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La secuencia de Aa determina la estructura terciaria

La proteina desnaturalizada pueden recuperar su estructura nativa y funcion bioldgica

Ribonucleasa A

Native state;
catalytically active,
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cross-links reduced to active state,

yvield Cys residues. Disulfide cross-links
correctly re-formed,

4 -S-5S- (cistina):
8 -SH (Cys) | smmummmmpm < - 105 posibilidades, pero
se forman los 4 originales




Inhibidor de la tripsina pancreatica bovina (BPTI)
- Proteina con 58 Ry 3 -S-S-, muy estable (bastante resistente a Urea y shock térmico)

BPTI: reduccion => 6 Cys

e W ative pH 2.1

Re-oxidacion aleatoria: One S — 5 cleaved

-Primer grupo -SH: 5 posibilidades

-Segundo grupo: 3 posibilidades

-Tercer grupo: una posibilidad
=> 15 combinaciones igualmente posibles
=> ~7% BPTI se pliega con éxito por azar
Sin embargo ~100% de la moléculas (BPTT o otros ej.)
muestran apareamientos correctos => es el plegado
preferido el que ubica los -SH en posicién correcta
para formar los -S-S-, los que contribuyen a la
estabilidad de la proteina 0

100%

Percent denatured
g

40 60 B0 100
Conclusion: -S-S- NO esenciales para el plegado correcto, Temperature, °C
st contribuyen a la estabilidad en la molécula plegada.

- Proteinas que tienen puentes -S-S- tiene menor N° de conformaciones posibles en la
forma desplegada con respecto a una proteina comparable sin puentes => ganancia de
"S" mads pequeiia => mds estable.

- En el citoplasma celular existe un ambiente reductor => ausencia de -S-S- en proteinas,
-5-S- presentes en algunas proteinas de exportacion (medio extracelular oxidante
=> -5-S- estabilizados)
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Replegado y formacion de enlaces disulfuro

Ensayo quimico in vitro para detectar intemedios de plegamiento de BPTI

-Reduccion de -S-S-

-Desnaturalizacion a temperatura ambiente

-Bloqueo con yodoacetato de -SH que no han reaccionado

-Separacion de intermedios formados por electroforesis en gel o HPLC




La secuencia de Aa determina la estructura terciaria

La similitud entre las estructuras terciarias y las secuencias de Aa en proteinas
homdlogas ( # citocromo c, # mioglobinas) llevé a la conclusion de que la secuencia de Aa
determina el modelo de plegamiento tridimensional.

En proteinas homdlogas muchos R invariantes se encuentran en puntos criticos:
- en los giros de la cadena o proximos a ellos,
- en los puntos de entrecruzamientos entre lazos de la estructura terciaria
(Cys que forman -S-S-),
- en centros cataliticos (Ez), sitios de fijacién de grupos prostéticos (p.ej. Hemo)

El cambio natural de un residuo por ej. un R invariante => alterar la funcién de la proteina =>

muerte del organismo en estadios tempranos del desarrollo (seleccion natural) =>
imposibilidad de obtener informacion sobre la proteina.

La tecnologia del DNA recombinante: mutagénesis dirigida => determinar la funcién de una
secuencia especifica.



La estructura terciaria no es rigida
Las proteinas globulares presenta cierta flexibilidad

Cambios conformacionales
- union de un ligando: Hb, receptor
- union de un substrato: enzima

Plegamiento de una proteina: rdapido y en varias etapa

p.ej. una proteina de 100 Aa:

- 10%0 affios: plegamiento al azar (pruebay error): 10190 conformaciones posibles
considerando c/enlace simple (10 conformaciones independientes por Aa) hasta

encontrar la forma nativa funcional
Unfolded State:

- 5 segundos a 37°C en E.coli @%40100 Conformations

Folded
85 %ﬁh

Una proteina puede plegarse en nanosegundos CW




Modelos de plegamiento

(a) Framework model
(b) Hydrophobic collapse model
(c) Nucleation-condensation mechanism

Formation of
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secondary

\ structure
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Folded

Interaccion entre conformation

R hidrofobicos

Hierarchical

Nucleation-— assembly

condensation

Folding nucleus

Pocos R adyacentes con interaciones
estructurales secundarias correctas

Unfolded
state



Formacion rapica de estructuras
secundarias locales

Formacion de dominios a través de
la agregacion cooperativa de
nucleos de plegamiento

Formacion de glébulo fundido

Ajuste de la conformacion
de los dominios

Proteina plegada final




Embudo de plegamiento (Colapso hidréfobo: globulo fundido)
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Plegamiento en varios pasos

1. Formacion de estructuras secundarias (a-hélice y p-ldmina)
Actlan como ndcleos de plegamiento, estabilizando otras regiones
ordenadas de la proteina

2. Formacion de dominios
Por agregacion cooperativa de distintos nicleos de plegamiento

3. Formacidn del glébulo fundido
En proteinas con varios dominios, dichos dominios se agregan formando
un globulo fundido

4. Transformacidn del glébulo fundido en una estructura terciaria que
adopta la estructura nativa de una proteina monomérica
Se logra mediante pequeios cambios conformacionales

5. Adquisicion de la estructura cuaternaria y obtencién de la forma nativa
Estructura cuaternaria exclusivamente en proteinas multiméricas



Interaccion entre regiones de estructura secundaria

Formacion de estructuras supersecundarias: “"Motifs"

-Torsion dextrdgira de la conformacion  extendida, influye sobre la disposicidn
de las hojas B y sobre la conformacion del segmento que las conecta: cadena que
cruza dos hojas B paralelas, giro §, barril By silla B.

- Lazo B-a-B: oculta R hidrofdbicos en el interior de una proteina hidrosoluble
- Hojas B encimadas, con R hidrofdbicos en el espacio interior

- Hojas B cubiertas en uno de sus lados por varias hélices a

Proteinas pequeiias: presentan inconvenientes para alojar R hidrofdbicos en su interior
=> mantienen conformacidn nativa en base a enlace covalentes p.ej. -S-S- (ribonucleasa,
insulina), grupo Hemo unido a una proteina (citocromo c).



Conformacion de la lamina B

Right-handed connection
between B strands

Twisted B sheet

: - K——\ ‘\)

Left-handed connection
between B strands

Giro S (hairpin) (very rare)



B Barrel







(a) Helix-loop-helix (b) Coiled coil (c) Helix bundle
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Como se pliegan las proteinas en una célula?
Proteinas chaperonas moleculares: por medio de uniones débiles se unen a la proteina
durante la sintesis estabilizdndola y evitando que se agregue con otras.
Mecanismo: chaperona unida a ATP expone un bolsillo hidréfobo que se une a regiones
hidréfobas de la proteina blanco no plegada. Por su actividad ATPasa hidroliza ATP y
se disociacién de la proteina.
Algunas son conocidas como “heat shock proteins” (Hsp) ya que son inducidas por
estrés térmico. Ayudarian a la estabilizacion de otras proteinas.

- Chaperoninas: TCiP (8 unidades de Hsp60 presente en eucariotas) y 6roEL (14
subunidades presentes en bacterias).

-Enzimas coadyuvantes (RE)
‘Enzimas que participan en la formacion reversible de -5-S-.
Enzimas que participan en la isomerizacion de Pro (interconversion cis-trans).

G GH,—CH. G GH,—CH,, - il e
N g ¢ g Pro: 4 trans - 1 cis
T2 Pl .
Ca cha\l % Hfu\ Otros Aa: 1000 trans - 1 cis

ois frans



Familia Hsp70/Hsp90: chaperonas
* HSP70 ubicuo (citosol/RE)
+ HSP 90 (citosdlico

. BGJQ Mr _ . Chaperona Hsp70/Hsp90
« Unidn a zonas hidrofobicas

- Previene agregacién/plegamiento Rib°‘°@ &P/R ATP / F {

prematuro #;\\ '\\3, N
X
/) _~Hsp 70 \ \
% Partially folded Properly folded

protein protein

Familia Hsp60: chaperoninas
- Complejo macromolecular: cavidad de plegado

* Plegamiento asistido (catdlisis) ATP (

* ATPasas: plegado ATP-dependiente \ 5 é\?
Conformational
change

GroEL/TCiP

Enzimas coadyuvantes (RE) .
+ Proteina disulfuro isomerasa (PDT) Chaperonina Hsp60
- Peptido-Prolil cis-tras isomerasa (PPI) (exclusivo citosol)



Chaperoninas: sistema 6roEL en bacterias




(1) Unfolded o —— Unfolded protein (& The released

protein binds . ) & protein is fully
to the GroEL j 7 GroEL Folded—% >  foldedorina
pocket not protein partially folded
blocked by | — TADF . state that is
GroES, \ s — = committed to
GroES i ! adopt the native
1 conformation,
o 7
7 ATP : ADP
1 T I i GIUES
1 " " .
Protein folda
(T) ATP binds to (T Proteins not 4 inside the
each subunit — TATF folded when a7 ADP enelosure.
of the GroEL ' released are "
heptamer, rapidly bound !
TADFP again. i TATE
I
1
TP P |
(@) ATP hydrolysis b TR ;
leads to release 7TADFP : TATF
GWES. G‘I‘DEE I | I| : 1
]
1
1
&
i - - - JF ATP ,_,-r""'-r

7 ATPGroES
} =

4} 7 ATP and GroES
bind to GroEL with
a filled pocket.

{a)



Contenido de la clase

- Formas estructurales de las proteinas

- Estructura secundaria de las proteinas
Hélice a (alfa)
Conformacion p (beta)

- Estructura terciaria de proteinas

- Desnaturalizacidn y plegamiento

- Plegamiento en la célula

- Estructura cuaternaria de las proteinas



Contenido de la clase

- Formas estructurales de las proteinas

- Estructura secundaria de las proteinas
Hélice a (alfa)
Conformacion p (beta)

- Estructura terciaria de proteinas

- Desnaturalizacidn y plegamiento

- Plegamiento en la célula

- Estructura cuaternaria de las proteinas

- Termodindmica del plegamiento



Estructura cuaternaria de las proteinas

disposicion de proteinas y subunidades proteicas en complejos tridimensionales.

- Interacciones de tipo no covalente entre las subunidades => estabilizacién de la
estructura cuaternaria.

- Enzimas: union de un sustrato => cambio interaccion entre subunidades => cambios
grandes en la actividad.

- Rutas metabdlicas: asociacion de enzimas en complejos supramoleculares => eficacia
en la tfransferencia de los intermedios entre enzimas consecutivas.

- Complejos con funciones estructurales: histonas, cdpside lo virus



Hemoglobina - 4 grupos prostéticos Hemo asociados a Fe?*

Heme
group

P lazo peptidico
P .

N

o hélice

6o’

/

} CCldenClS B Myoglobin B subunit of

hemoglobin

* 4 cadenas polipeptidicas: globinas
Hemo - 2 cadenas o (141 Aa c/u)
- 2 cadenas B (146 Aa c/u)

Existen muchos puntos de contacto entre oy § por R
hidrofdbicos y, en menor medida, interacciones ionicas de
los -COOH terminales.

- 300 variaciones génicas en la poblacion humano (cambios
individuales de Aa: estructura y funcion de Hb sin
alteraciones significativas)

- Anemia falciforme: Glu (6, superficial) por Val
(hidrofdbico) en cada cadena B => asociacion cuaternaria
anémala de Hb).

(b)



(b)

(fiber formation)
(b)
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tissues lungs
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de O, de Mb y Hb . V:wth*? | ?u?:k"
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Comparacion de la Mb y Hb

M-ferminus  C-ferminus

C-terminus
M-S rrminus

hvaglabin Hemaglabin



Cambio de la estructura cuaternaria Hb durante la oxigenacion

DQECKY

(a




Limitacion en el tamaio de las proteinas

Tamatio limitado por

a)- la capacidad de codificacion de los dcidos nucleicos.

Es mas eficiente sintetizar muchas copias de una proteina pequefia que una
copia de una proteina grande.

- p.ej. capside de un virus: es una estructura muy grande sin embargo el genoma
pequeiio del virus codifica muchas copias de una o varias proteinas pequefias

b)- la exactitud del proceso de biosintesis de proteinas.
Frecuencia de errores: baja, pero mds significativa en proteinas grande

Complejos supramoleculares
Complejos proteicos:
- musculo
- citoesqueleto
- empaquetamiento de DNA
- maquinaria de la sintesis proteica
- Capside del virus
- efc.
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Rinovirus 14 (resfriado)
- Forma de icosaedro con 12 vértices,

Virus de mosaico del tabaco - 20 tridngulos equildteros
2130 copias de una Unica proteina - 60 unidades de proteinas
conformando un cilindro - ¢/unidad: 4 polipéptidos #

RNA
Protein

subunit

Fivefold

-
b

Threefold




