Estructura de Proteínas

Temario

Relación estructura - función biológica. Teorías que la explican.  Estado nativo. Desnaturalización y renaturalización de proteínas; el experimento de Anfinsen. Estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de proteínas. Variabilidad secuencial. Núcleo y superficie de proteínas. Cavidades. Distribución de aminoácidos. Estructuras secundarias: -hélice, cadenas ß-paralelas y antiparalelas. Turns y bends. Proteínas fibrosas y globulares. 

Bibliografía General

“Biochemistry” (Zubay, 4ta Ed.)
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“Principios de Bioquímica” (Lehninger, 2nd Ed, 3rd Ed)

“Protein structure and Function”. Gregory Petsko and Dagmar Ringe. New Science Press with BiomedCentral.

Bibliografía específica y complementaria

“Introduction to protein sctructure”, Branden y Tooze. Ed Garland Publishing. 1991.

“Proteins. Structures and molecular properties”. T Creighton. Ed 2. 1993.

“Protein folding”, T. Creighton. W. H. Freeman. 1992.

“Conformational diversity and protein evolution-a 60 year old hypothesis revisited”. James, L and Tawfik, D. Tibs. 26: 361-368. 2003.

“The Key-Lock Theory and the induce fit theory”. Daniel Koshland, Jr. Angew. Chem. Inl.Ed. Engl. 1994, 33, 2375-2378.

Preguntas Conceptuales

1. Que es lo que define a una proteína, su secuencia, su estructura, su dinámica, su función o una mezcla de estas propiedades?

2. En la base de datos de secuencias proteicas se encuentran aproximadamente 1 500 000 secuencias. Pero en las bases de datos de estructuras se encuentran unas 20 000 estructuras. Podría explicar esta diferencia?

3. Existen bases de datos de estructuras proteicas que clasifican a las estructuras proteicas por su similitud estructural. Así de las 20 000 estructuras depositadas en bases de datos sólo unas 5000 son esencialmente distintas. ¿Podría explicar por qué?

4. ¿Qué es un dominio? ¿Y un motivo estructural? ¿Y un motivo secuencial?

Problemas

1. Defina estructura nativa. Discuta este concepto en términos de las teorías de Emil Fischer,  Jacques Monod  y Daniel Koshland.

2. ¿Qué conclusiones pueden obtenerse del experimento de Christian Anfinsen? 

Ref Studies on the principles that govern the folding of protein chains. C. Anfinsen  Nobel Lecture, 1972.

3. Defina que entiende por el estado desnaturalizado de una proteína. ¿Existen estructuras cristalinas de proteínas desnaturalizadas? 
Ref. On the structure of native, denatured and coagulated proteins. Mirsky and Pauling. PNAS 22: 439-447. 1936


4. La insulina posee dos cadenas polipeptídicas A y B, unidas por un par de puentes disulfuro. Además, existe un puente disulfuro interno en una de las cadenas. Cuando se desnaturaliza la insulina y se reducen sus puentes disulfuro, para luego reoxidarlos, sólo se recupera el 7% de su actividad biológica (este es un experimento similar al que realizó Anfinsen con la ribonucleasa). Este es el nivel de actividad esperado si la recuperación de puentes disulfuro ocurre al azar. ¿Porqué estos resultados contradicen las conclusiones del experimento de Anfinsen?. 

5.  La proteína P en su forma nativa es un homodímero. Para estudiar la relación secuencia-estructura, se ha secuenciado a P en varios organismos. En todos estos organismos la proteína tiene la misma estructura y función. En la figura se muestra un alineamiento de las distintas secuencias y una abreviatura de los nombres de los organismos de donde proviene cada secuencia.

Los distintos tonos de grises en el alineamiento indican la conservación de dicha posición. Cuanto más oscuro mas conservada esta la posición.  

En la figura se han marcado distintas posiciones derivadas del análisis estructural donde I indica una posición ubicada en el interior de la proteína mientras que el resto son posiciones superficiales expuestas al solvente o no.

                     I       I      II   I  I       II      *         I II      I     I I I

Methanosarcina  1  APVIDPTAYIDPQASVIGEVTIGKNVMVWPMASIRADEGMPIFVGDRSNVQDGVVLHAL  
Synechococcus  12  EPYIDPAAQVHAIASIIGDVRIAKGVRVWAGVSIRADEGAPFQVGKESILQEGAVIHGL  
At1g19580       8  APIVDKEAFVAPSASVIGDVHIGRGSSIWYGCVLRGDVQNTVSVGSGTMIADNSLVHVA  
At1g47260       8  SPLVDKDVQVAPSASVIGEVQIGKGSSIWYGCVLRGDVANNISVGSGPNIADNTLVHVA  
At5g66510       8  TPNVDKGAFVAPNASLSGDVHVGRGSSIWYGCVLRGDAANSISVGAGINIQDNALVHVA  
Oryza           2  TPHVHRDAAVAPSASLIGDIQVGRGASIWYGCVLRGDAANNVQIGSGTDISDNSLVHVA  
Aryza          34  EPRIHKDVFVAPSAAVIGDIEIGKGSSIWYGSILRGDVSNSIHIGVGTLIQDNSLVHVS  
Chlamydomonas  11  VPNVVSTAGVAANANVLGEVKLGRGSSVWYGAVLRGDVDNGIEVGANSNICDNAIVHVS  
Sulfolobus      5  TPKVSQKAYIHPTSYIIGDVEIGRLTSIWHYVVIRGDNRDSIRIGKESHVQENTTIHTD  
Rickettsia      1  IPKIAKSAVVAKNSALIGDVVIGKNSSIWFNTVLRGDVTESIKIGNNTNVQDGSVIHTS  
Shewanella      4  HPQLGDNVYVDAASVLVGDIALAKDASIWPMVAVRGDVVNHIRIGKRGNVNDGSILHVT  
Xylella        29  TPQLGCTVRIDPTSTVIGDVVLGKDVSVWPQTVIRGDVVNQIRIGARTNIQDGTIIHVS  
Agrobacterium  10  QPPVPDRYWIAPDANVIGDVTLGKDVGIWFGATLRGDNAEPISVGRGTSILDGVMVHSD  
Shigella        6  FPQIGQRVMIDDSSVVIGDVRLAKDVGIWPLVVIRGDVAHYVQIGARANIQDGSMLHVT  
En base al análisis de este alineamiento se podrían contestar cuestiones como las siguientes:

a. Porque cree que las posiciones I están entre las más conservadas? Que tipo de aminoácidos observa en estas posiciones?

b. Existe un conjunto de posiciones altamente conservadas que no están ubicadas en el interior de la proteína. Supone que tienen alguna función? 

c. Que tipo de unión podría estabilizar la formación del dímero? Podría marcar las posiciones que cumplirían ese rol?

d. La Ile marcada con un * en el alineamiento no es una posición ubicada en el interior de la proteína sino que es superficial. Porque cree que está tan conservada?

e. Porque cree que las Gly están muy conservadas? Y las Pro?

5. ¿Cuales son las principales fuerzas que influyen en el plegamiento de una proteína citosólica? Estime los signos para el ΔG, ΔH y ΔS en el proceso de plegamiento desde un estado desnaturalizado a uno nativo.


6. Se ha estudiado una proteína eucariotica que tiene dos formas homólogas: una citoplasmática y otra de secreción. Sus secuencias tienen una identidad del 95 % y los residuos de cisteína se encuentran entre los conservados. Sin embrago presentan una diferencia estructural notable: la isoforma que es secretada al medio extracelular tiene 4 puentes disulfuro, mientras que la citoplasmática no posee ninguno. ¿Como explicaría esta diferencia?

7. La proteína anticongelante de escarabajo Tenebrio molitor es una proteína pequeña (8.4 kDa) formada por la sucesiva repetición del siguiente péptido de 12 aminoácidos de longitud

TCTxSxxCxxAx  

En el péptido las letras mayúsculas indican los símbolos de los aminoácidos y la letra x indica que esa posición puede ser ocupada por cualquiera de los 20 aminoácidos.

La estructura de tal proteína se muestra en la figura. Cada “vuelta” de la cadena polipeptídica esta formada por el péptido mostrado arriba. Los aminoácidos TCT, del dodecapéptido, forman las pequeñas cadenas β (flechas). 
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Se sabe que para que esta proteína anticongelante cumpla su función, se debe unir de alguna forma a la estructura del agua en su forma hielo. Como ud. sabrá las moléculas de agua en el hielo adoptan una estructura hexagonal como se muestra en la figura (solo se representan esquemáticamente los oxígenos del agua)


[image: image2]
a. Proponga un modelo de interacción entre la proteína anticongelante y el hielo. Realice un esquema que muestre su hipótesis.

b. Qué tipo de unión se establece entre ambos? 

c. Como describiría la estructura de la proteína?

d. Debido a la gran variabilidad secuencial en el dodecapeptido (observe el gran numero de x que posee) el plegamiento de la proteína no se encuentra estabilizado por efecto hidrofóbico. En base a este dato y al análisis de la secuencia, explique cual es/son los principales factores de estabilidad de la proteína. Diseñe un protocolo para demostrar su hipótesis.

e. Diseñe un experimento para medir la actividad de la proteína en un extracto crudo de escarabajo. Defina además al menos dos unidades de actividad biológica de la proteína.

8 Napoleón Bonaparte murió en la isla de Santa Helena en 1821. Una de las teorías que explica su muerte es el envenenamiento por arsénico. En un análisis realizado recientemente se encontró una proporción de este elemento 38 veces más grande que la concentración normal. Para este estudio se utilizó pelo de Bonaparte cortado en sus últimos días de vida. Podría explicar porque el pelo concentra el arsénico? Esquematice la unión del arsénico con los supuestos ligandos.

9 La lumazina sintasa es una enzima que participa en la síntesis de riboflavina. Se estudió la estructura de dicha enzima en un organismo hipertermófilo (80˚C < Top de crecimiento < 120˚C) en uno mesófilo (20˚C <Top de crecimiento<50˚C) y en uno psicrófilo (0˚C <Top de crecimiento< 20˚C). Se encontró que la estructura de la enzima, que  es prácticamente idéntica en los dos organismos, es un icosaedro formado por 12 homopentámeros. Enuncie alguna hipótesis que le permita justificar la gran similitud estructural de la lumazina sintasa en ambos organismos.
10 La anhidrasa carbónica es una enzima que cataliza la siguiente reacción:
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CO2 + H20 

CO3H2 
    CO3H- + H+
En todas las anhidrasas estudiadas hasta ahora, en el sitio activo se encuentra un Zn++. Este Zn une una o dos moléculas de agua. Dentro del sitio activo y cercanos al Zn  y a las moléculas de agua, se encuentra un aminoácido que toma un protón del agua unida al Zn. Esto genera un OH- que ataca al CO2 para dar el ácido carbónico.

a) ¿Que aminoácidos podrían tomar un protón del agua?

b) En la gamma anhidrasa carbónica de archaeobacterias, el residuo que toma el protón del agua es un Asp. Como supone que variaría la actividad de la enzima en función del PH?

c) En las gamma anhidrasas carbónica de plantas no hay Asp en el sitio activo pero sí un residuo de Tyr. ¿Podría la Tyr llevar a cabo la reacción? Como variaría su actividad en función del PH?
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