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La estructura terciaria no es rigida
Las proteinas globulares presentan cierta flexibilidad
Cambios conformacionales:
- union de un ligando: Hb, receptor
- union de un substrato: enzima
Plegamiento de una proteina: rdpido y en varias etapas

Por ejemplo: en E. coli sintetiza una proteina de 100 Aa en 5 seg a 37°C.

Suponiendo que

- ¢/residuo (c/enlace simple) adopta 10 conformaciones independientes = la cadena
podrd adoptar 1019 conformaciones (paradoja de Levinthal)

- ensayo de conformaciones es al azar
- velocidad de transformacion de una conformacion en otra es muy rdpida (*#10-13seg)

“tiempo promedio requerido para visitar todas las posibles conformaciones en el
orden de 108! afos (edad del universo 159 aios)" RS

~10100 Conformations

“el plegamiento NO puede ser al azar (prueba y error)'= @%

bebe sequir atajos: modelos de plegamiento. (% Folaed
Las proteinas generalmente adoptan su estructura ; 5 % %
tridimensional funcional en intervalos de miliseg. %3 /

- 5 segundos a 37°C en E. coli (100R)

&Y



La secuencia de Aa determina la estructura terciaria y el plegado correcto
> La proteina Ribonucleasas A (degradacion de ARN) desnaturalizada pueden recuperar su
estructura nativa y funcién bioldgica El estado nativo es el estado de menor energia

Experimento S -
de Anfinsen Desnaturalizacion Renaturalizacion
Addition of Removal of

mercaptoethanoland urea mercaptoethanol and urea

| |

ﬁk

0> H20

Native, Unfolded:; = o
catalytically active catalytically inactive. Rttt Ot

state. Reduced disulfide bonds. Refole? éirrecﬂyf

4 -5-S- (cistinas) 8 -SH (Cys) 1/105 random chance

se forman los
4 -5-5- originales



Ribonucleasa A: experimento de Anfinsen

\ 40-95 Native

(d)

removal of urea
and addition of a
minute amount of
B-mercaptoethanol

Denatured reduced
SH

26 @fsy 40

58
HS

(@)

Addition of 8M urea SH
and B-mercaptoethanol
72 110

84 @SH
95

(c)

Reoxidised
under
denaturing
conditions

Disulfide scrambled



58

72
65

oxidation with ﬁ
under renaturing
conditions

native folded protein structure

Cys 96
unfolded in urea

oxidation with O,
in the presence
of urea, followed by
folding

_—-'"'ﬁ'"—-—_

105 possible combinations

40

26
26-72 16-84
40-65 40-96
58-96 72-65
84110 58-110

~1% native folded
protein structure




Inhibidor de la tripsina pancreatica bovina (BPTI)

- Proteina con 58 Ry 3 -5-5-, muy estable (bastante resistente a urea y shock térmico)

BPTI: reduccidn => 6 Cys SR VT
Re-oxidacion aleatoria:
- 1° grupo -SH: b posibilidades: 1/5
- 2° grupo -SH: 3 posibilidades: 1/3
- 3° grupo -SH: 1 posibilidad: 1/1

pH 2.1
One 5 —5 cleaved

100%

1/15 => 15 combinaciones igualmente posibles

=> ~7% BPTI se pliega con éxito por azar o

Percent denatured

Sin embargo ~100% de las moléculas (BPTI u otros ej.)
muestran apareamientos correctos => el plegado

preferido ubica los -SH en posicién correcta para 0
formar los -S-S-, los que contribuyen a la estabilidad 40 8¢ 80 100
de la proteina 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" 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
=> -5-5- estabilizados.



15 combinaciones
igualmente posibles

55

5-55

14-55
30 | 36=8 | 3= | ---—-- 30-38 | 30-51 | 30-55
38 38=30 | ----- 38-51 | 38-55
51 85430 | &4=38 | ----- 51-55
55 55=30 | 65=38 | 55581 | -----




Replegado y formacién de enlaces disulfuro

Ensayo quimico in vitro para detectar intermediarios

de plegamiento de BPTI

- Reduccion de -S-S- => -SH

- Desnaturalizacién a temperatura ambiente

- Bloqueo con yodoacetato de -SH que no
han reaccionado

- El derivado S-carboxymetilos de Cys es
estable. Separacién y determinacion de
intermedios formados por HPLC o
electroforesis en gel.

Trapping of Disulfide-bound Intermediate

C5-C55 P
C14-C38 N P ?
C30-C51 S

6 Cys: 5, 14, 30, 38, 51, 55 -

SH
neaction with
iodoacetate

U SH

1° grupo -SH: b posibilidades: 1/5
2° grupo -SH: 3 posibilidades: 1/3
3° grupo -SH: 1 posibilidad: 1/1

1/5 x 1/3 x 1/1 = 1/15 = 15 combinaciones igualmente posibles



Folding of BPTI v

6 Cys: 5, 14, 30, 38, 51y 55
C5-C55

CH,C00"
_SH s
neaction with v
iodoacetate

c14-c38 + N _ —_—
C30-C51 N *“ |
/[30-51; 14-38]
I5 55; 14-38]
[30 51] Fully
|y [5- 55] reduced
25 U’\’M
Refolding z
time
(min)., o
12 A

HPLC retention time ——

Disulfide bond formation was quenched at the indicated times by
addition of an acid. The identities of the HPLC peaks were
determined after free sulthydryls were reacted with 1odoacetate to
prevent rearrangements.

Only native disulfide bonds are present in the major peaks.
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Proteinas homédlogas entre especies

- Relacionadas evolutivamente.
- Similar funcion (Hb).

- Longitud idéntica Residuos invariables: = Aa en = posicidn

- Residuos variables: variacién de Aa en = posicidn
- Muchas posiciones con = Aa: {

- sustituciones conservadoras (* Aa)
- sustituciones NO conservadoras (#Aa)

Abbreviated posicion hipervariable
Amino acid names
Ghycine Gy G
Alaning Ala A
Valine Val v h
Lewcine Lew L Comparacion de las secuencias de Aa en el citocromo de # especies
Isoleucing e |
Methionine Met M
Phenylalanine Phe F 1 5 10 1 20 25 20 % 40 An
' w Y GDVEKGKKIFIMKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGYSYT
yrosine y NIDA ATV VQR AL GIDNNLGQ Q A N 1YS HS SVV FT S
Tryplophan TP W SAAN ENL TT EE CGA AP I S FI Q TTA A
PKS T K E G T v W E
Sr:rnm: Sr.'l 5 STT Y D
Proline Po P Q
Th Th' T 50 55 00 05 70 75 80 [ o0 o5 100
reonine AANKENKGIIWGEDTLMEYLENPEKKYIPGTEMIFVGIKKKEERADLIAYLKKATNE
Cysteine s C » ISRAVL ADENMSD T V A LS TDD GNIVTFMLDKSSK
ASparaging An N E QMN V NNN F I A G X AT v ETCKA
% N KA T QQFP Y A P PN T QSAAS
Glutamine Gnh Q@ 7 R N D K R T ES Q S E
Lysine s K A g E Dg I: T
Histidine Hs H G
Arginine Ag R K
Aspartate Asp D
Glutamate Gly E



La secuencia de Aa determina la estructura terciaria

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

En proteinas homdlogas muchos R invariantes se encuentran en puntos criticos:
- en los giros de la cadena o préoximos a ellos,
- en los puntos de entrecruzamientos entre lazos de la estructura terciaria
(Cys que forman -S-S-),
- en centros cataliticos (Ez), sitios de fijacion 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 informacién sobre la proteina.

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



Modelos de plegamiento

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

Formation of
elements of

(a)
secondary

\ structure

Assembly of
secondary
structure

Hydrophobic Growth of
() P, -
collapse secondary structure
Folded
conhformation

Colapso alrededor de
R hidrofdbicos

Hierarchical
assembly

Nucleation—
(c) -

condensation

Folding nucleus

R adyacentes interaccionan, forman una estructura
secundaria correcta = ndcleo a partir de cual se
propagaria la estructura nativa

Unfolded
state



Modelos de plegamiento: posuble combinacion
durante el plegamiento

|

Formacion rapica de estructuras
secundarias locales

nucleos de plegamiento

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

Formacién de glébulo fundido

Ajuste de la conformacion
e los dominios

Proteina plegada final




Plegamiento de la proteina en varios pasos: forma nativa

1. 5 ms: Formacion de estructuras secundarias (a-hélice y ﬁ-lémina)
Actlan como nicleos de plegamiento, estabilizando otras
regiones ordenadas de la proteina ‘)
iﬁ'mss““' o ©

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

3. Formacion del glébulo fundido *x 3

En proteinas con varios dominios, dichos dominios se agregan % R,
formando un glébulo fundido = e

4.5 a 1000 ms: transformacion del gldbulo fundido en una estructura ‘rercnama

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.

X Caracteristicas del Estado de Glébulo fundido
- Presencia de alguna estructura secundaria
- Ausencia de contactos terciarios especificos
- Compactacion similar a la nativa
- Presencia de un ndcleo hidrofébico



Lysozyme
- enzima antibacterial secretada
- 120 Aaq, 14.3KDa
- tpo a+p
- 11 Aa anidnicos y 19 Aa catidnicos
- 8 Cys, 4 -S-S-:
> C6-C128
> C30-Cl116

> C65-C81
» C77-C95

- superficie polar, interior hidrofdbico

C30-C116

C6-C128

C65-C81



Major>30% 8;?
<2 ms
M\:EEMMHI
b

Minor~10%

Danatured states

20 msl

Major

secondary structure stabilized

Mative stata

hoe (i

i-damain

Major

persistent alpha and native-like

secondary structure,

Dobson et al 1994

45

Malive slale

states highly dynamic
and fluctuating

Minor

T SRR ) Ve

x-domain Collapsed state™

Mativa state Mear-nativa state
200 ms
?’b *
e &
Criapsed states Mear-native siate
l 2s beta-domain
: unstable

Folding pathway
of lysozyme

Very rapidly
alpha domain forms.
Hydrophobic interior develops.
Few tertiary interactions.

S Protective structure
evolves. Dynamic and
fluctuating beta domain.

. Alpha and beta domains
are stabilized
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Embudo de plegamiento (Colapso hidréfobo: glébulo fundido)

\—— Entropy (S) —I
\'\ 4 v

) Molten Glubulegf

- H

. States v
Minimos

de energia
secundarios.

T

3]

=

-. w
' Intermediarios
metaestables
que enlentecen

Ey

transition
region

discrete folding
intermediates

el plegamiento.
Salen por
activacién
termal o J
chaperonas native structure

|4— Similarity to Native State

4 Energy Gap ———p



WA

— 0 * In this model, FHEHNURFOIE
| Broteitlhad both high entropy and

high free energy. The high entropy
corresponds to there beinag a large
number of possible conformational
states—the molecule can take on
many different three-dimensional
shapes. The high free energy
means that the molecule s
unstable. and flops easily between
the different  conformational
states. As the protein starts to
fold, the free energy drops and
the number of available
conformational states (denoted by
the width of the funnel)
decreases. There are local minima
along the way that can trap the
protein in a metastable state for
some time, slowina its broaress
towards the free energy minimum.
One such trap is indicated by the
DESTERNRERBRRE 4 e botrom
of the funnel, the free energy is
at a minimum and there is only one
conformational state available to
the protein molecule, called
the 'native state
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Termodindmica del plegamiento

1- Entropia conformacional de plegado.
2- Interacciones carga-carga.
3- Interacciones de van der Waals.

4- Enlaces de H internos.

B- Efecto hidrofébico.



Termodindmica del plegamiento

1- Entropia conformacional de plegado: proceso de plegado que comprende el paso
desde una multitud de conformaciones de “ovillo aleatorio” a una dnica estructura
plegada => disminucion de la aleatoriedad => disminucidon de la entropia (-AS)

AG = AH-T As

» AS (-) (Entropia conformacional) => AG (+) => no plegamiento
» AG (-) => plegamiento

AG (-): AH (-)>: interacciones energéticas favorables en el interior de la
molécula plegada: interacciones no covalentes

AS (+)

2- Interacciones carga-carga: fuerzas electrostdticas de atraccion entre R(+) y R(-)
a pH 7: puentes salinos (par idnico) => nativa

» Cambio de pH => alteracidn de la interaccién => desnaturalizacion.
» pH extremos => fuerzas de repulsion entre R de igual carga => desnaturalizacion.

3- Interacciones de van der Waals: Rs sin carga, ho polares (dipolo inducido-dipolo
inducido). Empaquetados en la proteina plegada, actdan a distancias cortas se =>
pierden cuando la proteina se despliega.



. . . N N
4- Enlaces de H internos (disminuye el AH) c ¢
) Hydrogen I N4 s I </ \
- Grupos aceptor en R : Asn o Gln, His acceptor QO N O O O N
- Grupos donador en R: Ser y Thr L diee L L
donor | | | | | |
B
Key to hydrogen bonds:
=++++ Side chain to side chain LiSOZima
""" Side chain to backbone group

47 49

«++++ Backbone group to backbone group = N\
%)
/
70 Pro
-5 ¢, N 0N
N
42 -' '. 2
En el estado desplegado 3
Grupos aceptores y dadores | &
. 72 Ser
de H muy alejados => ?.,?;
enlaces de H con el agua. | 54
. il
\.

55



5- Efecto hidrofdbico: Residuos hidrofdbicos (Leu, Ile, Phe)
- en la cadena desplegada los R son rodeados por el H,O, se forman estructuras
similares a jaulas (clatrato) => pérdida de aleatoriedad en el Sistema => ¢ "S"

solvente.
- al liberarse las moléculas de H,O => libertad de movimiento

- los residuos se internalizan, quedan enterrados dentro de la molécula en la cadena
plegada => T aleatoriedad global (prot. + H,0) => T "S" => AG (-) => plegado y T de

la estabilidad de la proteina.

hydrogen bands
can form to
polar side chains
. " an tha culsidae
W e of the molecule

hydrophiobic
COfE P Ion
comtaing
nanpolpr
sidte chaing

fold ed conformation in
AQUEOUS Bnvironment

unfolded polypeptide



AS D>P " ASpr'o‘reina * Asdisolven‘re \
AS D>P " (-) (Aspro‘reina) +(+) (Asdisolven’re) %E:s A\
ASp 5p=(+) 2
AG = AH- T AS = (-) : plegamiento R W——

AQUBOUS BRVIronmant



Pardmetros termodindmicos del plegado de algunas

proteinas globulares a 25°C en solucion acuosa, pH * 7.2

Desnaturalizada <—> nativa

AG AH AS
Protein (kJ/mol)  (kJ/mol) (J/K-mol) —
Estabilidad por
Ribonuclease —46 - 280 —79% efecto hidrofobo
Chymotrypsin -55 -270 -720
Lysozyme -62 -220 =530
Cytochrome ¢ —44 ~52 -27
Myoglobin -50 0 +170 - 0 *
AG = AH-T AS Conformational I
entropy
Internal
interactions
Hydrophobic
effect
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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 estabilizandola 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 disocia 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 6GroEL
(14 subunidades presentes en bacterias).

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

¥ EH,—CH, Q3 ¢H,—CH, Pro: 4 trans - 1 cis
A Y S R -
C—N H e C—N CH
C.f’ \,: ~ 2 Gi H:. T Otros Aa: 1000 trans - 1 cis
¢ Hx" S Hf" G

cis frans



Familia Hsp70/Hsp90: chaperonas

* HSP70 ubicuo (citosol/RE). Chaperona Hsp70/Hsp90
* HSP90 (citosdlico). s __
. N ATP ((
Ba Jo Mr. | - \6 s J/i b
» Unidn a zonas hidrofébicas. )
* Previene agregacion/plegamiento || L e ividiiad

protein protein

prematuro. M s /
Familia Hsp60: chaperoninas i '

» Complejo macromolecular: cavidad Conformational (-
change
de plegado. —
. l . 1_ SISTldO GroEL/TCiP
Plegamiento a : . Chaperonina Hspé0
- ATPasas: plegado ATP-dependiente. (exclusivo citosol)

Enzimas coadyuvantes (RE)

* Proteina disulfuro isomerasa (PDI: protein disulfide isomerase)
(thiol-disulfide oxidoreductase)

» Peptido-Prolil cis-tras isomerasa (PPT)



(al (bt}  Mucleotide-binding domain Unfoldad ‘clhent’ protein

Ribosome By e
Unfolded protein Substrate-binding %""’F\’Gf
site (ragion of
Dwv client binding}
Muclectide-binding _
domain ] k- Client protein
~ " . i binde to “open”
Protesin ”‘*“‘1 Z 1 X conformation
release i:?f’.r g -

L g, o -ilErgiun af
ATP% ‘ -3 - ol e client binding
. ' Slow

(protain folding|

" {protain folding)



Isomerases in Protein Folding

B Protein disulfide isomerase (PDI)
" Shuffling disulfide bonds

@-EH
‘8H

(T

W Peptide prolyl cis-trans isomerase (PPI)

" Interconversion of the cis and trans isomers of Pro
peptide bonds L

» o
/c\ R H |

C—N w 7 _
—i C o
of P

trans cis




Chaperoninas: sistema 6roEL en bacterias

GroEL




(T) Unfolded . — Unfolded protein @& The released
protein binds S (2 & protein 15 fully
tn the GroEL o Folded=% * folded or in a
pocket not A protein partially folded
bloclked by il i state that is
1 -? PI adapt the native
: conformation.
\ Sy GroES
1 . s
Protein folda
(3) ATP binds to (T Proteins not 4 T
each subunit folded when ®o_ 14
of the GroEL released are g
heptamer, rapidly bound |
again. :
1
1
I
(@ ATT hydrolysis 1
leads to release :
of 14 ADP and ]
GroES, !
I
1
]
&

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

{a)



Protein Folding and Aggregation

Synthesis and folding

Ribosome

Nascent
polypeptide

MNative protein Quarternary
complex

Fc:i'm intermediate

Environmental
stress, mutations or
translational errors

Refolding

Misfolding and aggregation

=°
-~

Al
----} y #

Amyloid Prefibrillar Partially Misfolded Disordered
fibrils aggregates misfolded J aggregate

It
3

----------------




Conditions Inducing Protein

Aggregation

® Mutations prone to aggregate
® Huntington’s disease

" Familial forms of Parkinson’s disease and
Alzheimer’s disease

B Defects in protein biogenesis

® Translational errors

® Assembly defects of protein complexes
® Environmental stress conditions

® Heat shock

" Oxidative stress
® Aging



Deposition of Aggregates

B Bacteria
" Inclusion body
B Yeast

" Juxtanuclear quality-control compartment (JUNQ)
" Soluble, misfolded, ubiquitylated proteins

" Perivacuolarinsoluble protein deposit (IPOD).
Insoluble, terminally aggregated

B Mammals
" Aggresome

a Bacteria b Yeast Pobyubiquitin ¢ Mammals

Diffusion
Misfolded protein

Aggregate

g

protein

Small
aggregates

iiiii

Polar aggregate
(inclusion body) JTUNO
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