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La secuencia de Aa determina la estructura terciaria

La proteina desnaturalizada pueden recuperar su estructura nativa y funcién biolégica

Ribonucleasa A Desnaturalizacién Renaturalizacién

Native state, Unfolded state; Native,
catalytically active. inactive. Disulfide catalytically
cross-links reduced to active state.
yield Cys residues. Disulfide cross-links
correctly re-formed.

Probabilidad que vuelva a formar 4 -S-S- (cistina):

los 4 enlaces nativos al azar: 8 -SH (Cys) | smmmmmmi— < - 105 posibilidades, pero
se forman los 4 originales
1/7 x1/5x 1/3 x 1/1=1/ 105

3
Removal of
e f urea and
mercaptoethanol & “\mercaptoethanol
1 o =
ﬁs 02 H20
sl Denatured Native
(active) o Nattes
o2 Catalytic
8Murea (3 Nl
H of mercap-
20 toethanol
removal of urea
4
Scrambled
(inactive)
o e e
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Inhibidor de la tripsina pancreatica bovina (BPTT)
- Proteina con 58 Ry 3 -5-5-, muy estable (bastante resistente a urea y shock térmico)

BPTI: reduccién => 6 Cys

= Native pH 2.1

Re-oxidacion aleatoria: 100% L Ore § =5 clewed

- 1° grupo -SH: 5 posibilidades

- 2° grupo -SH : 3 posibilidades

- 3° grupo -SH : una posibilidad
=> 15 combinaciones igualmente posibles
=> ~7% BPTT se pliega con éxito por azar

50%

Sin embargo ~100% de la moléculas (BPTI o otros ej.)
muestran apareamientos correctos => es el plegado
preferido el que ubica los -SH en posicidh correcta
para formar los -S-S-, los que contribuyen a la 0

Percent denatured

estabilidad de la proteina 40 60 80 100
; Temperature, °C

Conclusion: -S-S-: NO son esenciales para el plegado correcto,

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" mds pequefia => 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 intermediarios de plegamiento de BPTI

-Reduccidn de -5-5- => -SH

-Desnaturalizacién a temperatura ambiente

-Blogueo con yodoacetato de -SH que no han reaccionado

-Separacidn 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
homélogas ( = citocromo c, = mioglobinas) llevd a la conclusién de que la secuencia de Aa
determina el modelo de plegamiento tridimensional.

En proteinas homélogas muchos R invariantes se encuentran en puntos criticos:
- en los giros de la cadena o préximos a ellos,
- en los puntos de entrecruzamientos entre lazos de la estructura terciaria
(Cys que forman -5-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 fempranos del desarrollo (seleccién natural) =>
imposibilidad de obtener informacion sobre la proteina.

La tecnologia del DNA recombinante: mutagénesis dirigida => determinar la funcion de una
secuencia especifica.
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La estructura terciaria no es rigida
Las proteinas globulares presenta cierta flexibilidad

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

Plegamiento de una proteina: rapido y en varias etapa
Por ejemplo: una proteina de 100 Aa
- ¢/residuo (c/enlace simple) puede adoptar 10 conformaciones independientes

- la cadena podrd adoptar 10190 conformaciones
- velocidad de transformacion de una conformacion en otra muy rdpida (= 10-%3 seg)

- tiempo promedio requerido para visitar todas las posibles conformaciones en el orden de

108! afios (edad del universo 15° afios) Unfolded State:
~10190 Conformations

= el plegamiento NO puede ser al azar (ensayo y @%
error) & Folded
state
las proteinas generalmente adoptan su %
estructura tridimensional funcional en

intervalos de milisegundos-segundos /

(nanosegundos).

- b segundos a 37°C en E.coli N

9
Modelos de plegamiento
(a) Framework model
(b) Hydrophobic collapse model
(e) Nucleati i i

\ Formation of

(@ elements of

secondary
\ structure
Hydrophobic Growth of
®) collapse secondary structure
e Folded
Interaccion entre conformation
R hidrofébicos

= Hierarchical

© Nucleation— assembly

e
condensation
Folding nucleus
Pocos R adyacentes con interacciones
estructurales secundarias correctas
Unfolded
state
10
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Modelos de plegamiento: posible combinacion durante el plegamiento

Formacién rapica de estructuras - 0 —
secundarias locales A P
ALY
= Py
Formacién de dominios a través de g O R o
la agregacion cooperativa de =

nucleos de plegamiento

Formacién de glébulo fundido

Ajuste de la conformacion
de los dominios

Proteina plegada final

11

Embudo de plegamiento (Colapso hidréfobo: globulo fundido)

Entropy (S) -—P

Molten Globule_.f:'
States v

Minimos
de energia
Secundarios

|

)
>
>
()]
[
wi
transition
region

\ discrete folding
intermediates

4 Energy Gap e—p ',5
lq— Similarity to Native State

1.0.
native structure
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Plegamiento en varios pasos

1. Formacidn de estructuras secundarias (a-hélice y p-lamina)
Actlan como nicleos de plegamiento, estabilizando otras regiones
ordenadas de la proteina

2. Formacién de dominios
Por agregacién cooperativa de distintos nicleos de plegamiento

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

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

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

13

Interaccion entre regiones de estructura secundaria

Formacion de estructuras supersecundarias: “Motifs"”

-Torsién dextrégira de la conformacion B extendida, influye sobre la disposicion
de las hojas B y sobre la conformacion del segmento que las conecta: cadena que
cruza dos hojas B paralelas, giro B, 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 pequefias: presentan inconvenientes para alojar R hidrofdbicos en su interior
=> mantienen conformacién nativa en base a enlace covalentes p.ej. -5-S- (ribonucleasa,
insulina), grupo Hemo unido a una proteina (citocromo c).

14
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Conformacion de la lamina B
Z Right-handed connection

between B strands
Twisted B sheet

m——

- ‘. - 4 Y \ X
x) Left-handed connection

between B strands
(very rare)

Giro £ (hairpin)

15
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. . Crossover connection
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in an all-8 motif \Bpbbecried)
J Barrel
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a-a Corner

17
(a) Helix-loop-helix (b) Coiled coil (¢) Helix bundle
- O g; ?
=4 ( )
g ¢ 5 (()I/{)\
& 0Q - 50
C n © Q- & 'Q() q
ommo S Stk (@ 0
MOTIfS (d) BaP unit  (e) Hairpin (f) p meander
|
2
@
(g) Greek key  (h) B-sandwich
Figure 419 Principles of Blochemistry, 4/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.
18

22/08/2019



Serum albumin
Serum albumin
Serum albumin
Serum albumin
Human (Homo sapicns)

Key
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Peld
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1bef

Ferritin-like

Ferritin-like

Ferritin
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Aspergillus awomeri, variant x10{
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# & 0

1hoe 1lxe 1pex
a-Amylase inhibitor l Single-stranded left-handed g helix l Four-bladed 8 propeller
a-Amylase inhibitor Trimeric LpxA-like enzymes Hemopexin-like domain
-Amylase inhibitor U DP N mylglumnmm ncyltnnsfenn Hemopemn like domain
HOE-67A I 'y @ 3 (MMP-13),
Streptomyces tendae 4158 E-rherlchm coli carboxyl-terminal domain
B Human (Homo sapiens)
Key
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I S Prism 11 ok like 8 sandwich Pauily
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a-D-Mannose-specific plant lectins Antibody variable domain-like Soenes
Lectin (agglutinin) CDs -
Snowdrop (Galanthus nivalis) Human (Homo sapiens)
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Key
POE Llcatdier
Pald

1deh 1dub
NAD(Pr-binding Rossmann-fold domains Crotonase-like
NAD(Pr-binding Rossmann-fold domains Crotonase-like
Akcoholigl dehydrog Crotonase-like
carboxyl-terminal domain Enoyl-CoA hydratase
Alkcohol dehydrogenase Rat (Ratfus norvegicus)
Human (Homo sapiens)
21
a+p
lufa
Ubiquitin-conjugating enryme
} Uik i
2pil Ubsbuitin-conjugating enryme
Pilin Ubiquitin-conjugating enryme
. Pilin Human (Homo sapicns)
Pilin
Pilin
Neisseria gonorrhoeoe
Key
POE leatilier
Puld
Sap:rfasuly 1
Pauily b
, Thymidylate synthase Green fluorescent protein
P.utein Thymidylate synthase " Green fluorescent protein
Socdes Thymidylate synthase Green fluorescent protein
Thymadylate synthase Groen fluorescent protein
Escherichia coli Jellyfish (Aequorea victoria)
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23
Como se pliegan las proteinas en una célula?

Proteinas chaperonas moleculares: por medio de uhiones 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 estabilizacidn de otras proteinas.
- Chaperoninas: TCiP (8 unidades de Hsp60 presente en eucariotas) y GroEL (14
subunidades presentes en bacterias).
-Enzimas coadyuvantes (RE)
+Enzimas que participan en la formacién reversible de -S-S-.
-Enzimas que participan en la isomerizacién de Pro (interconversién cis-trans).

O\C-N/CH:—?H; (;{c N/CH:—LI‘Ha Pro: 4 trans - 1 cis

SR o~ KRR -CH _

Ca H,Cu\/ g /Ca\/ : Otros Aa: 1000 frans - 1 cis

H
cis trans
24
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Familia Hsp70/Hsp90: chaperonas
+ HSP70 ubicuo (citosol/RE)
- HSP 90 (citosélico)

- Bajo Mr Chaperona Hsp70/Hsp90 )
+ Unidn a zonas hidrofébicas J

* Previene agregacién/plegamiento Ribosome ATP
prematuro

{)l-.~Hsp 70
Faruallvfolded Properlyfoldad
ofs . ol t
Familia Hsp60: chaperoninas e e
+ Complejo macromolecular: cavidad de plegado
* Plegamiento asistido (catdlisis) ATP
+ ATPasas: plegado ATP-dependiente LN
Conformational
change
o GroEL/TCiP
Enzimas coadyuvantes (RE) )
+ Proteina disulfuro isomerasa (PDI) Chaperonina Hsp60
- Peptido-Prolil cis-tras isomerasa (PPT) (exclusivo citosol)

25

Chaperoninas: sistema GroEL en bacterias

26
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(@) Unfolded
protein binds
to the GroEL
pocket not
blocked by
GroES.

(@) ATP binds to
each subunit
of the GroEL
heptamer.

@ ATP bhydrolysis
leads to release
of 14 ADP and
GroES.

| —— Unfolded protein @ The released

@< protein is fully
folded or in a
partially folded
state that is
A committed to
H adopt the native
: conformation.
)
1
H .
. Protein folds
(DProteins not } ® inside the
folded when :‘ enclosure.
released are
rapidly bound |
again. :
t )
1
—s 7P, TADP .
N 7ADP : TaLP
—> GroES" : (23
) i
L]
H
- TATP/
TATPGroES “y—
: @ 7ATP and GroES
L L bind to GroEL with
a filled pocket.
(a)
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29

Estructura cuaternaria de las proteinas

disposicién de proteinas y subunidades proteicas en complejos tridimensionales.

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

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

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

- Complejos con funciones estructurales: histonas, cdpside lo virus

30
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Hemoglobina

* 4 grupos prostéticos Hemo asociados a Fe?*

Cadenas B Myoglobin # subunit of

hemoglobin

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

Existen muchos puntos de contacto entre oy B por R
hidrofébicos y, en menor medida, interacciones iénicas de
los -COOH terminales.

- 300 variaciones génicas en la poblacién humano (cambios
individuales de Aa: estructuray funcién de Hb sin
alteraciones significativas)

- Anemia falciforme: Glu (6, superficial) por Val
(hidrofébico) en cada cadena B => asociacién cuaternaria
andmala de Hb).

31

Interaction between molecules

Strand formation

3, '-’ e S S ‘\‘-q
and crystallization
(fiber formation)

(b)

32
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Phe
85
Val 6
Leu
’\
88
33
oa.. 60 tissues lungs
Curvas de fijacion —_ —_
de O, de Mb y Hb - ooy . nm-g N
I g : - ITI
Mb: elevada afinidad por O, 80 E S E
(curva hipérbola) g I i Myoglobin (hiperbolica) E
-almacenamiento de O, en el musculo . . I _____ {i [l BB cagdobin (bizmoidal) i
Hb: 0 : ;
40 1 : :
- baja afinidad por el 1° O, g | F !
- alta afinidad por 2°-4° O, ol i Arterial $0y
(pendiente de la curva sigmoidea) i : :
% 0 w0 0 80 100 120

Pardal pressure of oxygen (pOy, mm Hg)

B2 A.:F: E'llis‘
N —— 0O
SO Cooperatividad positiva: O, se une al 1°
Arg'.__ Asp._ @ Ly: . . Q 2
coo e : === ;. Hemo-polipéptido, este transmite esta
P e ED Tt o M info a los restantes => cambio
i Lys' | e T ' )
NI E b E i conformacional en la Hb => rotura de
e HE e interacciones idhicas de los -COOH
 His*  Asp 8 . .
coo” p——————————————— i, TerMinales de la 4 subunidades.
HC3 FG1 .
34
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Comparacion de la Mb y Hb

N-terminus  C-terminus

C-terminus
N-terminus

Myoglobin Hemaglobin

35

Cambio de la estructura cuaternaria Hb durante la oxigenacion

36
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Limitacion en el tamafio de las proteinas

Tamatio limitado por

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

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

- p.ej. cdpside de un virus: es una estructura muy grande sin embargo el genoma
pequefio 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:
- mdsculo
- citoesqueleto
- empaquetamiento de DNA
- maquinaria de la sintesis proteica
- Cdpside del virus
- efc.

37

Misculo esquelético

Myaofibrils

Q
Sarcoplasmic  Sarcomere

" hiad b

M line

Miosina Actina
540 kDa: ) .
el S 42 KDa

38
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39
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 =
Protein
subunit
Fivefold
Threefold
40
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