«NH a

4.19 3.08

4.27 1.73

2,68 7.08
3,5H 6.81

8NI-1
2 6.91

7.52
2.14

Ser 17 8.58 4.32 3.91
3.83

Trp 18 8.21 4.61 3.27
3.19

19 7.86 4.04 1.48
1.35

Tyr 20 8.01 4.43 3.01
2.87

Ser 21 8.14 4.35 3.79
3.77

28 7.18
4H 7.51
58 7.08
68 7.20
78 7.45

NR 10.15
1.10 2.94 £NH 7.04

6.47*
6.84*

2,68 7.08
3,58 6.78

Gín 22 8.39 4.28 2.10

1.94

Ala 23 8.47 4.28 1.39

2.33 8N82 6.95
7.62

7.1 -6.6

6.4 -7.7

Tyr 15

Gín 16 8.61 7.2 -6.0

6.1

Arg

6.0

6.8

6.0

-9.1

-6.6

-2.9

-6.6

-4.66.8

* Grupo guanidino
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Tabla III. Desplazamientos químicos de las resonancias de protón (6, en ppm respecto al

TSP),constantesde acoplamientoH«-NH (3~H~NH, en Hz) y coeficientesde temperaturade los

protonesNH (a, en ppb/K) correspondientesal fragmento[S18] 15-23 del Tendamistat.

Condiciones:10 mM, 8
201D20(9:1 en volúmen),pH=3.0, 5

0C.

Residuo 6NH 6H« 6H~ áH~ 61% 6otros 3~HQNH a

4.20 3.10

Gín 16 8.65 4.37 1.94
2.03

2.31 6N8
2 7.64

6.96
7.1 -6.0

Ser 17 8.68 4.41 3.87

Ser 18 8.61

6.1 -8.9

4.41 3.84
3.91

19 8.45 4.22 1.65 1.39 3.18 ENH 7.13
6.87*
6.47*

Tyr 20 8.27 4.61 2.90
3.10

2,6H 7.12
3,5H 6.84

Ser 21 8.20 4.39 3.81
3.96

7.1 -7.7

6.9 -6.9

Gín 22 8.45 4.32 1.98
2.13

2.39 6N82 7.65
6.98

Ala 23 8.53 4.30 1.41

Tyr 15 2,68 7.11
3,SH 6.81

Arg

6.7 -8.6

6.9 -7.7

6.9

6.3

-8.3

-8.6

* Grupoguanidino
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Tabla IV. Desplazamientosquímicos de las resonanciasde protón (~, en ppm respectoal

ISP), constantesde acoplamiento1-l<1-NH (
3~HQNH, en Hz) y coeficientesdetemperaturade los

protonesNH (a, en ppb¡K) correspondientesal fragmento [V21] 15-23 del Tendamistat.

Condiciones:1 mM, pH=3.O, 100C.

Residuo bN8 bH~ bH~ bHy 8Hó botros 3JH«NH a

4.21 3.09

Gín 16 8.56 4.28 1.74 2.16 bNH
2 6.89

7.50
7.1 -6.0

Ser 17 8.52 4.32 3.84
3.91

Trp 18 8.12 4.61 3.22
3.30

2H 7.21
4H 7.54
5H 7.12
6H 7.22
7H 7.46

NH 10.15

6.1 -9.5

6.1 -6.2

19 7.75

20 8.06

4.06 1.38
1.49

1.12

4.44 2.90
2.95

2.97 ENH 7.05
6.47*
6.83*

2,6H 7.08
3,5H 6.78

Val 21 7.94 3.98 1.93

Gín 22 8.46 4.26 1.97
2.06

2.38 bN82 6.96
7.61

Ala 23 8.58 4.30 1.42

Tyr 15 2,68 7.10
3,SH 6.82

Arg

Tyr

7.5

6.7

0.86

-2.1

-6.9

8.3 -5.9

6.3

6.0

-8.5

-9.9

* Grupoguanidino
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Tabla V. Desplazamientosquímicosde las resonanciasde protón (6, en ppm respectoal ISP),
constantesde acoplamientoHa~NH (3.~HaNH, en Hz) y coeficientesde temperaturade los

protonesN8 (a, en ppb/K) correspondientesal fragmento [Q42] 35-44 del Tendamistat.

Condiciones:10 mM, p8=3.O,50C.

Residuo 8NH 8H« 8H~ bHy 81% 8otros 3~HCLNH a

Va] 35 8.13 3.73 2.07

Val 36 8.55 4.11 2.06

37 8.68 4.56 2.91
2.99

Glu 38 8.43 4.30 1.90

Asp 39

Asp 40

Thr 41

2.04
2.39 7.1 -6.3

8.62 4.64 2.86
2.94

8.59 4.82 2.92

2.97

4.32 4.298.23

Cm 42 8.48 4.30 2.03
2.13

Gly

2.38 8N8
2 7.63

6.95

43 8.50 3.94

Leu 44 8.24 4.40 1.64
1.70

1.70 0.92
0.87

Tyr

0.91
0.83

0.92 8.0

2,68
3,58

-7.7

7.12
6.78

7.3 -10.7

6.9

7.4

7.8

-7.3

-7.0

-6.3

6.8

5.9

-6.7

-7.0
5.9

7.6 -7.3



125

Tabla VI. Desplazamientosquímicos de las resonanciasde protón (6, en ppm respecto al
TSP),constantesde acoplamientol-L4-NH (

3~H«NH, en Hz) y coeficientes de temperatura de los

protonesNH (a, en ppb/K) correspondientesal fragmento35-44del Tendamistat.Condiciones:

4 mM, pH=3.O, 50C.

Residuo 6NH bH« ÓH~ 6Hy 61% 6otros 3~HaNH a

Va] 35 8.14 3.74 2.08

Val 36 8.56 4.12 1.97

Tyr 37 8.69 4.58 2.92
3.00

Glu 38 8.43 4.31 2.39

Asp 39

Asp 40

Thr 41 8.25

Cm 42 8.42

Gly 43

Leu 44

8.61 4.64 2.84
2.94

8.61 4.81 2.91
2.98

4.30

2.49

4.32

4.35 2.04
2.15

8.49 3.94

8.14 4.37 1.68
1.70

1.62 0.87
0.92

0.83

0.91

0.90

2,68 ‘7.13
3,SH 6.79

1.90
2.04

8.1

7.2

8.2

-7.4

-10.3

-6.1

7.2

7.2

7.4

7.0

-7.3

-6.8

-6.0

-6.3

-6.7

-6.6

5.8
5.9

7.6
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Tabla VII. Desplazamientos químicos de las resonancias de protón (b, en ppm respecto al

TSP),constantesdeacoplamientoH«-NH (3~H«NIí, en Hz) y coeficientes de temperatura de los

protonesN8 (a, en ppb/K) correspondientesal fragmento [N38] 35-44del Tendamistat.

Condiciones:10 mM, pH=3.O,50C.

Residuo ÓNH b11« bHji bHy óHá botros 3~H«NH a

Va] 35 8.13 3.73 2.06 0.82
0.90

0.90Val 36 8.54 4.11 1.97

Tyr 37 8.71 4.57 2.89

3.01
Asn 38 8.53 4.63 2.69

2.79

4.64 2.86
2.9!

4.78 2.89
2.98

4.32 4.30

4.34 2.04
2.15

2,6 7.12

3,5 6.78

YNH
2 7.70

6.95

1.20

2.99

Gly 43 8.48 3.93

Leu 44 8.13 4.36 1.63
1.68

Asp

Asp

8.4

7.5

7.6

39 8.56

40 8.57

Thr 41 8.22
Glu 42 8.41

-7.1

-10.1

-5.8
-6.1
-4.6

-7.1

-5.5

-5.5

-5.9

7.0

7.2

7.3

6.7

1.61

5.8

5.9

7.70.86
0.96

-6.4

-6.5
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Tabla VIII, Desplazamientosquímicosde las resonanciasde protón(b, en ppm respectoal
ISP), constantesde acoplamientoH«-NH (3JHaNH, en Hz) y coeficientesde temperaturade los

protones NR (ci, en ppb/K) correspondientes al fragmento [W41] 35-44 del Tendamistat.
Condiciones:3 mM, pH=3.0,50C.

Residuo ~N8 ÓH« ÓH
13 bHy bHó botros

3JH«NH a

Val 35 8.12 3.72 2.04

Val 36 8.53 4.10 1.94

Tyr 327

8.1 -7.00.87
0.90

8.66 4.54 2.87
2.98

Glu 38 8.39 4.27 1.86
2.01

2,68 7.07
3,51-1 6.76

2.34

7.5 -10.2

39 8.54

40 8.46

41 8.06

4.52 2.72
2.78

4.69 2.80
2.89

4.60 3.28
3.33

Glu 42 8.12 4.12 1.72
1.91

43 7.63

2.01
2.13

3.70
3.76

Leu 44 8.03 4.33 1.64
1.68

1.62 0.86
0.92

0.81
0.89

Asp

Asp

Trp

7.1 -6.4

6.9

7.5

6.0

Gly

28 7.27
48 7.58
5H 7.14
6H 7.22
7H 7.47

NH 10.21

-7.2

-7.0

-4.8

-5.2

-0.4

6.9

6.3
5.7

-6.4
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Tabla IX. Desplazamientosquímicosde las resonanciasde protón (b, en ppm respectoal

TSP),constantesdeacoplamientoH«-NH (3JHaNH.en Hz) y coeficientes de temperatura de los

protones NH (a, en ppb/K) correspondientes al fragmento 2-19 del dominio de unión de la

proteínaG con inmunoglobulinas.Condiciones:5 mM, pH=3.O, 50C.

Residuo ÓNH ÓH« ÓHji Óotros a

3.84 4.10 1.29

Tyr 3 8.90 4.61 2.98 2,6 7.12
3.00 3,5 6,82

Lys 4 8.26

Leu 5 8.30

4.20 1.62
1.68

4.26 1.52
1.56

1.28
1.32

1.56 0.90
0.95

Ile 6 8.42 4.15 1.82 1.16
1.47

0.83 yNH
3~ 0.86

Leu 7 8.61 4.40 1.55
1.63

1.63 0.86
0.92

Asn 8 8.68 4.67 2.80 NH2 7.03
2.87 7.75

Gly 9 8.56

Lys 10 &31

3.90
3.90

4.41

7.1 -8.7

5.7
6.1

1.78
1.86

1.40
1.46

1.68 sNH3
42.99

7.61
6.6

Thr 11 8.32 4.33 4.18

Leu 12 8.47 4.37 1.59
1.63

13 8.49 4.27 1.78
1.83

1.43
1.45

1.68 eNH
3~ 2.98

7.61

Gly 14 8.58 3.96

Glu 15 8.33 4.48 2.02

2.15

Thr 16 8.48 4.47 4.27

17 8.42 4.47 4.27

Thr 18 8.37 4.37 4.22

Glu 19 8.48 4.36 1.97
2.19

Tín 2

6.3 -8.2

1.62 EN83~ 2.94
7.59

7.4

6.7

-5.0

-7.8

7.9 -8.7

7.0 -8.7

Lys

-6.7

-6.7

1.20

1.63

7.5

0.87
0.92

-7.8

-7.87.5

6.3 -7.8

Thr

2.48

5.7
6.3

1.22

6.9

1.21

-7.8

-5.5

-7.8

1.22

6.8

2.46

8.6

7.8

-7.8

-7.3

-9.17.0
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Tabla X. Desplazamientosquímicosde las resonanciasde protón (b, en ppmrespectoal
TSP), constantes de acoplamiento H«-NH (3~HQNH, en Hz) y coeficientes de temperatura de

los protonesNH (a, en ppb/K) correspondientesal fragmento63-74de ribonucleasaA.

Condiciones:3.7mM, pH=2.S,50C. Los valoresdea medidosa pH=3.0.

Residuo ÓNH ~H« 81$ bit 8otros 3JHONH a

3.78 2.21

4.41

4.67

1.39
3.17
2.91

8.79 4.31 1.84
1.74 1.47 1.68

8.68 4.50 2.84

8.80 4.15
3.71

7.96 4.40 2.21 2.42

2.09 2.37

8.56 4.28 4.25 1.21

8.54 4.66 2.82

8.15 418 2.09 0.94

8.50 4.59 2.92
3.10

8.24 4.22 2.12
1.92

2,29

Val 63

Ala 64

Cys 65

8.80

8.70

1.01

5.7

6.8

-6.9

-8.8

E 2.97
NH

3~7.71

NH27.74

7.3

5.0

-7.4

-7.8

Lys66

Asn 67

Gly68

Gín 69

Thr 70

Asti 71

Cys 72

Tyr 73.

Gín 74

7.04

NH2 7.71

7.02

6.0
5.7

6.9

7.0

-6.9

-2.1

-8.6

-6.1Nl-!2 7.70 7.9

7.01

7.5

2,68 7.12
3,58 6.82

-4.2

-8.8

-7.7

7.8

7.5NI-!2 7.59

6.95
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Tabla XII. Desplazamientosquímicos de las resonanciasde protón (ó, en ppm respecto al
TSP),constantesdeacoplamientoH«-NH (3JHQNH, en Hz) y coeficientesde temperaturade

los protonesNH (a, en ppb/K) correspondientesal fragmento245-260de la Termolisina.
Condiciones:3.7 mM, pH=2.S,50C.

Residuo bNH bH~ 8Hy 8H~ 8otros 3JHcZNI-I a

ÓNH
2 6.99

7.68

1.07

28 8.57

48 7.21

2,68 7.12
3,58 6.83

0.94

0.92

0.95

1.47
1.21

YCH3 0.93

1.63 3.21 ENH 7.24
6.48*
6.93 *

6.4

6.0
5.7

5.7
5.3

7.4

8.2

6.8

5.4
5.7

7.7

6.8

6.2

7.7

6.2
5.8

7.1

5.4

5.7

7.5

2.40

Ser

Gín

Gly

Gly

Tín

His

Tyr

Gly

Val

Ser

Val

Val

Gly

Ile

Gly

Arg

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

8.98

8.74

8.44

8.23

8.68

8.47

8.52

8.13

8.62

8.43

8.35

8.59

8.20

8.70

8.33

4.18

4.43

4.01

4.01

4.23

4.69

4.57

3.92

4.18

4.51

4.17

4.09

3.96

4.20

3.95

4.42

4.00

2.04

2.13

4.01

3.09
3.19

2.92
3.08

2.09

3.84

2.09

2.05

1.90

1.78
1.96

-6.7

-8.3

-6.7

-7.0

-7.3

-8.0

-7.3

-7.7

-8.7

-10.0

-8.7

-8.3

-9.0

-8.3

-7.7
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Tabla XIII. Desplazamientosquímicosde las resonanciasde protón (b, en ppm respectoal

TSP),constantesde acoplamientoH0-NH (
3.JHQNH, en Hz) y coeficientesde temperaturade

los protonesNH (ci, en ppb/K) correspondientesal péptido Ac(LK)
3GDS(LK)3NH2.

Condiciones:10 mM, pHt3.O, 5
0C.

Residáo ~NH ÓH« bHp ÓHy 8H.~ 8otros 3~JHUNH a

Ac 2.02

Leu 1 8.39 4.22 5.7 -7.3

Lys 2 8.53 4.30 1.76 1.41
1.81 1.47

1.68 ENH
3~7.62 7.1 -6.8

Leu 3 8.21 4.31 1.55
1.65

1.55 0.88
0.94

4 8.42 4.28 1.77 1.40
1.82 1.47

1.70 eNH¿q~ 7.62

Leu 5 8.36 4.34 1.57
1.68

1.57 0.88
0.94

6 8.51 4.28 1.81 1.45
1.85 1.48

1.70 8NH3~ 7.62

7 8.55

Asp 8

3.94
3.99

8.49 4.73 2.83
2.89

Ser 9 8.46 4.38 3.90
3.92

Leu 10 8.31

Lys 11 8.26

4.30 1.61
1.66

4.25 1.78 1.40
1.83 1.56

1,69 cNH3~ 7.62

Leu 12 8.20 4.30 1.55
1.65

1.55 0.88
0.94

Lys 13 8.38 4.28 1.77 1.46
1.83 1.42

Leu 14 8.37 4.33 1.57
1.68

1.69 sNH3~7.62

1.57 0.88
0.94

15 8.43 4.23 1.79 1.42
1.84 1.49

1.70 2NH3~ 7.62

7.23
7.66

Lys

Lys

6.9 -8.7

Gly

6.8 -7.7

6.5 -9.6

5.8 -9.1

5.7

6.9

6.4

-7.3

-6.4

-6.4

1.61 0.89
0.94

6.6

6.9

-6.8

-6.4

Lys

N82

7.4

7.22

6.8

-9.1

-7.3

-9.6

6.6 -8.7

-5.9
-6.4
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