movimiento

- proteinas

CONCEPTOS BASICOS

m Las proteinas son entida-
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des flexibles, movilidad
amenudo ligada a la
funcion celular.

La resonancia magnética
nuclear permite estudiar,
con resolucion atomica, la
dindmica de las proteinas
y observar fenémenos
moleculares que tienen
lugar en multiples escalas
de tiempo.

La comprension de los
fenémenos dinamicos
en las proteinas reviste
interés para el desarrollo
de farmacos.

Oscar Millet

mds dindmicas de la biologia contempo-
rdnea, se ocupa del estudio de los pro-
cesos celulares a nivel molecular. La unidad
fundamental de investigacién son las macro-
moléculas, las proteinas sobre todo. Buena
parte de la exquisita precisién con que operan
las proteinas y enzimas se debe a su plastici-
dad. Sin embargo, el estudio del movimiento
proteinico entrafia una notable dificultad. Su
relacién con la funcién bioldgica se encuentra
a menudo enmascarada por otros factores.
La resonancia magnética nuclear (RMN)
resulta idénea para analizar la movilidad de
las biomoléculas; se aplica a la “observacién”
de fenémenos moleculares que tienen lugar en
multiples escalas de tiempo. Los fundamentos
tedricos del estudio de la movilidad confor-
macional por RMN se conocen desde hace
decenios, pero ha sido la reciente introduccién
de métodos experimentales junto con notables
desarrollos técnicos en instrumentacién los que
han permitido obtener, con resolucién atémica,
informacién cualitativa y cuantitativa de proce-

I a biologfa estructural, una de las ramas

La espectroscopia de RMN arroja luz

sobre la compleja dindmica de las proteinas.
Revela una estrecha relacion entre la flexibilidad
molecular y la funcion bioldgica

sos dindmicos. Aqui describimos uno de esos
métodos, el estudio por RMN del intercambio
quimico conformacional. A través de ejemplos
seleccionados ahondaremos en la capacidad de
las técnicas de RMN para obtener informacién
de los procesos celulares.

Plegamientos y reorientaciones
Las proteinas son biopolimeros, constituidos
por concatenacién de aminodcidos. A partir
de veinte aminodcidos se forman, mediante
enlaces amida, multiples combinaciones. To-
dos los seres vivos (virus incluidos) contienen
proteinas; del funcionamiento de éstas y de
su adecuada integracién en el medio celular
depende la subsistencia del organismo.
Proteinas son las enzimas que catalizan
las reacciones quimicas en un organismo,
los receptores que detectan especificamen-
te determinados metabolitos o agentes pa-
tégenos, y los canales transmembrana que
regulan los gradientes de concentracién de
iones y otras sustancias a ambos lados de la
pared celular. Las proteinas ejercen también
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funciones estructurales en células y tejidos.
Se encargan de la regulacién de los procesos
metabdlicos y de la transduccién de senal en
el organismo.

A qué se deben la diversidad y la preci-
sién con que estos biopolimeros desarrollan
sus funciones? Por una parte, cada uno de
los veinte aminodcidos constituyentes (moné-
meros) presenta caracteristicas fisicoquimicas
singulares, que confieren a cada proteina una
reactividad especifica. La secuencia aminoaci-
dica (estructura primaria) define las propie-
dades de la proteina. Las proteinas adoptan
espontdneamente una conformacion tridimen-
sional (estructura terciaria) que tiene por mi-
sién orientar en el espacio a los aminodcidos
de interés funcional.

Para ejercer tal abanico de funciones, las
proteinas requieren una flexibilidad confor-
macional notable. Hace medio siglo, tras
las primeras determinaciones de estructuras
tridimensionales de proteinas, mediante cris-
talografia de rayos X, se planted la posibili-
dad de que en las proteinas se desarrollaran
fenémenos de dindmica conformacional. La
confirmacién de la hipétesis llegarfa, anos
mis tarde, con los experimentos de RMN,
cuando Gerhard Wagner y Kurt Wiitrich, del
Instituto Politécnico Federal Suizo en Zurich,
observaron movimientos de rotacién en los
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residuos aromdticos del ntcleo hidrofébico
de una proteina globular.

Sabemos ahora que los fenémenos dindmi-
cos en protefnas se manifiestan en distintos
niveles. Centrémonos en el equilibrio entre la
forma nativa (conformacién plegada caracte-
rizada por su estructura terciaria) y la forma
desnaturalizada (forma inactiva y carente de
estructura definida).

Pese a que la forma nativa es mds estable
que la desnaturalizada, se trata de una esta-
bilidad marginal, pues equivale a la energfa
de unos pocos enlaces de puente de hidrége-
no. Ambas formas se convierten una en otra
constantemente. La conformacién nativa debe
existir s6lo durante el tiempo necesario para
cumplir su funcién; luego, se desnaturaliza
a través de un mecanismo de regulacién y
renovacién del material celular.

La conversién entre las formas nativa y
desnaturalizada sucede a escalas de tiempo
que van del milisegundo al segundo. La in-
formacién necesaria para dicha transformacién

1. LA MOVILIDAD DE LAS PRO-
TEINAS reviste suma importan-
cia para su funcion bioldgica.
La imagen corresponde a la
racemasa de prolina, enzima de
Tripanosoma cruzi, el parasito
responsable del mal de Chagas.
Se muestra la superposicion de
dos conformaciones molecula-
res: abierta (amarillo) y cerrada
(azul). En ausencia de sustrato,
la proteina interacciona con
nuestro sistema inmunitario de
forma que lo desbarata. Cuando
se une al centro activo un
sustrato (morado), la estruc-
tura se cierra, lo que evita la
accion patégena. Ahondar en el
movimiento de esta molécula
reviste suma importancia para
el desarrollo de farmacos contra
esta enfermedad.
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MOVIMIENTOS RAPIDOS Y ULTRARRAPIDOS

En las proteinas se producen varios tipos de movimiento: rotaciones de enlaces, plegamientos, libraciones, etcétera. Cada uno ocurre a una escala
de tiempo caracteristica. Para estudiar uno de esos movimientos (barras azules), deberemos recurrir al “observable” equivalente (barras naranjas)
en aquella escala de tiempo. (Un “observable” corresponde a una propiedad del sistema que puede determinarse, u “observarse”, por una se-
cuencia de operaciones fisicas.) Los observables que describen la dinamica de las proteinas se determinan mediante experimentos de RMN.

Desplagamiento parcial o total
Reorientacion de giros (lenta)
Reorientacion puentes disulfuro

Conversion anillos aromaticos

'~ Difusion rotacional Libraciones de enlace
" Reorientacion de giros (rapida)

Conversion de rotameros

Tipo de movimeinto

Escala de tiempo (s)

T
103 100 106 10-2 10-12

L
]
10-3

suele ser funcién exclusiva de la secuencia
aminoacidica de la proteina. Esas escalas de
tiempo son extraordinariamente pequefas si
las comparamos con el tiempo que necesita-
ria el polipéptido para tantear todas las con-
formaciones posibles, lo que se conoce por
paradoja de Levinthal. De lo que se infiere
que debe de haber cierta direccionalidad en
el proceso de plegamiento.

El modelo de plegamiento m4s aceptado es
el del “embudo de plegamiento proteico”. De
acuerdo con el mismo, los estadios intermedios
restringen paulatinamente el espacio confor-
macional accesible y, de ese modo, encaminan
el plegamiento hacia la conformacién nativa.
El estudio de la dindmica del plegamiento
proteinico se lleva buena parte de los trabajos
actuales sobre biologia estructural.

La estructura nativa no es rl'gida, sino que
experimenta cambios conformacionales, en su
totalidad o en segmentos aislados. Aunque
se trata de reordenamientos reversibles y no
producen la desnaturalizacién de la proteina,
revisten méximo interés bioldgico. Su posible
funcién quedd ya recogida en una observa-
cién pionera de Daniel Koshland en 1958:
“..Ja naturaleza flexible de fragmentos o de
la totalidad de la cadena polipeptidica se atri-
buye a multiples razones; entre ellas, cambios
conformacionales producidos por moléculas

de tamafo limitado”. Con otras palabras, la
interaccién con una molécula orgdnica puede
inducir en la proteina cambios conformacio-
nales que facilitan la creacién de un complejo
y aumentan la especificidad. Esta hipétesis ha
sido ampliamente corroborada experimental-
mente mediante RMN de alta resolucién y
otras técnicas espectroscopicas.

El mecanismo de accién de las enzimas
constituye un buen ejemplo de movilidad
segmental: una reordenacién de dtomos en
la proteina facilita la adaptacién entre ésta y
el sustrato. Se esgrimen varias razones para ex-
plicar el fenémeno. Se habla, por ejemplo, de
grados de libertad, que permitirfan a la enzima
adoptar conformaciones que se encuentran en
la coordenada de reaccién y rebajan la energfa
de activacién del proceso. Otro mecanismo
posible se basa en un acoplamiento con el
sustrato, que iniciarfa la reorientacién y de-
sencadenarfa la reaccién enzimdtica.

También, al hallarse a temperaturas supe-
riores al cero absoluto, todas las moléculas
experimentan movimientos y vibraciones de
enlace que ocurren a escalas de tiempo muy
reducidas. Nos referimos al “movimiento tér-
mico”. En el caso de las proteinas, esos movi-
mientos incluyen, entre otros, las vibraciones
de enlace (con periodos de femtosegundos)
y las rotaciones de las cadenas laterales (con
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periodos de picosegundos, si se hallan en la
superficie, y nanosegundos, si los residuos son
interiores).

El delicado equilibrio entre las componen-
tes entdlpica y entrdpica explica que el movi-
miento térmico para residuos distintos no sea
independiente. En la dihidrofolatorreductasa
y la ciclofilina A, por ejemplo, se ha demos-
trado un movimiento térmico concertado de
un grupo de residuos. Como veremos mds
adelante, en la ciclofilina A, ese movimiento
de “respiracion” es el responsable dltimo de
la actividad catalitica de la enzima.

La resonancia magnética nuclear se basa en la
interaccién entre niicleos atémicos y ondas de
radiofrecuencia, en presencia de campos mag-
néticos intensos. En el caso de las proteinas, los
nucleos mds estudiados mediante esta técnica
espectroscépica son el protén ('H), carbono
(isétopo 13C) y nitrégeno (isétopo N).

En el espectro de RMN monodimensional,
el mds sencillo, se registran las frecuencias de
resonancia de uno de los nucleos que se estu-
dian, el protén (H), por ejemplo. Se obtiene
entonces una serie de sefales correspondientes
a los protones de la molécula. Las diferencias
entre sefiales provienen de las diferencias entre
los entornos quimicos que rodean a los nicleos
en la molécula. El entorno difiere incluso entre
nucleos que estdn tendiendo el mismo tipo de

enlaces quimicos, con lo que la sehal propor-
ciona informacién estructural de gran valor.
La espectroscopia de RMN vy la cristalografia
de rayos X de alta resolucién constituyen las
dos técnicas mds utilizadas en la elucidacién
estructural de biomoléculas y las que propor-
cionan una mayor resolucidn.

El espectro de RMN de una proteina en-
trafia una complejidad notable, vinculada al
solapamiento de sefiales con el mismo “des-
plazamiento quimico” y al acoplamiento en-
tre sefales. Merced al desarrollo de la RMN
multidimensional, donde la informacién
correspondiente a distintos nudcleos se pre-
senta de manera combinada, se ha registrado
un progreso espectacular en el estudio de bio-
macromoléculas.

En el experimento 'H->'N-HSQC (“He-
teronuclear Single-Quantum Correlation bi-
dimensional”), se combinan los desplazamien-
tos quimicos de los nicleos de hidrégeno y
de nitrégeno. Cada sefial que aparece en el
plano del espectro corresponde a un grupo
N-H vinculado a un residuo de la proteina.
La dispersion en el plano basta para resolver
la mayoria de las sehales. Mediante RMN se
han estudiado proteinas de pesos moleculares
de hasta 80 kilodalton (Kda) (80.000 g/mol,
unos 700 aminodcidos).

En general, el estudio del 'H->N-HSQC
precede a otros experimentos multidimensio-
nales, de mayor complejidad técnica y concep-

DETERMINACION ESTRUCTURAL MEDIANTE RMN

ollh L
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El espectro monodimensional es el mas
sencillo de registrar y de analizar. Su principal
inconveniente es que el solapamiento de
bandas de atomos parecidos (verde) complica
amenudo la interpretacion de la sefal.

La aplicacion de la resonancia magnética nuclear (RMN) a la determinacion estructural se basa en la medida del "desplazamiento quimico”
para cada nucleo atémico. Este parametro depende del entorno quimico que rodea el nicleo en estudio, es decir, de la composicion

y la conformacion de la biomolécula. Las siguientes imagenes muestran ejemplos de espectros de RMN mono, bi y tridimensional junto
con un esquema del tipo de interaccion quimica que permiten estudiar. El desarrollo de la RMN multidimensional ha facilitado un progreso
espectacular en el estudio estructural de las biomoléculas.
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El espectro bidimensional resuelve el problema El espectro tridimensional afiade compleji-

del solapamiento. Al hacer uso del acopla- dad técnicay de interpretacion de la sefial,
miento entre dos nucleos unidos por un enlace pero permite estudiar de forma simultanea
(amarillo), permite diferenciar entre atomos la interaccion entre tres ntcleos relaciona-
que la RMN monodimensional no distingue. dos (azul).
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2. LABORATORIO DE RMN DEL
CICbioGUNE (Bilbao), dedicado
ala biologia estructural de pro-
teinas. Se muestran los imanes
superconductores (izquierda

y centro) y la sala de control
(derecha).
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tual, que permiten asignar las sefiales relativas
a la posicién de los nutcleos en la proteina.

De la RMN destacamos su capacidad para
proporcionar informacién acerca de procesos
dindmicos en un amplio intervalo de escalas
de tiempo. Revisten especial interés biolégico
los procesos que implican un intercambio en-
tre dos conformaciones de la molécula en la
escala del microsegundo-milisegundo. Para su
caracterizacién, importa recabar informacién
estructural de ambas conformaciones, asi como
describir la termodindmica y la cinética del
cambio quimico.

Supongamos un equilibrio de intercambio
entre dos conformaciones, C, & C,, donde C,
y C, representan los dos estados involucrados
en el proceso y k,, vy k,, sus respectivas velo-
cidades de conversién (en s7!). La constante
cinética de intercambio (#,,) se define como
la suma de 4, y k,,. Proporciona una idea del
ndmero total de conversiones por unidad de
tiempo. Dado que la frecuencia de resonancia
de cada nicleo depende de su entorno quimi-
co, esperarfamos dos sefales (una para cada
una de las dos conformaciones), separadas por
una diferencia de frecuencias Av. La presencia
de senales adicionales en el espectro evidencia,
pues, un intercambio quimico conformacional.
El andlisis de la frecuencia caracteristica de
cada sefial proporciona informacién estructural
de ambas conformaciones.

Las senales correspondientes a C; y C,
pertenecen a dos estados del mismo nucleo.
Dado que la integral total debe conservar-

se, la intensidad de cada sefal disminuird
en funcién de las poblaciones relativas de
cada conférmero en el equilibrio. Los pro-
cesos de intercambio conformacional suelen
corresponder a transiciones entre un estado
fundamental y un estado excitado escasamente
poblado (poblacién inferior al 1 por ciento).
En esos casos, la sefal del estado excitado
apenas se detecta; el espectro no difiere del
que corresponderl’a a un sistema sin intercam-
bio conformacional, lo que constituye una
limitacién del método.

Las condiciones en las que se observan dos
sefiales distintas, una para C; y otra para C,,
se dan sélo cuando el intercambio es lento,
es decir, cuando los valores de £,,
feriores a la diferencia de frecuencias entre
las dos conformaciones (£, << 2nAv). Si el
intercambio es rdpido (£, > 2mAV), no es
posible resolver ambas frecuencias; el espectro
muestra una sefial, Gnica, cuya frecuencia de
resonancia corresponde al valor promedio
de las dos conformaciones, con la consiguien-
te dificultad para identificar los procesos de
intercambio quimico subyacentes.

Esas dificultades para la identificacién y
caracterizacién de los procesos de intercambio
quimico se han superado merced al desarrollo
de secuencias de pulsos que cuantifican el en-
sanchamiento de la sefal. (Y no la frecuencia
de resonancia o el desplazamiento quimico. La
anchura de banda también se ve modificada
por la presencia de procesos de intercambio
quimico.) En esos experimentos de relajacion-
dispersién, se mide la envolvente de la senal
(anchura de la banda) a tiempos de evolucién
distintos. La conversién de C, en C, implica
un intercambio de frecuencias, lo que com-
porta una interferencia destructiva, que resulta
en la atenuacién, o ensanchamiento, de la
sefial. Cuanto mayor es el tiempo de coexis-
tencia entre las dos frecuencias, mayor es la
probabilidad de interconversién (probabilidad
que viene dada por £,,) y mds ancha la senal
obtenida. La representacién de la evolucién
temporal de las anchuras de banda proporciona
las curvas de dispersion.

El ajuste matemdtico de las curvas de dis-
persion proporciona una descripcion del equi-
librio conformacional. Por un lado, se obtiene
la velocidad del proceso (4,,); este pardmetro
guarda relacién directa con la barrera ener-
gética que separa los dos estados: el sustra-
to y el producto en una enzima, o el estado
fundamental y el excitado en el caso de otra
proteina. Por otro, se determinan los despla-
zamientos quimicos de ambas conformaciones,
que contienen valiosa informacién estructural.
Se obtienen también las poblaciones relativas
de los dos estados; a partir del andlisis de

son in-

INVESTIGACION Y CIENCIA, abril, 2009

CICbioGUNE, BILBAO



una sola sehal, se deducen las poblaciones de
ambos conférmeros, incluso en el caso de que
la sefal de uno de ellos sea muy pequefa. Se
han detectado conformaciones con poblaciones
de un exiguo 0,5 por ciento.

El experimento bdsico de medicién de la
dispersién en proteinas lo llevé a cabo el grupo
de Arthur G. Palmer, de la Universidad de
Columbia, en 1998. Desde entonces se ha
venido depurando la técnica. Se han publi-
cado numerosas aplicaciones. Dos de ellas se
detallan a continuacién.

La ciclofilina A (CypA) pertenece a una fa-
milia de prolil-isomerasas que catalizan la
isomerizacién cis-trans de enlaces en pépti-
dos y proteinas, siempre que contengan el
aminodcido prolina. Participa en importantes
procesos celulares —activacién de linfocitos T
en el sistema inmunitario, por ejemplo— y
cumple funciones de chaperona molecular, es
decir, asiste al plegamiento de otras protei-
nas recién formadas. La CypA constituye el
receptor natural de la ciclosporina A (CsA),
un firmaco inmunosupresor. Desempefia una
funcién esencial en el mecanismo de accién del
virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH-1):
se une al virus a través de la proteina gag y
afecta a la generacién de copias de la proteina
de la cdpside Vpr.

Esta enzima presenta un elevado grado de
reversibilidad en la reaccién de isomerizacién.
Opera, pues, con velocidades semejantes en
ambas direcciones. Los valores de las constan-
tes de interconversién son del mismo orden de
magnitud: 1049 s~ para la conversién del is6-
mero cis en trans (k,) y 1640 s7! para el proceso
inverso (4,). La unién de CsA a CypA, muy
fuerte, con una constante de disociacién del
complejo CypA/CsA de 30 M (micromolar).
En presencia de un exceso de ciclosporina A,
la poblacién de enzima libre puede conside-
rarse despreciable, y decimos que se produce
la saturacién de la enzima. Ambas formas, cis
y trans, son a la vez sustrato y producto de la
enzima. La saturacién de la enzima conlleva
la generacién de un estado estacionario en el
que las formas cis y trans se transforman entre
si indefinidamente; ambas conformaciones se
encuentran casi equipobladas.

Mediante experimentos de RMN, se ha
estudiado la dindmica enzimdtica de CypA
en presencia de CsA, asi como la relacién
entre este movimiento y la funcién biolégica.
A partir de las curvas de dispersién se ha
determinado el ensanchamiento de la senal
inducido por el intercambio quimico con-
formacional, para cada grupo amida de cada
aminodcido de la proteina. Los resultados de-
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muestran que la mayoria de los aminodcidos
no se hallan implicados en procesos dindmi-
cos; s6lo un grupo de 30 residuos presenta
una flexibilidad conformacional notable. Los
aminodcidos de ese subgrupo se apifian en
el centro activo de la proteina y en ciertos
residuos periféricos.

La mayoria de los grupos amida proporcio-
nan valores de intercambio quimico (,,) muy
similares en la escala de tiempo de la fluctua-
cién; ello sugiere que siguen un movimiento
concertado. El valor conjunto obtenido para
k;,, (2500 £ 220 s7') encaja con la suma de las
constantes enzimdticas £,y £, (2689 s71). Esos
resultados, junto con el andlisis de proteinas
mutantes, demuestran que el movimiento de
los residuos implicados resulta critico para
la actividad catalitica de la enzima y que el
valor de la velocidad mdxima de la enzima
(k,, + k,) corresponde al tiempo necesario para
que los residuos cambien de la conformacién
cis a la trans.

Los experimentos de dispersién demuestran
que el movimiento conjunto de un grupo de
aminodcidos es el responsable dltimo de la
accién enzimdtica en la ciclofilina. Bajo una
apariencia cadtica, esas fluctuaciones térmicas
establecen la estereoselectividad necesaria para
ejecutar la catdlisis enzimdtica con una preci-
sién exquisita. ;De qué modo se produce la
sincronizacién del movimiento de ese grupo
de aminodcidos? La respuesta se encuentra
en la arquitectura molecular de la enzima: la
evolucién ha moldeado la disposicidn espacial
de este grupo de dtomos de forma que apa-
rezca el movimiento concertado en situacién
de equilibrio.

Con el propésito de averiguar la funcién
que desempena el sustrato en la activacién
del proceso, se han medido las curvas de
dispersién en ausencia de sustrato. Se han
descubierto equilibrios conformacionales, en
la misma escala de tiempo, que afectan aproxi-
madamente al mismo grupo de aminodcidos.
De la investigacién se desprende que la ci-
clofilina A no necesita el sustrato para llevar
a cabo su actividad, sino que desarrolla su
funcién catalitica a través del movimiento tér-
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3. EN LOS EXPERIMENTOS DE
RELAJACION-DISPERSION se
mide la anchura de banda a di-
ferentes tiempos de interferen-
cia (representados aqui como
frecuencias). Se muestran los
resultados obtenidos para dos
aminoacidos de la proteina que
se une a la maltosa. La lisina 313
muestra una curva de dispersion
caracteristica. Del ajuste de los
datos experimentales se extrae
informacion sobre la movilidad
del aminoacido. El aminoacido
glutamico 43, en cambio, no
muestra ninguna respuesta dife-
rencial con respecto al tiempo
de interferencia; ello indica que
no experimenta ningun proceso
de intercambio quimico confor-
macional.




4. LA CICLOFILINA A (gris)
constituye el receptor natural
de la ciclosporina A (rojo). Se
muestran también los atomos
involucrados en procesos de
intercambio quimico conforma-
cional (azul). Los experimen-
tos de RMN demuestran una
correlacion entre la dinamica de
la ciclofilina Ay el sitio de union
ala ciclosporina.
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mico de un fragmento activo de la proteina.
Se trata de un mecanismo complementario a
otros modos de catdlisis enzimdtica, como el
encaje inducido.

La comparacién de los valores obtenidos
en ambos experimentos revela que las carac-
teristicas dindmicas de la enzima en estado de
reposo (en ausencia de sustrato) y en estado
activo (cuando procesa el sustrato) no son
idénticas.

En ausencia de sustrato, la enzima opera
con una k,, del orden de 1140 £ 200 s7;
en condiciones de saturacién de sustrato, la
constante cinética de intercambio alcanza los
2500 s7!. Tal discrepancia siguese de las dife-
rencias en la distribucién de la poblacién mo-
lecular. En el estado de reposo, alrededor de un
10 por ciento de la poblacién se encuentra en
la forma #rans y un 90 por ciento en la forma
cis; en presencia de elevadas concentraciones
de CsA, en cambio, las poblaciones de ambos
conférmeros se acercan al 50 por ciento. El
estado de reposo establece, por tanto, la direc-
cionalidad del proceso bioldgico —favorable a
la transformacién de cis en trans—, mientras
que la maquinaria catalitica cataliza ambos
procesos con rendimientos equiparables.

La conformacién nativa de una proteina
se caracteriza por un corazén, o nucleo hi-
drofébico, en donde las cadenas laterales se
hallan densamente empaquetadas con el fin
de maximizar las interacciones no covalentes
entre los aminodcidos. Dada la complejidad
de la estructura, el empaquetamiento sélo
puede predecirse —y de manera aproxima-
da— a partir de métodos computacionales. El
diseio de proteinas mutantes con cavidades
que puedan alojar moléculas constituye un
reto para la ingenieria de proteinas y reviste
interés farmacoldgico. Pero existe un grave

inconveniente: la proteina recombinante tiende
a colapsarse sobre s{ misma para eliminar el
volumen adicional.

La lisozima T4 constituye la excepcidn.
Proteina bacteriolitica de dos dominios, la
encontramos en tejidos humanos y animales.
Los trabajos presentados en 1992 por el gru-
po de Brian Matthews, de la Universidad de
Oregén, descubrieron que una sola mutacién
en el nucleo de la lisozima T4 (leucina 99
por alanina: L99A) es suficiente para generar
una cavidad de 150 angstrom ctbicos. La es-
tructura cristalogréfica de la proteina mutante
confirma que la cavidad no distorsiona la ar-
quitectura molecular, pese a hallarse enterrada
a siete angstrom de la superficie. Y lo que es
mds, se revela capaz de alojar en su interior
ligandos de tamafio reducido e hidrofébicos
(benceno, por ejemplo).

La estabilidad de la cavidad sugiere la exis-
tencia de una fuerza repulsiva entre los ami-
nodcidos que la componen. Ademis, segtin los
datos estructurales, la cavidad no darfa entrada
a una molécula de tamano reducido; se requie-
re una segunda conformacién “abierta’ por
donde la molécula penetraria. Experimentos
de unién de xenén a la lisozima T4-L99A han
revelado que la unién transcurre en torno a la
escala de tiempo del milisegundo.

La dindmica de la cavidad de la lisozima
T4 ha sido estudiada por Lewis E. Kay y su
grupo, de la Universidad de Toronto, mediante
técnicas de RMN de relajacidn-dispersién. Se
ha monitorizado el comportamiento de los
grupos amida y metilo de la proteina. A una
temperatura de 25 °C, mds de la mitad de los
aminodcidos que forman la proteina muestran
cierta flexibilidad: todos los residuos que se
hallan orientados hacia la cavidad, numerosos
residuos del dominio que contiene la mutacién
e incluso aminodcidos que se encuentran en
el otro dominio. La existencia de un movi-
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AMINOACIDOS SINCRONIZADQOS

El aminoacido prolina, al ser ciclico, presenta
isomeria geométrica. Puede adoptar dos
conformaciones, que se distinguen por la
orientacion de los residuos respecto del enlace
peptidico (flecha): cis (residuos en el mismo lado)
y trans (residuos en lados opuestos). A la derecha,
el equilibrio cis-trans del péptido alanina-prolina-
alanina (ALA-PRO-ALA).

La ciclofilina A (CypA) es una enzima que
participa en numerosos procesos celulares de
importancia maxima. Cataliza la isomerizacion
cis-trans de enlaces en péptidos y proteinas

que contienen prolina. Presenta un equilibrio
entre dos conformaciones, que reconocen
especificamente a las formas cis y trans del
péptido respectivamente. En ausencia de
sustrato, la enzima presenta un equilibrio
cis-trans desplazado hacia la forma que se une a
la conformacion cis de la prolina; en presencia de
sustrato, en cambio, ambas conformaciones son
equiprobables.

as

10%

ENZIMA LIBRE

50%

TRANS

50%

o

A

COMPLEJO ENZIMA-SUSTRATO

Los experimentos de RMN indican que el responsable tltimo de la dinamica enziméatica de la CypA es el movimiento concertado de un grupo
de aminoacidos, una sincronizacion que se produce en situacion de equilibrio. Es decir, que la CypA no necesita el sustrato para llevar a cabo su
actividad, sino que desarrolla su funcién catalitica a través del movimiento térmico de un fragmento activo de la proteina.

miento concertado se ha corroborado tras la
comparacién de los valores de £,,.

A diferencia de la proteina nativa, en la
proteina mutante L99A los grupos flexibles
oscilan entre el estado fundamental (esen-
cialmente idéntico al de la proteina sin la
mutacién) y un estado excitado (de naturaleza
desconocida), accesible al ligando. La pobla-
cién del estado excitado se cifra en torno al
3 por ciento, “invisible” a los experimentos
estindar de resonancia magnética nuclear y
de cristalografia de rayos X.

Con el fin de caracterizar la naturaleza del
estado excitado se han repetido las mediciones
de dispersién a una serie de temperaturas que
oscilan entre los 10°C y los 30°C. Se han
analizado los resultados de forma conjunta.
Al incluir en el estudio el factor térmico, se
han determinado las poblaciones del estado
excitado a cada temperatura y extraido las
componentes entrépica y entdlpica.

Las conclusiones del andlisis revelan que el
estado excitado corresponde a una estructura
mds desordenada que el estado fundamental:
existen menos interacciones y los aminodcidos
presentan mayor movilidad. Una movilidad
que se concentra en las zonas afectadas por el
intercambio quimico. Pero el desorden local
observado en el estado excitado no desemboca
en la desnaturalizacién completa de la proteina.

INVESTIGACION Y CIENCIA, abril, 2009

Lo impide una compensacién entrépico-entdl-
pica: la mayor libertad conformacional de las
cadenas laterales compensa, en parte, la pérdida
de estabilidad que produce la disminucién del
numero de interacciones no covalentes.

Una silenciosa revolucién en el campo de
la RMN ha acelerado el desarrollo de nue-
vos métodos para el estudio del intercambio
quimico conformacional en la escala de los
microsegundos y milisegundos. Dada la inti-
ma, y compleja, relacién entre la flexibilidad
conformacional y la funcién biolédgica, a los
métodos de dispersiéon por RMN les espera
un futuro prometedor en la caracterizacién
molecular de procesos celulares: intermedios
de plegamiento, proteinas mal plegadas (asi,
la proteina B-amiloide y su relacién con la
enfermedad de Alzheimer) y las interacciones
proteina-proteina y proteina-ADN.

Una comprensién mds honda de la compo-
nente entrépica de la dindmica de las proteinas
facilitard el diseno de firmacos selectivos y el
escalado de enzimas para su uso industrial.
Por fin, la integracién de la informacién de
los experimentos de dispersién con otros ex-
perimentos sensibles a fenémenos ultrabreves
arrojard luz sobre otros procesos dindmicos
que ocurren en las proteinas.
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