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Introduccion



Para entender en profundidad el mecanismo por el que una proteina funcional Heva
a cabo su accién biolégica es imprescindible conocer su estructura tridimensional a nivel
atémico. Hasta una época relativamente reciente, ello era posible tinicamente mediante la
técnica de difraccién de Rayos X sobre monocristales. En la tltima década, la
espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear se ha consolidado como una técnica
alternativa para la determinacién de estructuras tridimensionales de proteinas, con la
ventaja afiadida de que estas determinaciones se realizan en disolucion acuosa, es decir,
en un medio muy similar a las condiciones que prevalecen "in vivo". Los resultados
obtenidos por difraccién de Rayos X de monocristales nos presentaban una vision rigida
de la estructura de las proteinas, que pronto fue reemplazindose por una imagen dindmica
mucho mds apropiada para la explicacién de una variedad de importantes fenémenos
involucrados en la actividad biolégica de las protefnas, tales como efectos de
empaquetamiento transitorios que permiten la entrada de metabolitos al interior de la
protefna, interacciones de ligandos y sustratos en el sitio activo, efectos alostéricos y
muchos otros. En la actualidad, ya nadie duda que, para comprender la funcién de las
proteinas, es preciso no s6lo conocer su estructura sino también la dindmica de
fluctuaciones estructurales y su relacién con eventuales cambios conformacionales que

tengan lugar durante el proceso de ejecucién de su actividad bioldgica.

Uno de los mayores problemas en Quimica y Biologfa pendientes de ser resueltos
es el del plegamiento de proteinas cuya resolucion habria de permitir predecir la estructura
tridimensional, funciionalmente activa, de una protefna a partir de su secuencia de
aminodcidos. Las bases quimico-fisicas del plegamiento, tedrico o empiricas, no se
conocen con el suficiente grado de detalle como para que las predicciones sean efectivas.
Para la resolucion de este problema hay que considerar conjuntamente no sélo el por qué
se¢ llega a la estructura nativa (termédindmicamente mds estable que la forma
desnaturalizada en condiciones ordinarias) sino cémo s¢ llega a ella, es decir la cinética de
plegamiento. Ello requiere la caracterizacion estructural y dindmica de los estados inicial y
final, la de los posibles "intermediarios" en el plegamiento y la del estado de transicién.
En el presente estudio hemos dirigido nuestra atencién a la caracterizacién estructural y
dindmica de los estados nativo y desnaturalizado, mediante la utilizacion de la técnica de
Espectroscopia de RMN bidimensional.

Ello no significa que se haya renunciado a la obtencién de informacion estructural
acerca de intermediarios como mds adelante podrd comprobarse. Nuestra concentracién
en los estados inicial y final del plegamiento (o nativo y desnaturalizado, respectivamente)
y principalmente en lo que se refiere en sus propiedades frente al intercambio, radica en el

convencimiento de que este conocimiento es esencial para una eventual interpretacion de
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experimentos cinéticos de etiquetado por pulsos en términos de estructura de

intermedianos.

La aplicacién de la espectroscopfa de RMN al estudio de protefnas (< 20 KDalton)
puede dividirse en tres etapas: (1) asignacién de resonancias proténicas a ntcleos
concretos; (2) determinacion de 1a estructura tridimensional y (3) estudios dindmicos de
plegamiento y, en general, cambios conformacionales inducidos por efectores. Las dos
primeras etapas han recibido gran atencién por parte de los investigadores en la pasada
década. Asf, por ejemplo, la asignacién espectral y la determinacion de la estructura
tridimensional de Ribonucleasa A en disolucién acuosa se han llevado a cabo este
laboratorio en los ultimos cinco afios. S6lo en afios muy recientes se han comenzado a
explorar las posibilidades de la técnica de RMN en la tercera etapa. Dentro del marco,
pues, del tema del plegamiento y la estabilidad de proteinas puede encuadrarse eltrabajo
recogido en la presente memoria dirigido principalmente a: (1) la caracterizacidn de
factores de estabilidad y cambios conformacionales en funcion del pH, y(2) la
descripcion de la dindmica de fluctuaciones estructurales de Ribonucleasa A utilizando las
propiedades de intercambio H/D de protones peptidicos individuales.

El conocimiento detallado del estado de ionizacion de los distintos grupos
ionizables presentes en un enzima es de fundamental importancia para poder conocer sus
propiedades de estabilidad, dindmica plegamiento y funcionalidad. La deteccion de
interacciones especificas que involucran a grupos cargados cuya contribucién a la
estabilidad puede variar con el pH (como interacciones con sustratos y catdlisis) han de
conocerse mejor a partir de una asignacién individual de los pKgs involucrados; por otro
lado, variando el pH se altera especificamente la carga de una protefna (un polielectrolito
muy especial) con consecuencias muy importantes respecto a su estabilidad y actividad
biolégica. En el Capitulo Il de este trabajo se aborda la descripcidn de los factores
estabilizantes y cambios conformacionales obtenidos con el pH.

Por otro lado, el comportamiento de los protones peptidicos frente al intercambic
con los deuterones del disolvente fue una de las primeras claves para establecer el cardcter
dindmico de la estructura de las proteinas y ha permanecido desde entonces como
principal contraste experimental de los diversos modelos de intercambio propuestos. En
general, se acepta que, para el intercambio de los protones situados en el interior de la
proteina, se requiere la existencia de algun tipo de fluctuaciones que permitan el contacto
del protén con el disolvente. Mediante la espectroscopia de RMN bidimensional es
posible la medida de constantes cinéticas de intercambio individuales, con lo que puede
llegarse a una descripeién plural y pormenorizada de la dindmica de la proteina. El factor

de proteccion frente al intercambio, proteccion proporcionada por la involucracion del
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protén correspondiente en la estructura nativa, puede alcanzar valores de hasta diez
6rdenes de magnitud. Dicho factor es fiel reflejo de las diferencias en energia libre entre
estados de equilibrio correspondientes a fluctuaciones conformacionales que van desde
las estrictamente locales hasta el proceso cooperativo global de desnaturalizacion de la
proteina. La cinética de intercambio de los protones peptidicos mds fuertemente
protegidod habrian de proporcionar, pues, energia libres asimilables a las obtenidas a
partir de datos calorimétricos extrapolables a condiciones nativas. De hecho se ha
propuesto que la combinacién de estudios de intercambio H/D en combinacién con la
RMN-2D podria constituirse en el método ideal para la medida de energias libres de
desnaturalizacién de proteinas en ausencia de efctos irreversibles, que comienzan a
revelarse en las proximidades del cambio de fase. Como puede deducirse de las
conclusiones de este trabajo,las cosas desgraciadamente no son tan simples y la
explicacion experimental de los hechos observados nos obligan a recurrir a un modelo
mds elaborado del estadodesnaturalizado. En el Capitulo I1I se aborda el estudio de la

dindmica de la proteina a varios pHs y temperaturas.



Capitulo I

Fundamentos



1.1. PROTEINAS

Las proteinas son los componentes fundamentales de la materia viva. Bédsicamente
estdn compuestas de unidades mds pequeiias, llamadas aminodcidos, que difieren
inicamente en sus cadenas laterales. Los 20 aminodcidos que existen en las células
eucariotas estdn basados en un mismo esquema bdsico: un carbono asimétrico central,
unido a un grupo amino, a un grupo carboxilo y a una cadena variable, la cual marca la
diferencia entre unos y otros. Esos aminodcidos pueden clasificarse por su carga eléctrica
cuando estdn ionizados o por su afinidad por el agua (polares o no polares). El enlace
peptidico que une dos diferentes aminodcidos para formar las proteinas, tiene un caracter
parcial de doble enlace por lo que los dtomos del grupo peptidico estdn dispuestos en el
mismo plano, y salvo en el caso del aminodcido Prolina, donde también es posible la
posicion cis (0°), la posicién que ocupan el oxigeno y el hidrdogeno es la trans (180°). De
cualquier forma los grupos peptfdicos adyacentes, no son coplanares debido a la rotacion
alrededor de los enlaces C-C®y N-C®. La conformacién de una protefna vendrd
entonces caracterizada por estos dos dngulos diedros: ¢ y ¥ (Creighton, 1989)

La estructura de una protefna puede describirse en cuatro niveles. La estructura
primaria, que hace referencia a la disposicién de los aminodcidos a lo largo de la cadena
{la secuencia de la proteina). La estructura secundaria que permite el plegamiento de las
cadenas en estructuras regulares como la hélice a y la ldmina 3 (aunge existen otros tipos
menos comunes de estructuras como son Jos llamados giros o vueltas 3, que a su vez
pueden clasificarse en un mimero reducido de tipos; Fig. 1. 1). La estructura terciaria que
incluye el empaquetamiento de regiones, que conectan hélices y ldminas, y que concierne
a la localizacién de estas estructuras regulares entre si. Finalmente, la estructura
cuaternaria, que sec refiere a las interacciones no covalentes entre las proteinas individua-
les en un complejo.

1.2. LA RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PRO-
TEINAS.

Existen nicleos, como 1H,13C y el 15N, que poseen un momento magnético o de
espin. El entorno quimico que rodea a tales nicleos y que serd distinto para cada uno de
ellos en una misma molécula, puede explorarse por medio de la Resonancia Magnética
Nuclear. [.a mayoria de las determinaciones de la estructura tridimensional de una
proteina hacen uso de las propiedades magnéticas de los protones, 'H, dado que son los
elementos mds abundantes. Recientemente se estdn usando heteronticleos como el 13C,

para obtener informacién sobre las constantes de acoplamiento y los dngulos de torsién,
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(Hansen, 1991) y facilitar la asignacién de los protones de la molécula (Clore &

Gronenborn, 1991).

a)

Enlace de hidrogeno

'S

Fig. I.1: Esquema mostrando los diversos tipos de estructura secundaria existentes en
las proteinas: a) hélice a; b) ldmina By c) distintos tipos de giros.



Cuando una molécula de proteina se coloca en un campo magnético muy fuerte, el
espin de sus dtomos de hidrégeno tiende a alinearse con el campo. Esta situacion de
equilibrio puede cambiarse, excitando la muestra, y por tanto los espines, con un pulso
de radiofrecuencia . Cuando los nucleos de la molécula de proteina tienden a su estado de
equilibrio, emiten radiofrecuencia que entonces, puede medirse. La frecuencia exacta de
la radiacién de cada micleo depende de su entorno quimico particular y es diferente para
cada dtomo, a no ser que sean quimicamente equivalentes y tengan el mismo entorno
molecular. Estas frecuencias son entonces relativizadas respecto a una seiial de referencia
obteniéndose asi desplazamientos quimicos (8). Normalmente estas perturbaciones son
tan pequefias que los desplazamientos quimicos se miden en partes por millén (ppm}). Por
supuesto el gran potencial de ]a RMN radica en que la potencia, duracién y combinacion
del mimero de pulsos de radiofrecuencia pueden variarse ilimitadamente, con lo que
podemos explorar diferentes propiedades de las moléculas escogiendo una sucesion, una
secuencia , adecuada de pulsos.

En principio, es posibie obtener un dnico desplazamiento quimico para cada dtomo
de hidrégeno en una molécula, excepto para los que son quimicamente equivalentes,
como los protones CH3 de la cadena lateral de una alanina. En la prdctica es imposible,
que con un espectro monodimensional de RMN de una molécula de proteina, pueda
asignarse a todos y cada uno de los protones una unica frecuencia, debido al
solapamiento de las sefiales y a que las diferencias en desplazamientos quimicos son
menores que la potencia del instrumento. En los dltimos afios este problema se ha

resuelto con el uso de la espectroscopia bidimensional.

A pesar de que la Resonancia Magnética puede aportar informacién sobre la
estructura primaria de la proteina, su verdadera utilidad radica en la determinacién de la
estructura secundaria y terciaria, as{ como en la caracterizacion de cualquier cambio local

o global a nivel atémico, debido a los aspectos dindmicos de la macromolécula.

1.2.1. ESPECTROSCOPIA BIDIMENSIONAL DE RESO-
NANCIA MAGNETICA NUCLEAR (2D-RMN).

Las técnicas de 2D-RMN fueron desarrolladas por Ernst y colaboradores en la
década de los 70 (Aue et al., 1976; Ernst et al., 1987). Todas ellas siguen el mismo
esquema experimental (Fig 1.2): durante el primer periodo, el tiempo de preparacién (tp)
se permite al sistema, la protefna en este caso, que alcance el equilibrio quimico, y a partir
de aqui se le aplica uno (o mds) pulso de radiofrecuencia con lo que se crea un estado

determinado, que depende del (o los) pulsos aplicados; en este estado se deja evolucionar
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al sistema durante ty (el tiempo de evolucién). A continuacidn, durante el tiempo de
mezcla (1) se consigue que las magnetizaciones inducidas se conviertan en observables.
Finalmente, se detectaran estas durante el periodo de adquisicidn (t2), en forma similar a

como se hace en la espectroscopia monodimensional.

Preparacién Evalucion Mezcla Adquisicion

tp | Ly ——.-L—-[m i ts —-—-

Fig. 1.2: Esquema general de un experimento bidimensional.

En una serie de n experimentos el tiempo t] se va incrementando, de tal manera que
cada experimento adquirido con el esquema de la Fig [.2 contiene informacién distinta a
la anterior, por la diferente evolucién de los espines durante ese tiempo. Los datos son
acumulados en forma de matriz que, después de una transformada de Fourier respecto a
t; (la dimensién 1) y otra respecto a {2 (la dimensién 2), nos produce el espectro
bidimensional. En este la diagonal es un andlogo del espectro monodimensional y es la
aparicion de sefiales fuera de la diagonal la que identifica los espines entre los que se ha
producido la transferencia de magnetizacién durante el iempo de mezcla. 1o que
diferenciard a unos experimentos de otros serd lo que ocurre durante el tiempo de mezcla
que selecciona y mejora la informacién contenida en el espectro. Aunque existen muchas
secuencias de pulsos (y mds atin actualmente, con el desarrollo de la espectroscopfa
tridimensional) se descnibirdn inicamente las que se han empleado para la realizacion de
este trabajo.

1.2.2. LOS EXPERIMENTOS BIDIMENSIONALES DE
CORRELACION ESCALAR.

Este tipo de experimentos permite la identificacion de protones acoplados
escalarmente. El primer experimento bidimensional propuesto y realizado fue un
experimento de este tipo (Aue et al., 1976), publicdndose desde entonces gran nimero de
vanantes. Los que se han usado son:

1.- Experimento COSY (COrrelated SpectroscopY). Es el mas simple de todos

los experimentos bidimensionales (Aue et al., 1976) y consiste en dos pulsos de
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radiofrecuencia separados por el tiempo t; (Fig. 1.3). Las sefiales que se encuentran fuera
de la diagonal conectan espines acoplados escalarmente en un mismo residuo, pues el
acoplamiento escalar entre protones se interrumpe en el grupo carbonilo del enlace
peptidico. En el esquema sélo se ha sefialado que la amplitud del primer pulso es de 90°,

pero el segundo puede tener cualquier amplitud entre ésta y 0°,

—_— 1 — 2 -

Fig. 1.3: Esquema de pulsos de un experimento tipo COSY.

2.- Experimento TOCSY (70tal Correlated SpectroscopY): Es una modificacion
del anterior (Braunschweiler & Ernst, 1983) en la que ¢l segundo pulso se sustituye por
un tren de pulsos. La magnetizacién corre a lo largo de toda la red de acoplamientos y se
obtiene un espectro con Seiiales que correlacionan las frecuencias de los esptnes que
pertenecen a un mismo aminodcido, por lo que la identificacién de todos los protones de
ese aminodcido es mds sencilla que en el experimento anterior. En el espectro bidimensio-
nal aparece igual que en el anterior, en la diagonal una réplica del monodimensional,
mientras que fuera de [a diagonal, se encuentran las sefiales que correlacionan las dos

frecuencias de dos espines que pertenecen al mismo residuo.

1.2.3. LOS EXPERIMENTOS BIDIMENSIONALES DE
CORRELACION DIPOLAR.

En este tipo de experimentos se obtiene informacidn acerca de las distancias entre
protones préximos en el espacio (Neuhaus & Wilianson, 1989), con lo que son los més
importantes a la hora de determinar la estructura tridimensional de la proteina. Aunque las
secuencias de pulsos que se manejan habitualmente son dos: el experimento NOESY
(Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) (Macura & Ernst, 1980) y el experimento
ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY) (Bax & Davies, 1985 b}, se
ha utilizado dnicamente el primero, pues el segundo experimento es particularmente
adecuado para moléculas pequefias.



El esquema de pulsos del experimento NOESY aparece en la Fig 1.4. Consiste de
tres pulsos, de los cuales el primero crea magnetizacién transversal que evoluciona con
una frecuencia determinada; el segundo pulso crea una poblacién de estados fuera del
equilibrio térmico, y después de dejar evolucionar el sistema, relajandose parcialmente
durante el tiempo de mezcla, se consigue que la magenetizacidn sea observable con el
iltimo pulso.

{m/2) (7/2) (n/2)

_ ] — —Im 12—

Fig. 1.4: Esquema de pulsos de un experimento tipo NOLESY.

1.2.4. LA ASIGNACION SECUENCIAL EN PROTEINAS.

Obviamente, el espectro bidimensional NOESY que correlaciona dos protones de
dos diferentes frecuencias es el que contiene informacién acerca de la estructura
tridimensional de la proleina. Sin embargo, no es tarea fécil, asignar los picos observados
a unos protones en particular, puesto que ¢l orden en que aparecen los picos a lo largo de
la diagonal no tiene nada que ver con la disposicién de los protones en la cadena
polipeptidica. El problema se resolvio en el laboratorio del profesor Wiithrich en Ziirich,
donde se inventé el método de asignacién secuencial (Wiithrich, 1986); desde
entonces han aparecido diversas vanantes pero todas ellas se basan en los mismos
Principios.

La clave del procedimiento y el primer paso, se basa en el nimero de dtomos de
hidrégeno y su diferente conexién para cada uno de los diferentes tipos de aminodcidos
(dicho de otra forma en su diferente cadena lateral). Cada tipo de aminodcido posee una
forma especial en las conexiones entre los protones Hy y Hp de su esqueleto. Por tanto
del experimento COSY es posible identificar el nimero de protones que pertenecen a un
residuo dado, y también la naturaleza de la cadena lateral del mismo. A pesar de todo, no
es posible establecer una relacion biunivoca entre el esquema de acoplamientos y el tipo
de aminodcido. Por lo general se agrupan en ocho tipos diferentes de modelos frente a los
veinte tipos de aminodcidos que existen.
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Fig. 1.5: NOEs secuenciales (flechas) y correlaciones a través del acoplamiento escalar
(lineas de trazos) entre segmentos de protones de una cadena polipepiidica (de
Blanco, 1992).

El segundo paso consiste en la identificacién de los sistemas de espin a lo largo de
la cadena polipeptidica; esta informacion es obtenida de los experimentos NOESY, pues
vendrd de aquellos protones correspondientes a residuos secuenciales. A partir de estas
conexiones es posible establecer el orden secuencial de los sistemas de espin (Fig 1.5).
Finalmente, comparando con la estructura primaria de la proteina, se puede asignar cada

sistema de espin a un aminodcido en una posicién concreta de la protefna.

En la practica es dificil hacer asignaciones secuenciales para largos fragmentos de
proteinas, pues las sefiales NOE también se producen entre residuos que estdn lejos en la
secuencia de la proteina (estructura primaria) pero cercaen la estiuctura tridimensional de
la misma; asimismo se producen degeneraciones entre las frecuencias de diferentes
protones y la presencia del disolvente oculta algunas frecuencias. Para intentar solventar
estos problemas lo que se hace es estudiar la proteina en diferentes condiciones de pH y
temperatura.

El resultado final del procedimiento de asignacién secuencial es un conjunto de
restricciones de distancias, que se usa para definir regiones de estructura secundaria y
establecer la estructura tridimensional de la proteina, con el uso de diversas
aproximaciones computacionales (Braun, W, 1987; Gonzilez, 1991).

1.3. LA RIBONUCLEASA A BOVINA.

La Ribonucleasa A bovina es uno de los enzimas mejor estudiados y conocidos,

Los primeros resultados acerca de su comportamiento frente al pH, y sobre su estructura
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se remontan a mediados de la década de los 50. Su comportamiento i6nico frente al pH
fue uno de los primeros investigados (Tandford et al., 1955; Tandford & Hauenstein,
1956), asf como sus propiedades de intercambio mediante las t€cnicas de Linderstrgm-
L.ang (Hvidt & Nielsen, 1966). Hoy en dia se ha convertido en una protefna modelo para
multitud de estudios por métodos guimicos y fisicoquimicos.

La familia de Ribonucleasas ha sido secuenciada y aislada en multitud de especies
animales (Beiniema et al, 1988) observandose en todas ellas una gran homologia de
secuencia. La mayor parte de los estudios se han realizado con la ribonucleasa de
pancreas bovino por encontrarse allf en enormes cantidades. Actualmente se puede
disponer de ella comercialmente, con pequefias concentraciones de fosfato (ipo Sigma) o
libre de €l (tipo Worthington).

[L.a Ribonucleasa A de pdncreas bovino es una proteina de 14 Kdalton de masa
molecular; consta de 124 aminodcidos y posee 4 puentes disulfuro en las posiciones: 26-
84, 40-95, 58-110 y 65-72. Su forma es arrifionada, con una depresién justo en uno de
sus lados que constituye el centro activo del enzima (Fig [.6).

Fig 1. 6: Estructura terciaria de Ribonucleasa A bovina.

La funcién biolégica de este enzima es hidrolizar 4cido ribonucleico (Richards &
Wyckoff, 1971). Esta reaccién transcuire en dos pasos: en ¢l primero se forma un
nuclestido 2'3'ciclico (esto es una transesterificacién); en el segundo paso este
mtermedio es hidrolizado lentamente para dar un nucleétido 3'. La reaccion se produce
especificamente.



De la multitud de estudios realizados con el enzima (ver Richards & Wyckoff,
1971, para una descripcién completa), a continuacion se describirdn tinicamente aquellos

que tengan alguna relacién con los resultados y las discusiones expuestas en este trabajo.

1.3.1. ESTRUCTURA DEL ENZIMA.

La Ribonucleasa A ha sido estudiada en detalle, mediante las técnicas de difraccién
de Rayos X, obteniéndose estructuras altamente refinadas (Borkakotti et al., 1982).
También se han empleado las técnicas de difracciéon de neutrones que han dado
informacién de la movilidad de las cadenas laterales y de las fluctuaciones internas
(Wlodaver & Sjolin, 1983). Como primer resultado de estos estudios se han identificado
los elementos de estructura secundaria del enzima. Contiene tres « hélices situadas entre
los residuos 3 al 13, 24 al 34 y 50 al 60. Estas regiones no son completamente regulares,
pues tanto en la segunda como en la tercera existen regiones con configuracion 3¢,
Existen dos zonas de ldmina f: la primera estd compuesta por tres hebras en
configuracidn antiparalela (residuos 42-48, 79-87 y 96-104) y la segunda estd formada
por cuatro filamentos (residuos 61-64, 71-74, 105-111 y 117-124). Asimismo se han
realizado estudios cristalograficos con el enzima unido a diferentes sustratos, que han
permitido caracterizar todos los residuos implicados en el centro activo: His 12, Lys 41,
Val 43, Asn 44, Thr 45, His 119, Phe 120, Asp 121 y Ser 123. Actualmente se estdn
investigando las diferentes movilidades de cada una de las cadenas laterales y el grado de
desorden de las mismas (Svensson et al., 1986).

Sin embargo, por las razones expuestas anteriormente, convendria saber si su
estructura en disolucién coincide con la estructura cristalina, para lo cual era necesana la
asignacién del espectro proténico de Ribonucleasa A. Paralelamente al estudio de sus
propiedades biol6gicas y fisico-quimicas, el enzima fue uno de los primeros estudiados
por la técnica de RMN monodimensional (Schechter et al., 1972, Jardetzky & Roberts,
1981), que permitia informacién acerca del entorno que rodeaba a algunos residuos
aromaticos. No obstante, si se querfa obtener una estructura completa en solucién era
necesario hacer una asignacién por las técnicas de RMN bidimensionales, dado el gran
nimero de aminodcidos que componian la cadena. El primer intento se llevé a cabo por
Riiterjans (Hahn & Riiterjans, 1985) que asignaron 21 residuos de los 33 sistemas de
espin que identificaron. El siguiente intento, no se produjo hasta 1988, donde se se
usaban las técnicas NOESY y TOCSY (Lian, 1988). La asignacién completa llegé de la
mano de dos grupos que trabajaban paralelamente (Rico et al.,1989; Roberison et
al.,1989).
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Una vez asignado el espectro, podia obtenerse la estructura en disolucién del
enzima, con un alto grado de fiabilidad (Rico et al., 1991; Rico et al.,1993). Los
resultados concuerdan muy bien con las estructuras obtenidas en estado cristalino, (Fig.
1.7) observdndose en esencia los mismos elementos de estructura secundana (Santoro et
al., 1993), aunque existen algunas diferencias en los puentes de hidrégeno encontrados.
El empleo de otro de los pardmetros que se pueden extraer de las técnicas de RMN: la
medida de las constantes de acoplamiento, ha permitido la determinacién de las
accesibilidades y, por tanto el movimiento de las cadenas laterales (Fig 1.8) Es esta
estructura en disolucién altamente refinada, la que ha servido para muchas de las

discusiones expuestas en este trabajo.
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Fig L. 7: Esquema mostrando los elementos de estructura secundaria y los puentes de
hidrdgeno entre los protones del esqueleto para la Ribonucleasa A.
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Fig 1. 8: Accesibilidades de cada uno de los residuos que componen la Ribonucleasa A
(de Santoro et al., 1993).

1.3.2. PLEGAMIENTO DEL ENZIMA.

Poco después de probarse que la proteinas podian adquirir su conformacién nativa
espontineamente sin una "ayuda” externa, gracias a los estudios de Anfisen sobre
Ribonucleasa A, se sefial que si este proceso (Levinthal, 1968) ocurria de una forma
aleatoria, la protefna podria tardar anos en adquirir su conformacion dado que el mimero
de diferentes conformaciones era muy elevado, cuando 1o que se observaba es que la
reaccién de plegamiento transcurria en unos segundos. Claramente la secuencia de

aminodcidos contiene la suficiente informacién para "guiar" su plegamiento.

Los primeros estudios sobre el plegamiento de la proteina fueron realizados por
Anfinsen y colaboradores (Anfinsen et al., 1961) poniendo especial cuidado en la
importancia de los puentes disulfuro para la estabilidad y el piegamiento de la misma.
Reduciendo la proteina, en condiciones desnaturalizantes, y volviéndola a oxidar, se
observé que la moléculas producidas eran totalmente iguales a la proteina nativa , que es
su estado mds estable, y lo que era mds importante, que la proteina contiene en su
secuencia toda la informacién que precisa para plegarse correciamente a su estructura
nativa.

Desde entonces se han llevado a cabo muchos experimentos con muy diferentes
técnicas para intentar dilucidar el mecanismo de plegamiento. Como la prote{na posee
pucntes disulfuro una buena aproximacion consistia en aislar posibles intermedios

durante la renaturalizacién a partir de condiciones desnaturalizantes, en las que la proteina
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no tenia ningin puente disulfuro; de estos resultados se obtuvo la conclusién (Scheraga et
al., 1987) de que la proteina seguia un mecanismo formado por varios caminos de
plegamiento con diferentes procesos limitantes para cada uno. Estos procesos, que
actuaban como cuello de botetla de la reaccién implicaban la ruptura de puentes disulfuro,
formacién o reagrupamiento de los que ya existian. Un estudio mds cuidadoso de los
resultados (Wearne & Creighton, 1988) mostré, por el contrario, que la proteina seguia
un camino en el que el paso limitante ocurria inicamente en aquellas especies que posefan
tres puentes disulfuro formados, y separaba las especies totalmente plegadas de otros
intermedios con uno o dos puentes disulfuro.

Paralelamente, mediante técnicas basadas en la hidrdlisis con varias enzimas
durante el proceso de renaturalizacién (Schmid & Blaschek, 1984; Lang & Schmid,
1686) mostraron que el plegamiento era un proceso secuencial que implica intermedios
bien poblados. Se habfan detectado dos intermedios: uno muy tardio el cual posee una
estructura semejante a la de la protefna nativa, y otro que se forma muy pronto en las
primeras etapas del plegamiento, y el cual posee una estructura secundaria muy parecida a
la de la nativa. 1.os resultados mostraban que, en primer lugar, el extremo C-terminal se
protegia muy pronio, y en segundo lugar, el fragmento 31-39 de la cadena polipeptidica,
que forma un giro en ta estructura, es accesible durante las primeras etapas, y no se plicga
hasta las ultimas. Por el mismo grupo de trabajo (Schmi et al., 1986) se establecié el
papel que desempeiiaba ia Prolina 93, que se halla en cis en la estructura nativa,
encontrindose que las especies que contienen el isémero incorrecto (el isémero trans) son
las que forman fundamentalmente la poblacién de las moléculas mds lentas. Esta
isomerizacion de la forma {rans (no nativa) a la cis (nativa) era acelerada por la presencia
de intermediarios de plegamiento (Schmid, 1986). Estudios comparativos entre diferentes
Ribonucleasas pancredticas (Lang et al.,1986) concluyeron que el otro enlace cis que
existia en muchas de ellas (Pro 114-Tyr 115) era también fundamental para la proporcion
de la poblacién de aquellas moléculas que se renaturalizaban lentalmente.

Ya se ha descrito un método para atrapar intermediarios (Wearne & Creighton,
1988}, sin embargo se puede hacer uso de los hidrégenos ldbiles de una proteina, que se
encuentran distribuidos a lo largo de toda la estructura para detectar el modelo de puentes
de hidrégeno que muestran esas especies durante el replegamienio e intentar la
caracterizacién de su estructura secundarna. Con las técnicas de pulsos y el complemento
de las técnicas opticas (Brems & Baldwin, 1985; Englander & Mayne, 1992) fue posible
la caracterizacién inequivoca de tres especies diferentemente pobladas durante el
plegamiento que incluyen una fase rdpida y una lenta; ambas fases se renaturalizan

siguiendo un mecanismo cinético de dos estados. Otra componente, la mayoritaria, posee
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una estructura cinética mds compleja, presentando un intermedio con puentes de
hidrégeno y estructura como la nativa.

Recientemente, con el empleo de las técnicas de pulsos en conjuncién con la RMN
bidimensional (Udgaonkar & Baldwin, 1988; Udgaonkar & Baldwin, 1990), se ha
comprobado la heterogeneidad de la poblacién durante la renaturalizacién de la
Ribonucleasa, y la presencia de un intermediario parciaimente plegado (de considerable
estabilidad) con la ldmina § parcialmente formada y también con las héhces segunda y

tercera practicamente intactas; la pnmera hélice se forma mds tarde.



Capitulo 11
Equilibrios de ionizacion:

estabilidad y cambios con el pH
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2.1. INTRODUCCION. )
2.1.1 LOS EQUILIBRIOS DE IONIZACION EN PROTEINAS.

Las interacciones electrostdticas son muy importantes para la quimica de las
proteinas (Perutz, 1978). Los campos eléctricos se acoplan directamente a la estructura
electrénica y por tanto pueden ser de gran importancia para la quimica de la catdlisis. Mas
aun, el hecho de que la interacciones electrostdticas sean de largo alcance, muestra que
son muy importantes para la estructura, la estabilidad y la solvatacién de las
macromoléculas (Matthew & Richards, 1982; Bashdford, 1991). A causa de este
importante papel, la posibilidad de asignar a cada residuo particular una constante de
ionizacién (o lo que es lo mismo un pKadeterniinado) puede ayudar en el desarrollo del
comportamiento de la catdlisis, las interacciones protefna-protefna, intercambio con el
disolvente y otros fendmenos, y por tanto ayudar en el desarrollo de especies proteicas
disefiadas genéticamente mds eficaces.

Entre los estudios mds antiguos de proteinas con el uso de la RMN
monodimensional, los experimentos de titulacién, observando los protones aromdticos,
condujo a interesantes resultados (Jardetzky & Roberts, 1981). Sin embargo, debido al
solapamiento pronto dejé de ser til, si se querfan observar protones mds concretos. Con
el uso de la espectroscopfa bidimensional este problema se soluciona, es mds, los
espectros pueden proporcionarnos detalles de los cambios conformacionales que suceden
mientras cambia el pH e informacidn electrostatica sobre todos y cada uno de los protones
de una proteina; el inconveniente radica, por supuesto, en las grandes cantidades de
tiempo para adquirir los experimentos y para estudiarios. El método aplicado es muy
sencillo, consiste en observar los cambios de & con el pH, e intentar describir en su forma
mds sencilla este comportamiento como un equilibrio dcido-base entre dos estados: la
forma protonada y desprotonada, que sigue la ecuacién de Henderson-Hasselbach:

A LNV

Si consideramos que la cooperatividad de la transicién entre los estados protonado
y desprotonado viene dada por un factor n, definido (Hill, 1910: Markley, 1973):

(B ) =l @

donde se han representado por AH y A la especic protonada (dcida) y desprotonada
(basica), respectivamente. Si n = 1 el dcido se comporta normalmente, sin< 1 o n >1

son casos de comportamiento cooperativo y anticooperativo, respectivamente. Otros
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autores definen el pardmetro de Hill como €l inverso del que nosotros hemos definido
arriba (Saito et al., 1991); hemos preferido la expresién superior por la facilidad a la hora

de introducirla en la ecuacion de Henderson-Hasselbalch .

Para entender mejor el concepto del coeficiente de cooperatividad (coeficiente de
Hill) hay que considerar la interaccién entre si de las cadenas laterales de los aminoacidos
en las proteinas. En estas, los residuos individuales pierden las propiedades del
zwitterion (Lehninguer, 1985) al formar los enlaces peptidicos. Por tanto s6lo debemos
centrarnos en los dos extremos terminales y en las cadenas laterales de los posibles
aminodcidos. Dos efectos motivardn que estas titulen de diferente forma a como lo hacen
en los aminodcidos individuales (Cantor & Schimel,1980):

a) Interacciones electrostdticas causadas como consecuencia de las estructuras

primaria, secundaria y terciaria en el entorno quimico local.

b) Interacciones termodindmicas causadas por el acoplamiento entre la tonizacién y
el equilibrio conformacional de la proteina.

De esta forma, los desplazamientos experimentados por los pKys serdn una
expresion de la fuerza de la interaccidn que existe entre diferentes grupos electrostiticos,
o entre las diferentes capas de hidratacién de los residuos hidrofébicos y polares cuando
estdn suficientemente cercanos (Urry, 1992). Estas interacciones son las que aparecen
medidas por 1a expresion del indice de Hill: valores que se separan de fa unidad mostrardn
una interaccion considerable entre dos grupos cercanos va sea de una forma cooperativa
{esto es, la ionizacidn o protonacién de uno se verd favorecida por la presencia cercana de
otro) o anticooperativa (Wyman & Giil, 1990).

A pesar de ello la medida de la interaccién con el indice de Hill, no resulta facil
matematicamente, por lo que resulta util intentar hallar otra forma mads tangible que nos
proporcione una medida de esa interaccion; la solucién es relacionar esta diferencia de

pKa (entre el medido y el intrinseco) con la energfa de repulsién (Cantor & Schimmel,
1982; Urry et al., 1992):

AG = 2303 RT(pK'a- pKa) 3}

donde AG es la energia libre que muestra esa interaccién electrostdtica, y pKy' es el pKa
aparente medido, mientras que pK, es el intrinseco, el que presentarfa si no existicra
ninguna interaccién (el factor 2.303 resulta como consecuencia de fa conversién de
logaritmos decimales a neperianos). El problema con esta aproximacién es que en la

mayoria de los casos si la titulacién se aleja considerablemente de la unidad, no es posible
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determinar con mucha precision el valor de pKy', con el consecuente error en la medida
de la energia de interaccién, mientras que con el indice de Hill, tenemos la seguridad, al
menos a nivel cualitativo de lo cerca o lejos que se encuentran cada uno de los diferentes

pKas aparentes que sienten los protones.

El acoplamiento termodindmico de las constantes de 1onizacion y el equilibrio de
plegamiento, dado en la expresion {3}, sugiere una regla muy simple para evaluar los
efectos de los grupos ionizables sobre la estabilidad de la proteina. Verdaderamente un
detallado andlisis de los valores de los pKys aparentes de los residuos de la protefna
provee una fuente inagotable para estudiar las fuerzas electrostdticas que estabilizan el
estado plegado dado que estos valores sondean directamente la contribucién electrostitica
de cada grupo a la estabilidad total de la proteina. Dicho de otra forma si un pK; obtenido
es menor que el correspondiente al que posee en el estado desnaturalizado (es decir, el
intrinseco) la base conjugada estabiliza la estructura plegada. Inversamente, si el pK; de
un grupo en la estructura es mayor que el intrinseco el 4cido conjugado estabiliza la forma
plegaada respecto a la desnaturalizada.

Una vez constderadas las estructuras secundarias y primarias, y la interaccién, por
tanto con las cargas de la propia proteina, hay que considerar las interacciones con todas
las restantes cargas presentes, con lo que tenemos el problema del disolvente; todo
polielectrdlito, y por tanto una proteina, tiende a atraer o repeler una atmdsfera idnica, lo
cual tiende a debilitar las interacciones iénicas en cualquier direccién. Por supuesto, la
densidad de esta atmésfera iénica dependerd de la concentracién idnica en disolucién, asi
como de la accesibilidad (y por tanto de la geometria) de los grupos iénicos que son
capaces de titular. En principio, las medidas que se lleven a cabo a una fuerza iénica muy
grande reflejardn solo las interacciones entre los grupos muy cercanos en el espacio. Con
todo ello, los complejos efectos que resultan de todas las interacciones electrostdticas, han
he-cho imposible el establecimiento de un modelo adecuado para describir el

comportamien-to de una proteina (Delapierre et al., 1987).

Para interpretar los datos de titulacién, hay que resefiar previamente la relacién entre
el desplazamiento quimico y el comportamiento electrostitico (Forman-Kay et al., 1992).
El andlisis de los pKas se basa en el estudio macroscépico del sistema, dado que en una
determinada actdez el sistema estd protonado o desprotonado.El & observado para una
sefial, serd el promedio de todas las frecuencias de Jas especies que estén en equilibrio
rdpidamente. Por supuesto, esta resonancia para una de esas especies individualmente es
el resultado de un apantallamiento electrénico y de la electronegatividad de una carga
parcial que sea capaz de polarizar los electrones que estamos observando en el experi-
mento de RMN. Los cambios en el desplazamiento quimico los causard el hecho de que
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se favorece el equilibrio de una especie frente a otra, y esie cambio que se necesita par
acomodar un protén o la pérdida del mismo puede ser pequefio 0 en oca-siones bastante
considerable (Khoda et al., 1991; Abilgaard et al., 1992). En resumen, el cambio en el
desplazamiento quimico puede atribuirse a un cambio en la densidad de carga de un
grupo ionizable, o a un cambio conformacional acompafiado del cambio en ¢l potencial
eléctrico; la extensién en que se produzca cada uno de esos fendmenos dependerd de la

posicién del residuo en particular.

El presente estudio estd encaminado a describir en primer lugar, como varia la esta-
bilidad de una proteina con el pH, estudiando cualquier posible cambio conformacional
en la misma, y en segundo lugar, proporcionarnos las claves para una comprension del

comportamiento global electrostitico de la proteina.

2.1.2 ANTECEDENTES EN LAS DETERMINACIONES DE
LOS EQUILIBRIOS DE IONIZACION EN RIBONUCLEASA
A.

Hasta la llegada de la técnica de RMN, las tinicas formas de estudiar los equilibrios
de ionizacién en las proteinas eran mediante la titulacion electrométrica, las técnicas
espectrofotométricas (muy adecuadas para los grupos fenélicos, al cambiar radicalmente
sus proptedades de absorcién al desprenderse del protén fendlico) v mediante técnicas
infrarrojas (cuando el disolvente usado era D»O) (Tandford, 1962).

Los primeros estudios de Ribonucleasa fueron espectrofotométricos observdndose
que el comportamiento de tres tirosinas era muy diferente al de las otras tres, es decir tres
de ellas titulaban con un pK, aparente de 9.9, mientras que las demds lo hacian alrededor
de pH = 13.0 (Tandford et al, 1955; Fig.I1.1). Esto llevé a concluir que tres de ellas se
encontraban muy accesibles al disolvente y otras tres muy enterradas en la estructura
{Tandford, 1962). LLos mismos resultados se obtuvieron en las titulaciones electro-
métricas (Fig 11.2; Tandford & Hauenstein, 1956), concluyéndose por otro lado que no
debian producirse grandes cambios conformacionales entre pH 1.8 y 11.5 Sin embargo
aqui, ya se observaron anomalias a pHs muy dcidos, indicando que podia existir un
grupo rodeado de un entorno muy electropositivo el cual presentaba un pK, aparente mads
bajo de lo esperado. El mismo resultado se obtuvo por medidas de transferencia
(Hermans & Scheraga, 1961), precisdndose que su pKy < 2.0.

Con la llegada de las técnicas de RMN y el conocimiento de la estructura de la

enzima, se pudieron realizar estudios de todos los protones aromadticos (Lenstra et al.,
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1979), concluyéndose que los protones predichos que se encontraban muy enterrados en
la estructura y que no titulaban en condiciones normales de pH eran la Tyr 25 (implicada
en la segunda hélice, y que introduce su anillo aromdtico entre las hebras de la primera
lamina), ia Tyr 97 (que {forma parte de un giro B) y la Tyr 73, que se encuentra en la

segunda ldmina:; asimismo se observd, aunque no se explicd, la existencia de un

comportamiento andmalo (al desaparecer las sefales de sus protones aromdticos en la
zona de titulacién) para uno de los anillos de Histidina implicado también en la estructura
de la primera ldmina. Las observaciones fueron mds sorprendentes cuando se comprobd
que un derivado enzimdlico de Ribonucleasa A (la Ribonucleasa S) no mostraba este

comportamiento andmalo (Cohen et al., 1973).
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Fig 11.2: Titulacion electromélrica de Ribonucleasa A con diferentes fuerzas idnicas a
298 K (de Tandford & Hauenstein, 1956).
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Recientemente han aparecido estudios de la estabilidad de la proteina con el pH,
atribuyendo su baja estabilidad a bajo pH, como consecuencia del enorme conjunto de

carga positiva que posee la proteina a esas condiciones (Pace et al., 1990)

2.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.
2.2.1.PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE RMN.

La proteina fue adquirida de Sigma (con fosfato) o de Worthington (libre de
fosfato) y usada sin ninguna purificacién posterior. Las muestras eran preparadas disol-
viendo 25 mg de proteina en 0.5 ml de H2O (con 10 % de D20) y se ajustaba el pH con
NaOH o HCI. Ninguna de las muestras estudiadas se realizé con medio tamponado. Los
pHs fueron medidos en un electrodo de vidrio Ingold, calibrado frente a tampones
acuosos ordinarios. Las soluciones tenfan una concentracién de 0.2 M de NaCl (6 mg en
0.5 ml) y una vez preparadas son llevadas a tubos de RMN de 5 mm de didmetro
(Norell). Se midi6 el pH de las muestras antes y después del experimento, observdndose
en algunos de ellos cierta variacién de 0.1 unidades de pH. En cualquier caso los despla-
zamientos quimicos medidos se han representado frente a la ltima lectura realizada des-
pués del experimento.

Los pHs fueron 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.2, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 82 y 8.5
Aunque no todos los protones podian ser vistos a todos los pHs, debido tanto a
cuestiones de intercambio a altos pHs como al hecho de su propia titulacién (sefiales
anchas o incidencia del proton observado con la sefial del agua), las curvas de titulacion
de practicamente [a mayoria de ellos pudieron seguirse sin ninguna dificultad.

2.2.2.ESPECTROSCOPIiA DE RMN.
Las medidas se llevaron a cabo en dos diferentes instrumentos:

1.- Espectrémetro Bruker WM-360, operando a una frecuencia de 360 MHz para el
protén, controlado por un computador Aspect 3000 con el programa DISNMR de
Bruker.

2.- Espectrémetro Bruker AMX-600 con una frecuencia de 600 MHz (14 Teslas),
equipado con un ordenador Aspect X32, usando el programa UXNMR de Bruker.

En ambos espectrémetros el control de la temperatura se consiguié mediante el
acoplamiento de una unidad Haake de enfriamiento del aire. La regulacioén de temperatura
se realiza con la unidad BVT 2000 Eurotherm de Bruker. La precisién era de +0.1° C.
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Se realizaron experimentos de tipo TOCSY (Braunschweiler & Ernst, 1983) con 16
barridos de 2048 palabras (2K palabras, donde cada palabra equivale a 4 bytes) cada uno
en la dimensién F2 y 256 incrementos en la dimensién F1. Esto le confiere un tamafio de
2048 x 256. La anchura espectral fue de 8000 Hz en ambas dimensiones. La duracién de
cada experimento es de 1 h 35 min. La eliminacién del agua se mejoré mediante
presaturacion selectiva durante el tiempo (1 s) de relajacion de los espines (Hore, 1989).
El tiempo de mezcla empleado fue de 60 ms. La magnetizacién transversal se indujo
mediante la secuencia MLEV-17 (Bax & Davies, 1985 a) Antes de comenzar el
experimento, y dado que la secuencia MLEV 17 calienta mucho la muestra, se dejé un
tiempo en el que se realizaron 300 barridos pero sin adquisicién, con lo que llegado el

momento de efectuar ésta , la muestra ya ha alcanzado la temperatura adecuada.

Con el instrumento operando a la frecuencia de 360 MHz, no era posible usar la
secuencia de tipo TOCSY, con lo que la variacion de los desplazamientos quimicos se
siguié con un experimento tipo COSY sensible a la fase (Aue et al.,1983), con 2048
palabras en la dimensién F2 y 512 experimentos en la dimensién F1. La anchura
espectral fue de 4000 Hz en ambas dimensiones. La eliminacion del agua también se
realizé mediante la presaturacién. En estas condiciones la adquisicién se prolongaba
durante 12 horas.

A fin de conseguir un mejor resultado en la asignacion de aquellos aminodcidos con
largas cadenas laterales, que no hubieran podido ser observadas en el experimento
TOCSY, se realizaron experimentos NOESY (Jenner et al., 1979; Kumar et al., 1980),
con tiempos de mezcla de 150 ms. La anchura espectral fue de 4000 Hz, con el
instrumenio de 360 MHz y de 8000 Hz, con el de 600 MHz. Los espectros se
adquirieron con 2048 puntos en la dimensién F2 y 256 en la dimensién F1.Con el
espectrémetro de mds alto campo los experimentos duraban 15 horas, mientras que con €l
de 360 MHz la duracién aproximada era de 22 horas,

En algunos experimentos NOESY muy especiales, no se elimind el agua mediante
presaturacion, sino lo que se hizo fue no excitarla, mediante la secuencia p11 (Plateau &
Guéron, 1982; Hore, 1984) incorporada al final de la secuencia del NOESY. Por el
contrario, en otros se usaron las recientes técnicas de excitacién selectiva (Bauer et al.,
1984; Kessler et al., 1986} con las que en la dimensién F2 sélo se excitaba la regién de
los NH, evitando con ello todos los problemas de fase que lleva consigo el empleo de la

secuencia pl 1y mejorando la resolucién, puesto que la anchura espectral es menor.
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En todos los experimentos se empled en ambas dimensiones el método de TPPI
(Time Proportional Phase Increment) (Bodenhausen et al.,1980; Marion & Wiithrich,
1983)

En el instrumento de alto campo, los experimentos antes de ser procesados se
rellenaron de ceros en la dimensién F1 hasta 1024 palabras. Los expenimentos NOESY
fueron procesados, en todas las variantes descritas, con las ventanas sen? en ambas
dimensiones y desplazamientos de 7/4 en F2 y /6 en F1.Posteriormente se corrigieron
en linea base con un polinomio de grado 3, donde fue posible; en los experimentos que
usaban la secuencia pi1, la correccién de linea base sélo se realizé en una region del
espectro (aquella cuya fase estaba bien ajustada). Los experimentos TOCSY, fueron
procesados con las mismas ventanas y desplazamientos y la correccion de la linea base
fue idéntica. En los experimentos COSY, en cambio, se usaron las ventanas seno en
ambas dimensiones sin ningtin desplazamiento; la correccidn de linea base no fue posible

aplicarla con el instrumento de mds bajo campo.

En todos ellos, las sefiales fueron calibradas con respecto a la de la sal sddica del
TSP.

2.2.3. CALCULO DE LOS VALORES DE LOS pKa.

El enorme nimero de las curvas de titulacién de los desplazamientos quimicos con
el pH, se ajustaron a un simple modelo derivado de la ecuacion de Henderson-
Hasselbalch:

pH = pK , + log{base conjugad%cido oonjugado) =pK, + log(e/l_ ®)

donde O es el grado de disociacion del dcido conjugado. Si consideramos que hay un

rdpido equilibrio entre la forma protonada (dcido conjugado) y la desprotonada (base
conjugada), el 6 observado serd un promedio de ambas, con lo que

5=8,,, %0+ b, x(1-9)

donde 8phase ¥ O4cido representan los desplazamientos quimicos a altos y bajos valores de
pH, respectivamente. El valor Ad, que usaremos repetid Amnete a lo larga de nuestros

resultados se define como:

Ad = d4cido - Obase

De arriba se obtiene:
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(6 . E}z'lcido)

Q= 20
(6 base 0 écido)

Sustituyendo esta en la ecuacién de Henderson-Hasselbach alcanzamos

x_ 108 -]

¥

‘ Dgotd
5=

hage

(1 + 101 5KJ)

que ya puede ser usada para el cdlcuio de tos pardmetros de interés: pKa, base ¥ 04cido-
Si tenemos en cuenta la cooperatividad de la transicién entre los dos estados, la ecuacion
de Henderson-Hasselbalch queda:

( B idot Opae X 10(E'11£K_))

w2

Y ya no hay mds que ajustarla tomando como pardmetros a determinar n, pKa, 8base v
dacido- En el caso de comportamientos complejos donde en las curvas de titulacién
podian influir mds de un pKjy, se prefirié el ajuste a un solo valor, debido a la confluencia
de varios posibles valores de titulacion, ademds en muchos casos no se iba a mejorar
sustancialmente el resultado (Forman-Kay et al., 1992). Cuando en algunas curvas se
observaban dos o mds posibles titulaciones determinables, se descompuso €l conjunto de
datos, y se ajusto cada uno de ellos separadamente.

Se usé el procedimiento de minimos cuadrados (Kaleidagraph, Adelbeck Software)
para determinar los pardmetros citados. Como dicho programa necesita la introduccién
previa de unos valores aproximados de los pardmetros a determinar, estos fueron
introducidos a partir de la inspeccion visual de las curvas, por ello se partié siempre de un
valor de n = 1, ante la carencia de cualquier tipo de informacién a priori de la curva. Fue
necesario ajustar, en algunos casos, adecuadamente estos valores de partida, pues con
valores muy alejados el proceso no convergia adecuadamente o producia resultados
erréneos. Todas las curvas presentadas en este trabajo poseen un coeficiente de
regresién, como minimo del 0.86.

La constante de ionizacion aparente, pKy , de los grupos ionizables, se determiné
como el promedio de los pKas que "sentfan" los protones cercanos al grupo que se
ioniza. Aquellas resonancias que mostraban una desviacion estdndar menor o igual que
0.2, se consider6 que estaban afectadas por la desprotonacion del grupo ionizable que
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tenia el valor de pKy mds préximo (valordndose en algunos casos la influencia del valor
que presentaba n). Debido al error inherente a l1a medida de los 8, de 0.02 ppm, aquellas
resonancias que tenfan un cambio en e} desplazamiento quimico pequefio (menor ¢ igual
que 0.05 ppm), y por tanto posibles pKas determinados con una desviacion estdndar muy
elevada, se han considerado independientes con ¢l pH (Kohda et al., 1991; Forman-Kay
et al., 1992).

2.3. RESULTADOS.

Se han determinado las curvas de titulacion de los, aproximadamente, 700 protones
con diferentes desplazamientos quimicos que posec la Ribonucleasa A; de ellos 305
presentan un pK, que es observable y medible.

En general se ha observado que los protones peptidicos son mds sensibles a
cualquier variacién de carga en su entorno proximo por lo que resultan mds adecuados
para la determinacion de los pKas de grupos proximos cargados que titulen (Forman-Kay
et al.,1992). Esto se debe al hecho de que el enlace N-H es mucho mds facil de polarizar
que el enlace C-H. La parte negativa de esta extraordinaria sensibilidad es que, debido a
la baja constante dieléctrica que existe en el intenior de la proteina, cambios en las cargas

parciales pueden afectar fas resonancias de protones muy alejados.

Como era de esperar (Tandford, 1962; Dempsey, 1986) aquellos residuos que se
encuentren en un entorno mas hidrofébico son dcidos mucho mds estables que los que
estén rodeados de moléculas de disolvente.

El hecho de realizar el estudio en 0.2 M de NaCl aiin sabiendo la influencia de
cualquier anién y catién externo (Tandford, 1962) fue para hacer mds homogéneos los
resultados con [a asignacién y [a estructura que ya habfan sido obtenidas (Rico et al.,
1989; Rico et al., 1991). Como la concentracién salina es muy alta, las interacciones

entre estos iones y el resto de la proteina pueden constderarse despreciables.

El estudio de todos los pKys de los protones de Ribonucleasa A, ha permitido
detectar varias interacciones importantes para la estructura terciaria de la proteina. Estas se
estudian en el apartado 2.3.3. Todas ellas motivan que practicamente los desplazamientos
quimicos de los NHs de los grupos implicados presenten los mayores cambios en las
resonancias de la Ribonucleasa (Tabla I1.1), concretamente el valor encontrado en Arg
10, es el mds grande, debido a que al imponer la restriccidn de que el valor de su punto
de inflexién coincida con el del Glu 2, la regién correspondiente a la zona protonada, es

ajustada en el proceso de convergencia (para la His 105, el proceso de convergencia no
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discurrfa adecuadamente con lo que no fue posible obtener el desplazamiento quimico de

la porcion dcida v por tanto calcular el cambio en €l mismo).

Para obtener los pKys de los grupos titulables se hizo uso de las inflexiones que
presentaban los protones de ese grupo y de otras, no necesariamente adyacentes en la

secuencia primaria, que podrian deberse al grupo que estdbamos estudiando.
Tabla 11.1

Los mayores cambios observados en las resonancias de los protones NHs de
Ribonucleasa A en el rango de pH de 2.5 a 8.5.

T
Residuo Ad (ppm) Residuo Ad (ppm)
NH¢ de Arg 10 3.35 Lys 66 2.13
Thr 45 0.82 Ser 80 2.10
Ser 50 1.00

El tinico residuo que no se encuenira entre los arriba comentados es la Thr 45, que
estd implicada en el centro activo, pero cuyo protdn presenta como se verd el resultado de
varias interacciones.

Los protones peptidicos que no estdn implicados en enlaces de hidrégeno se dejan
de observar por efecto de su intercambio con el disolvente a medida que aumenta la
basicidad del medio (Englander & Kallenbach, 1984); los protones que estdn unidos a
otro tipo de nitrégeno, como los de las cadenas laterales, se van intercambiando también
con el pH, y sélo permanecen a pH = 8.2, los que se encuentran mds enterrados en la
estructura: Gln 55, Gln 60, Asn 62 y Asn 71. De todas formas como el intercambio de
las cadenas laterales (Wiithrich, 1986) es mayor en los pHs exiremos, a pH = 2.5 no se
observan los de Asn 34 y Gin 69. Los NH(e) de las Argininas varfan mucho en su
comportamiento de intercambio, pues mientras las dos que estdn implicadas en sendos
enlaces de hidrégeno dejan de observarse a pH = 6.5, las que no lo estdn no se observan
a partir de pH = 7.5 para la Arg 39 y de 4.0 para la Arg 85. En cambio los dos tnicos -
protones correspondientes de las cadenas laterales correspondientes a la Ser 75 y Tyr 97,
que estdn muy inaccesibles y unidos por puentes de hidrégeno, permanecen durante todo
el intervalo de pH.
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La posibilidad de tener una fuente de resultados tedricos para todos los amino4cidos
titulables (Matthew & Richards, 1982), ha permitido comparar a éstos con los valores
experimentales. Los resultados han sido sorperendentes, pues en la mayoria de los casos
los valores calculados son mayores que los medidos (incluso para los que ya se tenfan
resultados experimentales como para las tirosinas mds enterradas en la estructura). La
razén de esta aparente estabilidad de los grupos dcidos, en los resultados calculados, hay
que buscarla en las deficiencias del modelo de Tandford-Kirwood empleado (y no en la
diferencia de fuerza idnica, como en un principio podria pensarse, con que estdn
realizados los cdlculos y las medidas experimentales), pues atn a pesar de considerar que
las cargas tienen un pardmetro de enterramiento que mide su accesibilidad a la superficie,
no se puede considerar que estas sean estdticas. Asimismo tal modelo no sopesa
adecuadamente la interaccién con otros tipos de cargas al desconocer con exactitud la
posicion de éstas. Los tnicos residuos en los que los valores medidos son mayores que
tos calculados son Glu 49, Asp 38, Asp 83, Giu 8 y Asp 121, todos ellos cercanos a

regiones donde existe una gran cantidad de carga positiva.

2.3.1 DETERMINACION DE LOS pK,S DE LOS RESIDUOS
IONIZABLES DE RIBONUCLEASA A.

Residuos dcidos: equilibrio carboxilo-carboxilato,

En la Tabla I1.2. se recogen todos los cambios en los desplazamientos quimicos,
Ad, adscritos a la titulacién de grupos dcidos para los protones del propio residuo que
son capaces de "sentirlo" (exceptuando el Asp 14, para el que no es posible observar su
titulacién). Como puede observarse, el cambio es siempre positivo, consecuencia légica
de que al disociarse €l protdn la carga negativa en el grupo carboxilato es mayor y por
tanto el apantallamiento también lo es. Unicamente se detectan las excepciones
correspondientes a los protones H de Asp 38, Asp 53 y Glu 86, vy el NH de Asp 38.
Estas anomalias pueden explicarse por la presencia de cambios en el entorno de los
residuos que también modifican el 8. Obsérvese asimismo que estos residuos se
encuentran en zonas donde existe también otro, u otros, grupos acidos, o cadenas
laterales cargadas con los que presentan fendmenos de cooperatividad o anticoope-
ratividad, como se describe mds abajo.

En general, los Ad son mayores para los protones que se encuentran mas cercanos
al grupo que se disocia, y van disminuyendo a medida que aumenta ja distancia a €. Asi,
los protones Hg de un residuo aspdrtico tienen un mayor Ad que el protén NH del mismo

residuo.



Tabla I1.2

Cambios en Ad (ppm) para los protones de los residuos dcidos de Ribonucleasa A.
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Residuo Protén Ad (ppm) Residuo Protén Ad (ppm)

Glu 2 Hys 0.27 Asp 83 NH 0.75
Hg2 0.34
Hgs 0.29
Glu 9 NH 0.14 Glu 86 NH 0.42
Hao 0.13 Ho -0.12

Hgs 0.07

Hy 0.14
Asp 38 NH -0.13 Glu 111 NH 0.11
He, 0.18 Hy2 0.28
Hgo 0.30 Hy 0.17

Hpgs 0.23
Glu 49 NH 0.46 Asp 121 NH 0.49
Ho 0.09 Hg2 0.18
Hpz 0.13 Hgs 0.27

Hgs 0.16

Hy» 0.25

Hg 0.06
Asp 53 NH 0.16 Val 124 NH 0.26
H, -0.07 Hy 0.25
Hgo 0.27 Hg 0.13

0.38
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Observando los resultados que se muestran en la Tabla 11.2 podemos ver que en los
protones Hg de los aspdrticos (que son como se ha comentado los que "sienten" mds
fuertemente la desprotonacién) siempre existe uno que posee un Ad mayor que el otro. Es
decir, dependiendo de su orientacién respecto al carboxilato su desplazamiento quimico
estd mds afectado por la titulacién que la del otro, lo que es de utilidad para asignarlos
estereoespecificamente. Asimismo los Ads observados, suelen ser del mismo orden para
casi todos ios residuos (en promedio, de 0.32 ppm y 0.26 ppm, respectivamente). La

tnica excepcion es el Asp 121, el cual a pesar de presentar también una diferencia en los
Ad de sus protones Hg su magnitud es menor que la observada para el resto.

El tnico aspértico para el que se han asignado estereoespecificamente sus protones
Hg es el Asp 121, en el que al protén Hpy le corresponde el Ad menor y al Hgs el mayor.
Con estas bases y teniendo en cuenta que para el resto de los residuos aspdrticos siempre
hay una diferencia constante entre los desplazamientos quimicos de uno y otro protén Hg,
podemos asignar estereoespecificamente los protones Hpz y Hps de los restantes residuos
(Tabla I1.3).

Para los protones Hy2 y Hy3 de los Glutdmicos no es posible encontrar una

correlacion similar debido a la carencia de datos experimentales (la mayoria de los
protones Hy de Glu 2 no superan el limite establecido de Ad = 0.05 ppm y los de Glu 86

solapan con otros protones); sin embargo, por los datos de que se dispone parece que
uno de los protones ha de poseer un Ad = 0.25 ppm.

Tabla 11.3

Estereoespecificidad de los protones Hgzy Hp3 de los residuos aspdrticos de
Ribonucleasa A, basada en los cambios de Ad (ppm).

Residuo 8 (ppm) Epiféﬁ?:f Ad(ppm) || Residuo & (ppm) E;_féﬁs Ad(ppm)
dad | dad

Asp38 277 B3 030 | Asp8  2.63 B3 0.34

2.61 2 0.23 2.62 B2 0.29

Asp 53 3.06 B2 0.27 | Aspl12F  2.07 B2 0.18

2.60 B3 0.38 2.23 B3 0.27
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En la Tabla 1.4 se resumen todos los pKas de los residuos dcidos de Ribonucleasa
A bovina.

El NH, Hg , uno de los protones Hg y uno de los Hyde Glu 2, "sienten" la
titulacidn de su cadena lateral (Fig 11.3). El valor obtenido para el pK,; muy bajo respecto
al pKjintrinseco, pKin, pero concuerda bien con el calculado por el modelo tedrico de
Matthew y Richards (Matthew & Richards, 1982). Su desplazamiento hacia pHs mds
dcidos, es sin duda debido al efecto de la carga electropositiva del extremo N-terminal
préoximo, al macrodipolo de 1a hélice I que comienza en el residuo siguiente (Hol et al.,
1981), a la accesibilidad estdtica de la carga (0.72, la cual esta de acuerdo, con el valor de
la accesibilidad en las estructuras de Ribonucleasa A establecidas en disolucién; Santoro
et al, 1993) y posiblemente a su implicacion en el puente salino con Arg 10, como se
comenta en el apartado 2.3.3. Por esta razdn la energia de interaccidn, correspondiente a
la protonacién del grupo carboxilato es negativa (Tabla I1.2) y los distintos protones
muestran un indice de Hill diferente de la unidad, reflejando el distanciamiento de cada
uno al grupo que titula: para el Hy es cooperativa, para el Hg, la transicién es normal y en
el NH es fuertemente anticooperativa. (este efecto serd practicamente general en todos los
residuos que posean grupos ionizables en una cadena lateral). El hecho de que un protén
Hg y uno Hy no titulen (de acuerdo al convenio tomado de que Ad < 0.05 ppm) puede
explicarse como consecuencia de la influencia de la carga de los aminodcidos Lys 7 y Arg

10, proximos al residuo dcido, como lo muestran Jos NOEs, observados entre protones

de ambos.
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Fig 11.3: Curvas de titulacion de los protones de Glu 2.

Otros protones afectados por la titulacién de Glu 2 y que se han empleado para
calcular su pK, son: el NH de Thr 3 (Fig. 11.4), y el NH, uno de sus Hy, el Hy2y Ha3, y
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‘el NH, de la Arg 10 (Fig 11.31). EI hecho de que el NH; de este ultimo residuo se

observe hasta el pH neutro {se observa hasta pH = 6.50) y presente una gran variacién en
su valor de &, coincidiendo con el pK, aparente de Glu 2, nos indica que las dos cadenas
laterales estdn implicadas en un puente salino: Arg 10 NH con el carboxilo de Glu 2, aun
cuando no se hayan podido observar senales NOEs entre ambos residuos (véase mads
abajo). Este puente salino motiva que el NH, un protén Hg y uno de los Hy de Gln 11
(Fig. I1.2 b) titulen igualmente con el pK,de Glu2. El hecho de que tinicamente se
observen las titulaciones en uno de los dos protones geminales Hg v Hy de la cadena
lateral, es indice de una orientacion preferida de ésta. Esto es otro ejemplo de como el
efecto de las cargas electrostdticas sobre los desplazamientos quimicos pueden
proporcionar informacién acerca de la conformacién de la cadena y de la estereoespeci-
ficidad de los protones.
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Fig I1.4: a) Curvas que muestran la titulacion del NH de Thr 3, NH4 , NH 5y NH 6.
b) Curvas que muestran la titulacion de los protones Hgy Hy de Gln 11.

El otro residuo que siente la presencia de Glu 2, es la His 12: su NH (con otra
titulacion a pH bdsico atrtbuible a su anillo imidazdlico), su protén Hy y uno de sus
protones Hg, ven influidos sus desplazamientos quimicos por la presencia del grupo
carboxilo.

En la determinacién del pKa de Glu 9 (Fig I1.5), se han empleado los protones Hy
de la cadena lateral. El valor obtenido esta desplazado hacia pHs bajos, respecto a su pKy

intrinseco, y de aqui su energfa de interaccién negativa. Ello es debido al entorno electro-
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positivo que rodea a este residuo (Lys 7, His 12, Lys 41 e His 119). El NH de Glu 9
presenta una titulacién adicional a pH bdsico, que es atribuible a la presencia de la His 12.
L.os otros dos residuos que "sienten” la influencia de la titulacién del carboxilato de Glu 9

son residuos que se encuentran cercanos en la estructura helicoidal (como se pone de
manifiesto por los NOEs observados): la Ala 6, cuyo NH no titula (Ad < 0.05 ppm),

pero su protén He, si, el cual muestra el pKade Glu 9 en una transicién practicamente
normal, y la Met 13, uno de cuyos protones Hg se ve afectado también por la titulacion de

Glu 9.
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Fig I1.8: Curvas de titulacion de los protones de Glu 9.

El comportamiento anémalo de un grupo 4cido de la Ribonucleasa A, fue advertido
en los primeros estudios que se realizaron sobre los equilibrios de ionizacién del enzima
(Tandford, 1962). Hermans y Scheraga (Hermans & Scheraga, 1965) en experimentos
de transferencia, observaron que la proteina poseia un grupo iomzable con un pKj
extraordinariamente bajo (menor de 2.0); era evidente que tal grupo, por consideraciones
electrostaticas, se habfa de encontrar en un entorno muy electropositivo (Tandford,
1962). En el estudio que hemos realizado, ninguno de los grupos dcido presenta un pKa
tan bajo, con excepcion de Asp 14 (Fig I1.5). Como se deduce de las titulaciones que
muestran los desplazamientos quimicos de sus protones, ninguna de ellas corresponde a
la de un grupo dcido que se encuentre rodeado de un entorno positivo, y por tanto muy
desestabilizado. Es mds, ¢l alto valor del indice de Hill, asi como el punto de inflexion,
nos indica que lo que "sienten” los protones del Asp 14, en el rango de pHs que hemos

utilizado es la interaccion de varios grupos: posiblemente todos los implicados en el
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centro activo, ademdas de His 48 y Glu 49. Las investigaciones realizadas sobre el S-
péptido al encontrarse libre o unido a la S-proteina (Niu et al, 1974}, probaron que este
residuo participaba en la unién entre ambos fragmentos situdndose en un entorno muy
electropositivo, con un pK,estimado de 2.41. La incertidumbre de los resultados
experimentales expuestos en dicho trabajo es muy grande (Fig 3, en dicho articulo), con
lo que no es de extraiar que en la Ribonucleasa A, ¢l valor de la constante de ionizacion

sea todavia mds bajo.
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Fig IL.5: Curvas de titulacion de los protones de Asp 14.

Hasta ahora, ninguno de los protones estudiados presenta una titulacién a pHs muy
bajos, salvo algunos de la primera hélice, que se explicardn mds abajo, considerando un
equilibrio entre las dos especies de proteina, nativa y desnaturalizada. Sin embargo, resi-
duos muy préximos a Asp 14, si presentan esta titulacién: Thr 17, Ala 19 y Ala 20 funda-
mentalmente. El hecho de que los protones de Asp 14, no "sientan” la titulacién del
propio carboxilato se debe a la circunstancia de que su pKa debe estar lo suficientemente
lejos del dltimo pH medido (1.5) , como para que la poblacién de forma nativa con el
grupo carboxilato protonado sea despreciable (Fig I1.5).

Los otros residuos afectados por la titulacién de Asp 14 son la Thr 17, Ala 19y Ala
20.

Enla Thr 17 (Fig. 11.6), el protoén peptidico titula a pHs muy dcidos. En la estruc-
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Tabla I1.4

Valores de los pK,s medidos para los residuos dcidos de Ribonucleasa A (entre pa-
réntesis se incluye la incertidumbre). Las energias libres de interaccion, AG, estdn en

Kcal mol-1. Se usa la nomenclatura IUPAC-IUB para nombrar los aminodcidos.

Aminodcido pKarned pKacal @ pKaint@  Accesi. @ AG Residuos ®

2.7 E2, T3,
E2 (02 298 4.5 0.30 25 R10'OI1c
HI2
3.8 A6, E9y
E9 (02 435 4.5 0.72 0.9 iia
T17, S16,
D 14 < 1.5 2.2 4.0 0.26 < - 3.5 SIS, A19,
A20 y Fa6
D 38 ~ 1.66 4.0 0.02 1.6  136D38y
(£0.3) : : : -1 R39
4.7 49, M9 y
E 49 w02 376 4.5 0.28 0.2 480
3.8 D 53,850 y
D53 0.y 407 4.0 0.44 0.2 560
3.7
D83 w03 273 4.0 0.33 0.4 D83 yCsd
40 E86, T87,
E86 : 3.76 4.5 0.49 0.7 S90, KOL,
(0.3) T92,095,
A96 y K98
3.5
E 111 (£0.2) 434 4.5 0.78 1.4 Cl10yElll
A64, C65,
N67, K66,
G68, Q69,
D121 3.1 2.3 4.0 0.03 13 S0 e
(0.2) 1107, V108,
H119, F120,
DI21y
A122
V124 2.3 372 3.6 0.75 18 Al122,8123
(x0.3) y V124
() De Matthew & Richards (1982).

(b) Amino4cidos en los que alguno de sus protones ve afectado su desplazamiento quimico por la titula-
ci6n del grupo considerado, y gue se han usado para la determinacién del pK , aparente.
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tura en disolucién (Santoro et al., 1993} se ha visto la implicacion de este protén en un
puente de hidrégeno con el CO del Asp 14. Esta titulacién debe pues corresponder funda-
mentalmente a la titulacion de Asp 14, discutida mds arriba. El protén Hy no titula, pero
s lo hacen su protén Hg con una transicién muy anticooperativa (con un n = 5.0, el
mayor registrado en esta proteina, junto con el del protén NH de Asp 14), y su Metiio(y)
con un pK,, que se identifica con el que "sienten" los protones aromdticos de Tyr 25,
esto es, corresponden a la titulacién del anillo imidazdlico de His 48, pero mientras alli
eran transiciones cooperativas aqui es una transicién normal (n = 1.0}, posiblemente
indicando la cercania al anillo del metilo de la Treonina. El alto valor de la anticoope-
ratividad del prot6én Hg vy de su pK, aparente, nos indican que esta transicion es la suma
de los varios efectos electrostdticos de Asp 14, His 48 y posiblemente de Asp 83 y Arg
85.
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Fig. 11.6.: Curvas mostrando la titulacion de los protones de Thr 17.

En Ala 19 y Ala 20 (Figs. 11.7 y 11.8),todos sus protones presentan dos
titulaciones: una a pHs muy dcidos caracteristica de Asp 14, y otra a pH = 6.0,
caracteristica de la desprotonacion de His 48. Para la Ala 19, esta segunda titulacion
muestra pKgs e indices de Hill ligeramente anticooperativos, practicamente iguales en el
NH y el Metilo(p), en cambio su protén Hg posee una transicion normal. La situacion es
completamente distinta para la Ala 20, pues mientras el protén NH titula con una
transicion normal, los protones H, y Metilo(f), presentan transiciones cooperativas (con
el mismo valor de pK, obtenido para el protén Hp y los aromdticos de la Tyr 25 y
anticooperativas, respectivamente. Légicamente estas transiciones que s¢ alejan del
comportamiento normal, tanto en un sentido como en otro, no reflejardn un pK, aparente
que corresponda al de la His 48, debido a la diferente accesibilidad y aproximacidn de

cada uno de los protones al grupo que titula.

Estas titulaciones se han observado también con la proteina que proviene de



7.80 T T T T T

718 b
770 -
§ 765

&

@ 7.60 [
.58 | @

7.50 | °

748 Fl X i L 1

S(mm)

0.98
4.96
0.94
0.92
0.9
0.38

0.86

§ (ppm)

A7

EN

3.4

3.3

32

o 19 alfa

T T T

0.98

34

e
T T T
Q
[«] 4
Q [

Fig. I1.8.: Curvas que muestran la titulacion de los protones de Ala 20.

Worthington (libre de fosfato) en lugar de la de Sigma. Los resultados fueron equiva-

lentes (Fig 11.9), por lo que esta titulacién a pHs neutros no se debe a la ionizacién del

grupo fosfato. La presencia de éste se manifiesta en la diferencia de desplazamientos

quimicos en uno y otro caso.

El Asp 38 (Fig 11.10) es el siguiente residuo dcido. Matthew y Richards (Matthew

& Richards, 1982) predijeron que este residuo es el que habrfa de poseer el mds bajo

valor de pKa, (con un pKy < 2.0) en la Ribonucleasa A (Hermans & Scheraga, 1965).

Aunque las razones no aparecen suficientemente claras, es razonable adscribir ese pKj,

tan anormalmente bajo, a la presencia de un gran nimero de cargas positivas (Arg 33,

Lys 37, Arg 39 v Lys 41), como fue sugerido en principio por Tandford (Tandford &
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Hauenstein, 1956). Sin embargo, las medidas realizadas en este trabajo expertmental,
demuesiran inequivocamente que el aminodcido que posee el menor pK, es el Asp 14, el
cual tiene un entorno electropositivo mucho mayor que el del Asp 38. El valor encontrado
experimentalmente para este Ulimo residuo esta desplazado hacia pHs dcidos, debido sin
duda a la influencia de! entorno clectropositivo y a la accesibilidad del propio residuo
(entre el 80 % y 90 %; Santoro et al., 1993), que contrasta con el valor de la accesibilidad
en e cristal. Los protones que se han usado para la determinacion del pK, han sido los de
todos los protones de dicho residuo, ios Hg y Hp de Thr 36, y los NH y Hg de Arg 39.
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Fig. 11.9.: Curvas que muestran la titulacion de los protones de Ala 19 y Ala 20 en

Ribonucleasa A tipo Worthington..
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Fig. 1L.10.: Curvas que muestran la titulacion de los protones de Asp 38.
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El siguiente residuo es el Glu 49 (Fig. 11.10), que por su proximidad al otro resi-
duo dcido Asp 53, se comentardn juntos. Los pKys de ambos quedan perfectamente defi-
nidos por los propios protones de los dos aminodcidos. Existen ademds dos interaccio-
nes tercianas que definen la estructura de la proteina y caracterizan con mayor precision la
titulacion de ambos grupos: el puente de hidrégeno centre el NH de la Ser 50 y la cadena
lateral de Asp 53 y el puente de hidrégeno entre el protéon NH de la Ser 80 y la cadena
lateral de Glu 49, Por ello se han usado para determinar el valor del pK; de Glu 49, los
de sus propios protones, los protones Hy de Met 79 y el del NH de Ser 80, y para el Asp

53, el del NH de Ser 50y los del propio residuo.
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Fig.11.10 : Curvas de titulacion de los protones de Glu 49.

A pesar de la proximidad de ambos residuos, sus equilibrios de ionizacién
muestran un comportamiento muy diferente. Asi Asp 53 (Fig. I1.11) tiene indices de Hill
anticooperalivos y su energia de interaccion ligeramente negativa (Tabla 11.4), mientras
que para los de Glu 49 la transicién es cooperativa en la mayoria de los casos. No
obstante, si el pKj intrinseco de ambos es esencialmente el mismo (Tabla 11.4), ;por qué
el Asp 53 titula con un pK, mds bajo que Glu 49 y no al revés?. Podemos dar dos
posibles respuestas:

1.- El Asp 53 se encuentra en un entorno muy electropositivo, tanto por
encontrarse en el extremo N-terminal de la hélice II (Hol et al., 1981), como por la
presencia de la carga positiva del grupo del Glu 49). La desaparicién de una carga
negativa, como consecuencia de la protonacién de un grupo carboxilato seria pues
un factor desestabilizante, lo que motiva que el pK, aparente sea mds bajo
(Tandford, 1962); esta repulsion electrostdtica explicaria los altos valores de n para
el Asp 53, y el comportamiento normal (n = 1.0) de Glu 49, al estar rodeado de un
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entorno ya poco cargado, al estar practicamente neutralizada la carga positiva del

macrodipolo de la hélice con la cadena lateral de Asp 53.

795 | . 3.4
7.90
E 7.88
< 580

7.78

7.70

Fig. I1.11.: Curvas de titulacion de los protones de Asp 53.

2.- La segunda respuesta serfa la que considera las diferentes accesibilidades estati-
cas de los grupos cargados en las cadenas laterales (Lee & Richards, 1971;
Matthew & Richards, 1982): el grupo carboxilo de Glu 49, estd mas hacia el
interior de la estructura de la proteina (Tabla I1.3) que €l de Asp 53, por lo que este
resultard mds accesible al disolvente, facilitando la reaccién acido-base (esta
accesibilidad estdtica calculada estd de acuerdo con los valores de accesibilidad
encontrados para las estructuras en disolucién para todo el residuo: para el Glu 49
estd entre un 20% a un 30%, y para Asp 53 estd entre un 50 % a un 60 %, tal como
se deduce de la Fig [.8; Santoro et al., 1993).

Posiblemente los dos factores influyan para rebajar ¢l pK, de Asp 53, aunque
resulta curioso que los valores predichos (Matthew & Richards, 1982) reflejen que el de
menor pK, sea el de Glu 49, debido quizds a una infravaloracién del macrodipolo de la
hélice y a una sobreestimacién de la carga del anillo de His 48. Obsérvese que apoyando
el hecho de esta interaccion mutua estd 1gualmente la circunstancia de los valores opuestos
pero iguales de las energias de interaccion electrostdtica, AG: Jo que uno pierde en

desestabilizarse, lo gana el otro en estabilizacion.

De igual manera que el protén H de la Ser 50 muestra un comportamiento anti-
cooperativo, el protén Hy de Glu 49 y uno de sus protones Hg sienten [a influencia del
Asp 53 (e incluso la presencia de la His 48 en el caso del protén Hy ), motivando que sus
pKas resulten mas altos de lo esperado y fuertemente anticooperativos (con n del orden de
2.5y 3.3, respectivamente), de hecho, el protén Hg de Glu 49 presenta un pK, aparente
igual al del Asp 53 (y otro de sus Hy presenta un valor ligeramente mds alto, con un
factor de Hill cooperativo). De nuevo observamos efectos muy especificos relacionados
con la estereoespecilicidad y orientacion de las cargas respecto a los protones Hg y Hy.
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De todo lo dicho, pudiera deducirse que tinicamente los posibles pKgs aparentes de Glu
49 resultarian afectados por la presencia de 53. Sin embargo, esto no es asi, pues también
el pK, del protén Hy de Asp 53, resulta afectado por la presencia de Glu 49.

Sin duda alguna, la fuerte anticooperatividad registrada en el protén He, de Ser 50,
se debe a la presencia del Glu 49. En general, pricticamente todos los NHs de esta zona
presentan cambios en sus desplazamientos quimicos con el pH, a diferencia de los demds
protones del esqueleto y de las cadenas laterales. Las curvas obtentdas nos muestran un
promedio de la influencia, cooperativa o no, de ambos grupos 4cidos. El cambio en los
NHs es, en la mayoria de los casos, cooperativo (con un n < 1.0), aunque existen
algunos casos de comportamiento normal (n = 1.0) y anticooperativo. Curiosamente, 10s
protones peptidicos de Leu 51 y Ala 52, los cuales estdn situados entre ambos grupos
ionizables (y mds expuestos al disolvente) presentan un fenémeno anticooperativo,
probablemente reflejando el hecho de que los dos grupos se influyen mutuamente, pero
de una manera coordinada. El alio valor de los pKgs aparentes, muestran que la influencia
del Glu 49 es mayor.

Las curvas de los NHs de los residuos 54 al 60 (Fig. 11.12), exceptuando Gln 55,
Val 57, Cys 58 y Ser 59, presentan valores de sus pKgs aparentes entre los valores de
ambos restos aunque mds cercanos a fos de Glu 49. La nica excepceion es Gin 60, cuya
curva posee, para su NH, un pK, exactamente igual al de Asp 53, con un indice de Hill
de n = 1.0. Esta "extraordinana sensibilidad", de dicho protén a la titulacion de Asp 53, a
pesar de la distancia que separa ambos grupos y a pesar de que Gln 60 no se encuentre
muy enterrada, ha de adscribirse a la posible presencia en disolucién de una molécula de
H2O, como la que en el cristal se encuentra unida a 1a cadena lateral de GIn 60 y a la del
Asp 53 (Kim et al., 1992). Este es un ejemplo de como, las técnicas de titulacién pueden
permitirnos observar, de una forma indirecta, la presencia de una molécula de agua unida
a una cadena lateral, que sélo habia sido detectada por técnicas de difraccién de Rayos X.
Los protones de los grupos amidas de las cadenas laterales de Gln 55 y Gln 60 (Fig
I1.13), también "sienten” la titulacién de Asp 53: la segunda como consecuencia del
puente de hidrégeno citado (aunque uno de los protones lo "siente” de forma cooperativa
y €l ofro anticooperativa, debido a la diferente orientacién de estos respecto al grupo
carbonilo) y la primera con una transicién practicamente normal.

Los dos préximos grupos dcidos son el Asp 83 y el Glu 86, cuya situacién es
andloga a la de los dos anteriores: los valores de los pK,s medidos, son mayores que los
obtenidos tedricamente e incluso las accesibilidades estdticas de las cargas (Lee &
Richards, 1971) son mayores que las que se observan en disolucion, donde el Asp 83 es
mds externo que el Glu 86 (Santoro et al,, 1993),
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Fig. I1.12.: Curvas que muestran la titulacion de los protones NH de Val 54, Ala 56 y
Gin 60.
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Fig. 11.13.: Curvas que muestran la titulacion de los protones amida de las cadenas
laterales de Gln 55 y Gin 60.

Los protones de Asp 83 (Fig [1.14) presentan todos un valor muy alto del indice de
Hill, posiblemente debido a la presencia del anillo cargado de la His 48. Ello ha hecho
muy dificil la evaluacién exacta del pK, aparente de los mismos. Para la determinacién
del mismo, se han tomado el NH de Asp 83 (aun presentando un elevado valor en el
indice, consecuencia de la mayor polarizabilidad del enlace, Forman-Kay et al., 1992), el
protén Hp con menor factor de Hill y uno de los protones Hg de Cys 84. Ni el resto de
los protones de Cys 84, ni los de la Thr 82, sienten la influencia del grupo carboxilo de
Asp B3, debido a la proximidad de la His 48, en la hebra pj, cuya disociacién sienten
todos los residuos de esta hebra.

En la estructura cristalina de Rayos X (Svensson et al., 1986), se ha encontrado
que existen unas conformaciones correlacionadas entre Val 43, Asp 83 y Arg 85, con lo
que es posible que exista una gran interaccién entre las cadenas laterales de los tres
residuos. Por otro lado en la medida de las constantes cinéticas del intercambio en la
proteina desnaturalizada térmicamente (Robetson & Baldwin, 1991) los resultados para

estos residuos fueron andmalos confirmando la conclusién anterior.
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Fig. I1.14.: Curvas de titulacion de los protones de Asp 83.

El Glu 86 (Fig 11.15), presenta también problemas en la determinacién de su pK,,
pues sus protones (para algunos de los cuales no es posible construir una curva de titu-
lacién completa, debido al solapamiento con otros protones de otros residuos) presentan
unos elevados indices de Hill. Por elio se ha recurrido a las titulaciones mas "normales”
que mostraban los residuos de B, del giro I y de B4. No es tan {dcil hacer aqui una
discusién de los valores de los pKzs de ambos residuos, pues el que presenta un menor
valor es el que presenta la carga mds enterrada. Por otro lado la influencia de la carga
positiva de Arg 85 tan cercana a Glu 86, puede perturbar electrostaticamente la disocia-
cién de dicho grupo dcido.
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Fig. 11.15.: Curvas de titulacion de los protones de Glu 86.

A diferencia de 1o que ocurrfa con el Asp 83, los valores de desplazamiento quimico
de muchos protones se afectan por la titulacién de Glu 86, concretamente el residuo
adyacente, Thr 87, los del segundo giro B, y los de la hebra B4, que estdn situados
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"enfrente" del grupo dcido en la estructura de la 14mina (véase Fig. [I1.5). En el segundo
giro B, son nuevamente los NHs los que "sienten” mds fuertemente la disociacion del
carbonilo. Las transiciones no son normales, sino que por el contrario, son muy
anticooperativas, lo cual motiva que la determinacion del pK, del Glu 86, sea dificil.
Posiblemente, esto se debe a que este giro se encuentra muy accesible al disolvente
(Santoro et al., 1993) con lo que la constante dieléctrica y las capas de hidratacién
influyen considerablemente, distorsionando los efectos electrostiticos y por ende los
pKas que siente cada protén. En la Tabla I1.5. pueden verse cada uno de los pKas que
sienten los protones de este giro, atribuibles a la titulacion de Glu 86. Los de la hebra f4,
concretamente los NHs de Ala 96 y Lys 98, se ven también influidos por la presencia del
Glu 86 , junto con uno de los protones HB de Tyr 97, indicando nuevamente la esterco-
especificidad de los protones de Ia tirosina). En la Fig. I1.16 aparecen representados cada
uno de los protones que titulan con el pK, de Glu 86.

Tabla ILS

Residuos que presentan algiin proton cuyo desplazamiento quimico cambia por la
disociacion de Glu 86.

Residuo pKg del proton que titula Implicacién en la estructura
Ser 90 3.60 (NH); 3.63 (Hy) Giro B 11
Lys 91 4.14 (NH) Giro 1
Tyr 92 3.98 (NH); 3.71 (Hy Giro B 11
Pro 93 3.30 (He) Giro B 11
Cys 95 4.89 (NH); 4.12 (Hy) Giro B 11
Ala 96 4.46 (NH) Hebra fy
Tyr 97 3.44 (I—Igz) Hebra B4
1.ys 98 3.98 (NH) Hebra B4

La determinacion del pK,de Glu 111 (Fig. 11.17) , se realizé con base en los
protones de su cadena lateral y de la de Cys 110. Cada uno de éstos presenta unos
valores en los indices de Hill muy diferentes, pues mientras uno de los protones Hy v el
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Fig. 1L.16.: a) Curvas que muestran la titulacion de los protones NH de Ser 90, Lys
91, Tyr 92 y Cys 95.b) Curvas que muestran la titulacion de los protones Hy de Ser 90y

Cys 95.

NH de Glu 111 presentan titulaciones que son "normales”, el otro Hy muestra una titula-
cién cooperativa. Ninguno de los protones Hg presenta un cambio apreciable. El valor tan
bajo del pK, se debe al hecho de que dicho protén se encuentra en la proximidades del
centro activo, una bolsa en la que abudan las cargas positivas. El que el valor obtenido
sea inferior al calculado teéricamente (Matthew & Richards, 1982) es debido también a

una infravaloracion de la carga positiva de la region,

B.64 \—
861 |
3
Eas7 |
L
854 |
8‘50 L L 1 1 yl 1 L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 L850 | —
o 245 |
240 |
T2 |
L3 |
225 |
220
218 |
210 le—a
12

Fig. 11.17.: Curvas de titulacidn de los protones de Glu 111.

El siguiente residuo 4cido, el Asp 121 (Fig 11.18), es posiblemente el residuo cuya
titulacion afecte a un mayor nimero de residuos mas residuos lejanos en la secuencia y
proéximos espacialmentea €l. Debido al puente de hidrégeno que forma el carboxilaio de la
cadena lateral de Asp 121 con el NH de Lys 66, y que se discute mds abajo, todos los
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residuos del primer giro B, titulan con el pK, de Asp 121. Los residuos de Jle 106, Ile
107 y Val 108, pertenecientes a la hebra ¢, situadas en la hebra antiparalela "de
enfrente” y los de His 119, Phe 120 y Ala 122, tanto por proximidad, como por
pertenecer al centro activo también se afectan por el pK; del grupo dcido. En la Tabla
I1.6, se indican todos los residuos que "sienten” esta influencia, aungue no todos han

sido usados para la determinacién del punto de inflexion.
Tabla I1.6

Residuos que presentan algiin protoncuyo desplazamiento quimico cambia por la

disociacion de Glu 121.

Residuo pKa del proton que titula Implicacién en la estructura
Ala64 3.28 (NH), 3.62 (Hy) Girog |
Cys 65 3.20 (NH), 2.89 (Hga), 3.20 (Hgp3) Girop 1
Lys 66 3.09 (NH) Girof I
Asn 67 3.23 (NH) Giro B |
Gly 68 3.11 (NH) Girof3 [
Gln 69 3.23 (NH) GiroB 1
Cys 72 3.10 (NH), 3.30 (Ho), 3.06 (Hg2) Hebra 33
{le 106 3.26 (Hy) Hebra ¢
lie 107 3.61 (NH) Hebra ¢
Val 108 3.25 (NH) Hebra f¢
His 119 3.58 (NH), 3.33 (Hp2), 3.39 (Hp3) Hebra 3+
Phe 120 3.40 (NH}), 3.12 (Hg) Hebra f37
Ala 122 2.70 (NH) Hebra 37

El dlumo residuo deido, la Val 124 (Fig [1.19), titula con un pK, menor que el
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Fig. 11.18.: Curvas de titulacion de los protones de Asp 121.

calculado teéricamente (Matthew & Richards, 1982), debido a que en dicho trabajo no se
considera la influencia de la His 105, que posee una elevada carga positiva. Los tnicos
residuos que "sienten" la titulacién son los protones peptidicos de Ala 122, Ser 123 y
todos los deVal 124. En el caso de la His 105, su proién peptidico "nota" la influencia de
la desprotonacién pero el hecho de que no sea observable la componente dcida, nos
imposibilita la determinacién de la inflexion.
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Fig. 11.19.: Curvas de titulacion de los protones de Val 124.
Residuos bdsicos: Histidinas y extremo N-terminal.

Ninguno de los protones de la Lys 1, parece "sentir" la influencia de la desproto-
nacién del extremo N-terminal. En cambio los NHs de los dos residuos adyacentes sf 1o
"notan", estableciendo un limite para el valor medido.

En la Ribonucleasa A, existen 4 Histidinas, Dos de ellas, His 12 e His 119 se
encuentran en el centro activo e intervienen en la catdlisis; 1as otras dos se encentran en
cada una de las laminas. L.a His 48 (primera ldmina) estd implicada en una transicién
conformacional dependiente del pH, v la His 105 (segunda ldmina), presenta en

disolucidn dos posiciones alternativas de su cadena lateral.
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Las diferencias en los desplazamientos quimicos por titulacién, Ad (Tabla 11.7),
son mayores en este caso, que las registradas para los grupos carboxilo, sin duda alguna

debido a la aromaticidad del anillo. En todos los casos la forma "dcida" del equilibrio de
ionizacién tiene mayor valor de & que la forma bdsica, como cabria esperar con la

presencia de una carga positiva. Normaimente, todos los protones del residuo titulan con

el pKj del anillo titulacién que viene acompafada en algunos casos, de otras inflexiones

Tabla I1.7

Cambios en Ad (ppm) para los protones de los residuos de Histidina de Ribonucleasa

A.
Residuo Protén Ad (ppm) Residuo Protén Ad (ppm)
His 12 NH 0.23 His 105 NH 0.33
Hp 0.11 Hg 0.07
Ho2Z 0.56 Hg 0.20
Hel 1.15 Hg- 0.11
Ho2 0.49
Hel 1.03
His 48 NH 0.29 His 119 NH 0.06
He, 0.16 He 0.29
Hg 0.37 Hg 0.42
Ho2 0.45 Hg- 0.10
Hel 0.53 Ho2 0.49
Hel 1.04

debidas a otros grupos cercanos en la estructura tridimensional de la proteina. En todos
los casos, A, son de las obtenidas por el procedimiento de cdlculo, aunque en el caso de
los protones aromdticos de His 48, han sido deducidas a partir de las observadas
experimentalmente. Los protones aromdticos son los que presentan un mayor
desplazamiento quimico por titulacion, Ad. Este va disminuyendo a medida que nos
alejamos del amllo. Como puede observarse, €l cambio en Ad (= 0.5 ppm) para todos los

protones H92 es pricticamente el mismo independientemente del residuo que se trate,
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alrededor de 0.50; lo que ocurre también con el otro protén aromdtico, Hel, pero en este
caso es Ad = 1.0. Las pequeiias diferencias entre todos ellos son debidas a la preponde-

rancia de uno u otro tautdémero en el anillo. La tinica excepcidn a este comportamiento
general es el protén He! de la His 48, cuyo Ad = 0.53 ppm es mds pequefio. Tanto este

hecho como el desplazamiento quimico a alto campo que muestra este protdn en la forma

proto-nada son consecuencia de la cercania de los anillos aromaticos de Tyr 25 y Phe 46.
En la Tabla 1.8 se tabulan los pKzs obtenidos.
Tabla IL.8

Valores de los pK,s medidos para los residuos de Histidina y N-terminal de
Ribonucleasa A (entre parénlesis se incluyela incertidumbre). Las energias libres de
interaccion (AG) estdn en Kcal mol-!,

Aminodcido pKamed pKacal(a) pKaint (@) Accesi.(® AG Residuos (B

K1 >7 7.79 8.0 0.82 E2yT3
5.8 R10, Q11,
H12 6.27 6.6 0.17 .11 H12, K41,
(20.1) T45 y F46.
T17, A19,
H48 5.9 6.52 6.0 0.02 0.1 Ar0 Hag
(£0.1) i81, T82,
R85y T99
S75, K104 e
H105¢ 6.5 6.64 6.6 0.73 0.1 {1105
6.2
A5.A109,
H119 (£0.2) 6.68 6.0 0.12 0.2 \11% Hi19
y F120

(2) De Matthew & Richards (1982).

(b) Amino4cidos que son capaces de "sentir" en alguno de sus protones la influencia del grupo que titula,
y que se han usado para la determinacion del pK; aparente.

{¢) Los protones que se han usado para determinar el pK, de His 105 muestran todos ¢l mismo punto de

inflexién de 6.50, de aqui que el error en la incertidwnbre sea pricticamente el error en la medida de §, esto
es 0.02 ppm.

La His 12 se encuentra en la hélice del S-péptido e implicada en el centro activo. Su
PKa se ha obtenido a partir de las titulaciones del protén NH de Arg 10, la del protén Hy
de Gln 11, la de sus propios protones, la de los protones NH y Hg de Thr 45 y la de los
protones Hg de Phe 46. Por estudios de RMN de 13C, se ha podido deducir (Walters &
Allerhand, 1980) que el estado de esta His, es el tautdmero menos comun (Fig [1.20):
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NOLH (o N-H), lo cual concuerda con el punto de inflexion observado en este trabajo ¥
el atribuido a dicho tautdomero.
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Fig. 11.20.: Curvas de titulacion de los protones NH, Hyy Hgde His 12.

El protén NH presenta, junto con la titulacién de Glu 2, la titulacion de su anillo,
mientras que el valor de 6 del protén Hy decae a pHs muy bdsicos y uno de los protones
Hp muestra también el efecto de su anillo, junto con el efecto del puente salino (el otro,
nuevamente indicando la estereoespecificidad, s6lo muestra el efecto de Glu 2). Los dos

protones del anillo imidazdlico presentan un comportamiento anémalo. Asi:

El protén C2H (o HO2) (Fig. I1.21 a) muestra una inflexién a pHs dcidos (entre 3 y
5) y presenta ligeras variaciones a pHs bdsicos (entre 7 y 8). Si intentamos ajustar
los datos experientales a la curva modelo que hemos establecido, resulta un pKy
aparente de 5.72, pero con un valor del indice de Hill ligeramente cooperativo (n =
0.8). La curva de titulacién de este protdn del anillo ha sido estu-diada en detalle
empleando modelos mds sofisticados de la ecuacién de Henderson-Hasselbach
(Schechter et al., 1972), mostrando que estas interacciones en la parte dcida son
debidas, conjunta o independientemente, a la proximidad de los carboxilatos de Asp
12t y Glu 9 (y por los resultados observados aqui para los otros protones de His
12, a la presencia de Arg 10 y su interaccién con el Glu 2), mientras que la
transicion a pH bdsico es debida a la Lys 41. En otros estudios de la utulacién de
este residuo también se apunta la posible interaccion entre csta cadena y la de 1a His
119. La existencia favorecida del tautdmero del anillo imidazolico puede explicarse
en base a dos razones: una considerando que la cadena lateral de Lys 41 se

encuentra muy cercana a C%2 y N¢2, por lo que no resultaria favorable electréni-
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camente la presencia préxima del protén (al acumularse un exceso de carga positiva
en una zona muy reducida), y en segundo lugar, porque en dicho tautdmero se
propicia fa formacién de un puente de hidrégeno del HO1 con el OH hidroxilico de
la Thr 45 (Walters & Allerhand, 1980; Santoro et al., 1993), como se pone de ma-

nifiesto por ser el Unico protén NH imidazdlico que se observa en la Ribonucleasa
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Fig. IL.21.: @) Curva de la titulacion de los protones imidazdlicos HE!y HO2 de Hisi2
en proteina tipo Sigma. b) Curva de la titulacion de los protones imidazolicos Hely HO2

de His 12 en proteina tipo Worthington.

82 Y 52
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61 \ €2 51 >
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H H
Histidines con este tautdmero: Histidines con este tautdmero:
His 12, His 48 e His 105. His 179.

Fig. I1.22.: Representacion del estado tautomérico de los anillos imidazdlicos de las
Histidinas de Ribonucleasa A.
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El protén C4H (o Hel) presenta (Fig 11.21 a), en cambio, en la parte 4cida una
componente mds lisa , indicando que no parece afectarle, por orientacion del anillo,
la presencia de cualquiera de los grupos dcidos indicados arriba. En cambio, si

presenta mds acusadamente la influencia de Lys 41 en la region bdsica.

Para ambos protones imidaz6licos se han efectuado las titulaciones, en las mismas
condiciones salinas y a la misma temperatura, con la protefna de Worthington (libre de
fosfato, segun las especificaciones), que aparecen representadas en la Fig 11.20 b.En las
correspondientes curvas de titulacién aparecen también las anomalfas encontradas para las
muestras de proteina que contenfan fosfato, aunque el pKjaparente es ligeramente mayor

en éstas debido a la presencia del fosfato, que posee una carga negativa en la proximi-
dades del anillo.

Como puede observarse en la Tabla 11.8, el valor del pK, estd muy desplazado
hacia pHs dcidos el pKa, de aqui el valor tan negativo en AG. Esta inestabilidad responde
al hecho de que dicho anillo imidazolico se encuentra en un entorno muy electropositivo:
la Lys 41 y el anillo de His 119 (ambos implicados en el centro activo), se encuentran
muy préximos a ella. El valor obtenido aquf es algo mds pequefio a los obtenidos por
otros autores (Matthew & Richards, 1982). Ello es debido al método de cdiculo y a las
resonancias empleadas para su obtencion asi como a {a diferente fuerza iénica empleada
en los experimentos, pues aungue se ha mostrado gue la unién del t6n Cl- no es muy
importante (Tandford & Hauenstein, 1956}, la His 12 estd muy préxima al sitio de unién
aniénica, determinado electrostiticamente.

La His 48 (Fig. 11.22), estd en la primera ldmina, la ldmina I, concretamente en la
hebra f1, y esta implicada en el cambio conformacional mas importante que sufre la
Ribonucleasa con ¢l pH. Su titulacién no puede observarse en los protones aromaticos,
pues las sefiales se ensanchan mucho y desaparecen tanto en los experimentos COSY
como en los NOESY. Los efectos de la protonacién se han podido observar inicamente
en otros protones que estin préximos en el espacio al anillo imidazélico, como son los de
Ala 19, Ala 20 y Thr 82, el Hg de Thr 17, el Hp de Arg 85y el NH de Thr 99. El
ensanchamiento de las sefales también se observa en su propio NH y en el de fie 81 (en
los experimentos COSY, las seilales en la region de Phe 46, Val 47, His 48, [le 81 y Thr
82 de la huella dactilar llegan a desaparecer). Obsérvese, por tanto, que el ensancha-
miento se produce sélo en las sefiales de los NHs, esto es, en los protones cuyos enlaces
poseen una elevada polarizabilidad. El valor del pK; es préximo al intrinseco, como cabe
esperar del tantémero mds abundante: el N91-H (o NT-H) (Walters & Allerhand, 1980),

pero sin embargo difiere considerablemente del calculado tedricamente (Matthew &
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Richards, 1982), debido a que en el cdlculo no se considera de forma adecuada el entorno

electropositivo que rodea al aniilo.
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Fig. I1.22: Curvas de la titulacion de los protones de His 48.

El siguiente residuo histidinico es la His 105 (Fig 11.23), que se encuentra al

comienzo de Pg, formando parte de la segunda [dmina, BII. Contrariamente a lo que

ocurria con los otros dos residuos, es muy ficil obtener el valor de] pK; pues no presenta

la influencia de ningiin residuo dctdo cercano, ni un ensanchamiento de las seftales como

consecuencia de un cambio conformacional. Es asimismo, el mds externo de todos los

aniilos imidazdlicos (Santoro et al., 1993). Para obtener el valor del pK, del anilo se han
utilizado las sefiales protonicas del propio residuo, las de los Hg de Lys 104 y las del NH

y OH(y) de Ser 75, protones que se encuentran en las proximidades (Fig [[.24).
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Fig. 11.24: Curvas que muestran la titulacion de los protones NH y OH(y) de Ser 75.

La His 103, muestra en su protén peptidico, NH, dos titulaciones, una a pH dcido,
que es atribuible al carboxilato del extremo C-terminal v otra al pK,de su propia cadena
lateral. Uno de los protones Hg tiene el mismo comportamiento que el NH, auque no el
otro, que solo titula con el pK,de su propio anillo. Esto es un nuevo ejemplo de la
estereoespecificidad de los protones que se ve confirmado por la presencia de los NOEs:
de los dos protones Hg , el que presenta una sefial mds intensa con los grupos Menlo{y)
de Val 124, es el que no muestra en su curva de titulacién la inflexién a pK, dcidos, lo
cual nos indica que éste estd mds lejos del grupo carboxilato que el otro. Los demas
protones titulan con el pKzdel propio residuo, en Iransiciones que son cooperativas o
normales como 1as de los dos protones del aniilo. El pK, del anillo concuerda muy bien,
dentro del error experimental, con los valores obtenidos por otros autores (Schechter et
al.,1972; Matthew & Richards, 1982) y con el valor calculado, 1o que nos indica que ¢l
modelo de dos estados aplicado es correcto y que el efecto de la disociacion de Val 124
sobre el equilibno de disociacién es muy débil. .

La His 105, presenta entre un 50 % a un 90 % del tautdmero menos comtin
(Walters & Allerhand, 1980): el N3!- H (N"- H), lo que ha de deberse a la posibilidad de
formar un puente de hidrégeno entre el N91-H con el carbonilo de Ser 75. El conjunto de
seilales que presenta esta histidina, en los espectros NOESY es tncompatible con una
unica posicion fija para el anillo (Gonzdlez, 1991), por lo que se admitid que existia un
equilibrio entre dos posiciones que diferian en el dngulo 2. Este equilibrio entre las dos
posiciones es la causa de que no exista un 1inico tautdmero, pues la estabilizacién debida
al puente con Ser 75, desaparece al girar el dngulo, produciéndose entonces la
reordenacion de enlaces para pasar al tautémero mds estable y compensar asi la pérdida
del puente de hidrégeno (Fig 11.25).
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Fig. I1.25: Vista estereoscdpica de las dos posiciones (en trazo punteado y solido) del
anillo de His 105. Se muestra la superposicion de dos estructuras promedio (de Gonzd-
lez, 1991).

La His 119 (Fig. 11.27) es latinica histidina que presenta una poblacion dominante
del tautémero mds comun: N¢2. H (N¥- H). Este anillo se encuentra también en el centro
activo y participa también en la catdlisis de hidrolisis de RNA. Para determinar su pK, se
ha hecho uso de los protones aromdticos de su anillo imidazélico y de sus propios
protones Hg, los cuales muestran varias inflexiones, correspondientes a los distintos
grupos ionizables presentes en el centro activo. También se ha hecho uso de la titulacion
que muestra uno de los protones Hg de Phe 120, del NH de Ala 109 (al cual se encuentra
cercano pues ¢s ¢l residuo que se encuentra "enfrente” en la hebra B¢), del protén Hg de

Val 118 y del NH de Ala 5, que se encuentra muy préximo en el espacio como 1o
muestran las sefiales NOE de dicho protén con los Metilos(y) de Val 118.

Los protones NH y Hgp, Hp3z de His 119 (Fig 11.27) acusan fa titulacién de Asp
121, aunque en el caso del NH tal transicion es anticooperativa (debido a la mayor polari-
zabilidad del grupo peptidico y a la presencia del fosfato presente en la proteina) y en los
otros dos protones es cooperativa. Las transiciones son normales y cooperativas para el
NH, el Hg y uno de los Hg, mientras que el resto presenta titulaciones anticooperativas,
indicando que incluso los valores de los pKgs vienen determinados por la influencia de
las vanias especies cargadas que confluyen en el centro activo e incluso del anién fosfato
sobre el equilibrio de ionizacion def propio anilio imidazélico. A pesar de ello, ef efecto
en los protones del anillo. Las curvas de titulacion para los protones imidazdlicos en la

proteina [ibre del anién (tipo Worthington), muestran la misma inflexién a pHs muy &ci-
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dos, aunque el protén Hg de His 119, que muestra un comportamiento cooperativo

indica, sin lugar a dudas la influencia del anién (y de su segunda constante de acidez, del

orden de 7.5) sobre el pKadel protén Hg . 5 T b
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Fig. 11.27: Curvas de la titulacion de los protones de His 119

Para ninguno de los residuos propiamente bdsicos (lisinas, tirosinas y argininas),
con la excepeidn de Lys 41, detectada indirectamente en las curvas de titulacién de His
12, hemos podido evaluar los valores de los pKas correspondientes a sus equilibrios de
ionizacion. A pHs superiores a 8.5 la protefna comienza a desnaturalizarse irreversi-
blemente a lo largo de los dilatados tiempos del experimento en la espectroscopia de
RMN-2D.

2.3.2. CAMBIOS CONFORMACIONALES CON EL pH.

Del estudio de los espectros proténicos de Ribonucleasa A a diferentes pHs
podemos concluir de modo general, una vez analizados en detalle los efectos NOE
observados a cada pH, que no existe ningin cambio conformacional drastico. La estruc-
tura de la Ribonucleasa A, en disolucién acuosa determinada a pH = 4.0 (Gonzilez,
1991; Santoro et al., 1993) es fundamentalmente vdlida en el intervalo de pHs analizado
experi-mentalmente, desde pH =2.5a pH =8.5.

Podemos, no obstante, hacer mencion aparte de los dos tnicos cambios observados
en todo el rango de pH, uno de los cuales lleva implicitas nuevas sefiales de NOE (el co-
rrespondiente a la primera ldmina y que estd relacionado con la disociacion del anillo
imidazolico de His 48) y el otro que comprende el extremo C-terminal, y en el que no se
observa ninguna nueva seflal de NOE entre los protones implicados aunque si cambios en

los desplazamientos quimicos.
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El cambio conformacional asociado con la disociacién del anillo imidazd-
lico de la His 48.

Sin duda alguna, el cambio conformacional con el pH mds importante que ocurre en
la Ribonucleasa A tiene lugar en esta ldmina y estd asociado a la titulacion de His 48.
Cuando esta Histidina titula las sefiales de sus protones aromdticos se ensanchan y
desaparecen. El ensanchamiento de las sefiales implicadas durante la titulacién de las
histidinas se produce en todas ellas, pero s6lo en ésta,His 48, llegan a desaparecer las
sefiales correspondientes al He! y H92 (incluso, no aparece también el protén peptidico
del propio residuo y los de residuos cercanos de otras hebras). Cuando {a titulacién ha
terminado (alrededor de pH = 7.5), las sefiales de ambos protones vuelven a aparecer a
una frecuencia correspondiente a un residuo imidazdlico que ha titulado, presentando, en
esencia, el mismo modelo de NOEs que antes de la titulacion. De lo dicho, podria
deducirse que el entorno de la Histidina no ha sufrido ningtin cambio antes y después de
la titulacién, pero entonces, ;qué es lo que ocurre durante la titulacion?, s1 todo es
aparentemente igual antes y después, ses qué el cambio conformacional solo tiene lugar

en el intervalo correspondiente al estado de transicion?.

El estudio del mismo problema en la Ribonucleasa S mostr6é que €n una estructura
similar, la His 48 titulaba normalmente, e incluso si a la protefna nativa se la afiadia
acetato sédico en concentracion 0.2 M, las senales de la Histidina eran perfectamente
observables durante su titulacion y los desplazamientos quimicos observados antes y
después de la titulacién coincidian con los observados en la proteina en ia ausencia del
acetato (Cohen et al., 1973). De todo ello parecia deducirse que el entorno de la His 48
no cambiaba sustancialmente al afadirle acetato, y que una pequeiia variacion en la zona
de la digestion con subtilisina parecia afectar sustancialmente tos alrededores del anillo
imidazdlico. A pesar de todo, la cuestién seguia sin resolverse: si todo el entorno era

esencialmente el mismo, ;qué es lo que motivaba el ensanchamiento?.

Para explicar la desaparicién de las sefiales, se supuso que ocurria un cambio
conformacional (Lenstra et al., 1979; Santoro et al.,1979) basado en la interaccion de uno
de los NH imidazdlicos de la His 48 con el grupo carboxifato de Asp 14, a pHs menores
que 6.0, contrariamente a lo observado en el cristal en lugar de lo que se observaba
cristalograficamente (interaccién de éste dltimo con el OH de Tyr 25). La estructura en
disolucién obtenida a partir de las restricciones de distancia basadas en efectos NOE
ponia de manifiesto también la existencia del enlace de hidrégeno de la cadena lateral del
Asp 14 con el OH de Tyr 25 a pH = 4.0 (Gonzdlez, 1991), desatdndose asf el cambio
conformacional propuesto.
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Por espectroscopfa de RMN de 13C (Walters & Allerhand, 1980), en 0.2 M de
acetato, se observé que el tautémero predominante en la His 48 es el N* -H (o N®1.H),
es decir, el menos comun. Entonces se sugirié que la estabilizacion de esta forma menos
comun, era consecuencia de la formacién de un puente de hidrégeno del proton Hol con
el grupo hidroxilo de Thr 17 o con el carboxilato de Asp 14. Sin embargo, en la estruc-
tura en disolucién (Santoro et al., 1993) se encontré que el HO1 formaba un puente de
hidrégeno con el carbonilo (CO) de Thr 17 y el protén HE2 con el OH de Thr 82, es
decir, ninguna de las dos sugerencias anteriores respecto a los aceptores de los puentes de
hidrégeno era correcta. El valor de pKy obtenido por nosotros se corresponde muy bien
con el del tautémero propuesto sobre la base de datos de 13C. Asimismo, de su bajo valor
de pK,, puede deducirse que el anillo imidazdlico se encuentra rodeado de un entorno
muy electropositivo (debido a la presencia de Arg 85 y a las dos lisinas que existen en la
bolsa). Este valor de pK; difiere del calculado (Matthew & Richards, 1982), debido a las
limitaciones del modelo.

Desde nuestro punto de vista, con el uso de la espectroscopfa de RMN bidi-
mensional, podemos abordar el problema no sélo calculando el punto de titulacién, sino
también desde dos enfoques, initmamente relacionados:

l.- ;Cambia, realmente, el entorno de la His 48?.
2.- ;Qué es lo que ocurre durante la titulacion?.

1.- Mediante la espectroscopfa 2D, es posible seguir fa evolucién de las sefiales de
los protones de la bolsa hidrofébica formada por las tres hebras, §1. B4 ¥ Bs.
Aunque los NOEs de los protones del esqueleto de Tyr 25 (Fig. 11.28) con los de
otros protones pertenecientes a las ldminas son sustancialmente los mismos, se
observan pequefios cambios en los desplazamientos quimicos de los protones de
Tyr 25. No ocurre as{ con su cadena lateral, la cual presenta sefiales que varian de
intensidad con el pH. Tanto los protones orto como meta del anillo de Tyr 25
presentan scfiales con el protén Hgy de Ala 20 a bajo pH, pero a medida que
aumenta el pH la sefial con los protones H; (meta) desaparece, y pierde intensidad
la de los protones Hg (orto). Todo lo contrario ocurre con los protones del grupo
Metilo(y) de Thr 17, el cual a pHs muy bdsicos presenta una sefial muy intensa con
los protones meta (que crece durante todo el intervalo de pH), y con el Metllo(B) de
Ala 19, el cual presenta una sefial nueva con los protones meta de Tyr 25, a partir
de pH = 7.5, justamente después de haber titulado el protén imidazélico. Por tanto,
parece como que el anillo aromdtico de la Tyr 25 se moviera , o bien que el

segmento entre las hélices I y 11 (regién Asp 14-Ser 23) se desplazara de su
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posicién original. La primera opcidn es la menos probable, debido a que la
intensidad de las sefiales NOE del anillo fendlico con otros anillos (tanto con 1a Phe
46 como la His 48) se mantiene, por lo que hay que admitir que durante y/o
después de la titulacién la region flexible entre la hélices es la que readapta su
conformacién. Existe otra evidencia para apoyar la propuesta de que es la region
Asp 14-Ser 23 la que se reordena, si bien es menos rotunda que la anterior, debido
a que se basa en las sefiales presentes en una zona en la que eXiste un gran
solapamiento de sefiales: a pH = 2.5, el protén Hy de Ala 19 muestra sefiales con
los protones Hy de Gln 101, sefiales que no se observan a pH = 8.2.
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Fig. 11.28: Filas correspondientes a experimentos NOESY a la frecuencia de los
protones Hgy Hg de Tyr 25 a diferentes pHs.

2.- Para responder a la segunda pregunta, tenemos que estudiar las caracteristicas
espectrales de fos protones de {a His 48 antes, durante y después de la titulacién. La
seiial de NOE a larga distancia mds caracteristica del anillo imidazélico es la sefial
del protén H92 con el protén Hy de Ile 81 (Fig. 11.29 a), que aparece tanto a pHs
dcidos como bdsicos. A pHs por debajo de la titulacién del anillo resulta muy dificil
observar las sefiales del anilio imidazélico con la suficiente precisién debido al
solapamiento con otros protones aromdticos. Observando los pHs por encima del
pH de titulacion, las sefiales son las mismas, tinicamente se encuentra que la sefial
del protén He, de Ala 19, con ambos protones imidazélicos es mucho mas intenso,
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que el observado a bajos pHs. Este resultado confirma la suposicién anterior de que
es la hebra que comprende los residuos Asp 14-Ser 23 la que se reordena su
conformacién. Para saber qué ocurre durante la titulacién, se preparé una muestra
en D20 a pH = 6.0, con 0.05 M de trifluoroacético deuterado, ¢l cual es andlogo al
acético en volumen y en comportamiento (Fig 11.29 b). Los resultados mostraron
que durante la titulacién no habia variacién en intensidad de las sefiales observadas
de la His 48 (sobre todo del NOE caracterfstico del protén H52 del anillo con el Hy,
de la Ile 81, aunque aparecfa muy ancho), con lo que eso confirma que durante la
misma no se produce ningin cambio conformacional brusco (incluso para ninguna
otra region de la proteina como se confirmé comparando el resto de los NOEs que
presentaban los otros residuos aromdticos en el medio de triffuoroacético). El

protén Hel del anillo no se observé, debido a la baja concentracion del dcido.
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Fig I11.29: Filas de experimentos NOESY correspondiente a la frecuencia del proton
HP2 de His 48 en: a) pH = 8.2; b) pH = 6.0 en 0.05 M de trifluoroacético.

Con todo este conjunto de datos experimentales, se puede intentar dar una expli-
cacion al ensanchamiento de las sefiales: cuando el anillo imidazdlico comienza a
disociarse, uno de los puentes de hidrégeno que sus dos NH aromdticos, forman
superiormente con dos partes diferentes de la estructura se rompe, y €sto supone una
pérdida def orden de 1.5 Kcal mol-! (Serrano & Fersht, 1989; Matouscheck et al., 1990)
para la estabilidad de la proteina, sin contabilizar la creacién del "hueco" que en este caso
puede originar la pérdida del protén (Tandford, 1962) en una regién tan hidrofébica. El
ion OH- encontrard muy dificif el acceso a cualquiera de los dos protones del anillo,
implicados ambos en enlaces de hidrégeno constituyentes de la estructura tridimensional
de la proteina, por lo que este "ataque” lento serd el causante del ensanchamiento y
desaparicion de las sefiales (intercambio lento en la escala de RMN).
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La explicacién podria concluir aqui, si no se dispusiera de mds datos, pero existen
atn algunas sefiales NOE que explicar. La estructura nativa de la proteina no puede
perder tal cantidad de energia, por lo que, para compensarlo, tenderd a "enterrar”
superficie hidrofébica o "formar" otro puente de hidrégeno. Por los NOEs observados,
parece que la proteina "prefiere” la primera opcion, pues mientras estd titulando, 1a hebra
que compone el giro entre las hélices, residuos Asp 14-Ser 23, se desplaza hacia la His
48 acercdndose el grupo Metilo(B) de la Ala 19 hacia el protén H%2 y el N£2 | jo cual
motiva el enterramiento de un grupo metilo con un incremento energético del orden de 1.0
a 1.3 Kcal mot-! (Kellis et al., 1988; Kellis et al.,1989; Eriksson et al, 1992), que
pricticamente compensa la pérdida anterior, y "tapa" el hueco creado entre las hebras por
la pérdida del protén (esto explicaria el aumento de intensidad de las sefiales con el protén
Hq de Ala 19, y con el protén meta de Tyr 25, el cual estd muy cerca del anillo
imidazdélico, y se ve ligeramente empujado por la presencia de la cadena lateral). El
desplazamiento de la hebra no es muy grande, pues a pHs después de la titulacién del
anillo se siguen observando los NOEs de los protones Hp de la Ser 18 con los protones
Hg de His 48.

El hecho de que el equilibrio de 1onizacién del grupo imidazdlico de His 48, en la
Ribonucleasa S sea un proceso de intercambio rdpido en la escala de tiempos de RMN,
implica que el OH- no tiene ninguna dificultad en acceder a las posiciones de los dos
protones del anillo imidazdlico, tanto por la ruptura del enlace peptidico Ala 20-Ser 21,
que permite una mayor accesibilidad del disolvente a la primera ldmina, como porque no
exista alguno de los enlaces de hidrégeno en este caso. El hecho de que en las estructuras
recientes obtenidas por difraccién de Rayos X (Kim et al., 1992; Varadarajan &
Richards, 1992), la influencia de los dltimos residuos del S-péptido no sean importantes
para la estructura global de las Ribonucleasa S, nos hace pensar que con toda seguridad
que el enlace de hidrégeno que no existe es ¢l que se produce entre el CO de Thr 17 con
el H%1de His 48; mientras que se mantendria el que existe entre el otro protén
imidazoélico y el OH de Thr 82.

La accién del acetato (o trifluoroacético), s6lo puede explicarse considerando que
actia como catalizador del equilibrio de ionizacién, rebajando la energia de activacion del
estado inermedio y facilitando la transferencia o absorcion, en su caso, del protén
correspondiente.

El cambio conformacional asociado con el extremo C-terminal.

A diferencia del anterior, este cambio conformacional, no implica la presencia de

nuevas senales NOEs antes y después del mismo, sino que ha sido detectado como
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consecuencia de los cambios en los diferntes desplazamientos quimicos que s¢ muestran
en algunos protones.

La Ser 123 (Fig 11.30), estd muy préxima a la hebra f5 como lo muestran los
NOE:s con los protones de Lys 104, y a la primera ldmina (sefiales con el Metilo(y) de la
Ile 81). La intensidad de los NOEs con la Lys 104 aumenta a partir de pH = 6.0. Hasta
ese pH, los protones de Ser 123 aparecen, al igual que los Metilos(y) de la Val 124,
degenerados. Sin embargo, a partir de aqui presentan diferente desplazamiento quimico
(Fig. 11.30 ¢). Este cambio se debe a la disociacion del anillo imidazélico de His 105, y a
su interaccion con el carboxilo terminal. Como se ha comentado, la His 105 presenta dos
conformaciones que se diferencian en posiciones alternativas del dngulo %2 . Es posible
que se produzca un desplazamiento de la poblacién hacia una de ellas aunque no de un

modo total, debido a que siguen apareciendo los NOEs alternativos del aniilo aromdtico
de His 105 con los Metilos(y) de Val 124.

Recientemente se ha demostrado que en algunas protefnas, el cambio en el estado
de ionizacién de los extremos terminates (Kohda et al., 1991) afecta a regiones muy
alejadas de los mismos. En la Ribonucleasa A, sin embargo, no es la disociacién del
carboxilo terminal el origen del ligero cambio observado, sino que dicho cambio es

consecuencia de la pérdida de la interaccion electrostatica entre el anillo imidazdlico y el
carboxtlato terminal.
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Fig 11.30: a) Curvas que muestran la titulacicn de los protones  de Ser 123; b) Filas de
experimentos NOESY correspondientes a la frecuencia del protén o los protones 8 de Ser
123 a:1)pH = 2.5, 2) pH = 5.2; 3) pH = 8.2. ¢) Curvas que muestran la ritulacion de
{os protones de los grupos metilo de Val 124.



2.3.3. INTERACCIONES IONICAS EN RIBONUCLEASA A.

El estudio de las curvas de titulacién correspondientes a distintos protones de la
enzima ha permitido descubrir importantes interacciones que estabilizan la estructura
terciaria de la protefna, las cuales se discuten a continuacién. Hay que decir que estas
interacciones provocan grandes cambios en los desplazamientos quimicos de las
resonancias correspondientes a los NHs implicados en dichas interacciones (véase Tabla
[1.1). Concretamente el valor encontrado para el protén NHg de Arg 10, es ¢l mas

grande, aunque la resonancia desaparece en el extremo bdsico, el valor de A6, se pudo
determinar al imponer la restriccion de que ¢l valor de su punto de inflexidon habria de
coincidir con el del pK, de Glu 2. Para el NH de la His 105, el proceso de convergencia
no discurria adecuadamente con lo que no fue posible obtener el desplazamiento quimico
de la porcién dcida y por tanto calcular el cambio en el mismo debido a su interacién con

el carboxilato terminal de Val 124. Es para el de la Lys 66, donde se produce el mayor
cambio en el Ad efectivo al conocerse perfectamente tanto la parte dcida como la bédsica de

la titulacién. En todos los casos el protén del residuo que actia como donador del puente
de hidrogeno (o puente salino) experimenta un cambio en el desplazamiento quimico a
cam-po bajo, es decir a 8 mayores, consecuencia de que la formacion del puente de
hidrégeno desapantalla a los hidrogenos, al "retirarle” parte de la carga de su esfera
electronica. Pricticamente en ningtin caso se observan sefiales NOE entre los diferentes
protones de los residuos implicados, posiblemente debido al hecho de la movilidad de las

cadenas laterales.
El puente salino Glu 2-Arg 10.

La evidencia experimental que sustenta la evidencia de sste puente radica
principalmente en la fuerte titulacidn que presentan el NH, y el protén Hg de Arg 10,
pues no existen sefiales NOE entre ambos residuos (Fig. 11.31). Junto con esta evidencia,
se observa también, tal como se ha descrito en el apartado 2.3.1. la influencia de la

ttulacién de Glu 2 sobre protones concretos de Gin 11 e His 12.

Una confirmacion adicional de la presencia de este puente, ademds de la gran
titulacidn que experimenta el protén de NH, de Arg 10 (observada por otros autores
también para péptidos modelo; Fairman et al.,1990), es la diferencia en desplazamiento
quimico de los protones Hgz y Hgs de su cadena lateral, que sefialan un entorno quimico
muy diferente para ambos, como cabria esperar para una conformacién bien definida de la
misma. Esta interaccidn no es tan fuerte como los puentes de hidrégeno convencionales
entre grupos del esqueleto de la hélice, como lo demuestra el hecho de que el NHg,

desaparece como consecuencia del intercambio con el disolvente a pH > 6.5.
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Fig 11.32: Filas de experimentos NOESY correspondientes a la frecuencia del proton
NHgde Arg 10 a diferentes pHs.

Este puente salino es una de las causas fundamentales que contribuyen a la
estabilidad de la hélice del S-péptido (Rico et al., 1984) y que motiva que esta hélice se
consiituya en una unidad auténoma de plegamiento. Los NOEs esperados entre ambos
residuos serfan muy dificiles de detectar, pues se darfan en una zona del espectro 2D
muy congestionada de seftales. En las estructuras calculadas con base en los efectos NOE
para la Ribonucleasa A en disolucién acuosa este puente salino aparece s6lo en un
porcentaje relativamente bajoel puente salino que se observa sélo en Rayos X, no es

encontrado mds que en algunas es-tructuras en disolucién (Santoro et al., 1993).

A partir de pH = 5.2

giro f muy cercano al pH en el que se intercambia el protén del puente salino, lo cual

, la hélice del S-péptido comienza a presentar NOEs de tipo

confirma la importancia dada al mismo en la estabilidad de la estructura helicoidal del S-
péptido (Rico et al., 1984; Fairman et al., 1990); los protones NHy,, también implicados

por un puente con Glu 2, desaparecen al mismo pH, aunque su intercambio es mds
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rdpido que el del NH,, como se manifiesta en la anchura de la sefial del NOE entre ambos
y a la carencia de otras senales diferentes con los NHy, a diferencia de NHe,el cual
presenta sefiales con toda su cadena lateral ; el Gnico NOE de los NHy, se produce al
pH = 2.5 con el protén He de Lys 7, lo cual parece indicar la presencia de algun tipo de

estabilizacion a bajo pH: posiblemente un puente de hidrégeno entre el grupo carboxilo de
Glu 2 y el NH de Arg 10.

Los puentes de hidrogeno Ser 80 (NH)-Glu 49 (COO-) y Ser 50 (NH)-Asp
53 (COO-).

La existencia de un puente de hidrégeno entre el carboxilato de Glu 49 y el NH de
Ser 80 (Fig.11.33 a) se fundamenta claramente en la titulacién que sufre esie dltimo
protén entre el rango pH = 3.0 y pH = 6.0. En las proximidades del NH de Ser 80, no
existe en la estructura en disolucién otro grupo que titule con un pK, cercano mas que
Glu 49. La contribucién de este puente de hrdrogeno a la estabilidad de la proteina es
importante pues fija las hebras 1 y f4 de la ldmina I, justo en el limite en que acaba la

estructura de ésta.
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Fig. 1L.33: a) Curva que muestra la titulacion del proton NH de Ser 80. b) Curva que
muestra la titulacion del proton NH de Ser 50.

El puente de hidrégeno entre el NH de la Ser 50 y el carboxilato de Asp 53
(Fig.11.33 b), contribuye ciertamente a mantener la estabilidad de Ia hélice. Este puente de
hidrégeno presenta una diferencia sus-tancial con los dos anteriormente descritos: aparte
de la ostensible titulacién que presenta el NH de Ser 50 (comparable al que sufren los
protones anteriormante expuestos) se observan seifiales de NOE entre el NH de Ser 50 y
los protones Hg de Asp 53, que aparecen a pH = 2.5; ademds, a pH =3.5 se puede
observar la sefial NOE del protén hidroxilico de Ser 50 con uno de los protones Hg del
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residuo dcido. A pHs mds altos el protén hidroxilico desaparece como consecuencia del
intercambio. Con todo ello, es posible asegurar que a pHs dcidos existe algiin tipo de
interaccion entre ambos residuos atin antes de que se produzca la disociacion del grupo

carboxilo.

Aparte de ello, esta es la tinica interaccion de todas las observadas que tiene lugar
entre residuos cercanos en la estructura primaria. Si las demds sirven para "anclar”
residuos de la estructura terciaria, ésta fija residuos a corto alcance de la estructura

secundaria, concretamente de la hélice I1.

Debido a la presencia cercana de Glu 49 es muy dificil asegurar que otros residuos,
aparte de Ser 50, "sienten” la desprotonacién de Asp 53.

El puente de hidrigeno Lys 66 (NH)-Asp 121 (COO-).

Es quizds ¢l mds importante de todos los puentes descritos en este apartado; se
produce entre el protén NH de Lys 66 y el carboxilato de Asp 121 (Fig. 11.34). No
existen sefales NOE entre ambos residuos por lo que la dnica evidencia es la fuerte titu-
lacién que sufre el protén peptidico de Lys 66, y de todos los residuos implicados en el
primer giro 3 de la proteina con transiciones "normales" (Fig. [1.35).
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Fig. 11.34: Curva que muestra la titulacion del proton NH de Lys 66.

Este puente de hidrégeno ha de contribuir sin duda muy efectivamente a mantener la
estructura terciaria.de la proteina. Desde los primeros estudios del plegamiento en
Ribonucleasa A, es conocida la susceptibilidad del enzima en lo que se refiere a su
estabilidad, a modificaciones quimicas o supresién de residuos en su extremo C-terminal
(Andria & Taniuchi, 1978). Incluso el intercambio de hidrégeno que se observa en la
porcion de Ribonucleasa A (1-118) es mucho mds rdpido que el observado en la nativa
(Roy et al.,1986). La proteina parece recuperar su estabilidad, cuando se le afiade el

fragmento 105-124. Todo ello parece indicar que el plegamiento de Ribonucleasa A



requiere la presencia del extremo terminal completo y

aquf descrito juega un papel esencial.
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Fig. 11.35: a) Curvas que muestra la titulacion de los protones NHs de Ala 64, Cys 65
y Asn 67 b) Curvas que muestran la titulacion de los protones NHs de Gly 68 y Gin 69.
c) Curvas que muestran la titulacion de los protones NH y Hy de Cys 72.

El puente de hidrogeno His 105 (NH)-Val 124 (COO").

Queda claramente evidenciado por la titulacién observada en el Nh de His 105 a
pHs bajos. Tanto el NH como el Hqy de His 105, presentan una titulacion a pHs muy
acidos coincidente con el pK, del carboxilato C-terminal. El protdén Hy de Val 124,

muestra , sin embargo, una tituiacion correspondiente a la del anillo de Histidina.

También aqui se observan sefiales NOE entre ambos residuos, tanto entre los del
esqueleto (los protones peptidicos entre si) como entre los de las cadenas laterales (el HO2
de His 105 con los Metilos(y) de Val 124) y de las cadenas laterales con el esqueleto, las
cuales no presentan variacion de intensidad con el pH. Por tanto es posible que a pHs

muy dcidos se mantenga el puente de hidrégeno entre el NH y el carboxilato.

La causa de que el fragmento de Ribonucleasa A (1-120) no se pliegue
adecuadamente, se ha adscrito principalmente a la imposibilidad de formar el puente de
hidrégeno descrito en el apartado anterior. No se puede, sin embargo, descartar el hecho
de que este puente, que contribuye también a fijar las hebras de la dltima ldmina, puede

jugar un papel importante en la estabilidad de la proteina.
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2.3.4. EL CENTRO ACTIVO.

La estructura en disolucion de Ribonucleasa A (Rico et al., 1991 Santoro et al.,
1993), muestra que en el centro activo de la enzima o en sus proximidades se encuentran
los restduos Phe 8, His 12, Lys 41, Val 43, Asn 44, Thr 45, His 119, Phe 120, Asp 121
y Ser 123. Existe en este centro una abundancia de residuos con carga positiva, lo que es
l6gico pues en este centro ha de fijarse el sustrato ARN y concretamente sus grupos
fosfato, cargados negativamente (Matthew & Richards, 1982).

Todos y cada uno de los residuos sienten los equilibrios de ionizacién de los otros
grupos. Como va se ha descrito, la His 12, la His 119 y Asp 121, se influyen mutua-
mente y en las curvas de titulacién de sus protones es posible detectar la presencia de los
demds grupos.

La Phe 8, junto con la His 12, se encuentra en la primera hélice. El NH y uno de
sus protones Hg, del residuo Phe 8, acusa la titulacion caracteristica del Asp 121, aunque
postblemente influida por la presencia del Glu 9. Su protén Hg presenta, en cambio, dos
titulaciones, una la del Asp 121 y otra la del anillo aromatico de His 119. Nnguno de los

protones aromdticos del propio anillo se ve afectado por ninguna titulacién.

La Lys 41 (Fig.I1.36 ¢), estd situada en el gran giro que une la segunda hélice con
la hebra 1. Su protén NH decae continuamente, con 1o que es imposible establecer un

punto de titulacién. Uno de cada uno de los protones Hg v He titulan con un pK, que es
adscribible a la His 12, acusdndos de nuevo, efectos especificos de la orientacién de la

carga respecto a los CH afectados.

[.a Val 43, Asn 44 y Thr 45 pertenecen a la hebra B1, que forma parte de la ldmina
Bl antiparalela. En la Val 43 (Fig [1.36 a), su NH titula con un pK; que, por el valor
obtenido, pudiera correspoder a la cadena lateral de Glu 9 (con un indice de Hill muy
cooperativo). Su protén Hg, cuyo desplazamiento quimico decae continuamente, como lo
hacia el protén NH de Lys 41 puede sin embargo ajustarse a un equilibrio de ionizacién
con un modelo como el planteado, con un valor de pK, = 3.26, que es muy cercano al del
Asp 121, a quien podemos adscribir las titulaciones de tanto el NH como el Hg de Val
43.

En la Asn 44 (Fig 11.36 b), su NH titula con un pK, andlogo al del NH de Val 43,
pero su protoén Hg presenta un comportamiento complejo, resultado de dos posibles
interac-ciones: una la del Glu 86 (y/o los del centro activo, con un valor muy similar al
obtenido para Val 43) y otra alrededor de pH = 6.0, demasiado pequeiia para poder
determinarse con alguna garantia (Ad < 0.05 ppm). En cambio, uno de los protones Hg
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muestra tinicamente esta titulacion alrededor de 6.0, perfectamente determinable, y que
puede atribuirse a la titulacion del anillo de His 119, mientras que el otro (subravando,

nuevamente, la importancia de la orientacion de cargas y enlaces) no varfa con el pH.
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Fig 11.36: a) Curvas que muestran la titulacion de los protones Hy y NH de Val 43 b)
Curvas que muestran la titulacion de los protones Hy y NH de Asn 44, ¢) Curvas que

muestran la titulacion de los protones NH de Lys 41.

En ia Thr 45 (Fig. 11.37), el NH titula con un pK, de 5.6, con una transicion
fuertemente anticooperativa (del orden de 2.2), que puede ser atribuible a fa His 12,
consecuencia légica del puente de hidrégeno, que se forma entre ambos residuos (Santo-
ro et al., 1993). El desplazamiento quimico de su protén Hy se desplazaa campos bajos
continuamente a pHs muy dcidos, en forma similar a como lo hacia el protén imidazdlico
de His 12 (y por tanto, atribuible a la presencia de los distintos grupos dcidos que se¢
encuentran en el centro activo) presentando (si se intenta ajustar al modelo propuesto) una
titulacién cooperativa a pH = 6.18, que puede ser debida a la His 12 o a la His 119. El
desplazamiento quimico del protén Hp, se desplaza a campos bajos. Este proton estd
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extraordinariamente apantallado debido al efecto de corriente del anillo de del grupo fenilo
de Phe 120. Interpretamos la variacién en el desplazamiento quimico de Hg e incluso del
NH de Thr 45, como una ligera reorganizacion conformacional de dicho anillo provocado

por la titulacion de Asp 121
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Fig I1.37: Curvas que muestran la titulacion de los protones Hy, Hg y NH de Thr 43.

La Phe 120, junto con la His 119, Asp 121 y Ser 123 pertenecen a la hebra B7 de la
segunda ldmina. La Phe 120 (Fig. 11.38), acusa todos los pKys de los grupos presentes
en la zona en que se encuentra situada: su NH acusa la ionizacién de Asp 121 con una
transicién cooperativa, al igual que el protén orto de! anillo; su protén He, uno de sus
Hg, y los protones meta, Hgy y He2, presentan la titulacidn caracteristica del anillo
imidazdlico préximo; el mismo protén Hg y los aromdticos presentan la titulacion a pHs
dcidos (debida a Asp 121, Val 124 o a la interaccién de ambos), y por dltimo, el otro
protén Hg (otro caso, en el que la diferente orientacion de la cadena nos sefala su
estereoespecifici-dad) y el para, H, (si se intenta ajustar) presentan una inflexion muy
cercana al primer pKy del fosfato, aunque serd el resultado de la influencia de varios
residuos. Para el protén Hg la situacién es especialmente delicada, debido al solapamiento

que se produce en la mayoria de los pHs con los protones Hg.

Pricticamente todo el conjunto de NOEs que cnstituy6 la base para determinar la
estructura del centro activo en disolucion a pH = 4.0 se mantienen en todo el rango de
pHs estudiado, con la importante excepcion de las sefiales NOE correspondientes al
protén HY2 de 1a His 119.

Como ya se ha comentado, segtin los datos de espectroscopia de 13¢ (Walters &
Allerhand, 1980), la His 119 es la tnica de las Histidinas que presenta ¢l tautémero mds
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Fig 11.38: Curvas que muestran la titulacion de los protones de Phe 120.

comin: el N¢2-H (o el N¥-H), debido a la formacidn, segtn sugieren dichos autores, de
un puente de hidrégeno con el carboxilato de Asp 121, que también se encuentra en la
estructura en disolucién (Rico et al., 1991; Santoro et al., 1993). Sin embargo, al igual
que ocuria con la His 105, existen NOEs del protén H5? que no pueden explicarse con
una unica estructura. EI hecho de que dicho proton presente senales con los Metilos(y) de
la Val 118, y a la vez con los protones Hpz y Hp3 del Asp 121, es totalmente incompa-
tible. Hay que concluir, por tanto que se estd observando un equilibrio entre dos posicio-
nes diferentes de la cadena lateral que difieren en los dngulos %1 v %2, hecho ya observa-
do en la estructura del cristal (Borkakoti et al., 1982; Wlodaver & Sjolin, 1983). La posi-
cion relativa de ambas posiciones varia con el pH, segin se deduce de la comparacién de
la intensidad de las sefiales NOE con los protones Hg de Asp 121 frente a la de los
Metilos(y) de Val 118. A medida que se basifica el medio, se incrementa la intensidad de
las sefiales con los protones Hg de Asp 121, que a pHs muy dcidos es muy pequeiia (Fig
11.39), a la vez que disminuye la intensidad de las sefiales NOE de 1os Metilos(y) de Val
118. Es inicamente cuando el anillo estd dirigido hacia el residuo Asp 121, cuando en las

estructuras aparece el puente de hidrégeno de H%2 con el grupo carboxilato de la cadena



69

lateral de Asp 121(Gonzdlez, 1991, Santoro et al., 1993); posiblemente en la oira
estructura (la que predomina a pHs dcidos) se encuentre formando un puente de
hidrégeno con el CO de Val 118, Cys 110 0 la cadena lateral de Glu 111. En la Fig 11.40
se muestran las dos posibles posiciones del anillo. El equilibrio dindmico entre las dos
formas también cambia con la concentracién de fosfato (Rico et al., 1991). Aunque
desconocemos las causas de este desplazamiento del anillo al aumentar el pH, posible-
mente estd relacionado con la desprotonacion del Asp 121 y el exceso de carga negativa
que comienza a existir en el centro activo. Ninguna de las otras cadenas aromaticas

muesira un comportamiento semejante.

Zz3

Fig 11.39: Filas de experimentos NOESY correspondientes a la frecuencia del proton
HO2 de His 119 a diferentes pHs.

En anteriores estudios de Ribonucleasa A con nucledtidos (Hahn ct al., 1985), se
mostraba que haciendo uso de la secuencia p11 (Hore, 1989), dirigida a no presaturar los
protones del H2O y otros con intercambio rdpido, aparecia una seflal muy ancha a de un
desplazamiento quimico de 11.0 ppm (298 K y pH = 5.5). El hecho de que dichos
autores usaran proteina libre de fosfato (tipo Worthington) en vez de Sigma, el que se
observara esa sefial a campo tan bajo y que se apreciara cuando no se presaturaba el
H>0, senala que el protén estd unido a un nitrégeno, o a un oxigeno. Para intentar ver a
qué residuo correspondia se realizaron NOEs usando la secuencia pl11 y una de excitacién
selectiva (Kessler et al., 1986); los resultados fueron en todos los casos negativos, por lo
que dnicamente pode-mos aventurar que se trate de un protén de una Histidina implicada
en el centro activo (dada su desaparicion en presencia del anidn). Todo apunta hacia el
protén HE2 unido por el puente de hidrégeno con la cadena lateral del Asp 121.
Alternativamente, dicho protén 1dbil podria corresponder al protdn fendlico de Tyr 25
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enlazado por puente de hidrégeno al carboxilato de Asp 14, aunque resulta poco probable
debido a que dicha sefial aparece en Ribonucleasa libre de fosfato (tipo Worthington) y no

en la que conliene pequeiias cantidades del anion (tipo Sigma).

Fig 11.40: Vista estereoescdpica del centro activo de la proteina mostrando las dos posi-
ciones del anillo de His 119. Se muestra la superposicion de dos estructuras promedio, la
correspondiente a la dirigida hacia la Val 118 (trazo sdlido) y la de la posicion dirigida
hacia el Asp 121 (trazo punteado) (de Rico et al., 1991 ).

2.3.5. DESNATURALIZACION A pHs ACIDOS.

A pHs extremos la estabilidad de las proteinas decrece en gran medida (Tandford,
1962). Ello se atribuye a que cuando nos alejamos de pHs neutros van neutralizandose
las cargas de un signo y acumuldndose las del contrario, las cuales debido a su repulsion
tienden a distanciarse, adoptando el estado desnaturalizado y desestabilizando por tanto la
proteina globular nativa. En el caso de la Ribonucleasa A, a pH < 2.0 una vez
neutralizadas las cargas negativas de los grupos carboxilato de Aspdrticos, Glutdmicos y
resto carboxilo terminal tendriamos acumuladas principalmente en la superficie de la
proteina 18 cargas positivas correspondientes a los 10 residuos de Lisina, 4 de Arginina y
4 de Histidina.

En algunas proteinas se ha detectado en la desnaturalizacién dcida un estado
intermedio denominado estado A o "glébulo fundido" (Kuwajima, 1989), caracterizado
por un incremento nulo de la entalpia con respecto al estado desnaturalizado, la
conservacion de la estructura secundaria y la pérdida de la orientacion de las cadenas
laterales caracteristica de la estructura terciara. Este estado A ha sido propuesto como un

intermedio universal en el plegamiento de protefnas.
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El intercambio, esto es,el paso, entre la forma nativa y la forma desnaturalizada
tanto en la desnaturalizacién térmica como en la dcida, es un intercambio lento en la escala
de tiempos en la espectroscopia de RMN. Ello quiere decir que se observan resonancias
separadas para ambas formas cuya intensidad es proporcional a la poblacién del estado
que representa. Esta cinética lenta de desnaturalizacién implica una elevada barrera de
activacién, correspondiente al estado de transicién de la desnaturalizacién global. La exis-
tencia de un intermediario en el plegamiento podria rebajar la barrera de activacién acele-
rando la cinética de interconversion entre las formas nativa y desnaturalizada con la
consecuencia de que asi se obtendria una sola sefial con un desplazamiento quimico

promediado.

Muchas de las sefiales protonicas de Ribonucleasa A cuya variacién con el pH se ha
seguido en este trabajo muestran una variacion continua en su desplazamiento quimico en
funcién del pH cuando se examina esta variacion en el extremo de pHs dcidos. Esta
variacién continua que en la mayor parte de los casos implica protones peptidicos, tiende
a pHs dcidos hacia el valor de desplazamientos quimicos caracteristico del estado
desnaturalizado (en la Fig.I1.41 se muestran los NHs de los residuos del S-péptido y el
valor al que parecen desplazarse, encontrado en el estado random-coil). Los protones no
labiles (los Hy v otros unidos a dtomos de carbono) no muestran esta variacion salvo los
pertenecientes a los residuos Ala 19 y Ala 20. La variacién continua observada de
desplazamientos quimicos habria que relacionarla como se ha expuesto mds arnba, con la
presencia de un intermediario que proporcionara un intercambio rdpido entre los dos
estados. Los protones peptidicos que muestran este comportamiento de promediacion
4cida son los pertenecientes al intervalo Ala 5-Met 13 en la hélice [ (con excepcion de Ala
6 e His 12); Thr 17, Ser 18, Ala 19, Ala 20, Ser 23, Met 30, Lys 31, Ser 32, Asn 34,
Lys 37, Asp 38y Lys 41, en el final de la Hélice I y al lazo que une ésta con la hebra 31
de la primera ldmina; Met 79, Thr 82, Asp 83, Arg 85 y Glu 86 de la primera ldmina; Gly
88, Ser 89, Ser 90, Lys 91 Y Tyr 92 del segundo giro B, y Asn 103, His 105 y los de la
hebra B7 que finaliza con el extremo C-terminal.

Con esta informacién seria posible delinear la estructura del intermediario, que
conservaria un nicleo bien estructurado cuyas resonancias proténicas mostrarian un
intercambio lento y del que formarian parte la hélice I1I con sus cadenas laterales
interdigitizadas con las de la segunda ldmina. El S-péptido, la region final de la hélice II,
los lazos, giros o vueltas en general y parte de la segunda ldmina presentarian una estruc-
tura mds ldbi} que permitiria un intercambio mds rdpido entre las formas nativa y desnatu-
ralizada, dando lugar a resonancias con desplazamiento quimico promediado. El hecho de

que scan fos protones peptidicos los que sientan la variacion del intercambio podria
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hacernos pensar que el esquema obtenido es contranio al postulado por el "glébulo fundi-
do" pucsto que aqui las cadenas laterales permanecen rigidas como en la estructura nativa
y es el esquelelo el que parece fluctuar, no obstante tal estado parece haberse encontrado
para la Ribonucleasa A (Goto & Fink, 1990) sin dar detalles de sus caracleristicas, a base
de aumentar la concentracion salina a pHs muy dcidos. Probablemente el hecho de que
sélo "noten” tal intercambio los protones peptidicos parece estar relacionado con [a mayor
sensibilidad de éstos (Forman-Kay et al., 1992)
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Fig. 1L41: Curvas que muestran el cambio en b de los protones peptidicos de la hélice 1
de Ribonucleasa A. Los puntos en el extremo de pHs dcidos indican los valores que

tendria cada proton en el "random-coil".

Seria de interés comparar en {uturos trabajos las propiedades de plegamiento del
presunto estado en la enzima con nuestras propuestas estructurales obtenidas en la
titulacién de la Ribonucleasa a pHs muy dcidos. Como puede verse en la Tabla 1.4, la
protonacién sucesiva de una serie de grupos carboxilato de pK, relativamente bajo, tales
como la Val 124 (carboxilato terminal), Asp 38, Glu 2 y Asp 14, puede desencadenar la
formacidn del intermediario de micleo rigido y segmentos conformacionalmente ldbiles.
En este contexto el bajo pK, de Asp 14 resulta consistente con la involucracion de este
grupo en un enlace de hidrégeno con el protén fendlico de la Tyr 25 (Santoro et al.,
1993). Como ya se ha comentado, a pesar de nuestros esfuerzos no hemos determinar el

valor exacto de su titulacién.La Tyr 25 es una de las tres tirosinas que poseen un pKy
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muy alto (Tandford, 1962). El hecho de este valor de titulacion tan alto harfa que la AG
fuera mayor que 2 Kcal mol-1, fo cual unido al valor de la AG obtenida por el Asp 14,
muestran la importancia de dicho puente para la estabilidad total de la proteina al sumar un
tercio aproximadamente de la energia libre de 1a misma.

Mecanismo de apertura de la hélice e intercambio.

Podemos intentar dar forma cuantitativa a los resultados anteriores concentrandonos
en los cambios del S-péptido.Estos cambios en el desplazamiento quimico son lo sufi-
cientemente grandes, sobre todo en el caso de Ala 5 y Lys 7, como para demostrar que la
apertura de la hélice es un mecanismo que depende del pH. Esta reaccién es rdpida, como
ya se ha comentado, en la escala de la RMN, por lo que ellos cambian continuamente
durante todo el proceso de apertura. Esta observacidn no es consecuencia, como podria
pensarse, del comportamiento dindmico en los extremos de la hélice (descrito en el
Capitulo I1]) pues no afecta exclusivamente a los extremos N- y C- terminales, por tanto
la explicacion mds simple con los datos es que la hélice, tal y como se habia sugerido estd

sujeta a una reaccion de apertura y cierre, de desnaturalizacién y renaturalizacion.

Para intentar describir como es este comportamiento se puede asumir una reaccion
de dos estados:

Ne U

donde N es la forma nativa y U es la desnaturaizada. Si asumimos que cada protén NH
intercambia solo desde el estado desnaturalizado, entonces la constante de intercambio de
un protdn dado (Kuwajima & Baldwin, 1983 b) es:

Kex=k¢ fc

donde k¢ es la constante de intercambio desde el estado desnaturalizado (como se describe
en el Capitulo [11) y f; es la fraccion de protones peptidicos que se encuentran en ¢l estado
desnaturalizado. Esta fraccién puede calcularse a partir de los cambios en los
desplazamientos quimicos:

donde &N y 8p son los desplazamientos quimicos de la forma nativa y desnaturalizada,
respectivamente y 6 es el del protén en cuyas condiciones queremos obtener su fraccién.

El grado de proteccion, Kp (Capitulo 111), puede entonces ser definido como:
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KP: %

Para la Ala 5, podemos elegir como valores para el desplazamiento del estado

<

desnaturalizado los que posee en el S-péptido, y eligiéndolo a pH = 2.5 (y 308 K) resulta
(dn = 8.79 ppm, dp = 8.32 ppm y 02 5= 8.75 ppm):

fc=0.08, con lo que Kp = 11.75

que es mayor que la que podemos calcular para este protén por el procedimiento de
intercambio (Capitulo 111, Fig 1.4), pues no es observado en tales condiciones. Si
empledramos el valor del desplazamiento quimico que parece deducirse de las curvas de
titulacicn, la fraccion en estado desnaturalizado seria atin mayor con lo que Kp disminui-

ria , pero darfa un valor observable, que contrasta con los resultados obtenidos.

Si repetimos el mismo razonamiento para la Lys 7, resulta, eligiendolos valores del
estado desnaturalizado los del S-péptido (Kuwajima & Baldwin, 1983 b; M. Rico, re-
sultados no publicados); con 8N = 8.76 ppm, 6p = 8.18 ppm y 07 5= 8.58 ppm):

fc =0.31, conlo que Kp =320

muy alejado del valor que se observa experimentalmente. Si empleamos los valores de los
desplazamientos quimicos del estado desnaturalizado que se observa en la curva, esto es a
pH = 1.5 resulta (dp = 81 5= 8.40 ppm):

fc = 0.5, con lo que Kp =20
también muy diferente al valor registrado en las medidas experimentales.

Los resultados experimentales nos llevan entonces a concluir que: (a) en primer
lugar, el modelo de dos estados no es adecvado para describir el comportamiento de
desnaturalizacién a pHs dcidos observado para la Ribonucleasa, sino que la proteina antes
de pasar al estado desnaturalizado pasa a través de un intermedio, desde el cual también
intercambia, como habfamos concluido anteriormente, (b) que los valores que se obtienen
en este capitulo del factor de proteccién , o lo que es igual de la fraccion de moléculas que
estan en el estado desnaturalizado no coincide con los que se discutirdn en el Capitulo III,
con lo que posiblemente habrd que intentar encontrar una explicacion a tal discrepancia..



Capitulo 111

Dinamica y estabilidad de Ribonucleasas A y S
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3.1. INTRODUCCION.

La medida de cinéticas de intercambio de los protones peptidicos de proteinas con
los deuterones del disolvente (Hvidt & Nielsen, 1966; Englander & Kallenbach, 1984)
ocupan un lugar prominente entre 1os métodos existentes para estudiar experimentalmente
la dindmica de proteinas. Un avance de fundamental importancia para estos estudios se
produjo al poder combinar las técnicas de intercambio con la espectroscopia de RMN
bidimensional (Wiithrich, 1986) que permite la asignacion y el acceso al seguimiento de
cinéticas de intercambio de protones peptidicos individuales. Mds de un centenar de
sondas atdmicas individuales (en el curso de la proteina aqui estudiada) distribuidas en
todo el volumen de la molécula han de permitir, en principio, una descripcion plural y
detallada de la estructura y dindmica de la proteina.

El estudio del intercambio H/D de protones peptidicos de Ribonucleasa A y
Ribonucleasa S, combinado con la espectroscopfa de RMN bidimensional, realizado en
este capitulo, permite describir a nivel atémico la dindmica de la proteina, asi como
obtener informacion de interés sobre: (a) la estabilidad de la misma, (b) el proceso de
desnaturalizacién y (c) las propiedades frente al intercambio H/D del estado desnaturali-
zado.

3.1.1. FACTORES QUE DETERMINAN EL INTERCAMBIO
DE HIDROGENO EN PROTEINAS GLOBULARES.

Los dtomos de hidrégeno de una proteina pueden clasificarse en tres grandes
grupos en relacion con sus propiedades de intercambio con los hidrégenos del medio
acuoso: (a) los unidos a dtomos de carbono, de intercambio muy lento, salvo contadas
excepciones (C¢H en histidinas); (b) los unidos a oxigeno en serinas, treoninas y tirosi-
nas (protones hidroxilicos y fendlicos, respectivamente) junto con los unidos a nitrogeno
formando grupos amino, guanidinio y amidas primarias en cadenas laterales de lisinas,
argininas, asparaginas y glutaminas, de intercambio rdpido y (c) los unidos a nitrégeno
formando amidas secundarias, como los grupos peptidicos de la cadena principal, de
intercambio intermedio. Los estudios de intercambio que se describen en este capitulo se
refieren principalmente a este wltimo grupo de dtomos de hidrégeno.

El continuo intercambio de los protones peptidicos de una proteina con los del
disolvente no ocurre espontdneamente. La reaccidén estd catalizada por dcidos y bases,

concretamente, por los iones hidronio H30* e hidroxilo OH-, existentes en el disolvente.
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La quimica de este intercambio es bien conocida (Eigen, 1964). La constante
cinética con la que intercambian los NH expuestos al disolvente, llamada constante

intrinseca, puede escribirse como:
ko= ky[H']+ kou[OH ]+ Ky {1}

donde ky+ y Koy- son las constantes de catdlisis dcida y bdsica, respectivamente, y Ky €s
el término correspondiente a la catdlisis del agua sin disociar (el cual es por tanto
independiente del pH). La catalisis bdsica es mucho mds eficaz que la catdlisis dcida, por
lo que el minimo (el llamado pHp,,) en las curvas de k. vs. pH se desplaza hacia pHs
bajos, alrededor de pH = 3.0. E! término de la catdlisis acuosa es despreciable, en
primera aproximacién, (Englander & Poulsen, 1969) frente a los dos primeros términos.

El intercambio varia pues, linealmente con las concentraciones de los 1ones: HsO+ y OH-.

Los valores utilizados para ky+ ¥ kop- en los cdlculos realizados en el presente
trabajo son los obtenidos por Englander y sus colaboradores (Englander & Poulsen,
1969) para la poli (DL-alanina):

ke = 0551 M1, kog =5.6108 s 1 M-1

usando pKy, = 15.14 a 293 K, obtenido de la ecuacion de Covington (Covington et al.,
1966) que da la dependencia de K,, respecto a la temperatura, en D2O. Recientemente,
(Jeng & Englander, 1991) se han recalculado los valores de las constantes dcida y bdsica,
basdndose nuevamente en los estudios de la poli (DL-alanina). Los resultados, obtenidos
a la misma temperatura, no difieren mucho de los presentados arnba:

ki =027s I ML) ko =5718s I M1y kyw= 5610451

Sin embargo, dichos autores encuentran que el efecto catalitico del H,O es
importante en las proximidades del pHp,j;,, donde la dependencia de la constante con la
concentracién de ambos iones cataliticos no es lineal y proponen que el término ky
debiera ser tenido en cuenta en experimentos a bajo pH (Jeng & Englander, 1991). En el
presente trabajo, los pHs mds bajos explorados son de 2.5, valor que se eligié al
desconocer los pHspy para cada uno de los residuos a cada temperatura. A dicho pH, el
término 4cido tiene un peso notablemente mayor que ky, por lo que no se ha considerado
el término de catdlisis acuosa.

Los factores que intervienen en los dos términos cataliticos son sensibles a la
temperatura. La entalpfa de activacion aparente (AH*) medida en la poli (DL-alanina) para
kp+ es 15Kcal mol-! y para la catdlisis basica 17 Kcal mol-1 (de éstas, 2.6 Kcal mol-!
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corresponden a la entalpfa de activacién de la cinética descrita por koy- ¥ 14.4 Keal mol-!
corresponden a la dependencia de Ky con la temperatura) (Roder, 1989; Englander &
Poulsen, 1969; Englander & Mayne, 1992), Existe otra recopilacion de datos (Gregory et
al., 1983), efectuada también para la poli (DL-alanina) que presenta algunas
discrepancias en los valores de la constante dcida y en los de AH* en los téminos
cataliticos del agua y dcido. En este trabajo se¢ han utilizado los valores dados mds arriba

por encontrarlos mds fiables y por ser de uso mds generalizado.

Las constantes de intercambio de protones peptidicos en cadenas de conformacién
aleatoria y, por tanto expuestos al disolvente, son sensibies también a los efectos
electrénicos de las cadenas laterales vecinas. Estos efectos han sido calibrados en
péptidos modelo (Molday et al., 1972) y convenientemente tabulados, con lo que es
posible la evaluacién de constantes cinéticas para un protén dado en cualquier secuencia
peptidica. Mediante la utilizacién de pulsos cortos de desnaturalizacion térmica se han
medido experimentalmente dichas constantes para protones concretos de las proteinas
Ribonucleasa A (Robertson & Baldwin, 1991), citocromo ¢ (Roder et al., 1985},
lisozima del huevo (Radford et al., 1992} y lisozima del fago T4 (L.u & Daqulist, 1992).
En general, las constantes evaluadas y las medidas experimentalmente, muestran una
concordancia muy satisfactoria, si bien se ha encontrado que en algunos residuos
hidréfobos, como valinas o isoleucinas, las constantes cinéticas medidas son

aproximadamente tres veces mds lentas que las evaluadas tedricamente.

Si bien, toda la discusién anterior se reficre al estado "random-coil" el estado nativo
en proteinas globulares impone, légicamente, restricciones al intercambio. Existen en di-
cho estado, protones peptidicos situados en el interior de la estructura globular, de forma
que el simple acceso del disolvente a dichos protones se hace mucho mdés dificil. Sin
embargo, existe otra causa mds importante de ralentizacién del intercambio y es la
participacion del protén peptidico en un enlace de hidrégeno. Los puentes de hidrégeno
pueden ralentizar el intercambio de hidrégenos aun cuando éstos se encuentren en la
superficie (Englander & Kallenbach, 1984; Tiischen & Woodward, 1985 a y b). Ello es
consecuencia de la quimica de las reacciones de transferencia de protones, las cuales
requieren la formacién de un enlace de hidrégeno entre el grupo que intercambia y el
catalizador (Eigen, 1964). La gran mayoria de [os protones calificados como lentos en los

estudios de intercambio son protones que participan en enlaces de hidrdgeno.

Surge, por tanto, la pregunta: ;cudles son los mecanismos por los que los
hidrogenos impedidos por los puentes de hidrogeno pueden intercambiar con el
disolvente?. Aunque esta cuestion estd siendo debatida actualmente (Englander &
Kallenbach, 1984; Englander & Mayne, 1992) , lo mds probable es 1a ruptura del enlace
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de hidrégeno (o su distorsién) de forma que sea posible el acceso del nuevo protdén y la
salida del anterior, realizandose asi el intercambio. Esta ruptura transitoria de los enlaces
de hidrégeno fue ya apuntada en los primeros trabajos del grupo de Linderstrgm-Lang
(Hvidt & Nielsen, 1966). Los estudios subsiguientes con protefnas han confirmado este
modelo, que se ha dado en llamar el modelo estructural de desnaturaliza-
cion.(Englander & Kallenbach, 1984) , el cual implica distorsiones cooperativas con-
certadas a pequefia escala de las estructuras proteicas.

En este modelo (Hvidt & Nielsen, 1966; Wagner & Wiithrich, 1979), el
intercambio del hidrégeno implicado en el enlace se relaciona con los pardmetros que
dirigen la transicién cooperativa entre unos estados plegados, que denotaremos por F, y
unos estados desplegados, que llamaremos U. La transicidn entre ambas especies serd
descrita por una constante de desnaturalizacion, ky, y una constante de renaturalizacion,

kf, 0 lo que es lo mismo por una constante de equilibrio de apertura local:

Kop= Y, {2}

Un hidrégeno, por tanto, podrd intercambiar siempre que se produzca la ruptura de
ese enlace de hidrégeno por la reaccion de apertura, que o deja expuesto al disolvente,
desde donde intercambiard como uno de los péptidos modelo estudiados, es decir, con
una cinética dada por k¢. Podemos, por tanto, establecer un esquema de reaccidn para
todo el proceso como:

K, k, kg
F(H) 2UH) » UD)=KD) {3}
ki DO Ky

Obsérvese que cuando se produce el intercambio sélo se ha colocado una flecha
entre las dos formas desnaturalizadas, no hay equilibrio debido a que las condiciones son
fuertemente "deuterantes" (Hvidt & Nielsen, 1966). El camino de reaccién aparece repre-

sentado en la Fig. 1I1. 1, donde se indican los pardmetros cinéticos de interés.

Bajo condiciones que favorezcan energéticamente el estado plegado (kf>> ky), las
expresiones cinéticas aplicadas a {3} nos llevan (Hvidt & Nielsen, 1966) a una constante
de intercambio , kex , definida como:

k k
ko= iy (@

Dos situaciones iimites se pueden distinguir segtin sea la relacion entre ky y ke
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En el limite donde las fluctuaciones estructurales son rdpidas comparadas con la

constante de intercambio imrinseco (kg >> k), se tiene:

kex= Kopke {5}

es decir, la constante de intecambio que se mide depende de la concentracion de proteina
desnaturalizada que exista, la cual viene determinada por el valor de Kop (definida en
{2}). Esta situacién cinética limite, conocida como limite EX; ( Hvidt & Nielsen,
1966}, es la que se encuentra en condiciones ordinarias en una proteina donde el estado

plegado es muy estable y la constante k. es lenta.

A(J* .

Al \

Camino de reaccidn

Fig. 1IL.1.: Camino de reaccion para el modelo estructural de desnaturalizacion.

En todos los estudios realizados (Wagner & Wiithrich, 1979; Wagner, 1983; Wand
et al., 1985; Roder, 1989; Radford et al., 1992) este limite es la condicidén practicamente
dominante. La magnitud de interés aqui es Kqp, la cual contiene informacién sobre la
estabilidad local de esa regién de la proteina, estabilidad proporcionada por el (6 los)
enlaces de hidrégeno que se rompen. Atendiendo a la relacién termodindmica entre AGop

y K0p3

AG, = -RTInK,| {6}

op~

se puede escribir {§} como

AG,, = -RTln(k%J {7a}

donde todas las magnitudes pueden en principio determinarse experimentalmente (6 bien

evaluarse como en el caso de k).



80

Hay que sefialar que s6lo serd posible interpretar un incremento en las constantes
cinéticas de intercambio como un cambio en la energia de estabilizacién, cuando la
energia libre del estado desnaturalizado no haya variado (Englander & Mayne, 1992). Se
dispone de dos especies quimicas similares (que llamaremos A y B), para las que se
puede suponer que el estado desnaturalizado es comun, la diferencia de energia libre
vendrd dada por una ecuacion en la que no exista la dependencia respecto a ningin para-

metro evaluado tedricamente:

A-B kA
MG, i, = ~RTIn s/ {70}
ex

que no es mds que la diferencia entre las dos expresiones de {7a} para la especies A y B
(Gooley et al., 1992). Estas relaciones pueden incluso utilizarse para detectar cambios
locales de energia libre en estructuras intermedias (intermediarios) en el proceso de
renaturalizacién de una proteina (A y B serian en este caso la estructura nativa y el
intermediario, respectivamente).

El otro limite cinético se obtiene cuando las fluctuaciones estructurales son lentas
con respecto a ke, (kf << k¢ ), con lo que {4} se simplifica a:

kex=k, {8}

En este limite (el llamado limite EXy), el intercambio va a ocurrir desde cada unidad de
apertura estructural y la constante de intercambio proporciona directamente la constante de
desnaturalizacion. Las condiciones que favorecen este intercambio son: pH bdsico (con k¢
muy rdpido) y/o condiciones desestabilizantes (donde kg es pequefia). Este limite sélo ha
sido encontrado en condiciones muy drésticas para el BPTI (Roder et al., 1985 a; Roder,
1989).

La distincion entre los dos limites cinéticos es fundamental para la interpretacién de
los datos de intercambio. Para ello, hay que considerar la dependencia de la constante
cinética del intercambio, Kex, frente al pH (Wagner, 1983; Englander & Kallenbach, 1984;
Roder et al., 1985 a). En el limite EX;, la dependencia con ¢l pH es la marcada por el
valor de k., modificada ligeramente por la posible dependencia de K, frente al mismo,
mientras que en el limite EX, la dntca dependencia es la que tenga k;, que sucle ser
muy pequeiia, por o que, en este caso, kex aparece como constante frente al pH. Una
distincién mds rigurosa entre ambos es la observacion de que en el limite EX;, el
intercambio de los diferentes protones ocurre con una misma constante de una forma
correlacionada. En cambio en el limite EX;, el intercambio de un protén dependerd del

proceso de desnaturalizacién local mas efectivo para cada uno, de entre los muchos que
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tienen lugar simultdneamente a lo largo de todos los segmentos de la proteina: las

constantes de intercambio deberdn pues mostrar valores muy diferentes.

Normalmente, en las representaciones (ver Fig. [11.1, [I.5 y 1I11.7) para indicar el
comportamiento dindmico, se utiliza el valor del factor de proteccion, Kp, definido como:

que mide la proporcién en que un proton en la proteina se protege frente al intercambio en

comparacion con un péptido o modelo sin estructura aparente, y el cual es proporcional a
AGop, segiin {7a}.

Aunque se han establecido una gran variedad de modelos para explicar el meca-
nismo de intercambio (Englander & Kallenbach, 1984), los cuales se centran funda-
mentalmente en la necesidad de penetracién de los iones cataliticos hasta el NH, tales
modelos llegan a conclusiones cualitativas que establecen correlaciones artificiosas entre
kex ¥y pardmetros estructurales defimidos. Los resuitados de los que se dispone en la
actualidad, junto con los aportados en este trabajo, parecen confirmar la generalidad del

modelo estructural de desnaturalizacién para explicar el intercambio.

Existe un mecanismo que, contrariamente a la protonacién del mtrégeno peptidico,
se basa en la protonacién del O peptidico: es la O-protonaciéon. Este mecanismo para
catdlisis dcida estd presente en la quimica de pequefias amidas secundarias, de hecho, la
gran diferencia en basicidad de los dtomos peptidicos O y N muestra que [a protonacién
del O es mas comiin que la del N, aunque normalmente no se considera por creerla

incompatible con los efectos de los sustituyentes observados para la catdlisis 4cida. El

Intercambio dcido

o |
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Fig I11.2: Mecanismo de O-protonacion (de Perrin & Arrhenius, 1982)
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mecanismo ha sido descrito recientemente (Fig 111.2) y se ha encontrado para algunas
proteinas en los protones que se encuentran en la superficie (Perrin & Arrhenius, 1982;
Tiischen & Woodward, 1985 b). En general, los NH peptidicos préximos a la superficie
estdn orientados hacia ¢l disolvente y sus dtomos de O carbonilicos estdn orientados hacia
el interior resultando con ello en grandes diferencias en la accesibilidad de uno y otro
dtomo, y en la posibilidad de una ralentizacién del intercambio para el caso de un meca-
nismo de O-protonacion. Por supuesto, el hecho de que exista este mecanismo no
descarta para nada el otro tradicional (el de la protonacién del nitrégeno); se produciran

los dos aunque desconocemos en qué medida cada uno de ellos.

3.1.2. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETI-
COS DE ACTIVACION DEL PROCESO DE INTERCAMBIO.

Los efectos de la temperatura sobre el intercambio han sido muy estudiados, pero
no han sido correctamente interpretados en términos de los modelos que se han pro-
puesto. Los pardmetros de activacién se obtienen normalmente a partir de medidas de kex
a distintas temperaturas. La ecuacién de Arrhenius relaciona las constantes de intercambio
medidas, Kex , con la energfa de activacion aparente, E, (Glasstone et al., 1946):

E,= 'Rd(ln{k%%) = AH:+ RT {10}

donde AH*¢s la entaipia de activacion aparente. Si las energfas obtenidas son del orden

de varias Kcal mol-! y las temperaturas usadas no son muy altas, como ocurre en el

presente trabajo, puede suponerse en buena aproximacion que
E, = AH#

Podrd obtenerse, por tanto AH#.de la pendiente de la recta que resulte repre-
sentando In(kex ) frente a 1/T.

De acuerdo con la teorfa del estado de transicién (Laidler, 1950), la energia libre
aparente de activacién , AG#, es:

AG = -RTln(h k‘%BT) (11}

donde h y kg son las constantes de Planck y Boltzmann, respectivamente. La conocida
relacion termodindmica



# * S
AG =AH —TAS {12}

introduce finalmente la entropia de activacién, AS*. Representando pues, valores de
AG#*/ T frente a 1/T, se obtiene AH* como pendiente de la recta e AS* como ordenada en

el onigen.

Debido a la existencia de los dos limites cinéticos expuestos, y de las diferentes
clases de fluctuaciones posibles, hay que ser cauto en la interpretacién de las AH*. Para

los dos limites cinéticos, las entalpfas aparentes de activacién se definen como:

*
AH, g =AH, {13}

* * #
AHap' E?(zz AHku' Aka"' Ach {14}

donde se ha puesto de manifiesto que es una entalpia de activacién aparente. Se observa

de {14} que los valores de la diferencia de las dos entalpias de activacion, no es mas que
la entalpia de desnaturalizacién de la proteina , AHp

# #
AH_ =AH, -AH, {15}

de tal manera que si conocemos ¢l valor de la entalpia de activacién para k., podemos
obtener un valor de AHop, para cada protén en particular. Englander y Poulsen

{Englander & Poulsen, 1969) determinaron los valores de los pardmetros de activacion
para la poli (DL-alanina). AH* =~ 17 Kcal moll y AS# =~ 27 Cal mol-! K-1.

De igual forma que se ha definido un valor de AH* aparente segiin {14} puede
definirse un AG* aparente, por el uso de {11} y {5}. Con ambos pardmetros termodi-
ndmicos, y segin {12} se podrd obtener una AS* aparente.

A partir de datos bibliogréficos, puede determinarse (Englander & Kallenbach,
1984}, que la dependencia de kf con la temperatura es menor que la de k., encontrandose

que para un unico tipo de fluctuaciones:

AH, > AH, o {16}

lo que concuerda con los resultados encontrados en proteinas (Roder et al., 1985 a).
Hasta ahora hay pocos datos en la bibliografia referentes a estos pardmetros cinéticos,
encontrandose tabulados tinicamente 1os medidos para poli (DL-alanina), ligeramente
discrepanies entre dos grupos de trabajo (Englander & Poulsen, 1969; Gregory et al.,
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1983), vy los correspondientes al BPTI (Richarz et al., 1979; Tiischen & Woodward,
1985 a).

3.1.3. INTERCAMBIO DE PROTONES PEPTIDICOS EN EL
SISTEMA RIBONUCLEASA. ANTECEDENTES.

El comportamiento frente al intercambio de los protones peptidicos de la
Ribonucleasa A ha sido objeto de un gran nimero de estudios, utilizando una diversidad
de técnicas, tales como la del etiquetado con deuterio (Linderstrgm-Lang & Schellman,
1959; Hvidt & Nielsen, 1966), espectroscopia infrarroja y ultravioleta y etiquetado con
tritto. Mediante estas técnicas se mide el decaimiento con el tiempo de la concentracion de
un determinado isGtopo, proporcionando por tanto resultados globales respecto a la
cinética de intercambio que afectan al conjunto de los protones peptidicos de la proteina.
Los intentos de fraccionamiento o discriminacién de distintos grupos de protones res-
pecto a sus propiedades de intercambio, han dado con frecuencia resultados contradic-
torios. La técnica de etiquetado con tritio, en sus diferentes variantes, ha sido la mds
empleada para obtener informacion acerca de la estructura pativa y del estado desnatu-
ralizado (Woodward & Rosenberg, 1970, 1971).

Estas técnicas se han aplicado también a la Ribonucleasa S, un complejo formado
por los fragmentos denominados S-péptido (residuos 1-20) y S-proteina (residuos 21-

Fig. 111.3.: Esquema mostrando las dos estructuras de la Ribonucleasa A y la S, donde
se aprecia el corte introducido por la enzima. Las figuras fiteron oblenidas con el
programa MOILSCRIPT (Kraulis, 1991).
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124), obtenidos por escisién con subtilisina de Ribonucleasa A (Richards & Wyckof,
1971) (Fig.111.3). Mediante la combinacién de técnicas de etiquetado con tritio y RMN
(Schrier & Baldwin, 1976; Kuwajima & Baldwin, 1983b) o con la separacién de los
fragmentos tripticos (Rosa & Richards, 1979, 1981) se obtuvo por primera vez informa-
cién individual respecto a determinados protones, principalmente aquellos pertenecientes
al S-péptido. La informacién obtenida en estos dltimos estudios es contradictoria:
mientras los autores que usan el tritio (Rosa & Richards, 1979) encuentran que el
intercambio en esta zona es practicamente igual al de los péptidos sin estructura, los que
usan la técnica de RMN (Kuwajima & Baldwin, 1983 b) observan una gran variedad en

las constantes de intercambio.

También se han aplicado las técnicas del intercambio para medir la estabilidad de la
Ribonucleasa A sin ¢l fragmento C-terminal, encontrdndose que las medidas cinéticas
demostraban la menor estabilidad de la especie quimica, como consecuencia de su
diferente plegamiento (Roy et al.,1986).

Con el desarrollo de las técnicas de difraccién de neutrones y la espectroscopia de
RMN bidimensional, se obtuvo finalmente informacién cualitativa respecto al comporta-
miento frente al intercambio de protones individuales de Ribonucleasa en el estado crista-
lino (Wlodawer et al., 1983) y en disolucién tanto en forma nativa (Rico et al., 1989)
como desnaturalizada (Robertson et al., 1991).

Se han realizado medidas de intercambio no sélo para la estructura nativa, sino
también para estructuras transitorias, tales como la del "intermediario" o "intermediarios"
cinéticos en el proceso de renaturalizacién de la Ribonucleasa (Udgaonkar & Baldwin,
1988, 1990). Mediante una combinacién de pulsos de adicién de diferentes medios es
posible etiquetar con un determinado is6topo un intermediario cinético y estudiar
posteriormenie por RMN-2D su poblacién en funcién del tiempo de renaturalizacién, una
vez que el intercambio ha sido detenido actuando sobre el pH y la temperatura.

Las razones que nos han llevado a realizar un estudio cuantitativo de las cinéticas
individuales de intercambio de los protones peptidicos de Ribonucleasa A y Ribonucleasa
S, va apuntadas en la introduccién, pueden resumirse en: 1) descripcién de la dindmica
molecular de estas enzimas en términos estructurales y energéticos; 2) verificacién de la
propuesta de obtener datos termodindmicos acerca del proceso de desnaturalizacién en
condiciones distantes de las del cambio de fase, a partir de las cinéticas de intercambio
mas lentas; 3) aclaracién de contradicciones en las medidas de cinéticas individuales y
consecuente seleccidn de los modelos apropiados de desplegamientos locales; 4) verifica-
ci6n de la validez del modelo estructural de desnaturalizacién y 5) obtencién de un punto
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de referencia de garantia para la correcta caracterizacién estructural de intermediarios con

base en datos de intercambio.

3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.
3.2.1. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

LLa Ribonucleasa A y la Ribonucleasa S fueron productos de Sigma (tipo XII, para
ambas) y se usaron sin ninguna purificacién posterior. Estas muestras contienen fosfato.

Los experimentos se realizaron a dos valores de pH:

1.- pH = 6.0. Tampén fosfato (PO4D2-/PO4D2-) (Sober, 1968). Estos

experimentos se han tomado como referencia para el resto de los estudios.

2.- pH = 2.5. Tampén de glicina/CIH (Sober, 1968). Estos experimentos se¢
realizaron a fin de determinar el comportamiento de los protones mds rdpidos

vy mds externos de la Ribonucleasa A.

La concentracién final de la proteina en cada una de las muestras, para los tres
diferentes pHs fue de 4 mM, con una concentracién de 0.2 M de NaCl. L.os pHs se
midieron con un electrodo de vidrio Ingold, calibrado frente a tampones acuosos ordina-
rios. Las medidas realizadas no se corrigicron por el efecto isotopico, y reflejan la lectura
obtenida. [.as muestras se prepararon afiadiendo 25 mg de proteina a 0.5 mi del tampdn y
se ajusté inmediatamente el pH con DCl ¢ NaOD. Las constantes cinéticas se determi-
naron a partir de medidas de intensidad de poblacion proténica a distintos tiempos trans-

curridos desde la disolucion de la protefna en D;0.
En la realizacién de las medidas se han seguido tres procedimientos distintos:

1.- Dado que las medidas a pH = 6.0 1ban a constituir la referencia de posibles
comparaciones con otras protefnas, era deseable intentar detectar el mayor nimero
posible de protones, evitando el intercambio total de ellos durante ¢l largo tiempo de
adquisicién del experimento. Para ello, se prepara-ba un nimero de muestras igual
al de medidas a realizar con distintos tiempos de intercambio; estas muestras se
sumergian inmediatamente en un bafio ter-mostatizado a la temperatura elegida. De
aqui se extraian a los tiempos desea-dos, se liofilizaban y congelaban a 253 K,
hasta que pudiera realizarse el experimento de RMN. Durante todo el proceso de
congelacion, el intercambio es pricticamente nulo, ya que la muestra se encuentra
en estado sdlido y a baja temperatura; con objeto de que el intercambio fuera
también despreciable durante la adquisicién del experimento, el pH se ajustaba a un
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valor de 2.5 (cercano al minimo de intercambio), una vez disuelto el liofilizado en
0.5 ml de D-»0.

2.- Para el resto de los pHs y de las temperaturas, las muestras, una vez preparadas
y ajustado el pH, se introducen directamente en el espectrometro, que previamente
se ha termostatizado a la temperatura deseada. 1.os espectros se adquieren a
intervalos determinados, durante los cuales la muestra sigue intercambiando. Este
procedimiento presenta la ventaja sobre el anterior de que sélo es necesano preparar
una unica muestra, y que ademds no se manipula en todo el tiempo del
experimento. Presenta en cambio, el inconveniente de que se detectan tinicamente
los protones mds lentos, pues para los mds rdpidos la intensidad protdnica decae
por completo durante el tiempo de adquisicién del experimento.

3.- Es una mezcla de los dos anteriores. La muestra se coloca en el bafio
termostatizado, se extrae del mismo a los iempos deseados y se introduce en €l
espectrometro, que se encuentra a la misma temperatura del bafio. Los espectros se
adquieren sin perturbar en absoluto la muestra, con lo que el tiempo de adquisicién
se contabiliza como tiempo de intercambio. De esta forma, es posible observar los
protones mds lentos sin necesidad de consumir tiempo de instrumento, pues la

mayor parte del intercambio se realiza en el bafio.

3.2.2. OBTENCION Y PROCESADO DE LOS ESPECTROS DE
RMN.

Los espectros se obtuvieron con un espectrémetro Bruker AMX-600, de 14 Teslas,
que opera a una frecuencia para el !H de 600 MHz. El espectrémetro va equipado con un
ordenador Aspect X32.

Para la medida de intensidades proténicas se realizaron experimentos de tipo COSY
adquiridos en el modo absoluto (Nagayama et al.,1980) acumulando 32 barridos de 2048
palabras (2K palabras, donde cada palabra equivale a 4 bytes) en la dimension F2 y 256
incrementos en la dimensién 1 (F1). Ello le confiere a la matriz de datos un tamafio de
2048 x 256. La anchura espectral fue de 6000 Hz en ambas dimensiones. La duracién de
cada experimento es de 1 h 22 min. Este tiempo de experimento relativamente corto, nos
permite obtener un ndmero grande de puntos en las medidas (un promedio de 16 tiempos
diferentes) con una relacién sefial/ruido suficientemente buena. La eliminacion del agua
residual se hizo mediante presaturacion durante el tiempo de relajaciéon de los espines
(Hore, 1989).
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La temperatura de la sonda del espectrémetro se controlé mediante el acoplamiento
de una unidad Haake de enfriamiento de aire. La regulacién de temperatura se realiza con
la unidad BVT 2000 Eurotherm de Bruker. La precision es de + 0.1° C. El bafio para el
primer procedimiento descrito se regulé mediante una resistencia Julabo Paratherm 1. La
precision es de + 0.1° C.

Las medidas se procesaron con el programa Bruker-UXNMR. El tamafio de la
matriz de datos espectrales era de 2 K x 1 K palabras en las dimensiones Fp y Fy,
respectivamente. En la apodizacion se utilizaron ventanas sen? con desplazamientos de
n/12 en ambas dimensiones. La resolucién digital fue de 0.24 Hz por punto en F2 y 3 Hz
por punto en Fy. La linea base de los espectros se corrigié con un polinomio de 5° grado.
Como sefial de referencia para los desplazamientos quimicos ( cero) se utilizé la sefial
del TSP ( la sal sédica del dcido 3-trimetilsilil (2,2,3,3-2Hy) propanoico).

3.2.3. PROCESADO Y TRATAMIENTO DE LOS DATOS.

Para la Ribonucleasa A se obtuvieron dos conjuntos de medidas, referidas en los
dos casos a la zona de la huella dactilar (correlaciones COSY NH-H,, intra-residuo) y
correspondientes en ¢l primer caso, a la regién por encima de la diagonal (es decir,
NH(F2)-Hq(F1)) ¥ en el segundo a la de debajo de la diagonal (Hq(F2)-NH(Fy)). En
ambos casos se calibré el ruido midiendo en zonas en las que no aparecen sefiales. Con la
utilizacién de los dos conjuntos, fue posible obtener una estimacion de la incertidumbre
en los valores determinados para las constantes cinéticas. Para la Ribonucleasa S, se

utilizo sélo el conjunto de sefales de por encima de la diagonal.

Para su correcta correlacion con poblaciones fraccionales, las intensidades abso-
lutas medidas han de refenirse a la de alguna sefial cuya intensidad sea invariable con el
tiempo, cuyo origen sea conocido y que esté suficientemente bien aislada. Una de las
seflales de correlacion que mejor cumple con estos requisitos es la correspondiente a
protones aromaticos de tirosinas o bien las que muestran Ia correlacién entre un metilo y
su protén adyacente. Aquf se escogié como referencia las correlaciones orto-meta de la
Tyr 25.

Las intensidades relativas de las sefiales correspondientes a los protones peptidicos
medidos se representaron frente a los tiempos de intercambio. Las curvas obtenidas se
ajustaron a una ecuacion cinética de primer orden de la forma:

lre= A exp(-kex )
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donde A es el factor preexponencial, que mide la intensidad de la sefial al tiempo cero
(esto es, inmediatamente a la disolucién de la muestra), tes el tiempo , [ es la intensidad
relativa medida con las correcciones efectuadas por la estimacion del error cometido en la
medida de la integral y ke es la constante cinética de intercambio de todo el proceso. Los
datos se ajustaron por el procedimiento de minimos cuadrados, para determinar A y Key,
con el programa Kaleidagraph (Adelbeck Software). Todas las curvas seguian una ecua-
cién como la escrita. Para el procedimiento en que se utilizaron dos conjuntos de medi-
das, los valores de kg obtenidos fueron muy parecidos (Tabla III.1); tnicamente se
observaron diferencias significativas para aquellos protones con desplazamiento quimico
cercano al de la sefial residual del agua, lo que es explicable al disminuir la transferencia
de magnetizacién H, = NH por saturacion del primer espin. Las diferencias observadas
entre las constantes cinéticas procedentes de uno y otro conjunto de medidas (Tabla I11.1)
son como se ha dicho, un primer indice de la reproducibilidad de las medidas y de la
incertidumbre en los valores de Key.

Tabla IIl.1

Comparacion de las k. de Ribonucleasa A procedentes de la medida de las regiones
espectrales situadas por encima y por debajo de la diagonal. Entre paréntesis seincluye
la incertidumbre. Condiciones: pH = 6.0 (tampon fosfato), 313 Ky 0.2 M de NaCl.

Restduo kex (h-1103) kex (h~1103)
Gln 74 5.6 (z0.7) 6.1 (0.5)
Ile 106 3.8 (x0.4) 3.9 (20.5)
Val 108 1.1 (£0.1) 1.2 (#0.2)
Ala 109 2.5 (£0.1) 2.3 (x0.3)
Val 118 2.3 (£0.3) 2.4 (+0.2)

3.2.4. ESTIMACION DE ERRORES.

Hasta ahora no se ha hecho ninguna referencia sobre la presencia de los errores
cometidos en todo el proceso experimental y en el proceso de los datos. Mientras algunos
autores se limitan a hacer una estimacién del error cometido en todo el proceso (Paterson
et al., 1991), hay otros que no comentan nada (Goodman & Kim, 1991) y unos terceros

que dan una estimacién muy aceptable del error en todo el tratamiento de los datos (Wand
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et al., 1985). Aquf se ha seguido este iltimo procedimiento, a fin de tener una valoracion
de 1a incertidumbre. En el procedimiento de medida, para evaluar el ruido de fondo (valor
de la integral en zonas donde no existe sefial), se integran 10 zonas de este lipo y se

realiza un promedio. La expresion de la intensidad relativa de una determinada correlacion

NH-Ha es:
Ie= 2((IS’ Ir%Iam_ Ir))

donde I es la intensidad absoluta de 1a sefial que, I €s la intensidad absoluta de la sefial
que tomamos como referencia e I, es la intensidad promediada del ruido. El factor 2 que
aparece en el segundo miembro es una consecuencia del hecho de que a la sefial de
referencia contribuyen dos transterencias orto y meta simétricas.

El valor de I habrfa de ser nulo si el ruido fuera aleatorio. En realidad I, refleja
pequefias desviaciones sistemadticas del fondo local sobre el fondo promediado total. Adn

siendo un valor normalmente pequeiio, su efecto sobre sefiales de una intensidad pequefia
Tabla I11.2

Comparacion de las kex medidas restando ruido y sin restarlo en la region por encima
de la diagonal para Ribonucleasa A. Entre paréntesis sc da la desviacion estdndar.
Condiciones: pH = 2.5 (tampon de glicina), 308 Ky 0.2 M de NaCl.

kex (min~! 105) kex (min-1 105)
Tratamiento
Residuo k=0 =l
Lys 7 130 (£20) 370 (£70)
Glu 9 42 (£3) 48 (£8)
Ala 56 33 (45) 40 (+4)
Gln 60 15 (£2) 16 (£2)
Gln 74 6.3 (x2.2) 6.6 (£2.2)
Ile 81 3.5 (£0.9) 3.4 (£0.8)
lle 106 5.9 (£0.4) 5.9 (+0.1)

puede ser grande en términos relativos. Para verificar el efecto de Iy sobre los valores
finales de kex se trataron los datos de un mismo experimento de dos formas: teniendo o

no teniendo en cuenta el valor de I;. Los valores de kex no resultaron afectados (ver
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Tabla 111.2) salvo en los casos de intercambio rdpido (kex grande} como es el caso del

residuo Lys 7.

En virtud de las medidas efectuadas, los valores promediados en ambos casos, y
los coeficientes de regresién calculados (con un intervalo de confianza del 90 %)
(Spirtdonov & Lopatkin, 1983), cada kex tendrd una incertidumbre entre un 20 % y un

30 %.

3.2.5. DETERMINACION DE LAS ENERGIAS LIBRES A
PARTIR DE LOS DATOS DE INTERCAMBIO.

Para evaluar la estabilidad y dindmica de una proteina, una vez determinadas las
constantes cinéticas de intercambio ha de conocerse previamente el modelo de intercambio
al que la proteina responde. Si éste se sitia en el limite EX2, como es el normalmente
observado en protefnas (Radford et al., 1992), la energfa libre de apertura (local o total)
se determina mediante la expresién {7a}. En ella aparece la constante cinética de
intercambio intrinseca, k¢, que es preciso evaluar y que depende de la secuencia, €l pH y
la temperatura. Para la evaluacién de energias libres de apertura a partir de datos de
intercambio se confeccioné un programa de ordenador que admite como datos €l conjunto
de constantes calculadas (véase 1.1), las cuales incluyen las correciones electrostdticas
para cadenas laterales vecinas y valores para la energia de activacién para la catdlisis del
intercambio por los iones H* y OH-. Para el caso en que el pH es cercano a alguin pK,,
de forma que existen poblaciones significativas de los dos estados del grupo ionizable
que se considere es necesario evaluar una constante que tenga en cuenta estos diferentes

estados (como es el caso de las Histidinas y residuos adyacentes a ellas a ptt = 6.0).

Recientemente, Robertson y Baldwin (Robertson & Baldwin, 1991) han
determinado los valores de ke de 31 restduos de Ribonucleasa A a 65° C, encontrando
algunas discrepancias con los valores evaluados por las reglas de Molday (Molday et al.,
1972). Dado que dichos valores son experimentales y no dependen por tanto de ninguna
aproximacion, eltos son mds fiables que los calculados tedricamente. No obstante, para
ser utilizados, dichos pardmetros han de transferirse a nuestras condiciones experimenta-

les de medida (temperatura y pH). Para ello, se siguieron dos aproximaciones diferentes:

1.- Unlizando los datos de pHmin ¥ kmin, dados por Robertson y Baldwin
(Robertson & Baldwin, 1991) para cada protén medido, se impone a {1} la

condicién de minimo que se reduce a:

k i
ky'= m%[H{lmm
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de la que se obtiene directamente el valor de la constante dcida, ky*. Mediante una
expresion similar se obtiene koy. Para encontrar los valores de ku* y koy a
temperaturas distintas de 65° C, se utiliza la ecuacién de Arrhenius {10} y las
energias de activacién para la poli (DL-alanina) obtenidas por Englander y Poulsen
(Englander & Poulsen, 1969).

2.- A fin de no variar el programa implementado, podemos suponer que las
constantes cataliticas , kgt y koy, son iguales a las de los péptidos modelos, y
efectuar la correccién debida a la secuencia no con los pardmetros tabulados de
péptidos modelo de Molday (Molday et al., 1972) sino con otros proce-dentes de
las medidas experimentales (Robertson & Baldwin, 1991). Este procedimiento
resulta mds sencillo de aplicar.

Ambos procedimientos proporcionaron resultados muy similares.

Al introducir los valores de Robertson y Baldwin como factores correctores en cada
aminodcido a cada uno de los pHs y temperaturas, se ha podido observar que las medidas
resultan mds homogéneas, aparecen menos dispersas que si se usaran siempre los valores
de Molday. En las Figs. I11.4, I11.8 y I11.10 aparecen los primeros como tridngulos y los
segundos como circulos. Con las K¢ obtenidas, aplicando {7a} se obtienen las AGgp que
se podran comparar con los valores termodindmicos. Estas nuevas constantes intrinsecas
fueron las que se emplearon también para la Ribonucleasa S, suponiendo en buena

aproximacion que ambas tenfan el mismo estado desnaturalizado.

A partir de las kex podemos determinar también los pardmetros cinéticos, por las
expresiones {11}, {12} y {14} que caracterizan la teoria del estado de transicién y

obtener conclusiones acerca de la mayor o menor estabilidad del estado parcialmente
desnaturalizado.

3.2.6. LAS MEDIDAS CALORIMETRICAS.

Las medidas calorimétricas se realizaron en un microcalorimetro Microcal MC1-
OSC (Microcal Inc. Northampton, MA). La velocidad de barrido fue de 60° C/h para el
pH = 6.0 (en las dos proteinas, Ribonucleasa A y Ribonucleasa S) y de 10° C/h para el
pH = 2.5. Antes de proceder a la introduccion de las muestras en el calorimetro se
dializaron durante 12 horas en el tampén en que se habfan preparado a fin de conseguir
una buena homogenizacion. Este tamp6n de dializado se empled para construir 1a linea
base. Las concentraciones de enzima estaban en el rango de 1.5 a 3.0 mg/ml. Para la

adquisicion y tratamiento de los datos se usé el programa Dynap.
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A partir de los valores medidos del calor de transicién, AHpy , la temperatura media
de desnaturalizacién térmica, Ty, y de la diferencia entre los calores especificos en la
forma nativa y desnaturalizada, ACp, se calcula la energia libre AGy y entalpfa AHy de
desnaturalizacién térmica a cualquier temperatura, segiin las siguientes expresiones
(Privaov, 1979):

AG = AHm(l-T/rm)— Acple- T+T l'(T/Tm)} {17}

AH,= AH_ - AC_(T,-T) {18}

3.3. RESULTADOS.

En lo que sigue se dan los resultados obtenidos para las medidas de las constantes
cinéticas de Ribonucleasa A y Ribonucleasa S a distintos pHs y temperaturas. Estos
resultados se ilustran dentro del texto del trabajo, como representaciones graficas de los
factores de proteccion, Ky, en funcién del mimero de residuo en la secuencia de la
proteina. En el otro eje de ordenadas se representa la energifa libre correspondiente al
equilibrio de fluctuacién local que hace posible ¢l intercambio.

En estas representaciones grdficas, los factores de proteccion y energfas libres apa-
recen comprendidas entre dos limites superior e inferior. El superior lo imponen los pro-
tones peptidicos fuertemente protegidos y la limitacién viene dada por los tiempos exce-
sivamente largos de medida (meses a afios). El inferior corresponde a los protones de
intercambio rdpido y la limitacion la impone en este caso el tiempo transcurrido entre la
preparacién de la muestra y la finalizacién del primer experimento COSY. La posicién de
los limites superior € inferior se determind con base en una evaluacidn de un 10 % en el
error de medida de los volimenes de las correlaciones COSY. Para el limite superior se
admitié un 10 % de disminucién en dicho volumen en el tiempo de intercambio mdximo y
para ¢l limite inferior se admitié la existencia de un 10 % de intensidad residual al final del
tiempo de intercambio (Pedersen et al., 1991)

En estas representaciones figura también una evaluacién de la energia libre del
proceso de desnaturalizacién obtenido por extrapolacién a la temperatura correspondiente
de los valores de T, AHm € ACp correspondientes al cambio de fase. Como puede
observarse la energfa libre de desnaturalizacion evaluada a partir de datos calorimétricos
es siempre menor que la obtenida a partir de datos del intercambio.
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Las constantes cinéticas de algunos protones peptidicos no pudieron medirse con
fiabilidad en todos los casos debido a distintas causas. Una de ellas es la relativa a aque-
llos protones cuya constante de acoplamiento con el NH del propio residuo, 33N . s
muy pequeiia (menor o igual a 5 Hz), como ocurre en los residuos Phe 8, Tyr 25, Ser
32, Glu 86 y Tyr 92, en cuyo caso la sefial de correlacién COSY muestra una intensidad
muy baja incluso para un 100 % de poblacién proténica. Otra de las causas que
interfieren en una correcta medida de las kex, es la del solapamiento de la correlacién
COSY con otra correlacién en la que esté involucrado un protén mds protegido, como es
el caso de Gin 28 vs Ala 56, Arg 33 vs Gln 60, Asn 44 vs Lys 104, Asn 94 vs Asn 71,
Ser 75 vs Ala 102, Tyr 76 vs Glu 111 e Ile 107 vs Cys 110 (en Ribonucleasa S coinciden
Glu 86 y Val 124). Las correlaciones COSY que involucran un protén Hg con
desplazamiento quimico en la proximidades del disolvente (aproximadamente 4.70 ppm)
también se ven normalmente afectadas por probiemas de saturacién de niveles de espin o
por oclusién de las correspondientes sefiales por ruido tj. En este caso se encuentran las
senales de los protones correspondientes a los residuos Asn 34, Leu 35, Ser 75, Tyr 76 y
Glu 111, aunque podrd ocurrir con algunos mds porque la sefial del disolvente varia
ligeramente con la temperatura. Por ultimo a pH = 6.0 en la Ribonucleasa A, nos
situamos en el punto medio del equilibrio de ionizacién del grupo imidazol de His 48, un
equilibrio lento en la escala de tiempos de la RMN, que provoca ensanchamientos muy
notables de las correlaciones COSY (llegando incluso a desaparecer) y consecuentemente
grandes errores en la medida correspondiente de los residuos afectados, que son los
siguientes: Phe 46, Val 47, His 48, Ser 80, Ile 81, Thr 82 y Asp 83. En Ribonucleasa S
no se observa este ensanchamiento de las sefiales y las kex de estos residuos pueden
medirse normalmente. Todos los protones afectados estdn marcados con un arterisco en
la correspondiente figura.

De las medidas de constantes cinéticas realizadas para Ribonucleasa AapH =25y
pH = 6.0, y para Ribonucleasa S a pH = 6.0 se deduce que el mecanismo de intercambio
corresponde al limite EX» en el que ki >>k, es decir, la cinética de vuelta al estado nativo
es mucho mds rdpida que la del intercambio intrfnseco. En un mecanismo EXj en el que
sucederia todo lo contrario ke >>Kg, es decir, siempre que se crea un estado abierto, el
protén peptidico intercambia, habrfa que esperar una homogenizacién de las cinéticas de
intercambio de los distintos protones y una independencia de su valor respecto al pH. En
nuestro caso, no se observa tal homogenizacién y las cinéticas de intercambio son
consistentemente mayores a pHs altos, caracteristicas ambas del mecanismo EX,.
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3.3.1. INTERCAMBIO DE RIBONUCLEASA A A PH = 2.5.

Constantes cinéticas de intercambio, factores de proteccion y energias

libres de fluctuacion global y local.

En fa Fig. [11.4. se resumen los resultados de las medidas de las constantes ciné-
ticas de intercambio y magnitudes derivadas de ellas en funcién de la secuencia de amino-
4cidos para las tres temperaturas estudiadas: 288 K, 298 K y 308 K.

En general, podemos dividir, a grosso modo, los 119 protones peptidicos de la
Ribonucleasa A en tres grandes grupos de acuerdo a sus propiedades de intercambio:
lentos, intermedios y rdpidos. A la temperatura intermedia de 298 K, a este pH los tres
grupos estdn homogéneamente poblados con aproximadamente 40 protones cada uno de
etlos. Para los mds lentos la intensidad de las sefiales COSY no disminuye a lo largo de
las horas en que se permite el intercambio. Por el contrario para los mds rdpidos, la
intensidad ha decaido por completo al finalizar el primer experimento. Los limites en los
factores de proteccidn se sifiian en torno a 4.5-3.8 para el superior y 0.8-0.2 para el
inferior y los correspondientes a las energfas libres de fluctuacién conformacional local
entre 6.0-5.5 Kcal mot-! y 1.0-0.2 Kcal mol-!, respectivamente. Los protones de
intercambio mds lento para cada temperatura marcan el limite minimo para el valor de la
energia libre del proceso de desnaturalizacién global del enzima. En el otro extremo para
los protones peptidicos de intercambio rdpido la diferencia de energia libre entre las
formas abierta y cerrada es menor de 1.0 Kcal mol-1, es decir, son pricticamente
isoenergéticas ¢ intercambiarian, pues, con una constante cinética cercana a la constante
intrinseca, k¢ Los protones de intercambio intermedio necesitan de fluctuaciones
conformacionales locales definidas por diferencias de energfas libres entre las formas
abierta y cerrada correspondientes entre 1 y 6 Kcal mol-1

Relacion de fas propiedades de intercambio con rasgos estructurales
generales. Enlace de hidrigeno y accesibilidad.

Una primera correlacién de las propiedades de intercambio de los protones pepti-
dicos individuales con rasgos estructurales de la proteina es inmediata. As{ los aproxima-
damente 40 protones de intercambio rdpido no se encuentran en general involucrados en

enlaces de hidrégeno y pertenecen a alguna de estas regiones: (a) zonas no estructuradas
(lazos 6 vueltas B), (b) segmentos iniciales de hélices o, (¢) deformaciones en la ldminas

B 6 (d) hebras f externas. En el extremo opuesto, aproximadamente 40 protones
peptidicos aparecen fuertemente protegidos a 288 K y 298 K. Todos ellos, salvo algiin

caso individual, estdn involucrados en enlaces de hidrégeno.
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y pertenecen a extremos C-terminales de hélices a 6 regiones internas de ldminas . A
308 K sélo siete de entre estos protones consevan el 100 % de proteccién protonica. A

313 K nos encontramos en la temperatura media del cambio de fase.

Como se apuntaba en la introduccidn, la naturaleza del tipo de fluctuacién necesaria
para que se produzca el intercambio es todavia materia de discusién (Englander &
Kallenbach, 1984). La adopcién de uno u otro tipo de fluctuacién depende del modelo de

Tabla II1.3

Distribucion de los protones peptidicos de acuerdo con sus propiedades de intercambio
y de su involucracidn ¢ no en enlaces de hidrégeno de diferentes tipos en Ribonucleasa
A. Condiciones: pH = 2.5 (tampon de glicina) y 0.2 M de NaCl.

inTtg;Ocadme- T(K) Léminap Heéliceo ~ Cadema  Cadena ffél ti%lrage
bio principal lateral geno
Lento 288 28 13 0 4 2
298 25 0 4 1
308 4 3 0 0 0
288 4 3 15
Intermedio 508 g 5 5 4 g
308 26 15 4 5 6
_ 288 0 1 1 5 29
Ripido  5og 0 1 ! 4 27
308 1 1 2 7 39
No 288 3 5 1 0 0
medidos 208 1 3 0 0 0
308 3 2 0 0 1
Total 34 21 6 12 46
Total 119

intercambio y mds concretamente de la aceptacion de cual es el origen mds importante de
la proteccién frente al intercambio: la involucracion del protén peptidico en un enlace de
hidrégeno o la inaccesibilidad del disolvente y de los catalizadores (H* y OH) a la
posicion que ocupa dicho protén en el interior de la proteina. Parece pues, pertinente
analizar qué nos dicen acerca de este problema las constantes de intercambio medidas aqui

para la Ribonucleasa. En la Fig. .7 se representa un esquema de la estructura secundaria
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de la Ribonucleasa en la que aparecen sefialados los enlaces de hidrégeno deteciados en
solucioén (Santoro et al., 1993). En la Tabla [11.3 y 1114, se dan las distribuciones de
protones peptidicos de acuerdo con sus propiedades de intercambio en funcién de su
participacion en enlaces de hidrégeno o de la accesibilidad del disolvente. Como puede
verse en los dos casos existe una clara correlacién entre las dos propiedades. Asi los
protones involucrados en enlaces de hidrégeno muestran en su gran mayoria un
intercambio lento a temperaturas distantes (288 K y 268 K) de la del cambio de fase (313
K) mientras que los que no estdn involucrados en puentes de hidrégeno, presentan un
intercambio rdpido o en todo caso intermedio. Del mismo modo los protones inaccesibies
(Lee & Richards, 1971; tanto por ciento de la superficie del protdn peptidico expuesta al
disolvente igual a cero) muestran un intercambio lento y los accesibles un intercambio
rapido.

Las dos correlaciones obtenidas no son, sin embargo independientes, como se pone
de manifiesto al verificar que de los 43 protones accesibles sélo los de Ser 80 y Glu 86
aparecen involucrados en enlaces de hidrégeno, mientras que de los 76 protones
peptidicos inaccesibles al disolvente todos menos 12 (un 84 % del total) forman puentes
de hidrégeno. Es decir, inaccesibilidad y participacién en enlaces de hidrégeno son
propiedades muy correlacionadas. Si consideramos s6lo las excepciones encontramos: el
protén peptidico de Glu 86 enlazado al carbonilo de Pro 42, aunque es muy dificil de
medir en los experimentos COSY por su pequefia constante de acoplamiento, 3JoNH,
presenta un intercambio lento a pesar de ser accesible; los protones de Lys 31 y Ser 59,
inaccesibles y no enlazados por puentes de hidrégeno muestran también a 288 K
intercambio lento, sugiriendo que tanto una propiedad como otra, cuando se dan aisladas
pueden ralentizar el intercambio; en el extremo opuesto encontramos los protones
peptidicos de Ser 50 y Ser 80, accesibles y ligados por puentes de hidrégeno a grupos
aceptores de cadenas laterales (-COO- de Asp 53 y Glu 49, respectivamente) presentan un
intercambio rdpido al igual que los de Asn 24, Lys 41, Asn 71, Asn 94 y Ala 122 no
enlazados por puentes de hidrégeno e inaccesibles al disolvente. Si aceptamos que los
enlaces de hidrégeno en los que los grupos aceptores perienecen a cadenas laterales no
son tan efectivos como los del esqueleto en cuanto a ralentizar el intercambio (Wlodaver
et al., 1984) nos podemos inclinar por esta idltima (enlaces de hidrégeno a grupos de la
cadena principal) como la causa mds importante de proteccién en términos relativos de los
protones peptidicos frente al intercambio.
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Tabla I[11.4

Distribucion de los protones peptidicos de acuerdo con sus propiedades de intercambio
y de la accesibilidad al disolvente a la posicion protdnica en Ribonucleasa A.
Condiciones: pH = 2.5 (tampon de glicina) y 0.2 M de NaCl.

Tipo de intercambio T (K) Inaccesibles Accesibles
288 47 0
Lento 298 4?2 0
308 7 0
288 14 13
Intermedio 208 26
308 52 3
288 8 28
Répido 298 6 27
308 13 38
288 8 1
No medidos 298 3 |
308 5 1
Total 77 42
Total 119

Propiedades de intercambio y estructura secundaria.

En general, puede contrastarse que la estabilidad de las hélices es del mismo orden
como se deduce de la Fig. 111.4, que la de las ldminas {3, con la excepcién quizas de la
hélice 1, correspondiente al extremo N-terminal 6 S-péptido (residuos 3 al 13) que se
presenta con una estabilidad menor. A 308 K, todos los protones peptidicos de dicha
hélice presentan ya un comportamiento intermedio, mientras gue en las hélices 11 (resi-
duos 23 al 32) y III (residuos 51 al 60), se conservan todavia protones sin intercambiar
con deuterones, como son Met 29 y Met 30 en la primera de ellas y la Val 57 en la

segunda.

El comportamiento observado para las tres hélices es compatible en términos

generales con lo que sucederia si consideramos a cada una de ellas como unidades



101

cooperativas de desnaturalizacion independientes. Estas unidades cooperativas, mediante
las cuales se exponen al disolvente un nimero de residuos han sido descritas en varias
proteinas (Englander & Kallenbach, 1984; Gooley et al., 1992). Hay que sefialar que
estas unidades locales se refiere a residuos que alcanzan el disolvente mediante un
proceso cooperativo, al unisono, y con la la misma Kqp, y por tanto la misma energia,
pero que eso no significa que residuos con la misma Kop intercambien al mismo tiempo
(Skelton et al., 1992).

En el caso del S-péptido se observa un comportamiento dindmico compatible con lo
predicho por los modelos de Zimm y Bragg (Zimm & Bragg,1959) 6 Lifson y Roig
(Lifson & Roig, 1961) para la transicion hélice- "random-coil" en oligopéptidos. Los
factores de proteccion frente al intercambio relacionados directamente con las confor-
maciones locales en las que el protén considerado estd involucrado en una vuelta de héli-
ce, van disminuyendo gradualmente hacia los extremos de la hélice y en especial hacia el
extremo N-terminal. Este fendmeno conocido en la literatura anglosajona como fraying
effect (deshilachamiento) es debido a la cooperatividad en la formacion de la hélice y ha
sido observado previamente, también a partir de datos de intercambio H/D en esta misma
hélice en la Ribonucleasa S (Kuwajima & Baldwin, 1983 b), en la hélice central del
inhibidor seminal de tripsina (BUSI IIA) (Wiithrich et al., 1984) v en el citocromo ¢
(Wand et al., 1985).

El descenso en los factores de proteccidn (o de las energfas libres correspondientes)
a partir de la parte central de las hélices es mucho mds grande que el encontrado en
péptidos sintéticos, de [0 que se deduce una estabilizacion adicional como consecuencia
de la estructura terciana de la protefna sobre las tres hélices.

En la hélice 1, los residuos Glu 9, Arg 10, GIn 11, His 12 y Met 13 aparecen como
los mds protegidos con un factor de proteccion aproXimadamente igual. Los protones
pertenecientes a estos residuos muestran efectos NOE con protones de residuos muy
lejanos en la secuencia, concretamente con los segmentos: Arg 33-Leu 35 y Asn 44-Val
47,y con la Leu 51, Val 54 y Phe 120. La estabilidad adicional puede pues provenir de
efectos hidrofébicos entre [as cadenas laterales voluminosas de los residuos de ia hélice |
y los del interior de la proteina.

Igualmente en la hélice 111 las cadenas laterales de los residuos Met 29 y Met 30,
presentan efectos NOE con los protones de cadenas laterales de residuos pertenecientes a
la bolsa hidrofébica Asp 14-Tyr 25-His 48. Por dltimo, resonancias protdnicas de la
cadena lateral de Val 57 en la hélice I estdn correlacionadas por efectos NOE con las
sefiales proténicas de los residuos Ser 75 y Val 108 pertenecientes a la segunda lamina £,

sugiriendo un punto de anclaje también hidrofébico, de la hélice a {a idmina. Ejemplos
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similares de interdigitizacién de cadenas laterales voluminosas de hélices con otras
cadenas laterales en la interfase hélice-proteina se han descrito para las protefnas citadas
mds arriba y en estudios de difraccidn de neutrones en estado cristalino en mioglobina
(Schonborn,1985) y en tripsina (Kosiakoff, 1982).

La existencia de unidades cooperativas de desnaturalizacién, tal como parece
deducirse del comportamiento de las tres hélices, favorecen el modelo de intercambio H/D
en protefnas, que propugna al enlace de hidrégeno como el origen principal de la
ralentizacion del intercambio.

Los protones peptidicos Thr 3 y Ala 6 en la hélice 1 y los de Leu 51, Ala 52 y Asp
53 en la hélice 111 presentan una ralentizacién en su intercambio suficiente como para ser
clasificados como protones de intercambio intermedio. De ellos sélo el de Ala 6 estd
enlazado por puente de hidrogeno al oxigeno del grupo hidroxilo de Thr 3, lo que puede
constituir el origen de su intercambio lento. Para los protones peptidicos de Thr 3 y los de
Leu 51, Ala 52 y Asp 53 todos ellos en el extremo N-terminal de las hélices o, existe una
posible causa comuin para la ralentizacién de su intercambio que es el efecto, discutido en
la introduccidn, de la O-protonacién en el oxigeno del carbonilo pues en todos estos resi-
duos su grupo carbonilo estd involucrado como aceptor en un puente de hidrégeno con el
protén peptidico NH;j. 3 del residuo correspondiente.

Junto con los descritos en las hélices I, II y IIl los protones peptidicos mds
resistentes al intercambio a este pH de 2.5 son los que forman parte de la [dminas . La
primera ldmina formada por las hebras f8), B4 v Bs en disposicién antiparalela, involucra
como protones NH internos enlazados a grupos CO de las hebras paralelas, a los de los
residuos Asn 44-Phe 46-His48 (hebra 1), Met 79-Ile 81-Thr 82-Asp 83-Cys 84-Arg 85-
Glu 86 (hebra B4y hebra interior) y Lys 98-Thr 100-Ala 102 y Lys 104 (hebra 35 que ¢s
la mds externa). La segunda ldmina estd formada por las cuatro hebras antiparalelas: f,
B3, B6 y B7quedando fuertemente protegidos los protones internos a la ldmina, que son
Val 63 en B, Cys 72, Tyr 73 y Gln 74 en 3, lle 106, lle 107, Val 108, Ala 109, Cys
110y Glu 111 en Bey Val 116, Val 118 e His 119 en B7. El alto factor de proteccién
frente al intercambio que muestran gran parte de estos protones requieren una
desnaturalizacién global de tipo cooperativo de toda la molécula. Si atendemos a la
estructura fina de los factores de proteccién, los nicleos mds resistentes al intercambio
estarian centrados: (a) en torno a la bolsa hidrofébica Asp 14-Tyr 25-His 48 que incluiria
a Val 47 y Thr 82 junto con Met 29 y Met 30 en la hélice 11 y (b} en la segunda ldmina,
incluyendo los protones peptidicos de Ile 106, Val 108, Ala 109 y Val 118, que
incorporaria ademds a Val 57, "punto de anclaje" de la hélice II sobre esta ldmina. La

estructura fina observada en las ldminas es compatible con un proceso de desna-
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turalizacién cooperativo de enlaces de hidrégeno contiguos (véase por ejemplo en la Fig.
IT1.6, los "hexaciclos" correspondientes a los residuos entre Met 79-Lys 104 6 Arg 85-
Lys 98) que comenzase por los mds externos y se propagase hacia el centro de la lamina.
Este proceso no parece producirse por hebras independientes, sino de forma cooperativa
destruyéndose toda la primera Idmina, si bien la pareja Phe 46-Thr 82 aparece como el
niicleo final mds resistente. En la segunda ldmina este proceso escalonado no es tan apa-
rente salvo la estructura final mds estable que corresponde al entramado de enlaces de
hidrégeno que implica a los residuos Ala 109, Val 118 e His 119.

Los protones peptidicos de residucs pertenecientes a hebras exteriores de ldminas $
que se dirigen hacia el disolvente muestran intercambio rdpido a 308 K y en general
intercambio intermedio a 298 K y 288 K. Asf sucede con los NHs de Asn 62, Thr 99,
Gln 101, Asn 103, His 105 y Ser 123. Todos ellos son accesibles al disolvente y no
estdn involucrados en enlaces de hidrégeno ni los propios protones peptidicos m sus
correspondientes grupos CO. La causa de la ralentizacién a las temperaturas mds bajas
habria que buscarla probablemente en los valores evaluados en las constantes intrinsecas,
ke Lo mismo sucede con el protén peptidico de la Val 43, cuyo intercambio aparece
ralentizado incluso a 308 K.

La gran mayoria de los protones peptidicos pertenecicntes a sSegmentos sin estruc-
tura secundaria defimda intercambian muy rdpidamente. Algunos de ellos implicados en
enlaces de hidrégeno tales como los de Thr 17, Leu 35, Cys 65, Gln 69, Cys 95 y Ala 96
muestran intercambio intermedio. Otros como los de Thr 36, Thr 70, Asn 71, Lys 91,
Asn 94, Gly 112 y Asn 113 también con intercambio intermedio pueden deber su
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Tabla I1L5

Comportamiento del intercambio de Ribonucleasa A (pH = 2.5 ( tampon de glicina) y
0.2 M de NaCl). Se usa la nomenclatura IUPAC-IUB para nombrar los aminodcidos.

Unidades de Condiciones de Implicacién en la AGop (Kcal mol'l)
desnaturalizacion observacion estructura nativa
A96,T99,Q101 v
N103 288 K Hebra Bs 1.9
Al102 y D83 208 K Hebras B4 y Bs 5.0
M79, 181, (D83)*,
C84, R8S, K98, 308 K Hebras B4, P5y Be 4.9
T100, (A102)" ¢
1106
V63, C72, Y73, Heb
Q74, A109, E111, 308 K cbras B2, B3. Be y 4.9
Vil6e H119 B7
A56ty 59 308K Hélice o 111 4.2
V54, QQ5650 C58y 308 K Hélice o I11 4.9
E9, R ;{01,7(21 le 308 K Hélice a 1 4.6
G112 y N113 288K Giro B 111 2.2
(N71)# 28R P '
T&7, (KO1)# y No4 308K (y 298 K) Giro B 11 25(y 14
S123y Vi24 288 K y 298 K Hebra B7 1.4

* Indica un aminodcido que ha sido incorporado ya a otra unidad de desplegamiento medida en otras
condiciones diferentes de las indicadas.

# Indica un aminoscido que no se observa en las condiciones indicadas por efecto de la sefial residual del
H20, pero que estd presente en la temperatura indicada en e} paréntesis.

+ Seiiales cuya constante posee gran incertidumbre, al producirse un solapamiento de su pico COSY con
otra u otras sefiales (en el caso de Ala 56, existe un solapamiento para todas las temperaturas con Gin 28).

proteccién a la proximidad de los puentes disulfuro Cys 40-Cys 95, Cys 58-Cys 110 y
Cys 65-Cys72 en el estado desnaturalizado. El protén peptidico de Gly 68, aunque forma
enlace de hidrégeno con el CO de Cys 65, presenta un intercambio rdapido. El segmento
Lys 66-Asn 71 muestra una gran movilidad, seglin puede deducirse del nimero e
intensidad de los efectos NOE observados. La energia libre entre las formas cerrada y

abierta debe ser muy pequefia, de forma que el intercambio H/D aparezca como rdpido.
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En la Fig. 111.5 aparecen representados las sefiales de decaimiento de protones
implicados en diferentes tipos de estructura.

En la Tabla II1.5 se resume el comportamiento frente al intercambio de los protones
peptidicos de Ribonucleasa A a pH = 2.5, clasificados como unidades de desnatura-
lizacién cooperativa. Se incluyen en dicha Tabla las energfas libres entre los estados
nativo y el "estado abierto” entendiendo como tal el que permite el contacto con el
disolvente y posterior intercambio. Dicha Tabla contiene pues los elementos necesarios
para una des-cripcién detallada en términos energéticos y estructurales de la dindmica de
la Ribonucleasa a pH = 2.5.

Pardmetros de activacion

L.os pardmetros de activacién correspondientes al estado de transicién para el
proceso de intercambio H/D entre la forma nativa y el estado abierto se han obtenido

unicamente para aquellos protones peptidicos con constantes cinéticas accesibles a
Tabla III.6

Pardmetros cinéticos calculados para Ribonucleasa A. Entre paréntesis se indican las
estimaciones de los errores; en los restantes esta estimacion es del 25 %. Condiciones:
pH = 2.5 (tampodn de glicina) y 0.2 M de NaCl.

Residuo AH# (Kcal AH# (Kcal AS#(Cal AS# (Cal  AHgp (Keal
mol-1)(1) mol )@  moi!K-l) mol-lK-l)  mol-1y@

3) @)
Ala 6 26.4 25.4 9 (x0.3) 5.7 9.4
Leu 35 25.6 24.4 8.2 (x0.5) 4.4 8.6
Val 43 15.1 142 -305(xl.2)  -342 1.9
Asp 53 33.1 337 32.7 (20.12) 34.9 16.1
Cys 65 12.1 10.7 357 (0.4)  -40.3 4.9

(1) Calculados a partir de la representacién de Arrhenius.
(2) Calculados a partir de la representacién de AG* T versus 1/T.

(3) Calculados a partir de la expresién termodindmica de AG {12},y tomando una media aritmética de los
tres valores obtenidos.

4} Obtenido a partir de {15} haciendo uso del AH* obtenido en las representaciones de Arhenius, y
tomando en los cdlcutos Al = 17 Keal mol-1 (Englander & Poulsen, 1969).
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nuestras medidas a las tres temperaturas: 288 K, 298 K y 308 K a este pH = 2.5. Los
resultados correspondientes se dan en la Tabla Ii1.6. Como se ha expuesto en la
introduccién (apartado 3.1.2) es posible obtener valores de AH* a partir de los valores de
kex a diferentes temperaturas, de acuerdo con {10} 6 bien de {12} en el supuesto de
que AH* no dependa de T las graficas de Arrhenius aparecen en la Fig. [11.7.y las de
AG*/ T versus 1/T en la Fig I11.8.

Los valores de AG¥ calculados a partir de {12}, corresponden a la suma de ia
energia libre del proceso de activacién del intercambio, AG¥., y la energfa libre
termodindmica del equilibrio de apertura, AGop . Para la primera es posible calcular un
valor a partir de los de AH* ¢ AS* obtenidos para la poli (DL-alanina) (Englander &
Poulsen, 1969). Si aceptamos estos valores (AH* = 17 Kcal mol-! e AS* = 27 cal mot-1
K-1) los correspondientes AGop para los residuos en la Tabla III estin comprendidos
entre 12 y 14 Kcal mol-! mucho mayores que los evaluados por {7a}. Ello es indicativo
de que los pardmetros de activacién de intercambio correspondientes a poli (DL-alanina)
en el estado "random-coil" |, y por tanto para protones totalmente accesibles, no son
aplicables a las formas abiertas de proteinas en las que ha de dejarse sentir la influencia de
estructuras residuales en torno a los protones considerados. Si aceptamos los valores de
AGgp calculados con {7a} para estos residuos (Fig. [I1.4) es posible calcular por
separado las contribuciones a los valores totales de AH* ¢ AS* de las correspondientes
k¢ al proceso de activacién de intercambio en el estado abierto AH® k. € AS¥kc v los de
equilibrio entre las formas cerrada y abierta AHop € ASqp, respectivamente. Respecto a
los primeros se observa gue AH® estd comprendido entre 15 y 24 Kcal mol-1 e AS%,

® NH6 o NH 53
4.9 * NH 65
50 L .
_— -6. |
g |
-7.0 } -
3.0 + 4
9.0
0.0032 0.0634 0.003s

Fig. I11.7. : Grdficas de Arrhenius para la Ribonucleasa A a pH = 2.5 (tampon de
glicina) y 0.2 M de NaCl .
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entre -15y 14 Cal mol-l K-1. En el intervalo encontrado para la entalpfa de activacion se
incluye el valor aceptado (Englander & Poulsen, 1969) para el "random-coil" (AH* = 17
Kcal mol-!) lo que no sucede con AS¥, para el que se obtiene en la mayoria de los casos
un valor de signo contrario. De ello hay que concluir pues, que en los estados abiertos de
proteinas, que a diferencia de la poli (DL-alanina) contienen residuos con cadenas latera-
les de mayor tamaiio y que en general muestran una estructura residual, la entropia de
activacion del estado de transicion para el proceso de intercambio €s menor que en la
forma nativa. Este hecho puede tener su origen en la ordenacion del disolvente en torno a

cadenas laterales hidrof 6bicas momentdneamente expuestas a €l.

® M6 o NiS53
0.086 1 ' o M35 @ Mi6S5
D MM 43
—~ T ——
7 0.084 |
7 J
0.082
/ E
¥ 0.080 |
3 .
St
= 0.078 .
L]
g 0.076¢ | (] 4
0.07‘ 1 L 1 i 1
0.0032 0.0034 0.0035
UT (K'Y

Fig. I1L.8. : Grdficas de AG#/ T versus 1/T de la Ribonucleasa A (pH =2.5 (tampon

de glicina) y 0.2 M de NaCl) para los protones con medidas cinéticas a varias lempe-
raturas. La pendiente (AH*) y la ordenada en el origen (AS®), estdn en la Tabla 111.6.

La entalpfa y entropia de los equilibrios de fluctuacién conformacional de apertura
estdn fuertemente correlacionados. Ala 6, Leu35 y Asp 53 por un lado, y Val 43 y Cys
65 por otro, presentan sin embargo comportamientos diferentes. Los primeros se ajustan
mejor a un proceso convencional de desnaturalizacién local, mientras que en los tltimos
residuos el comportamiento es andmalo. Los errores en estos valores y sus fuertes
correlaciones no aconsejan mayores especulaciones en cuanto a los origenes de la
anomalia. En todos los casos los valores de AHgp estdn muy lejos del valor
correspondiente a la desnaturalizacién global por lo que el intercambio en estos residuos
tiene lugar a partir de fluctuaciones conformacionales muy localizadas, que no dependen
de la temperatura (Wagner, 1983).
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3.2. INTERCAMBIO DE RIBONUCLEASA A A pH = 6.0.

Constantes cinéticas de intercambio, factores de proteccion y energias

libres de fluctuaciéon global y local.

A este pH se realizaron medidas experimentales siguiendo los tres procedimientos
indicados en el apartado 2.1. El primero de ellos, que requiere la liofilizacién de la
muestra, fue desechado al constatar que proporctonaba resultados contradictorios ya
advertidos en otros casos (Oppenheimer, N. J., 1989; Hvidt & Nielsen, 1966). El grueso
de las medidas se realizé por el segundo procedimiento, que proporcioné los mejores
indices de consistencia y reproducibilidad. El tercer procedimiento s6lo se us6 para
registrar los datos a 313 K, para poder evaluar las AGop y compararias con las de la
Ribonucleasa S.

En la Fig. [11.9 se resumen los resultados de las medidas de constantes cinéticas de
intercambio y magnitudes derivadas de ellos en funcidn de la secuencia de aminodcidos
para las cuatro temperaturas estudiadas, que en este caso son: 288 K, 298 K, 308 K ¥
313 K. En la Fig III.10 se muestran las curvas de intensidad versus tiempo para

diferentes protones.

A este pH la proteina es mds estable que a pH = 2.5, como puede verse al comparar
los valores mdximos de AGop ¢ sus equivalentes los factores de proteccion frente al
intercambio. Ello es consecuencia de la acumulacion de cargas positivas que se produce a
pHs bajos, un factor desestabilizante bien conocido en protefnas globulares (Pace et al.,
1990). Al ser la proteina mds estable a pH = 6.0, la poblacién del estado desnaturalizado
en equilibrio con la del nativo y por tanto Kop serdn mucho menores que a pHs mds
dcidos. Esto se compensa en parte por el valor mucho mayor que adquiere K por efecto
de la mds alta concentracion de los iones OH- que actiian como catalizadores. El resultado
es que los valores de kex son a pH = 6.0 mayores que a pH = 2.5, pero incluidas todavia

en ¢l intervalo de medidas accesible.
Relaciéon de las propiedades de intercambio con rasgos estructurales.

A la temperatura mas baja (298 K) en que se han medido las constantes cinéticas de
intercambio a este pH, todos los protones de intercambio lento {en nimero de 21) y todos
los de intercambio intermedio (que son 14), con excepcion del de la Val 43, son protones

involucrados en enlaces de hidrogeno, y a la vez inaccesibles al disolvente.

Las propiedades de intercambio H/D de los protones lentos e intermedios no sufren
en general, variacion con el pH y por ello su comportamiento a pH = 6.0 es andlogo al de
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pH = 2.5. En gencral los protones més resistentes al intercambio se encuentran situados
claramente en elementos bien definidos de estructura secundaria y, concretamente, en las
dos ldminas ( y en las tres hélices o

Si consideramos las propiedades de intercambio de menor a mayor temperatura (298 K a
318 K) observamos que las dos ldminas f§ y la hélice III poseen la misma estabilidad,
pudiéndose concluir que para el intercambio de los protones peptidicos involucrados en
estos elementos, es necesario un proceso global cooperativo de desnaturalizacién. Las
hélices | y II, en este orden, requicren energias de fluctuacién conformacional relativa-
mente menores, aunque no muy lejanas al del proceso global. Es de destacar que en la
hélice 1, los protones peptidicos de Gln 11, His12 y Met 13, exceptuando His 12 a 298K
que puede venir afectado ¢l valor de la constante cinética de intercambio por su pKg ,
muestran a las demds temperaturas, valores homogéneos para el factor de proteccion,
mientras que el de los residuos contiguos decae muy rapidamente. Estos hechos pueden
explicarse de dos formas: (a) en el estado nativo las cadenas laterales de los residuos Gin
11, His 12 y Met 13 participan en interacciones con el resto de la proteina, que hacen a
este segmento especialmente estable en condiciones nativas (y por tanto, lo que estamos
observando no es mds gue el comportamiento dindmico de la hélice, como se ha descrito
en ¢l apartado 3.3.1) 6 bien (b) en el estado abierto dichos protones se encuentran

protegidos por una reordenacién de entaces de hidrégeno.

En la hélice 111, este mismo hecho se produce con la Met 30, cuyo protén peptidico
se encuentre asimismo fuertemente protegido frente al intercambio. Nuevamente es en la
tercera hélice donde se encuentran protones peptidicos con proteccién maxima (compa-
rable a la de la correspondiente a las laminas B). El segmento Val 54-Cys 58 (con
excepcion de la Ala 56) presenta valores de proteccién muy homogéneos. 1.0s protones
peptidicos de Ala 56 y Ser 59 son bastante menores, lo que puede estar relacionado con el
mayor grado de exposicién de estos residuos al disolvente. Estos resultados son
compatibles con el hecho de que la hélice III (residuos Ser 50-Gln 60) constituyen una
unidad cooperativa local de desnaturalizacién que requiere, para su paso a la forma abierta
una energfa menor, pero del mismo orden que la de desnaturalizacién global. El residuo
Ala 56 y los iniciales y terminales de la hélice, gozarfan de fluctuaciones mds localizadas

que constituirian una via adicional para su intercambio H/D.

La primera ldmina adolece de la presencia de la His 48, que muestra , como ya se
comenté en el Capitulo I una protonacién parcial a este pH, con lo que muchos de los
protones peptidicos se pierden por ensanchamiento por intercambio lento entre las formas
neutra y protonada. No obstante de los siete pares de residuos enfrentados en la ldmina,
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con formacién mutua de enlaces de hidrogeno (véase Fig 111.6), al menos en cinco de
ellos (Asn 44-Cys 84, Met 79-Lys 104, lle 81-Ala 102, Asp 83-Thr 100 y Arg 85-Lys
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Fig. I1L.9. : Comportamiento dindmico de la Ribonucleasa A a pH = 6.0 (tampon
fosfato) y 0.2 M de NaCl .
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Fig I11.10 : Grdficas representando la caida de la intensidad de las sefiales de los
protones frente al tiempo, para diversos residuos implicados en los diferentes tipos de
estructura secundaria de la proteina.Condiciones pH = 6.0y 0.2 M de NaCl.

98) es posible detectar un protdn peptidico de intercambio lento. Con excepcidn del NH
de Asn 44, todos los demds pertenecen al grupo de mdxima proteccion de la molécula y
requieren por tanto una desnaturalizacion global para su intercambio con deuterio.

Todos los protones peptidicos implicados en puentes de hidrégeno en la segunda
ldmina , con excepcidn de los de Lys 61 y Cys 72, presentan factores de proteccion muy
altos (entre 6 y 7 a la temperatura mas alta examinada: 318 K) y muy homogéneos, sefial
inequivoca de que dicha ldmina constituye una unidad de desnaturalizacién cooperativa y
que requiere para el intercambio H/D de un proceso de desnaturalizacién global.
Atendiendo a la estructura fina de los valores de proteccién, podria aceptarse la existencia
de vias adicionales al inlercambio que afectasen a los protones situados en los extremos
de la ldmina, tales como las excepciones citadas de Lys 61 y Cys 72 y los
correspondientes a Cys 110, Glu 111 y Val 124.

Como en el caso correspondiente al pH = 2.5 en la Tabla I11.7, se resumen las unidades
cooperativas de desnaturalizacién, con su localizacién en la proteina y su descripeién en
términos de la estructura secundaria formada. Se incluye también el valor de AGy. Esta

Tabla constituye un resumen de la Dindmica de Ribonucleasa A, en condiciones nativas,

en términos estructurales y energéticos.



Tabla 1I1.7
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Comportamiento del intercambio de Ribonucleasa A (pH = 6.0 (lampon de fosfato) y

0.2 M de NaCl). Se usa la nomenclatura IUPAC-IUB para nombrar los aminodcidos.

Unidades de Condiciones de Implicacidnenla G, (Kcal mol-1)
desnaturalizacion observacién estructura nativa P
T73, Q74, C84%, Hebras B3, Ba. Bs
K104, V108 y 313K B3, B4 Bs y 9.8
A109 Be
C84 y K98 313Ky 318K Hebras B4 y Bs 9.6
R85 y T100 318 K Hebras B4 5 B5 9.0
M79, A102 e 1106 318K Hebras B4, Bs ¥ Bs 10.0
5§59y Q60 298K Hélice ot 111 7.3
(V54)%, Q55,V57 y
(C58)* 308K y318K Hélice o 11 9.6
QI1,HI2yMI13 308K,313Ky318 Heélice o 1 0.8
K.
(A109)# C110,
V1i8e H119 308 K Hebras Bg y B7. 9.8

Indica un aminoicido, que dependiendo de la temperatura, se incorpora o no a la unidad de
desplegamiento.
#Indica un amino4cido que ya ha sido incluido en otra unidad de desplegamiento.

Pardmetros cinéticos

En la Tabla II1.8 se pueden encontrar los aminodcidos para los cuales es posible
calcular los pardmetros cinéticos. En las Fig. II1.11 y Fig. I11.12 se encuentran las grafi-

cas correspondientes.

La concordancia entre todos los valores de AH* es muy buena. La tnica discre-
pancia radica en AS# para la Cys 84, cuyos valores difieren en 10 Cal mol-1K-1, que

puede explicarse con la incertidumbre en la determinacién del término independiente de la
recta de AG*. El valor de AHgp €s positivo para todos los valores encontrados, excepto

el de Arg 85, pero que debido a su pequeiio valor entra dentro del error experimental.

Tanto la Cys 84 como la Arg 85 pertenccen a una regién de la primera ldmina donde
el intercambio tiene un comportamiento extrafio (Robertson & Baldwin, 1991), por tanto
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Fig. IIL.11. : Grdficas de Arrhenius para la Ribonucleasa A a pH = 6.0 (tampon de
fosfato) y 0.2 M de NaCl .
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Fig. I11.12. : Grdficas de AG*/T versus 1/T de la Ribonucleasa A a pH =6.0 (tampdn

de fosfato) y 0.2 M de NaCl, para los protones con medidas cinélicas a varias tempera-
turas. La pendiente (AH*) y la ordenada en el origen (AS¥), aparecen en la Tabla I11.7.
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Tabla IIL.7

Pardmetros cinéticos calculados para Ribonucleasa A. Entre paréntesis se da la
desviacion estdndar. En los restantes las estimaciones de la incertidumbre son del 30 %.
Condiciones: pH = 6.0 (tampon de fosfato) y 0.2 M de NaCl{. .

Residuo  Ap# (Kcal AH# (Kcal  AS#(Cal AS* (Cal  AHg] (Kcal
mol-1)(1) mol- D@  mol'lK-)  mol"lK-1)  moi-hy#

3 @)

Gln 11 46.4 44.0 67.4 (£1.6) 60.0 29.4
His 12 35.4 353 32.1 (£0.1) 32.2 18.4
Met 13 50.6 50.9 79.8 (£0.1) 80.9 33.6
Glu 49 20.6 19.3 122 (20.4)  -163 3.6
Ala 5603 21.6 21.0 -9.2 (£0.5) “11.2 4.6
Cys 72 18.1 16.8  -20.3 (x0.8) -24.4 1.1
Cys 84 34.5 31.2 27.8 (£0.4) 17.6 17.5
Arg 85 15.0 13.7  31.9(x0.5)  -358 2.0
Lys 98 20.1 19.3 17.2(x07)  -19.8 3.1
Thr 100 19.4 180  -17.0(x0.4)  -21.5 2.4
Glu 111 22.5 22.0 -7.2 (20.5) -10.5 5.5

(1) Calculados a partir de la representacién de Arrhenius.
(2) Calcutados a partir de la representacién de AG™ T versus 1/T.

3) Calculados a partir de la expresién tenmodindmica de AG*,y tomando una media aritmética de los tres
valores obtenidos.

(4) Obtenido a partir de {12} haciendo uso del AH* obtenido en las representaciones de Arrhenius.

(5) El valor de los pardmetros cinéticos es muy incierto debido a que se produce el solapamiento de su
sefial con la de Gin 28,

el valor an6malo en ambos pardmetros cinéticos puede ser el reflejo de ese comporta-
miento.

Podemos 1gualmente comparar aqui, lo que ocurre con los pardmetros cinéticos de
residuos que presentan la misma o similar Kop, es decir forman una unidad cooperativa
de desnaturalizacion . Gln 11, His 12 y Met 13, parecen intercambiarse por un proceso
cooperativo al mismo tiempo, y sus energias de activacion, esto es, lo que le "cuesta” a

cada uno de ellos alcanzar la energia necesaria para romper los enlaces de hidrégeno y
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activarse es muy parecida (todos los valores reflejados entran dentro del error
experimental del 30 %). Un caso parecido sucede con la otra unidad que aparece en las
hebras P4 y Ps: Arg 85/Thr 100, para la que la energia de activacién es similar, dicho de
otra forma , ambas intercambian de una forma cooperativa, con la misma energia y

préacticamente con la misma velocidad.

Sin embargo, un caso contrario se da en una unidad de desplegamienio que existe
en las hebras Bg y Bs: Cys 84/Lys 98, donde a pesar de sus similares valores energéticos
termodindmicos, no ocurre igual con sus pardmetros cinéticos, ya que a los protones de la
Cys 84 les "cuesta" mucho mds intercambiar (con una energia de 34 Kcal mol'l)

A este pH existen, sin embargo varios aminodcidos con una AS¥< 0. Como se
observa estos residuos pertenecen a las ldminas B, con ambos dtomos importantes para el
intercambio (el O y el N peptidicos) implicados en sendos enlaces de hidrégeno, en zonas
perteneciente a las partes mds internas de la proteina (hebras B2, 84 v B5), en ellos, al
igual que ocurria a pH = 2.5 el disolvente se ha de "ordenar" adecuadamente para conse-
guir el intercambio.

3.3.3 INTERCAMBIO DE RIBONUCLEASA S A PH = 6.0.

Constantes cinéticas de intercambio, factores de proteccion y energias
libres de fluctuaciéon global y local.

En la Fig IIl. 13 se representan los resultados de las medidas de constantes
cinéticas de intercambio H/D a la temperatura de 288 K, 298 K, 308 K y313 K. En la
mencionada Figura se incluyen, como en los resultados ya comentados los factores de
proteccion y las energias libres de fluctuacién global y local. Comparado con el
intercambio de Ribonu-cleasa A a este pH se puede observar un decrecimiento general de
de la estabilidad de la proteina modificada. Este hecho es un reflejo de la diferente
estabilidad termodindmica de ambas especies , como puede deducirse de medidas
calorimétricas de desnaturalizacion (Kim et al., 1992), confirmadas por nosotros (véase
3.4.). Las energfas estdn en el rango de 4 a 7 Kcal mol-! para todas las temperaturas de

tal forma que los protones mds lentos intercambian con energias del orden de 6 a 7 Kcal
mol-1,

Relacion de las propiedades de intercambio con rasgos estructurales.

Como era de esperar (Labhardt, 1982), la hélice | (residuos 3 al 13) es la que
presenta en conjunto una mayor diferencia en cuanto a sus propiedades de intercambio,

pues en la Ribonucleasa S, el fragmento 1-20 estd unido al resto de la proteina (residuos
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21-124) por enlaces no covalentes. Consecuentemenie por ello, todos los protones
peptidicos del S-péptido intercambian con una cinética mucho mds rdpida que la que
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que se encuentra en la interfase de la hélice con la proteina y cuya cadena lateral presenta
muiltiples contactos con el interior de la proteina (Wand et al., 1985), presenta un factor
de proteccidn de 4.5 a la temperatura mds baja (288 K). Este residuo parece ser pues el
"anclaje" de la hélice a la proteina para evitar la disociacién del complejo en el S-péptido y
S-proteina.

Estos resultados, difieren en parte de los presentados por Kuwajima y Baldwin
(Kuwajima & Baldwin, 1983 a y b), en donde tras explorar varias condiciones de
trabajo, en las condiciones mds cercanas a las nuestras (pH = 6.0, 289 K) obtienen
también como protén de intercambio mds lento la Met 13 (aunque en otras condiciones
aparece la His 12 como la que intercambia mds lentamente). Sin embargo, a diferencia de
nuestras medidas, ellos obtienen valores ralentizados para las cinéticas de intercambio de
Phe 8, Glu 9, Arg 10 y Gln 11. Ello puede ser debido a que su proceso de medida
incluye una liofilizacién, en donde pueden producirse fenémenos de agregacion que
desvirtien la fiabilidad de los resultados. También difieren nuestros resultados de los
obtenidos por intercambio de tntio y posterior escision triptica (Rosa & Richards, 1979)
en los que no encuentran al protén de Met 13 como especialmente protegido.

La segunda hélice se halla, como en la Ribonuclieasa A, en situacién intermedia
frente al intercambio. Desde 288 K hasta 308 K, los protones peptidicos de los residuos

Met 29, Met 30 y Lys 31, se encuentran protegidos si bien en menor medida que los de la
hélice III y los pertenecientes a las ldmina §.

La hélice Il presenta dos protones, los correspondientes a Val 54 y Ser 59,
protegidos frente al intercambio; incluso uno de ellos aparece con un factor de proteccion
del orden de 3, a la temperatura de 313 K, cercana ya a la temperatura de desnatura-
lizacién. De la consideracion de las variaciones entre las cinéticas de intercambio del
segmento Val 54-Ser 59 en Ribonucleasa A y Ribonucleasa S, puede deducirse la posible
existencia de diferencias en el empaquetamiento del S-péptido con la zona donde se
encuentra la hélice III, como parece deducirse también de la menor intensidad de los
efectos NOE entre los protones de los residuos Glu 9, Gln 11 y Met 13 con los de la
hélice I11. El empaquetamiento en la Ribonucleasa S serfa mds movil, permitiendo as{ el
acceso al disolvente.

Como ocurria en la Ribonucleasa A, los protones implicados en las ldminas son los
que presentan los factores de proteccién mds altos, persistiendo sin intercambio
apreciable hasta elevadas temperaturas; de hecho, de los 16 protones que a 313 K,
conservan poblaciones proténicas detectables, 14 de ellos pertenecen a las ldminas. De

acuerdo con las cinéticas medidas, podemos decir que las unidades locales de desnatura-
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lizacion de Ribonucleasa S (ver Tabla I11.9) son equivalentes a las de la proteina nativa
(Tabla I11.7) y que la estructura y la dindmica de las ldminas §§ son muy parecidas. La
diferencia entre ambas protefnas radica, obviamente, en los valores de AGop, las ener-
gias libres de los equilibrios de apertura, que son consistentemente mayores en la Ribo-
nucleasa A, como corresponde a su mayor estabilidad.

En el segmento lle 81-Arg 85, se observan pequefias diferencias en relacion a la
Ribonucleasa A en cuanto a las variaciones de las constantes cinéticas entre residuos y en
la de éstas frente a la temperatura. Estas variaciones han de atribuirse a la ausencia en la
Ribonucleasa S del fragmento estructurado del S-péptido Ser 15-Ser 23 que en la

Ribonucleasa A ‘cruza" transversalmente la primera ldmina protegiéndola del disolvente.
Tabla IIL.9

Comportamiento de intercambio de Ribonucleasa S (pH = 6.0 (tampdn de fosfato) y
0.2 M de NaCl). Se usa la nomenclatura IUPAC-IUB para nombrar los aminodcidos.

Unidades de Condiciones de Implicacién en la
desnaturalizacion observacion estructura nativa
V63, C72,Y 73,
Q74, 1106, V108,

AGop (Kcal mol‘l)

A109, V116, V118 308Ky313K Hebras B, 33, Ps v 7.2
e H119 B7
181, T82 v C84 308K Hebra B4 6.5
RS, KO8, 1100y 308 K Hebras B4 y Bs 7.5
C84, R85 Y K98 313 K Hebras 64 y I35 7.3
Y73, Q74, 181, T®2
y C84 313K Hebras B3 v B4 6.5
V57, Q60* y K61 308K Hélice o [ 7.0
AS6y 8§59 (Q60™) 308K (313 K) Hélice o I11 Muy rép@dos para
ser medidos con
precision.
V54, Q55 y C58 308K Hélice o III 7.8

Indica un aminoé4cido, que dependiendo de la temperatura que se da entre paréntesis, se incorpora o no a
launidad de desplegamiento.

Otra diferencia digna de destacar es la menor proteccién observada en la
Ribonucleasa S, para la pareja de protones Met 79-Lys 104 que ha de relacionarse con la

misma causa antenior, asi como con diferencias en €l empaquetamiento de la hélice 111 con
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la segunda ldmina, como se manifiesta por la menor intensidad observada en los efectos
NOE entre protones de los residuos Val 54 y Val 57 con Met /9.

Los protones peptidicos involucrados en la segunda ldmina (entre 288 K y 308 K)
presentan unas propiedades de intercambio andlogas a las observadas en la Ribonucleasa
A, si bien en una escala global de energfas libres de fluctuacién consistentemente menor.
A 313 K cerca ya de la temperatura de desnaturalizacion térmica, los protones de Val 63,
Ile 106, Val 108, Ala 109, Val 116 y Val 118, estdn aun suficientemente protegidos como
para que su cinética de intercambio pueda ser medida. La abundancia de residuos de tipo
valina en estos nicleos resistentes al intercambio, puede interpretarse como que los
protones peptidicos de este tipo de residuos estdn especialmente protegidos frente al
intercambio en el estado abierto, debido al gran volumen de su cadena lateral (Robertson
& Baldwin, 1991).

Evidentemente, todos aquellos protones que muestran ya un intercambio rdpido en
las condiciones de pH = 2.5 en Ribonucleasa A, como los pertenecientes a los giros no
aparecen en la Ribonucleasa S.

En la Tabla II1.9 se resume el comportamiento frente al intercambio de la
Ribonucleasa S. Se incluyen las unidades de desnaturalizacién y sus correspondientes
energias libres de equilibrio entre las formas nativa y abierta.

Pardmetros cinéticos

Los pardmetros obtenidos de forma dual a los anteriores se encuentra tabulados en
Tabla I11.10. En las Figs.I1I.14 y I1I. 15 aparecen las representaciones graficas.

Como se observa en la Tabla 111.10 el dnico AHop< O es el de la Val 43,
nuevamente achacable a que el pardmetro de AH* para péptidos modelos no puede ser
aplicado aqui. Este residuo posee igualmente una AS¥, que resulta ser negativa, al igual
que Met 29. La unica explicacion para la Val 43 es nuevamente el enorme "ordenamiento”
de las moléculas del disolvente para producir el intercambio. En la Met 29 el valor
negativo puede deberse al error experimental.

El valor mds alto de AS* (asf como de AH#) coresponde a Val 63, Ile 81 y Cys 84, todas
ellas implicadas en la segunda ldmina , y que como era previsible corresponde a residuos
que han de "desordenar” mucho su entorno para poder intercambiarse, hecho légico si
consideramos que estdn enterrados en el centro de la ldmina, el "corazon" de la protefna,

y que para conseguir "exponerse” al disolvente la proteina ha de estar practica-mente
desplegada.
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Fig. lIL.15. : Grdficas de AG*/ T versus 1/T de la Ribonucleasa § a pH =6.0 (tampon

de fosfato) y 0.2 M de NaCl, para los protones con medidas cinéticas a varias tempe-
raturas. La pendiente (AH*) y la ordenada en el origen (AS*), aparecen en Tabla II1.11.



121

Tabla I11.10

Pardmetros cinéticos calculados para Ribonucleasa S. Entre parénlesis se da la
desviacion estdndar. En los restantes las estimaciones de la incertidumbre son del 30 %.
Condiciones: pH = 6.0 (tampén de fosfato) y 0.2 M de NaCl. .

Residuo  AQ# (Kcal AH* (Kcal  AS*Cal  AS*(Cal  AHgp(Keal
mol-1)(D) mol"-H?® mol-lK1)  mol-iK-1l)  mol-1)@®

3) @

Met 29(5) 1.7 -72.4 (£0.3) -15.3
Val 43 16.1 156  -23.1(0.2)  -24.6 -0.9
Glu 49 37.5 37.0. 462 (£0.3) 44.6 20.5
Gln 60 34.3 34.0 35.8 (0.3) 34.9 17.3
Lys 61 25.7 26.2 8.9 (+0.8) 11.1 8.7
Val 63 62.0 63.0  123.1(x02) 1267 45.0
Ile 81 70.5 63.9 1509 (£0.3)  129.6 53.5
Thr 82 43.6 42.9 65.6 (+0.4) 63.5 26.6
Cys 84 61.8 613 1228 (0.5  121.5 44.8
Arg 85 57.7 51.1 110.4 (£0.6)  88.7 40.7
Lys 98 65.8 542 1367 (x0.9)  99.2 48.8
Thr 100 33.0 32.3 29.4 (+0.9) 27.2 16.0
Ile 106 51.8 51.3 89.6 (0.5) 87.9 34.8

His 119 34.8 34.0 37.6 (£0.2) 35.1 26.2

(1) Calculados a partir de la representacién de Arrhenius.
(2) Calculados a partir de la representacion de AG* T versus 1/T.

(3) Calculados a partir de la expresién termodindmica de AG*, v tomando una media aritmética de los tres
valores obtenidos.

3 Obtenido a partir de {12} haciendo uso del AH* obtenido en las representaciones de Arrhenius.

(5) No se ha representado AG™/T versus 1/T. porque el ajuste a la recta es muy malo, al igual que ocurre
con su correspondiente representacién de Arrhenius.

De igual forma que en los siguientes apartados compararemos los valores termodi-
ndmicos podemos comparar los valores cinéticos de ambas. Una comparacién entre las
diferentes AG™ se da en la Tabla A3 del Apéndice, para un residuo gque aparezca a dos
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temperaturas en las dos especies. En lineas generales se puede ver que (ver nota 4 para la
Tabla I11.12) para cualquier temperatura y proton.

AG* 5 = AG®g

o lo que es lo mismo, y gue va ha sido varas veces comentado:

lo cual parece I6gico ya que si la Ribonucleasa A es mds estable, el proceso en el camino
de reaccién serd mds grande y le "costard" mds intercambiar para llegar al mismo estado
desnaturalizado final. Si se comparan las AG* ¢ AH* de residuos que aparezcan en
ambas especies y para los que sea posible obtener el valor de las constantes de intercam-

bio a diferentes temperaturas, se encuentra que sorprendentemente (Tabla I11.12):
AH#g= AH% 5

de donde se deduce que para compensar el efecto en la energfa libre de activacion, las
entropias de ambos han de guardar la relacion:

AS*g > ASE4

que se puede comprobar experimentalmente para los residuos Glu 49, Cys 84, Arg 85,
Lys 98 y Thr 100, para los que se observa que incluso en la Ribonucleasa A, los valores
de las entropias de activacion son negativos. Obsérvese que todos estos residuos son los
que pertenecen a la primera ldmina, que es la que "cruzaba" el S-péptido en ]a proteina
nativa y al extremo de la hélice 11, contra la que se empaquetaba la hélice I. Este resultado
confirma nuestra suposicién anterior acerca del origen negativo del término entrépico,
pues si en aquellos el hecho de que el valor de 1a entropia fuera negativo se atribufa a la
ordenacion del disolvente alrededor de los residuos, en la Ribonucleasa S, el disolvente
no se ha de "ordenar" tanto en el entorno de los aminodcidos de la primera ldmina ni de
los extremos de la hélice I, pues estos se encuentan mds expuestos, al carecer de la pro-
teccion del S-péptido. En la Fig IT1.16 se da un esquema de como debe ser el estado de
transicién para ambas especies.



Camino de reaccion
Fig. I11.16. : Esquema de la entropia del estado de transicion para el interacambio en

Ribonucleasa § y Ribonucleasa A.

3.3.4. MEDIDAS CALORIMETRICAS.

A partir de las curvas de desnaturalizacién térmica obtenidas segiin 1o descrito en el
apartado 3.2.6., se obtuvieron los pardmetros termodindmicos que caracterizan dicho
proceso: el calor de desnaturalizacién, AHy,, la temperatura media de desnaturalizacion
térmica, Ty, v la diferencia entre los calores especificos entre la forma nativa y
desnaturalizada, ACp, para la Ribonucleasa A a pH = 2.5y pH = 6.0, y para
Ribonucleasa S a pH =6.0. Los resultados se dan en la Tabla II1.12.

El cociente entre la entalpia procedente de las medidas calonimétricas, AHp , y la
llamada entalpia de Van't Hoff, AHyy , obtenida de la representacién de In (K,) (donde
Ky es la constante que rige el equilibrio entre las forma nativa y desnaturalizada de la
protefna) frente a 1/T, suele adoptarse como criterio de que el sistema obedece al modelo
termodindmico de dos estados (Privalov, 1979). Para Ribonucleasa A a pH = 2.5 este
cociente, seglin nuestras medidas experimentales es practicamente igual a 1.0. En cambio
a pH =6.0 el valor de dicho cociente discrepa ligeramente de la unidad de acuerdo con lo
observado en trabajos anteriores (Tsong et al., 1972; Batistel et al., 1991) en donde este
hecho se atribuye a errores experimentales (Batistel et al., 1991). En este trabajo,
preferimos aceptar que la transicién no responde a un modelo tan sencillo como el de los

dos estados. Por el contrario, 1a Ribonucleasa S a pH = 6.0 si responde al mencionado
modelo.
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Tabla I11.12

Medidas calorimétricas en Ribonucleasa A 'y Ribonucleasa S a pH =2.5 (tampon de
glicina) y pH = 6.0 (tampon de fosfato). Los pardmetros termodindmicos son: el calor
de desnaturalizacion, AHyy, , la temperatura media de desnaturalizacion térmica, Ty y la

diferencia entre los calores especificos entre la forma nativa y desnatwralizada, ACp.

Entre paréntesis se indican las desviaciones estdndar de cada uno de ellos.

Proteina pH Tm (K) AHm ACp
Ribonucleasa A 6.0 336.7 (x0.2) 113.5 (x10) 1300 (£100)
Ribonucleasa A 2.5 313.1 (£0.1) 85 (£2) 1145 (£50)
Ribonucleasa S 6.0 321.5 (0.3) 89.3 (+0.5) 1031 (£200)

3.3.5. ENERGIAS LIBRES DE DESNATURALIZACION CA-
LORIMETRICAS Y LAS DEDUCIDAS A PARTIR DE DATOS
DEL INTERCAMBIO H/D. PROPIEDADES DEL ESTADO
DESNATURALIZADO.

En la Tabla I11.13 se dan los valores de los pardmetros termodindmicos, AGy e
AHy; , correspondientes al proceso de desnaturalizacion térmica para las temperaturas en
que se han medido las constantes cinéticas de intercambio en Ribonucleasa A (para los
pH = 2.5y pH = 6.0) y Ribonucleasa S (pH = 6.0). Estos valores se han calculado
utilizando las expresiones {17} y {18} dadas en el apartado 3.2.6. En dicha Tabla se
dan también los valores de las energias libres de fluctuacién conformacional entre el
estado nativo y e} abierto obtenidas como promedio a partir de datos del intercambio, para
los protones pep-tidicos mds protegidos, en el caso de que existan valores medibles de
los mismos con la ventana espectral usada. En este caso se trata de una fluctuacion global
cooperaliva, es decir, la forma abierta es el estado desnaturalizado, por lo que AGop
habria de coincidir con AGy,.

Del examen de los tres grupos de valores dados en la Tabla mencionada, podemos
decir que existe un paralelismo cualitativo entre los datos calorimétricos y los de
intercambio, reflejando ambos la ordenacién relativa de las estabilidades en los tres casos
estudiados; a su vez un examen de las Tablas .7 y [I[.9 se demuestra que el

intercambio se produce en ambas proteinas a través de las mismas o muy parecidas
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unidades cooperativas de desnaturalizacion, indicando que si bien la dindmica de
fluctuaciones es mds lenta en la proteina mds estable (Ribonucleasa A) el mecanismo por
el que se produce el intercambio es muy similar en ambas proteinas (Wagner & Wiithrich,
1979; Wagner et al., 1984). Las estabilidades termodindmicas estimadas a partir de datos
del intercambio pueden compararse para las dos protefnas a la temperatura de 313 K para
la que existen medidas en ambas de las constantes cinéticas para los protones mds lentos
(los resultados estdn tabulados en la Tabla A.7 del apéndice). La diferencia en energias

Tabla IIIL.13

Energias libres, AGy , y entalpias libres de desnaturalizacion témica, AHy de
Ribonucieasa A y Ribonucleasa S, calculadas a partir de datos calorimétricos. Energias
libres de fluctuacion, AGop , calculadas a partir de datos de intercambio de los protones

mds lentos (para las dos medidas pH = 2.5 (tampon glicina) y pH = 6.0 (tlampon

Josfato) ambos en 0.2 M de NaCl). Entre parénlesis se incluye la desviacion estdndar.

Teperatura (K) AHy (Kcal mol"!l)  AGy (Kcal mol"l)  AGyp (Keal mol-1)
Ribonucleasa A, pH = 6.0
308 79.2 (£0.2) 1.5 (+0.1) 5.6 (+0.8)
298 67.7 (£0.1) 3.7 (+0.2)
288 56.2 (£0.1) 6.8 (£0.2)
Ribonucleasa A, pH = 6.0
318 89.2 (+0.2) 5.6 (+0.1) 9.0 (£0.8)
313 82.7 (£0.1) 6.8 (+0.2) 9.1 (x0.9)
308 76.2 (20.1) 8.0 (0.2)
208 63.2 (£0.1) 10.0 (£0.2)
Ribonucleasa S pH = 6.0
313 80.5 (£0.2) 2.2 (x0.1) 6.6 (£0.6)
308 75.4 (£0.2) 3.5 (x0.3) 7.1 (£0.8)
298 65.0 (+0.1) 5.6 (x0.2)
288 54.7 (£0.1) 7.5 (x0.2)
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libres de fluctuacién, AAGop, en el mejor de los casos es de 3.8 Kcal mol-1. Este valor
muestra un acuerdo satisfactorio con la diferencia de energias libres, AAG,, a esa
temperatura medida calorimétricamente, que es AAGy = 4.6 Kcal mol-!. Enla Fig H1. 17
se representan estas diferencias no s6lo para esta temperatura sino también para las otras
temperaturas en las que hay medidas para el mismo protén en las dos especies de
proteina.

El resultado de mayor importancia que puede deducirse de la comparacidn de los
valores de AGy e AGop, dados en la Tabla I11.13 es la gran discrepancia enire ambos

valores. El valor de AGop deducido es consistentemente mayor a cualquier pH, y a las
temperaturas mds altas (fluctuaciones globales), en 4.0-4.4 Kcal mol-! que el obtenido
calorimétricamente. Este resultado reviste especial importancia pues de momento invalida
la propuesta de poder medir (Roder, 1989) mediante ¢l método de intercambio, las
energfas libres de desnaturalizacion en condiciones nativas, lejos de la temperatura del
cambio de fase y evitando, en general, situaciones de irreversibilidad.

298 K
LKL L 0 0 I A 0 B I e
1.0 -
e,
1%, O]
A4, - ]
i | U
S g0 Ll ol bbby el
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Fig. I11.17. : Diagrama de barras indicando las diferencias en las energias libres de
Ribonucleasas Ay S a 298 K, 308 K vy 313 K (las flechas a 308 K indican aquellos resi-
duos que son medibles en la Ribonucleasa S, pero para los que no hay constante con la
ventana espectral usada en la Ribonucleasa A). Condiciones: 4 mM de ambas proteinas,
pH =6.0y 0.2 M de NaCl.
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En la Tabla II1.14, aparecen tabulados los valores de energias libres de desnatura-
lizacién procedentes de medidas caloriméticas y de medidas de intercambio H/D para las
proteinas: la lisozima del huevo (HWL.), el inhibidor de tripsina (BPTI) y las Ribonu-
cleasas A y S. Sélo la lisozima muestra un comportamiento acorde con el modelo de
intercambio: la energfa libre deducida de datos de intercambio es ligeramente inferior a la
medida calorimétricamente (AGy > AGgp), indicando que incluso para los protones mas
lentos, la fluctuacién que propicia el intercambio no requiere tanta energia como la
desnaturalizacién global. El BPTI presenta pequefias diferencias en sentido contrano, que
pudieran adscribirse a errores experimentales. En el caso de las Ribonucleasas A y S, las
diferencias son por el contrario, suficientemente grandes como para no poder adscribirse
a €stos.

Es importante analizar en detalle las posibles causas de la discrepancia encontrada:

1.- Las velocidades de intercambio medidas estdn infravaloradas
porque dichas medidas se obtuvieron de muestras obtenidas
disolviendo directamente en D20 la proteina liofilizada. En medidas
andlogas descritas en la bibliografia (Wand et al., 1985), la proteina se deja
equilibrar en la disolucién durante un periodo de al menos 12 horas antes de
proceder a las medidas de intercambio. Como nosotros no habiamos seguido este
procedimiento, se realizé un experimento en el que se equilibré una muestra de la
proteina en una disolucién concentrada en solucién H2O durante 36 horas a
temperatura ambtente. Una alicuota de la misma (10 ul) se disolvid en el tampén de
D20 hasta completar un volumen de 0.5 ml. Para obrar con mayor rapidez, el pH
de la muestra no fue ajustado y la temperatura fue de 308 K, que es donde se
obtuvieron mds datos experimentales. Las constantes de intercambio aparecen
representadas en la forma usual en la Fig. 111.18. Una posterior medida del pH
determiné que este era 5.4 , pero aun asi las constantes estdn dentro del error
experimental esperado.

2.-La extrapolacion de los datos calorimétricos a condiciones nativas
introduce grandes errores en AG,. la incertidumbre en los valores de AGy
a temperaturas lejanas a la temperatura de desnaturalizacién (T}, puede obienerse a
partir de las incertidumbres en los valores de los pardmetros caloriméiricos
medidos. Las magnitudes de los errores en AGy se representan en cada una de las
Figuras en donde se dan las constantes cinéticas y son mucho menores que las
discrepancias observadas. La posible dependencia de ACp, respecto a la tempe-
ratura no introducirfa errores notables en la evaluacién de AGy, | segun puede dedu-

cirse de la repetida corroboracion en multiples protefnas de las expresiones en las
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Fig. N11.18. : Comportamiento dindmico de Riboncleasa A. Condiciones: pH = 5.4
(tampon de fosfato) y 0.2 M de NaCl .

Tabla III.13

Comparacion de las AGy e AGgp para varias proteinas en diferentes condiciones de

pH. T, es la temperatura de desnaturalizacion térmica.

AGop (Kcal AGy (Kcal

Proteina pH Tm (K)
mol 1) mol-1)
BPTI 6.5 328 10.0 (1) 8612
BPTI 7.0 341 8.8 (1) 6.5 )
HWL 4.0 310 9.903) 11.5@3)
HWL 5.0 310 10.3 3) 10.5(2)
Ribonucleasa A 2.5 308 5.6(H 1.5
Ribonucieasa A 6.0 318 10.14) 5.6
Ribonucleasa S 6.0 313 6.2(4) 224

()Obtenidos de (Roder, 1989).
(2) Obtenidos de Thermodynamic Data for Biophysical Science, 1991,

(3) Obtenidos de (Delapierre et al.,1987) y (Radford et al., 1992),

(4 Obtenidos de los resultados experimentales expuestos en este trabajo, inicamente para los protones
con un intercambio més lento.
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que se supone que ACp es independiente de la temperatura (Privalov, 1979,
Privalov & Gill, 1988).

3.- El haber despreciado el término catalitico correspondiente al agua
sin ionizar puede introducir grandes errores en las k;evaluadas.
Existe un acuerdo general en que el término catalitico correspondiente al ky no es
importante debido a que sus efectos son demasiado pequefios. Dicho efecto sdlo es
notorio cerca del pHmin (Jeng & Englander, 1991); su correspondiente entalpia de
activacion para poli (DL-alanina), AH%, es mayor que la de la catdlisis dcida (del
orden de 20 Kcal mol‘l) (Gregory et al., 1983), por lo que sus efctos se hardn
notar sélo a altas temperaturas, donde la region del pHpy se vuelve muy ancha,

presentando un minimo poco profundo.

3.- El origen de la discrepancia estd en los valores utilizados para
ke, las constantes cinéticas de intercambio en el estado desnatura-
lizado. Esta ha de ser sin duda la causa mds verosimil. Una demostracién indirecta
se encuentra cuando estas constantes cinéticas no entran en juego (caso de la
diferencia AAGop entre Ribonucleasa A y S) la concordancia con el incremento
relativo en energia libre medido calorimétricamente es satisfactorio. Recordemos
que tanto los valores evaluados por las regias aditivas de Molday (Molday et al.,
1972) como las medidas experimentales (Robertson & Baldwin, 1991} han de
transferirse a las condiciones de pH y temperatura en las que se realizan las medidas
cinéticas de kex. Para la transferencia a distintas temperaturas han de utilizarse las
entalpias de activacién del intercambio catalizado por dcidos, H*, y bases, OH, en
compuestos modelo, para los que existe un rango de valores de 13-15 Kcal mol-!
para el primero y 1.2-2.6 Kcal mol-1 para el segundo. Las incertidumbres en los
valores de ambas entalpias de activacién no son lo suficientemente grandes como
para responder de la diferencia encontrada en las energias libres de
desnaturalizacion por los métodos calorimétrico y de intercambio. Para alcanzar un
acuerdo entre estas energias libres harfa falta aceptar un valor para AH* (catdlisis
bdsica) completamente fuera de lugar. En consecuencia, nuestra conclusién es que
el estado desnaturalizado de una proteina no puede asimilarse al de un
homooligopéptido (la poli{DL-alanina)) del que se han transferido un gran numero
de constantes {isicas para determinar los valores de las constantes inirinsecas de
intercambio en condiciones nativas.

Como conclusidn de especial relevancia de este trabajo podemos decir que las
propiedades de intercambio de "el" estado desnaturalizado de la Ribonucleasa A son

diferentes bajo condiciones de desnaturalizacién térmica y bajo condiciones fuertemente



130

nativas. Un modelo de estado desnaturalizado como el presentado en la Fig. 111.19 (Dill
& Shortle, 1991), con el nombre de modelo variable de dos estados daria cuenta de
las discrepancias observadas en este trabajo entre las energds libres de desnaturalizacion
de terminadas calorimétricamente y a partir de datos del intercambio H/D. En el
mencionado modelo, las poblaciones de las configuraciones que forman "el estado
desnaturalizado" cambian en consonancia con las condiciones nativas o desnaturalizantes
que se impongan sobre la proteina. Para encontrar un acuerdo entre ambas medidas de
energias libres de desnaturalizacidn, se requeriria que las configuraciones del estado
desnaturalizado pobladas en condiciones nativas tuviesen cinéticas de intercambio muy
protegidas (alrededor de tres 6rdenes de magnitud) con respecto a los mads pobladas en
condiciones desnaturalizantes.

Desgraciadamente las contribuciones de la estructura residual del estado desnatura-
lizado no han podido ser evaluadas con precisin, pero se han establecido varias aproxi-
maciones usando modelos tedricos. El grupo de Richards (Matthew & Richards, 1983)
calcularon la contribucién del campo electrostitico al intercambio, considerando cadenas
fijas y con carga constante, concluyendo que estos campos electrostdticos podian elevar 6
disminuir las constantes de intercambio del orden de 10 a 100 veces (de hecho ensayaron
su método con el S-péptido de la Ribonucleasa S, observando que las diferencias podian
ser considerables dentro de la propia hélice). El efecto de las cargas locales efectivas
sobre el intercambio ya se discutié para el BPTI, encontrdndose serias diferencias si se
consideraban éstas 6 no (Kim & Baldwin, 1982).

Energias libres  Poblacién
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Fig. 11L.19. : Esquema representando el modelo de dos estados variable (de Dill &
Shortle, 199]).
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En este trabajo se ha concluido, que en el caso de las Ribonucleasas A y S, para
poder explicar las medidas del intercambio H/D es necesario asumir que el estado
desnaturalizado presenta conformaciones locales que protegen a los protones del
intercambio. Los cdlculos tedricos arriba en contrados pueden aportar claves para una
explicacién definitiva en la discrepancia encontrada.



Capitulo 1V

Resumen y conclusiones
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En el marco del problema de plegamicento de proteinas, por el que se pretende
conocer la estructura tridimensional de éstas a partir de la secuencia, la caracterizacién
estructural y dindmica de los estados nativo y desnaturalizado, asi como la de los posibles
intermediarios y de! estado de transicién, es de primordial importancia. Dentro de estas
coordenadas se encuentra el trabajo que se expone en la presente Memoria. En concreto,
se ha intentado describir la estructura y dindmica de Ribonucleasa A en disolucién acuosa
y la variacién de éstas con el estado de ionizacion de los distintos grupos ionizables,
utilizando la técnica de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional (RMN-2D). Para
ello, se ha procedido a un estudio experimental en el que se perseguian los siguientes
objetivos: (a) la caracterizcion de los factores de estabilidad y cambios conformacionales
con el pH y (b) la descripcién de la dindmica de fluctuaciones estructurales del enzima
usando las propiedades de intercambio H/D de protones peptidicos individuales.

Para la consecucién de dichos objetivos, se han analizado, en primer lugar, los
espectros de RMN-2D de Ribonucleasa A a intervalos de 0.5 unidades en el intervalo de
pH =2.0a pH = 8.5. Ello ha requerido un considerable trabajo de asignacién y
seguimiento de cada una de las sefiales prot6nicas (unas 700) a lo largo de la variacion de
la acidez del medio. Del andlisis de la vanacion de los desplazamientos quimicos con el
pH es posible determinar los valores de los pKs correspondientes a los equilibrios de
ionizacidn de los distintos grupos ionizables presentes en la molécula y proceder a su
asignacion a residuos concretos. La desviacién de los valores de los pKgs obtenidos en la
estructura nativa frente a los aceptados para el estado desnaturalizado permite discriminar
la naturaleza de la interaccién que la origina y proporciona un valor cuantitativo para la
energia libre de estabilizaciéon correspondiente a dicha interaccién. Las curvas de
titulacién de los distintos protones permiten caracterizar el efecto de la ionizacién de un
grupo sobre un determinado protdn como normal, cooperativo y anticooperativo, lo que
es de utilidad para obtener informacién acerca de las accesibilidades del grupo, del
alcance del efecto y de la dependencia de la titulacién con otros grupos. La deteccion de
posibles interacciones especificas que contribuyan a la estabilidad del estado nativo y en
las que intervengan grupos cargados es otro de los objetivos que pueden realizarse con el
presente andlisis. Debido a que en estas interacciones intervienen como aceptores de
enlaces de hidrégeno grupos no protonados, no es siempre facil detectar éstas a partir de
transferencia de magnetizacién 'H-1H del tipo NOE. La utilizacién conjunta de
desplazamientos quimicos y efectos NOE observados puede permitir una descripcién
pormenorizada de los posibles cambios conformacionales inducidos por el pH. Por
tltimo, la discriminacion entre la cinética de interconversidn entre estados plegados y
desplegados en la escala de tiempos de la espectroscopia de RMN puede permitir la
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descripcidn, en términos estructurales y dindmicos, de un posible intermediario de plega-

miento.

En relacién con los estados de intercambio y con objeto de describir la dindmica de
Ribonucleasa A, se han determinado las cinéticas individuales de intercambio H/D de
protones peptidicos, previamente asignados. Las medidas se han realizadoapH =25y
pH = 6.0 para Ribonucleasa A y a pH =6.0 para Ribonucleasa S, en el intervalo de
temperaturas de 288 K a 318 K. Las constantes cinéticas se han obtenido por un ajuste de
minimos cuadrados de las curvas a exponenciales de primer orden que representan la
cafda de intensidad de las sefiales de correlacién CHg-INH en el espectro de RMN 2D-
COSY como una funcién del tiempo transcurrido desde su disolucién en D20. De un total
de 119 protones peptidicos existentes en la proteina, se han obtenido valores para las
constantes cinéticas de intercambio de 80 protones en, al menos, alguna de las condicio-
nes expuestas mds arriba. Los restantes protones peptidicos intercambian con una cinética

mucho mds rdpida que el limite superior accesible a las medidas expenimentales.

Las medidas a dos diferentes pHs permiten discriminar el tipo de mecanismo de
intercambio por el que éste tiene lugar. Dentro del mecantsmo EX», la medida de las
constantes cinéticas han proporcionado el valor de la energfa libre local o global que
propicia el intercambio. El estudio a diferentes temperaturas de las constantes cinéticas
nos proporciona informacién acerca de los pardmetros de activacion y sobre el estado de
transicién. En el caso de los protones mds lentos, que necesitan de una desnaturalizacidn
global y cooperativa para poder intercambiar, su energia libre habria de coincidir con las
medidas calorimétricas. A la vista de la discrepancia encontrada entre los valores de las
energias libres procedentes de medidas de intercambio y los calorimétricos existentes en
la bibliografia, llevamos a cabo nuestras propias medidas de calorimetia en idénticas
condiciones a como se realizaron las del intercambio. Las transiciones cumplian el
modelo de reversibilidad termodindmica y de acuerdo con ello se obtuvieron los
pardmetros termodindmicos que caracterizan la transicién. Los valores de las energfas
libres extrapoladas a condiciones nativas segufan mostrando una gran discrepancia con
los obtenidos de datos del intercambio, lo que se interpretd en términos de un modelo de
estado desnaturalizado mds elaborado.

Como resultado de estos estudios se han obienido las siguientes conclusiones:

1.- Los valores de los pKas de los residuos ionizables de Ribonucleasa A,
comprendidos en el intervalo de pH = 1 a pH = 8.5, son los dados en las Tablas
[il.4 y 111.5. Con base en dichos valores, es posible obtener ahora una imagen

precisa y pormenorizada de la distribucién de la carga eléctrica en el volumen de la
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enzima, a cualquier pH, lo que puede servir para estudios tedricos de modelos

electrostdticos.

2.- Sobre la base de las grandes variaciones experimentadas por los
desplazamientos quimicos de los protones tmplicados, se han detectado: un puente
salino (Arg 10 (NHg)- Glu 2 (COO)} y cuatro enlaces de hidrégeno (Ser 50 (NH)-
Asp 53 (COQ), Lys 66-Asp 121 (COQO), Ser 80 (NH)-Glu 49 (COO-) ¢ His 105-
Val 124 (COO)) interacciones especificas a medio y largo alcance que contribuyen

a reforzar la estabilidad de la estructura nativa de la proteina.

3.- Los cambios conformacionales con el pH propuestos en anteriores estudios,
que afectan al entorno de los residuos cargados (Asp 14 e His 48) quedan ahora
perfectamente aclarados. En todo el intervalo de pH, el OH fendlico de Tyr 25y el
carboxilato de Asp 14 permanecen unidos por un puente de hidrégeno. A pH = 6.0
con la disociacién del grupo imidazdlico de His 48 no se produce el cambio
aceptado hasta ahora segtin ¢l cual se rompia el enlace anterior y se formaba el
puente de hidrégeno entre el OH de Tyr 25 y el Nt2 de His 48. El cambio
conformacioanal transcurre tal como se describe en el apartado 2.3.2.. Es de
destacar que las variaciones en las posiciones atémicas de los distintos grupos son

minimas.

4.- La cadena lateral de His 119, que interviene en la ligadura del sustrato y la
catdlisis, puede adoptar dos conformaciones distintas con rdpido intercambio
dindmico. Estas conformaciones difieren en los valores de las torsiones de %1 y ¥2.
Los cambios son concertados de forma que desde ambas posiciones es posible el
ataque del He! a uno de los protones del grupo fosfato del sustrato. Las
poblaciones de estas conformaciones son dependientes del pH y de la presencis de

fosfato.

5.-Las variaciones observadas en los desplazamientos quimicos de protones
atribuibles a la carga de un grupo ionizable muestran una dependencia muy
especitica con la orientacién del enlace CH respecto a dicha carga, lo que puede ser
en el futuro de gran utilidad en la asignacioén estreoespecifica de protones geminales

y en el proceso de refinamiento de estructuras de RMN.

6.- Las unidades de desnaturalizacién y las energfas libres de sus fluctuaciones
estructurales para las Ribonucleasas A y S son las dadas en la Tablas de los
apartados 3.3.1, 3.3.2 y 3.3.3. Los datos contenidos en dichas Tablas forman la
base estructural y energética para una descripcién cuantitativa de la dindmica

molecular de estas enzimas. Atendiendo a la relacién entre energias libres de
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fluctuaciones y elementos estructurales se confirma que las partes no estructurales o
giros son las mds moéviles seguidas de las hélices & y finalmente de las laminas B.

7.- Los resultados obtenidos aqui, concretamente en el mecanismo de disrupcion
de enlaces de hidrégeno, favorecen el modelo de unidades de desnaturalizacion o de
fluctuaciones globales o locales frente a los modelos de penetracicn. Ello implica
que el enlace de hidrégeno es la causa mds importante de proteccién frente al

intercambio.

8.- En todo el rango de pH y temperatura investigados, el mecanismo por el que se
produce el intercambio en Ribonucleasa A y Ribonucleasa S es el denominado
mecanismo EX», segin el cual la constante cinética de renaturalizacion (paso del
estado desnaturalizado al nativo) es mucho mayor que la constante intrinseca de
intercambio. Ello requiere que la fluctuacién conformacional que propicia el

intercambio H/D se produzca muchas veces antes de que tenga lugar el intercambio.

9.- El estado desnaturalizado en condiciones nativas no presenta propiedades de
intercambio que puedan obtenerse por extrapolacion de valores medidos en
condiciones de desnaturalizacién. Ello requiere la adopcién de un nuevo modelo de
estado desnaturatizado, como el denominado modelo de dos estados variable (Dill
& Shortle, 1991). En este modelo, las poblaciones de las configuraciones que
forman el estado desnaturalizado cambian segiin sean las condiciones externas:
nativas o desnaturalizantes. Para obtener an acuerdo con nuestros resultados
experimentales, las configuraciones del estado desnaturalizado pobladas en
condiciones nativas habrian de presentar constantes intrinsecas de intercambio muy
ralentizadas (hasta 3 6rdenes de magnitud) en relacién con las correspondientes a

las configuraciones pobladas en condiciones desnaturalizantes.

10.- La comparacién de los pardmetros de activacién de ambas especies, permite
describir el estado de activacién de ambas y deducir que el valor entrépico del
intercambio es muy grande y negativo en Ribonucleasa A, pero no asi en la

Ribonucleas S, donde los aminodcidos estdn mas accesibles.

11.- Evidencia experimental proveniente tanto del estudio de las variaciones con el
pH como del intercambio H/D, sustenta la propuesta de la existencia de un
intermediario en el proceso de desnaturalizacién a pHs dcidos que estarfa formado
por un niicieo muy estable y de zonas con desplegamiento mucho mds locales. El
proceso de desnaturalizacién y formacién del intermediario podria estar relacionado
con la protonacién del Asp 14. Los protones peptidicos del S-péptido, por ejemplo,
pertenecerian a la zona labil, mientras que las cadenas laterales de otros residuos
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permanecerian fijas. Estos resultados apoyan la posibilidad de que interacciones
terciarias especificas puedan dirigir y generar la localizacién de elementos de
estructura secundaria.



Apéndice



A continuacidn se exponen las Tablas de las medidas cinéticas y termodindmicas de
Ribonucleasas A y S, en las condiciones descritas en este trabajo. Se ha usado el

siguiente convenio de simbolos:

(a) Aquellos aminodcidos que llevan como superindice un arterisco, indica que para
ellos existe una medicion en la proteina desnaturalizada (Ribonucleasa A; Robertson &
Baldwin, 1991) de la constante cinética intrinseca, k¢, que es la que aparece registrada en
la columna correspondiente. Para los restantes es ¢l valor obtenido por los modelos
tedricos (Molday et al., 1972) el que se usa y aparece tabulado.

(b) Aquellos aminodcidos que en unas determinadas condiciones experimentales,
vayan acompaifiados de las iniciales NM, indica que su constante cinética, K¢y, €8
demasiado lenta para ser medida con la ventana espectral usada, es decir, duante el tiempo

de observacion no seobservd disminucién de la intensidad de la misma.

(¢) En algunos aminodcidos, no se a podido determinar su constante cinética, kex,
por:

[1] Poseen una constante de acoplamiento demasiado pequeiia.
[2] Se produce el solapamiento con otras seiiales.
[3] La sefial en el COSY resulta eliminada por la irradiacion de la sefial del agua.

4] Aparece unicamente una senal en el primer espectro, correspondiente a ese

aminodcido, por lo que no es posible un ajuste de la exponencial.

[5] Aminodcidos que desaparecen como consecuencia de algin cambio
conformacional con el pH.



Tabla A.1l.

Constantes de intercambio, kex (105 min-1) constantes intrinsecas, k¢ (102 min-1), ¢ AGop (Keal mol-1) de los protones
de Ribonucleasa A. Condiciones: 4 mM de proteina, pH =2.5 {fampdn de glicina) en 0.2 M de NaCi.

Amino- 288 K 298 K A08 K
acido
Kex ke AGop Kex ke AGop kex ke AGop
Lys 1
Glu 2
Thr 3 1570 39 0.5 183 10.3 23
Ala 4
Ala 5
Ala 6 250 53 71 126.2 303 32 526.0 727 3.0
Lys?7 NM__] 36.0 58 70 3680 | 379 31
Phe 8 o 11 1340 74.4 ER]
Gluor NM NM 450 | 12.7 45
Arg 107 NM NM 30.0 579 46
Gln 11+ NM NM 428 74.4 i3
Mis 12 [3] 11.7 63.1 30 1480 156.3 4,72
Met 13 NM NM 237 65.7 40
Asp 14 NM ] 101.7 834 3.9 304.0 1908 3.3
Ser 15
Ser 16
Thr 17 403 44 13 8100 | 122 1.6
Ser 18
Ala 19
Ala 20
Ser 21
Ser 22
Ser 23
Asn 24
Tyr 25 [1] 1] [1}
Cys 26 NM NM 880 71.8 33
Asn 27
Gin 28 9.6 51 35 19.5 13.1 3.8
Met 297 NM NM Nm
Met 30 NM NM NM
Lys31" NM NM 13.9 308 3.0
Ser 32 1] 1] 1
Arg 33 305.0 70 1.0 333 53 327 173.0 13.1 7.6
Asn 347 [E]] 497 6.0 4.0 718.0 1087 3%
Leu 35 84,0 30 |7 24 7302 14.9 7.4 1556.0 351 1.8
Thr 36 1224 3.3 1.0 343.1 o8 17
Lys 37 )
Asp 38
Arg 39
Cys 40
Lys 41
Pro 43 [
val 43" 13.0 71 78 3832 335 790 231 13.1 30
A}sln 4;1 E]] NM 29.8 367 43
Thr 4
Phe 46" ] W& 10.8 306 48
Val 47 [N NM N
His 48 NM NM 870 118.2 4.4
cs;lu ;13 _ 76.6 333 3.6 TI0.0 | Ri6 | 35
er
Leu 31 104.6 79 10 4]
Ala 52 142.8 33 7.0 3873 13.1 1.8
ASp 53 327 12.1 33 200.3 312 79 1430.0 748 2.4
Val 547 NM NM 76 104 4.4
Gln 55+ NM NM 16.9 497 4.8
Ala 56" NM NM 0.7 32.3 4.1
Val 57" NM NM NM
Cys 58° NM NM 10.7 379 49
Ser 50° NM 199 70.5 41 613 302 A1
Gln 60" NM NM 164 330 3.9




A’m‘ic:‘lo- 288 K 298 K 308K
acido
Kex ke AGop kex K AGop Kex ke 4Gop
Lys61" NM 9z, 14.6 2.9 205.0 352 31
Asn 62 1505 490 T1 E]]
Val 637 NM NM 6.6 128 4.6
Ala 64
Cys 65 | 2952 3.8 1.4 848.4 9.8 1.5 1160.0 23.6 1.8
Lys 66
Agn 67
Gly 68
Gin 69 155.0 59 31 160.7 14.9 76
Thr 70 1523 35 17 333.0 10.4 1.7
Asn 71 21 6351 12.5 1.7
Cys 72" NM NM 16.3 349 4.6
Tyr73% NM NM =83 230 48
Gln 747 NM NM 7.9 355 51
Ser 75 NM NM 2910.0 252 1.3
Ts'yr _7,_? 2] [2] 2]
er
Thr 78
Met 70" NM NM 11.1 424 3.0
Ser 80 [E]] 176.4 98 73 860 3.6 3.0
lie 81 NM NM 37 15.0 5.0
Thr82" NM NM NM
Asp 83 NM 8.2 386 49 652 932 a4
Cys 847 NM NM 239 357 4.7
Glu 36
T}flr =7 NM 335 10.4 3.1 370.0 2572 25
Gly 88
Se}r/ 89
Ser 90
l%ys S1_|_ 1902 71 14 B6.5 36 74
r 92
on 93
Asn 94 6617 15.7 1.8 435.0 36.7 37
Cys 95 823 71 75 3
Ala 96 2311 2.9 T4 q
Tyr97 NM NM 739 204 41
Lys 98" NM 12,7 447 4.9
Thr 99 1963 4.6 18 TTIR79 | 124 1.4
Thr 100" NM NM 15.1 814 32
GIn 101 86.1 T7 1.9 ]
Ala 1027 3] 6.6 9.6 473 343 653 4.6
Asn 103 | 263.9 6.2 1.8 TRB 4 15.6 2.3
Lys 104 3] NM 778 214 g, 1
His 105 | 156.3 31.6 3.0 3446 86.4 3.2
lle 1067 NM M 33 158 39
Ile 107 3
Val 108" m % P[JI\}/I
Ala 109" NM NM 4.0 17.6 51
Cys 110 NM NM 2]
Glu 1117 NM NM 79.6 57.1 4.6
Gly 112 | 169.4 I8 1.9 6279 7.4 1.7
Asn 113 | 138.4 57 P 4]
Pro 114
Tyr 115
Val 116" NM NM 35 56 32
Pro 117
Val 118 NM NM NM
His 119 M NM 767 1182 44
Phe 120 NM NM
Asp 121 0.1 T0.7 35 103 8 783 33 6312 692 78
Ala 122
Ser 123 | 333.4 38 1.4 503.0 03 1.7
Val 124 |~ 197.7 31 13 6364 7.9 1.3 | [ 3200 12.3 73




Tabla A.2.

Energias libres de transicién, AG* (Kcal mol-1), y energias de activacién, E, (Kcal mol-1) de los protones de Ribonucleasa A
Condiciones: 4 mM de proteina, pH =2.5 (tampon de glicina) en 0.2 M de NaCl. -

= - —
:S'dI:O _ 288K 298 K 308K Ea Restduo 288 K 298 K 308 K Ea
- -
(}{u : Val 63" NM NM 26.3
Ala 64
Thr 3 2135
o 23.5 Cys 65 22.4 226 23.2 12.1
Ala 5 JIXJXS ?367
sn 1
/l\jas g 2131\? 23.7 237 264 Gly 68 |
p}f; 7 X 2::.4 33.9 Gln 69 228 23.6 |
Phe § ] }5 I\]/[ ;2.0 Thr 70 | | 22.7 338 ]
o A 252 Asn 71 2] [2] 2]
Gl:1 11" NM gﬁ 22.4 72 N i e
His 12 1] 251 24.4
Met 13 NM NM 5 : . Ll N 2
13 o~ s ogg _ Ser 75 NM NM 22.6
<P L 3. 23, 'ng 76 21 [2] 2]
Ser 16 | i
Thr 17 222 22.6 o 78"
LK . Met 79 NM NM 26.0
ber 18 Ser 89 i3] 23.5 234
fa lle 81 NM NM 26.7
L Thr&2" NM NM NM
Ser 21 Asp 8:;3 NM 253 24.9
—— Cys 84 3 NM NM 239
Glu 86 1]
Tyr 25 (1] (1] {1] [ a 5
Thr 87 NM 242 238
giﬁ gg NM NM 24.7 Gly 88 '
Gln 28 24.4 24.8 2:; gg
L 4
NM
e o] |~ |1
Tyr 92 1
%2?312*_1 NM NM 259 Ply() 93 B N I
= 2[21]4 2[i] [1] Asn 94 2] 2 [2]
~B [3.] ) 24.2 24.3 Cys 95 23.1 4
A 34 o 3 242 Ala 96 22.5 4
T 22i9 ] ;3; 23.0 256 _ Tyr9’7' NM NM 25.5
Lys o 2. Lys 98* NM NM 259
T Thr 99 22.6 251
e Thr 100 NM NM 258
i Gin 101 23.1 4]
S Ala 1027 NM 254 253
Lys 41 i\sn llg 22.5 232
2 _ys NM NM 25.6
\J;as|n4j,4 24.1 24.4 24.8 151 His 105 228 231 >
i lle 106" NM NM 76,5
T ] ile 107 NM NM [2]
Phe d6 Val 108 NM NM NM
R Ala 1057 NM NM 26.6
T Cys 110 NM NM [2
e Glu 111 _ NM NM 254
2 =5 I Gly 112 227 228
Ala 32 718 7.8 grm 1l 112 £5 el
. Q
é;}:sfg %31\:17 2N3_h:11 %3_.0 33.1 Tyr 115
63 Val 116 NM 265 |
/ . NM 26.5
illn ggr Ex NM 257 Pro 117
V; X, A Em ZSNIj Val 118 NM NM NM
His 119 NM NM |~ Zzda8 |
. ]
Csys :ssgx i{m zi'iM 26.0 Phe 120
er B 24.9 Asp
i sp 121 23.9 238 235
_ Sln 60* NM NM 258 Ala 122
A);i 6é2 21\;1\4 23.9 2472 Ser 123 223 229
|| 7 4 Valiz4 | | 22.6 22.7




Tabla A.3.

Constantes de intercambio, kex (105 min L) constantes intrinsecas, ke (mim 1), ¢ AGqp (Keal mol-1) de los protones de
Ribonucleasa A. Condiciones: 4 mM de proteina, pH =6.0 (tampén de fosfato) en 0.2 M de NaCl.

Amino-
4cido

208K

308K

313K

318K

kex

AGop

Lys 1

AGop W

Kex

AGop

Kex

AGop

Glu 2

Thr 3

Ala 4

Ala 5

Ala 6

Lys7

Phe 8

1]

[

f]

1]

Glu9”

Arg 10

Gin 11
His 12

3034

7.8

713.7

12554

335.7

201

1477.6

727

122570

219.8

3908.4

9.0

9.1

12.2

Met 13

Asp 14 |

[4]

10.7
7842

834.7
514.7

47.1
41.8

1275.1
786.2

370.3

1438

1907.9
i1176.4

83

166.5

Ser 15

Ser 16

Thr 17

Ser 18

Ala 19

Ala 20

Ser 21

Ser 22

Ser 23

Asn 24

Tyr 25

[1]

]

f]

Cys 26

Asn 27

Giln 28

Met 29"

(1

501.1

316.1

6.7

Met 30

NM

189.2

302.4

7.5

Lys31"

Ser 32 |

1]

(1]

(1]

(1]

Arg 33

Asn 34"

Leu 35

Thr 36

Lys 37

Asp 38

Arg 39
Cys 40

Lys 4l

Pro 42
Val 43

2.4 |

6.4

180.3

6.0

Asn 44

2

i3]

481.0

507.6

7.1

Thr 45

Phe 46"

(5]

[5]

Val 47

Ths 48

15]

Glu 49

46.8

8.0

| 923.7

7.9

15

1411.0

8.2

8.2

Ser 50

Leu 51

Ala 32

Asp 53

Val 547
Gln 55

NM

13.6

3518

9.1

31.2

2479

85

NM

NM

(1]

Ala 56"

48.1

120.9

7.3

163.8

301.1

7.4

1723

459.9

7.7

357
3989

1266.6
671.9

9.4
73

Val 57

NM

NM

- 8.2

2118

9.1

1.6

4115

9.4

Cys 58"

NM

Ser 59"

Gin 60

128.7
119.7

503.4

7.6

B65.5

NM
1254.7

12.1

14532

10.1

25.6

2038.9

10.0

7.3

4564 |

7.6

7679

11391

72




Amino-
acido

Lys 61

298 K

313K

302.2

AGop

Kex

AGop

Kex

AGop

6.7

Asn 62

Val 63"

NM

12.4

3967

9.3

231

9.2

Ala 64

Cys 65

Lys 66

Asn 67

Gy &8

Thr 70

Asn 71
Cys 72

75.1

3539

7.7

124.0

882.2

82

1347.5

8.4

671.6

18929

7.9

Tyr73"

NM

10.9

Gln 74"

NM

9.7

883.1
7759

98

26.8

1069.8

95

9.8

279

1113.1

9.5

Ser 75
Tyr 76

Ser 77

Thr 78

Met 79"

NM

3]

2712

24232

10.0

Ser 80

le81"

[5]

(5]

(5]

15]

Thr82™
Asp 83

(5]

{51

(3]

(3]

5]

[5]

5]

Cys 84"

Arg 85

NM
3375

14.2

1500.5

98

27.5

8.3

66.7

12938

88

893

22937
1976.2

9.8

9.0

847
7300

3005.1
31383

9.4
28

Glu 86
Thr 87

[1]

[1]

{11

1]

Iy 88

Ser 89

Ser 90

Tys 91

Tyr 92

[1]

[1]

(1]

[1]

Pro 93

Asn 94

Cys 95

Ala 96

_3l

Tyr 97"

¥
B

480.4

9.0

20.5

1203.8

9.5

" 3486

1838.8

9.6

117.1

3299.6

9.3

Thr 1007

384

991.5

8.7

753

2469.8

9.1

[31

308.7

5488.6

9.0

Gln 101

Ala 1027

(31

46.9

33203

9.9

Asn 103

i Lys 104
His 105

NM

NM

14.7

7170 |

9.5

113.2

1072.9

8.6

Tle 106"

NM

6.5

lle 107

NM

NM

11.4

1407.0
202.1

9.9

8.9

160.4
28.8

901.9
302 .4

9.7

Val 108"

NM

1.9

269.0

0.2

6.1

489.7

100

Ala 109"

NM

Cys 110

NM

Glu 1117

27.6

608.6

8.6

B7.3

NM
15723

4.0
905.0

303.0

9.8

10.2

639.0 |

6.9

28.8

405.7
556.2

9.5
9.4

B.7

110.4

23256

9.0

366.1

360.1

8.6

Gly 112

Asn 113

Pro 114

Tyr 115

Val 116

50

102.9

9.0

9.4

149.2

89

Pro 117

Val 1187

NM

39

140.5

9.3

38

Hig 119

NM

14.1

1877.3

10.1

62.4

1942
27578

97
9.6

Phe 120

Asgp 121

Ala 122

Ser 123

Val 124

0.7

4.7

7.9

12420

11.8

4.1




Constantes de intercambio, key (105 min-1) constantes intrinsecas, k (min-1
Ribonucleasa 8. Condiciones: 4 mM de proteina, pH =6.0 (tampén de fos

Tabla A.4.

e AG(ZP

(Kcal mol-1) de los protones de
0.2 M de NaCl

ato) en

Amino-
acido

288 K

298 K

308K

311K

kex

ke

AGgp

ke

kex

ke

AGop

Lys 1
Giu y

k|

ke

————

AGop

Thr 3

Ala 4

| Ala 5§

Ala 6

Lys7

Phe 8
Glug

Arg 107

Gln 117

His 12
Met 13

2730

(3]

7.3

58

Asp 14

)

Ser 15

Ser 16

Thr 17

Ser 18

Ala 19

Ala 20

Ser 21

Ser 22

Ser 23

Asn 24

Tyr 23

Cys 26

Asn 27

Gln 28

Met 29

211.0

46,9

57

2733

1287

6.3

253.0

3161

7.1

Met 30

NM

483

531

6.8

396.0_

132.3

6.3

Lys?,l*

2250

243

6.3

Ser 32

Arg 33

“151.0

48.6

5.9

554.0

133.3

5.9

4]

Asn34

[ Leu 35

Thr 36

Lys 37
Asp 38

Arg 39

Cys 40

[ Lys 41
Pro 42

Val 43"

141.0

264

56

458.0

72.4

5.7

873.0

180.5

6.0

(41

Asn 44

]

59.8

1333

12

(4

Thr 45

" Phe 46"

.

13}

val 47" |

NM

139.0

NM

3620

7356

T4

14

116.7

6.6

{4]

His 48

NM

675.0

13335

[4]

[4]

" Glu 49

15.6

1332

7.8

111.0

370.6

7.%_]
7

1120

923.7

6.9

Ser 50

Leu 51

Ala 52

Asp 33

Val 54"

NM

NM

125.0

" GIn 55

NM

NM

131.0

2303
33587

7.4
7.8

913.0

3518

6.5

Ala 56"

154.0

120.9

6.6

4

Val 57

NM

NM

Cys 58"

Ser 59

1750

NM

243.0
2730

191.0
5314

6.8

9.8

1836

6.6

494.0

Gln 60"

166.7

21.8

7.9

123.0

503.4
34570

6.8

[3]

(4]

1.6

1110.0

1139.1

7.0




Amino-
acide

288K

313K

AG

Lys61"

933

110.2

6.6

570.0

AGop

kex

AGop

Asn 62
Val 63

NM

8.8

7.0

1390.0

396.7

6.4

 Ala b4

Cys 65

Lys 66

Asn 67

e

Thr 70

Asn 71

Cys 72"

NM

31.4

3339

4590

882.2

7.4

Tyr 73"

NM

363.0

5454

7.2

28934

[4]
883.1

6.4

Gln 74"

395.0

507.5

72

1410.0

7759

6.7

Ser 75

Tyr 76

tt

Ser 7]
Thr 78

Met 79°

NM

12.3

1142.5

8.9

(4]

Ser 30

lle 81"

7.54 ]

138.6

85

333.0

13354 |

7.0

Thrg2"

NM

843

2187

73

8240

5451

6.7

2380.0
3000

6.2
6.3

Asp 43

Cys 84"

Arg 85

11.3

602.

9.2

466.0

1500.3

7.7

1583.3

24.0

537.5

8.7

353.0

1293.8

7.8

1827.0

7.3
7.2

Glu 86

[2]

2]

{2

LThr g7

Gly 88

Ser 89

Ser 90

Lys 91

Tyr 92

Pro 93

Asn 94

Cys 95

Ala 96

Tye 97

NM

Lys 98"

239

NM
480.4

8.5

320.0
3370

3003
1203.8

6.9
7.6

4

Thr 99

Thr 100"

NM

45.8

991.

8.6

580.0

2469.8

7.9

‘GIn_101

Ala 1027

51.5

606.7

8.2

667.0

15120

7.5

Asn 103

Lys 104

E)]

188.3

79

3940

465.4

6.8

His 105

Ile 1067

NM

84

319.0

4272

73]

1407.0

622.8

6.6

lle 107

NM

163.6

NM

(2}

Val 108"

116.0

176.1

7.2

8%96.0

{21
269.0

6.4

Ala 1097

NM

NM

206.0

198.4

7.0

1430.0

I 303.0

6.2

Cys 110

35.0

61.2

6.8

Glu 1117 |

T NM

167.8

6.9

[2]

2]

608.6

8.6

2150

1522.5

82

Gly 112

Asn 113

Pro 114

+—

Tyr 115

Val 116

NM

943

67.4

6.8

751.0

1025 |

59

Pro 117

Val 118"

His 119

19.9

NM
1765

NM

127.0

91.5

6.8

826.0

140.5

57

7.8

154.0

4931

7.4

1070.0

1129.0

7.0

[ Phe 120

Asp 121

[ "Ala 122

Ser 123

Val 124

205.0

1.7

[2]

1330.0

118

N

4]




Tabla A.5.
Energias libres de formacién del estado activado (AG?), diferencias en ambas especies (AAG®) y energias de activacién (Ep en
Ribonucleasas A v $. Todas en Kcal mol-l. Condiciones: 4 mM de proteina, pH =6.0 {tampén de fosfato) en 0.2 M de NaCl.

Aminoa-
cido

AG* p

AG*g

298K

308K

313K

318K

288 K

298 K

308 K

313K

F308 K

308K

AAG® -5

313K

Lys 1

Glu 2

Thr 3

Ala 4

Ala 5

Ala 6

Lys7

Phe 8
| _Glug
Arg 10

23.9

{1]

(1]

[1]

235

(Gln 117

NM

256

253

25.0

His 12

255

259

25.5

24.7

[3]

Met 13

NM

26.0

25.6

25.2

Asp 14

[4]

23.4

224

Ser 15

Ser 16
Thr 17

9

| Ser 18

Ala 19

Ala 20

Ser 21

Ser 22

Ser 23

Asn 24

Tyr 25

(1]

{1l

{1]

11]

Cys 26

Asn 27

Gln_ 28

Met 297

{13

237

226

23.2

241 |

1.7

Met 30

NM

NM

NM |

25.1

Lys31"

226

243

238 |

23.0

Ser 32

(1]

[i]

1]

ii]

Arg 33

22.8

22.9

(41

Asn 34"

Leu 35

Thr 36

X

Lys 37

Asp 38

Arg 39

Cys 40

Tys 41

Pro 42

val 43"

237

233

Asn 44

B1

3]

24.1

22,9

{4]

16.1

0.8

0.0

24.1

Thr 45
Phe 46

[3]

]

Val 47

23.6

His 48

227

[4]

Glu 49

Bl n|Ln

24.5

20.6

738

373

0.5

1.0

Ser 30

Leu 51

| "Ala 53

Asp 53

Val 54"

NM

NM

26.3

262

Gln 55

NM

11

26.1

Ala 56

243

24.4

24.7

24,4

216

NM

24.5

2.6

NM

24.5

23.6

(4]

0.7

Val 57

NM

NM

26.6

26.8

24.1

Cys 58"

Ser 59

NM ]

2377

26.4

263

NM

24.1

233

22,9

(3)

[4)

0.8

Gln 60"

23.7

234

239

23.7

23.2

1343

0.0

0.2




Aminos-
cido

AGT 5

AGTg

AAGT A-5

298 K

308 K

313K

318K

288K

2908 K

308 K

313K

Lys 61"

22.5

231

Asn 62

23.1

228

229

298 K |

308 K

313K

0.2

Val 63"

NM

NM

264

228

253

24.1

233

Ala 64

Cys 65

Lys 66

Asn 67

Gly 63

Gln 69

Thr 70

Asn 71

Cys 727

24.0

24.5

24.8

24.3

24.5

237

i4]

08

Tyr 73%

NM

26.4

26.3

NM

NM

23.9

23.0

3.4

Gln 74"

NM

NM

26.5

263

238

234

3.1

Ser 75

Tyr 76

Ser 77

Thr 78

Met 79"

NM

(1]

263

25.1

[4]

4]

Ser 80

lle 81"

(3]

(31

[3]

[5]

254

24.0

Thr82"

[5]

(51

[5]

(5]

239

234

703

43.5

Asp 83

(5]

[5]

Cys 84"

258

[3
239

[5]
25.6

251

237

61.8

21

2.1

Arg 85"

243

24.9

25.1

24.9

150

247

239

Glu 86

1]

[i]

(1]

{1

[2]

[1]

52.5

1.0

1.8

Thr 87

Gly 88

Ser 89

Ser 90

Lys 91

Tyr 92

Pro 93

Asn 94

Cys 95
A%a%

Tyr 97"

NM

NM

Lys 98"

256

257

254

20.1

NM

24.6

231

65.77

1.0

1.1

2.6

Thr 99

“Thr 100"

24.8

(3]

24.8

194

NM

243

24.0

33.0

0.5

1.2

Gin 101

Ala 1027

NM

NM

3]

)
B

NM

243

23.6

Asn 103

Lys 104

NM

NM

2572

25.4

B3]

24.2

33.6 |

His 103

Ile 106"

NM

NM

268

26.6

NM

251

24.0

235

518

33

lle 107

NM

26.4

263

NM

NM

[2]

[2]

val 108"

NM

27.5

27.2

NM

24.6

237

Ala 109"

NM

Cys 110

NM

27.1
23.7

26.9

242

235

3.8
37

26.3

23.6

237

121

2]

Glu 1117

24.6

24.7

250

247

22.5

NM

24.6

24.2

0.0 [

0.5

Gly 112

Asn 113

Pro 114

Tyr 115

val 116

NM

26.9

27.0

NM

NM

24.7

31

Pro 117

Val 118"

NM

271

275

NM

24.5

His 119

NM

NM

263

23.9

23.6

23.2

34.8

Phe 120

Asp 121

Ala 122

Ser 123

Val 124

26.8

23.1

22.6

(2]

23.1

2]

0.0




Tabla A.6.

Constantes de intercambio, key {107 min-1) constantes intrinsecas, ke (min1), e AGgep (Keal mot-1) a pH = 5.4 (tampén de
fosfato) y clasificacion de los protones de Ribonucleasa A. Condiciones: 4 mM de proteina, 0.2 M de NaCl y 308 K.

Aminoa- G Estruc- | Tipa Aminod- AG Estruc-{ Tipo
cido | kex ke AGop | =i cido kex ke op e
Lys 1 v Val 63 NM B2 1
Glu 2 v Ala 64 1 [ v
Thr 3 | a v | Cys 65 Girop | IV
Ala 4 [ o V Lys &6 Gira 8 V
Ala 5 o v Asn 67 Giro p V
Ala 6 | i o v Gly 68 Girop | V
Lys 7 a v Gln 69 Glro g V
ﬂ%e g [ a v The 70 Giro g V
Glu 9 a v Asn 71 | 3 v
Arg 107 | 1200 | 418 76 a A% Cys72" | 282 |2962 | 82 3 i}
Gln 117 NM a 11 Ty 737 NM i3 I
His 12 193 209.7 84 @ v Gln 74+ NM f3 Tl
Met 13 | NM a 11 Ser 75 T 1T
“Asp 14 | 3159 | 418 58 v Tyr 76 (63) vV
" Ser 15 | V Ser 7T {84 V]
Ser 16 v Thr 78 (B4} vV
The 17 L Y | Met 707 NM (B4) i
Ser 18| v Ser RO v
AT; }9 — v 4 11?81’ 1 g: [
Ala 20 v Thr R2* e mA
Ser 21 | v | Asp 83 | 3813 | 834 58 pa v
Ser 22 v Cvs84° | 110 | 3267 91 B4 i
L Ser 23 ) \Y “‘!Ar‘g 85" | 170 83.3 B0 f I
[Ren 24 |~ 1 p v Glu 86 B v
Tyr 25 o V Thr 87 B4 iv
Cys 26 o v L Gly 88 Girop 1
X7 o |V Ser 80 |Girog |V
Glin 28 L o Vv Ser 90 Guog Vv
| Met 29" | 1392 | 369 6.7 P v Lys 91 Girop v
Met 30 NM o 11§ w Tyr 92 | Tirop |V
¥ —
Lys31" 889.8 41.8 6.2 a IV Pro 93 Giro g
Ser 32 | a v Asn 94 Giro g v
Arg 33 a v Cys 95 | Giro g v
Asn 34 a v Ala 9% B Vv
Teu 35 p v Tyr97" | 14585 | 264 572 B Y
Thr 36 L v LLysgg"' 54 326 54 s T
Lys 37 Y, Thr 99 v
Ass 38 | v Thrioor | = v
P Thr 100 ps
Arg 39 v Gln 101 ] V
Cys 40 v Ala 1027 r BS !
Lys 41 Vv Asn 103 8s v
F%o 42 Bl Lys 104 | NM [ IT1
Val 43| 3306 | 332 58 Bl v His 1035 B6 v
Asn 44 73.6 83.4 71 Bl v lle 106 NM 6 I
Thr 43 81 v fle 107 NM B6 1]
Phe 46" | NM T Pl i Val 1087 NM 3 I
val 47 - p1 I | Al 109° NM 3 i
His 48 B IV Cys 110 | 327.5 | 1051 5.3 p6 1t
["Glu 49 | 1759 330 | 72 | pL |10 Glu 1117 24.5 66.3 g7 F6 )
Ser 30 o v Gly 112 TGiopg |V
[ Teu 31 = v 1 Asn 113 Girog |V
Ala 52 a v Pro 114 Giro g
Asp 53 | a v Tyr 115 Grrog vV
Val 54" NM a 11 val 116" g7 It
Gln 55" NM o 1 Pro 117 &7
Ala 56" | NM a il Val 118" NM p7 I
 Val 57 NM a 1 His 119 NM ] |
Cys 58 NM a I Phe 120 p7 v
Ser 597 | 1095 L’T““_~09.7 76 |« Y | "Asp 121 BT v
Gln60" | 1353 936 74 | a j v Ala 1227 7 v
Tys 67 | 3070 |01 | 67 [T |V Ser 123 | TR
Asn 62 B2 v Val 174 | 2650 2.9 43 g7 v
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