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Introducción



Paraentenderenprofundidadel mecanismopor el que unaproteínafuncional lleva

a cabosuacciónbiológicaesimprescindibleconocersu estructuratridimensionala nivel

atómico.Hastaunaépocarelativamentereciente,ello eraposibleúnicamentemediantela

técnicade difracción de Rayos X sobre monocristales.En la última década,la

espectroscopiade ResonanciaMagnéticaNuclearseha consolidadocomouna técnica

alternativaparala determinaciónde estructurastridimensionalesde proteínas,con la

ventajaañadidade queestasdeterminacionesserealizanen disoluciónacuosa,esdecir,

en un medio muy similar a las condicionesque prevalecen‘in vivo”. Los resultados

obtenidospordifracciónde RayosX de monocristalesnospresentabanunavisión rígida

de laestructurade las proteínas,queprontofue reemplazándoseporunaimagendinámica

muchomásapropiadapara la explicaciónde una variedadde importantesfenómenos

involucradosen la actividad biológica de las proteínas, tales como efectos de

empaquetamientotransitoriosque permitenla entradade metabolitosal interior de la

proteína,interaccionesde ligandosy sustratosen el sitio activo, efectosalostéricosy

muchosotros. En la actualidad,ya nadiedudaque,paracomprenderla función de las

proteínas,es preciso no sólo conocersu estructurasino también la dinámicade

fluctuacionesestructuralesy surelaciónconeventualescambiosconformacionalesque

tenganlugarduranteel procesode ejecucióndesuactividadbiológica.

Uno de los mayoresproblemasen Químicay Biologíapendientesde serresueltos

esel del plegamientode proteínascuyaresoluciónhabríade permitirpredecirla estructura

tridimensional, funciionalmenteactiva, de una proteínaa partir de su secuenciade

aminoácidos.Las basesquímico-físicasdel plegamiento,teórico o empíricas,no se

conocenconel suficientegradode detallecomoparaquelas prediccionesseanefectivas.

Parala resoluciónde esteproblemahay queconsiderarconjuntamenteno sólo el por qué

se llega a la estructuranativa (termódinámicamentemás estableque la forma

desnaturalizadaen condicionesordinarias)sinocómosellegaaella, esdecirla cinéticade

plegamiento.Ello requierela caracterizaciónestructuraly dinámicadelos estadosinicial y

final, lade los posibles“intermediarios’ en el plegamientoy la del estadode transición.

En el presenteestudiohemosdirigido nuestraatencióna lacaracterizaciónestructuraly

dinámicade los estadosnativo y desnaturalizado,mediantela utilizaciónde la técnicade

EspectroscopiadeRMN bidimensional.

Ello nosignificaquesehayarenunciadoala obtenciónde informaciónestructural

acercade intermediarioscomomásadelantepodrácomprobarse.Nuestraconcentración

en los estadosinicial y final del plegamiento(o nativoy desnaturalizado,respectivamente)

y principalmenteen lo queserefiereen suspropiedadesfrenteal intercambio,radicaen el

convencimientode queesteconocimientoesesencialparaunaeventualinterpretaciónde
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experimentoscinéticos de etiquetadopor pulsos en términos de estructurade

intermediarios

La aplicaciónde laespectroscopiadeRMN al estudiode proteínas(=20 KDalton)

puededividirse en tres etapas: (1) asignaciónde resonanciasprotónicasa núcleos

concretos;(2) determinaciónde laestructuratridimensionaly (3) estudiosdinámicosde

plegamientoy, en general,cambiosconformacionalesinducidospor efectores.Las dos

primerasetapashanrecibido granatenciónporpartede los investigadoresen la pasada

década.Así, por ejemplo,la asignaciónespectraly la determinaciónde la estructura

tridimensionalde RibonucleasaA en disolución acuosase han llevado a caboeste

laboratorioen los últimos cincoaños.Sóloen añosmuy recientessehancomenzadoa

explorarlasposibilidadesde la técnicade RMN en la terceraetapa.Dentrodel marco,

pues,del temadel plegamientoy la estabilidadde proteínaspuedeencuadrarseeltrabajo

recogidoen la presentememoriadirigido principalmentea: <1) la caracterizaciónde

factores de estabilidady cambiosconformacionalesen función del pH, y (2) la

descripcióndela dinámicadefluctuacionesestructuralesde RibonucleasaA utilizando las

propiedadesde intercambioHID deprotonespepEidicos individuales.

El conocimientodetalladodel estadode ionización de los distintos grupos

ionizablespresentesen un enzimaesdefundamentalimportanciaparapoderconocersus

propiedadesde estabilidad,dinámicaplegamientoy funcionalidad.La detecciónde

interaccionesespecíficasque involucran a gruposcargadoscuyacontribucióna la

estabilidadpuedevariarcon el pH (comointeraccionescon sustratosy catálisis)han de

conocersemejora partir deunaasignaciónindividual de los pK8s involucrados;porotro

lado,variandoel pH sealteraespecíficamentelacargade unaproteína(unpolielectrolito

muy especial)conconsecuenciasmuy importantesrespectoa su estabilidady actividad

biológica. En el Capitulo II de estetrabajose abordala descripciónde los factores

estabilizantesy cambiosconformacionalesobtenidoscon el pH.

Porotro lado,el comportamientode los protonespeptídicosfrenteal intercambio

con los deuteronesdel disolventefue unade las primerasclavesparaestablecerel carácter

dinámico de la estructurade las proteínasy ha permanecidodesdeentoncescomo

principal contrasteexperimentalde los diversosmodelosde intercambiopropuestos.En

general,seaceptaque,parael intercambiode los protonessituadosen el interior de la

proteína,serequierela existenciade algúntipo de fluctuacionesquepermitanel contacto

del protón con el disolvente.Mediante la espectroscopiade RMN bidimensional es

posiblela medidadeconstantescinéticasde intercambioindividuales,con lo quepuede

llegarsea unadescripciónplural y pormenorizadade la dinámicade la proteína.El factor

de protecciónfrenteal intercambio,protecciónproporcionadapor la involucracióndel
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protón correspondienteen la estructuranativa,puedealcanzarvaloresde hastadiez

órdenesde magnitud.Dicho factoresfiel reflejode las diferenciasen energíalibre entre

estadosdeequilibrio correspondientesa fluctuacionesconformacionalesque van desde

las estrictamentelocaleshastael procesocooperativoglobal dedesnaturalizacióndc la

proteína.La cinética de intercambiode los protonespeptídicosmás fuertemente

protegidodhabríande proporcionar,pues,energíalibres asimilablesa las obtenidasa

partir de datoscalorimétricosextrapolablesa condicionesnativas.De hecho se ha

propuestoque la combinaciónde estudiosde intercambioH/D encombinacióncon la

RMN-2D podríaconstituirseen el métodoideal para la medidade energíaslibres de

desnaturalizaciónde proteínasen ausenciade efctos irreversibles,que comienzana

revelarseen las proximidadesdel cambio de fase. Como puedededucirsede las

conclusionesde este trabajo,lascosasdesgraciadamenteno son tan simplesy la

explicaciónexperimentalde los hechosobservadosnosobligan a recurrira un modelo

máselaboradodel estadodesnaturalizado.En el CapítuloIII seabordael estudiode la

dinámicade la proteínaavariospHs y temperaturas.



Capitulo 1

Fundamentos



1.1. PROTEÍNAS

Las proteínassonlos componentesfundamentalesde la materiaviva. Básicamente

estáncompuestasde unidadesmás pequeñas,llamadasaminoácidos,que difieren

únicamenteen sus cadenaslaterales.Los 20 aminoácidosque existenen las células

eucariotasestánbasadosen un mismoesquemabásico:un carbonoasimétricocentral,

unidoaun grupoamino, a un grupocarboxiloy a unacadenavariable,lacual marcala

diferenciaentreunosy otros. Esosaminoácidospuedenclasificarsepor su cargaeléctrica

cuandoestánionizadoso porsu afinidad porel agua(polareso no polares).El enlace

peptídicoqueune dosdiferentesaminoácidosparaformar las proteínas,tieneun carácter

parcial de dobleenlacepor lo que los átomosdel grupopeptidicoestándispuestosen el

mismo plano,y salvoen el casodel aminoácidoProlina,dondetambiénesposiblela

posicióncis (00), la posiciónqueocupanel oxígenoy el hidrógenoesla trans(1800).De

cualquierformalos grupospeptidicosadyacentes,no soncoplanaresdebidoa la rotación

alrededorde los enlacesC~Cay N~Ca. La conformaciónde una proteína vendrá

entoncescaracterizadapor estosdosángulosdiedros:4> y ip (Creighton,1989)

La estructurade una proteínapuededescribirseen cuatroniveles.La estructura

primaria,que hacereferenciaa ladisposiciónde los aminoácidosa lo largo de lacadena

(la secuenciade la proteína).La estructurasecundariaque permiteel plegamientode las

cadenasenestructurasregularescomola hélicea y la láminaj3 (aunqeexistenotros tipos

menoscomunesde estructurascomoson los llamadosgiros o vueltas¡3, quea su vez

puedenclasificarseen un númeroreducidode tipos;Fig. 1. 1). Laestructuraterciariaque

incluyeel empaquetamientode regiones,queconectanhélicesy láminas,y queconcierne

a la localizaciónde estasestructurasregularesentre sí. Finalmente, la estructura

cuaternaria,queserefierea las interaccionesno covalentesentrelas proteínasindividua-

les en un complejo.

1.2. LA RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE PRO-
TEÍNAS.

Existen núcleos,como1H,13C y el 15N, queposeenun momentomagnéticoo de

espín. El entornoquímico querodeaa talesnúcleosy queserádistinto paracadaunode

ellos en unamisma molécula,puedeexplorarsepor mediode la ResonanciaMagnética

Nuclear. La mayoríade lasdeterminacionesde la estructuratridimensional de una

proteínahacenusode las propiedadesmagnéticasde los protones,1H, dadoque sonlos

elementosmásabundantes.Recientementeseestánusandoheteronúcleoscomoel 13C,

paraobtenerinformaciónsobrelas constantesde acoplamientoy los ángulosde torsión,
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(Hansen,1991) y facilitar la asignaciónde los protonesde la molécula (Clore &

Gronenborn,1991).

e)

b)

Fig. 1.1: Esquemamostrandolos diversostipos de estructura secundariaexistentesen

las proteínas:a) hélicea; b) kbnina¿3 y c) distintostiposde giros.
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Cuandounamoléculade proteínase colocaen un campomagnéticomuy fuerte,el

espín de sus átomosde hidrógenotiendea alinearsecon el campo.Estasituaciónde

equilibrio puedecambiarse,excitandola muestra,y por tanto los espines,con un pulso

de radiofrecuencia.Cuandolos núcleosde lamoléculade proteínatiendenasu estadode

equilibrio,emitenradiofrecuenciaqueentonces,puedemedirse.La frecuenciaexactade

la radiaciónde cadanúcleodependede su entornoquímicoparticulary esdiferentepara

cadaátomo,a no serque seanquímicamenteequivalentesy tenganel mismoentorno

molecular.Estasfrecuenciassonentoncesrelativizadasrespectoa unaseñalde referencia

obteniéndoseasídesplazamientosquímicos(ó). Normalmenteestasperturbacionesson

tanpequeñasque los desplazamientosquímicosse miden en partespor millón (ppm). Por

supuestoel gran potencialde la RMN radicaen que la potencia,duracióny combinación

del númerode pulsosde radiofrecuenciapuedenvariarseilimitadamente,con lo que

podemosexplorardiferentespropiedadesde las moléculasescogiendounasucesión,una

secuencia, adecuadade pulsos.

En principio, esposibleobtenerun único desplazamientoquímicoparacadaátomo

de hidrógenoen una molécula,exceptoparalos que sonquímicamenteequivalentes,

comolos protonesCH3 de la cadenalateral de unaalanina.En la prácticaes imposible,

que con un espectromonodimensionalde RMN de una moléculade proteína,pueda

asignarsea todos y cadauno de los protones una única frecuencia,debido al

solapamientode las señalesy a que las diferenciasen desplazamientosquímicosson

menoresque la potenciadel instrumento. En los últimos añoseste problemase ha

resueltocon el usode la espectroscopiabidimensional.

A pesarde que la ResonanciaMagnéticapuedeaportarinformación sobre la

estructuraprimariade la proteína,suverdaderautilidad radicaen la determinaciónde la

estructurasecundariay terciaria,asícomoen la caracterizacióndecualquiercambio local

o global a nivel atómico,debidoalos aspectosdinámicosde la macromolécula.

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

Las técnicasde 2D-RMN fueron desarrolladaspor Ernst y colaboradoresen la

décadade los 70 (Aue et al., 1976; Ernst et al., 1987). Todasellas siguenel mismo

esquemaexperimental(Fig 1.2): duranteel primerperíodo,el tiempode preparación(te)

sepermiteal sistema,la proteínaenestecaso,quealcanceel equilibrio químico, y apartir

deaquísele aplica uno (o más)pulso de radiofrecuenciacon lo que secreaun estado

determinado,quedependedel (o los) pulsosaplicados;en esteestadosedejaevolucionar
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al sistemadurantetj (el tiempo de evolución). A continuación,duranteel tiempo de

mezcla(t& seconsigueque lasmagnetizacionesinducidasseconviertanen observables.

Finalmente,sedetectaranestasduranteel períodode adquisición(t2), en formasimilar a

comosehaceen la espectroscopiamonodimensional.

Frepa Evo?ucián Adquisición

Fig. 1.2: Esquemageneralde un experimentobidi,nensional.

En unaseriede n experimentosel tiempoti se va incrementando,detal maneraque

cadaexperimentoadquiridocon el esquemade la Fig 1.2 contieneinformacióndistintaa

la anterior, por la diferenteevoluciónde los espinesduranteesetiempo.Los datosson

acumuladosen formade matrizque,despuésde unatransformadade Fourierrespectoa

t1 (la dimensión 1> y otra respectoa t2 (la dimensión2), nos produceel espectro

bidimensional.En estela diagonalesun análogodel espectromonodimensionaly es la

apariciónde señalesCuerade la diagonalla que identifica los espinesentrelos queseha

producidola transferenciade magnetizaciónduranteel tiempo de mezcla.Lo que

diferenciaráa unosexperimentosde otrosserálo queocurreduranteel tiempode mezcla

que seleccionay mejorala informacióncontenidaen el espectro.Aunqueexistenmuchas

secuenciasde pulsos(y másaún actualmente,con el desarrollode la espectroscopia

tridimensional)sedescribiránúnicamentelas quesehan empleadoparala realizaciónde

estetrabajo.

1.2.2. LOS EXPERIMENTOS BIDIMENSIONALES DE
CORRELACIÓN ESCALAR.

Este tipo de experimentospermite la identificación de protones acoplados

escalarmente.El primer experimentobidimensional propuestoy realizadofue un

experimentodeestetipo (Aueet al., 1976),publicándosedesdeentoncesgrannúmerode

variantes.Losque sehanusadoson:

1.- ExperimentoCOSY (COrrelatedSpectroscopY):Es el mássimple de todos

los experimentosbidimensionales(Aue el al., 1976) y consisteen dos pulsosde
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radiofrecuenciaseparadosporel tiempoti (Fig. 1.3). Las señalesqueseencuentranfuera

de la diagonalconectanespinesacopladosescalarmenteen un mismoresiduo,puesel

acoplamientoescalarentreprotonesseinterrumpeen el grupocarbonilodel enlace

peptídico.En el esquemasólo sehaseñaladoquela amplituddel primerpulsoesde 90”,

peroel segundopuedetenercualquieramplitudentreéstay 00.

(n/2)

_t2~

ti-~

Fig- 1.3: Esquemade pulsosde un experimentotipo COSE

2.- Experimento TOCSY (TOtal CorrelatedSpectroscoplj:Es unamodificación

del anterior(Braunschweiler& Ernst, 1983) en la queel segundopulsosesustituyepor

un trendepulsos.La magnetizacióncorrea lo largode todala red deacoplamientosy se

obtieneun espectrocon señalesque correlacionanlas frecuenciasde los espinesque

pertenecenaun mismoaminoácido,porlo quela identificaciónde todos los protonesde

eseaminoácidoesmássencillaqueen el experimentoanterior.En el espectrobidimensio-

nal apareceigual queen el anterior,en la diagonaluna réplicadel monodimensional,

mientrasque fuerade la diagonal,seencuentranlas señalesque correlacionanlas dos

frecuenciasdedosespinesque pertenecenal mismoresiduo.

1.2.3. LOS EXPERIMENTOS BIDIMENSIONALES DE
CORRELACIÓN DIPOLAR.

En estetipo deexperimentosseobtieneinformaciónacercade las distanciasentre

protonespróximosen el espacio(Neuhaus& Wilianson, 1989),con lo que sonlos más

importantesa la horadedeterminarla estructuratridimensionalde la proteína.Aunquelas

secuenciasdepulsosque semanejanhabitualmentesondos: el experimentoNOESY

(Nuclear OverhauserEffectSpectroscopY)(Macura& Ernst, 1980) y el experimento

ROESY (Rotatingframe OverhauserEffectSpectroscopY)(Bax & Davies, 1985b), se

ha utilizado únicamenteel primero, puesel segundoexperimentoesparticularmente

adecuadoparamoléculaspequeñas.
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El esquemadepulsosdel experimentoNOESY apareceen la Fig 1.4. Consistede

trespulsos,de los cualesel primerocreamagnetizacióntransversalqueevolucionacon

una frecuenciadeterminada;el segundopulsocreaunapoblacióndeestadosfueradel

equilibrio térmico,y despuésdedejarevolucionarel sistema,relajándoseparcialmente

duranteel tiempodemezcla,seconsigueque la magenetizaciónsea observablecon el

último pulso.

<r/2) (x/2) (x12)

H HH
Fig. 1.4: Esquemade pulsosde un experimentotipo NOESY.

1.2.4. LA ASIGNACIÓN SECUENCIAL EN PROTEÍNAS.

Obviamente,el espectrobidimensionalNOESYquecorrelacionadosprotonesde

dos diferentesfrecuenciases el que contiene información acercade la estructura

tridimensionaldela proteína.Sin embargo,no estareafácil, asignarlos picosobservados

aunosprotonesenparticular,puestoqueel ordenen queaparecenlos picos a lo largode

la diagonal no tiene nadaque ver con la disposiciónde los protonesen la cadena

polipeptídica.El problemaseresolvióen el laboratoriodel profesorWtithrich enZúrich,

donde se inventó el método de asignaciónsecuencial(Wtithrich, 1986); desde

entonceshan aparecidodiversasvariantespero todasellas se basanen los mismos

principios.

La clave del procedimientoy el primerpaso,sebasaen el númerode átomosde

hidrógenoy sudiferenteconexiónparacadauno de los diferentestiposdeaminoácidos

(dichodeotra formaen sudiferentecadenalateral). Cadatipo deaminoácidoposeeuna

formaespecialen las conexionesentrelos protones1% y H13 de su esqueleto.Portanto

del experimentoCOSY esposibleidentificarel númerode protonesque pertenecena un

residuodado,y tambiénla naturalezade la cadenalateraldel mismo.A pesarde todo,no

esposibleestableceruna relaciónbiunívocaentreel esquemadeacoplamientosy el tipo

deaminoácido.Por lo generalseagrupanen ochotiposdiferentesde modelosfrentea los

veinte tipos deaminoácidosqueexisten.
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p
CH’ O CH1u O

II’ N IIa’C — 1+rC¡ C.r—Nr— 1*1

~7 NOIi 1
H H~ NOIi H H ~

aN

NOFNN NOENN

F¡g. 13: NOEssecuenciales(flechas)y correlacionesa travésdelacoplamientoescalar

(líneasde trazos)entresegmentosdeprotonesde una cadenapolipeptídica(de

Blanco,1992).

El segundopasoconsisteen la identificaciónde los sistemasdeespína lo largode

la cadenapolipeptidica;estainformaciónesobtenidade los experimentosNOESY,pues

vendráde aquellosprotonescorrespondientesa residuossecuenciales.A partirdeestas

conexionesesposibleestablecerel ordensecuencialde los sistemasde espín{Fig 1.5).

Finalmente,comparandocon la estructuraprimariade la proteína,sepuedeasignarcada

sistemadeespína un aminoácidoen unaposiciónconcretade la proteína.

En la practicaesdifícil hacerasignacionessecuencialesparalargosfragmentosde

proteínas,pueslas señalesNOEtambiénseproducenentreresiduosque estánlejosen la

secuenciade la proteína(estructuraprimaria)perocercaen laestructuratridimensionalde

la misma; asimismose producendegeneracionesentre las frecuenciasde diferentes

protonesy la presenciadel disolventeocultaalgunasfrecuencias.Paraintentarsolventar

estosproblemaslo quesehaceesestudiarla proteínaendiferentescondicionesdepH y

temperatura.

El resultadofinal del procedimientode asignaciónsecuencialesun conjunto de

restriccionesde distancias,quese usaparadefinir regionesde estructurasecundariay

establecerla estructuratridimensional de la proteína, con el uso de diversas

aproximacionescomputacionales(Braun. W, 1987;González,1991).

1.3. LA RIBONUCLEASA A BOVINA.

La RibonucleasaA bovinaesuno de los enzimasmejorestudiadosy conocidos,

Los primerosresultadosacercade su comportamientofrenteal pH, y sobresuestructura
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seremontana mediadosde la décadade los 50. Sucomportamientoiónico frenteal pH

fue uno de los primerosinvestigados(Tandfordet al., 1955;Tandford& Hauenstein,

1956),asícomosus propiedadesde intercambiomediantelas técnicasde Linderstr0m-

Lang(Hvidt & Nielsen,1966).Hoy endíase haconvertidoen una proteínamodelopara

multitud deestudiospormétodosquímicosy fisicoquímicos.

La familia de Ribonucleasasha sido secuenciaday aisladaen multitudde especies

animales(Beintemaet al, 1988) observándoseen todasellasuna gran homologíade

secuencia.La mayor partede los estudiosse han realizadocon la ribonucleasade

páncreasbovino por encontrarseallí en enormescantidades.Actualmentese puede

disponerde ella comercialmente,con pequeñasconcentracionesde fosfato(tipo Sigma)o

libre de él (tipo Worthington).

La RibonucleasaA de páncreasbovino esuna proteínade 14 Kdalton de masa

molecular;constade 124aminoácidosy posee4 puentesdisulfuroen las posiciones:26-

84, 40-95,58-110y 65-72. Suforma esarriñonada,con unadepresiónjustoenuno de

sus ladosqueconstituyeel centroactivodelenzima(Fig 1.6).

La función biológicadeesteenzimaeshidrolizarácidoribonucleico(Richards&

Wyckoff, 1971>. Estareacción transcurreen dos pasos:en el primeroseforma un

nucleótido 2’,3cíclico (esto es una transesterificación);en el segundopasoeste

intermedioeshidrolizadolentamenteparadar un nucleátido3’. La reacciónseproduce

específicamente.

F¡g 1. 6: Esiructura terciaria de RibonucleasaA bovina.
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De la multitud de estudiosrealizadoscon el enzima(ver Richards& Wyckoff,

1971, paraunadescripcióncompleta),acontinuaciónsedescribiránúnicamenteaquellos

quetenganalgunarelacióncon los resultadosy las discusionesexpuestasenestetrabajo.

1.3.1. ESTRUCTURA DEL ENZIMA.

La RibonucleasaA ha sidoestudiadaen detalle,mediantelas técnicasdedifracción

de RayosX, obteniéndoseestructurasaltamenterefinadas(Borkakotti et al., 1982).

También se han empleadolas técnicasde difracción de neutronesque han dado

informaciónde la movilidad de las cadenaslateralesy de las fluctuacionesinternas

(Wlodaver& Sjólin, 1983).Comoprimerresultadode estosestudiossehanidentificado

los elementosdeestructurasecundariadel enzima.Contienetresa hélicessituadasentre

los residuos3 al 13, 24 al 34 y 50 al 60. Estasregionesno son completamenteregulares,

puestanto en la segundacomo en la terceraexistenregionescon configuración~Io•

Existen dos zonasde lámina ¡3: la primera estácompuestapor tres hebras en

configuraciónantiparalela(residuos42-48,79-87y 96-104) y la segundaestáformada

porcuatrofilamentos(residuos61-64,71-74, 105-111y 117-124).Asimismo sehan

realizadoestudioscristalográficoscon el enzimaunidoa diferentessustratos,que han

permitidocaracterizartodoslos residuosimplicadosen el centroactivo: His 12, Lys 41,

Val 43, Asn 44, Thr 45, His 119, Phe 120, Asp 121 y Ser 123. Actualmenteseestán

investigandolas diferentesmovilidadesde cadaunade las cadenaslateralesy el gradode

desordende las mismas(Svenssonet al., 1986).

Sin embargo,por las razonesexpuestasantenormente,convendríasabersi su

estructuraen disolución coincidecon la estructuracristalina,paralo cualeranecesariala

asignacióndel espectroprotónicode RibonucleasaA. Paralelamenteal estudiode sus

propiedadesbiológicasy físico-químicas,el enzimafue uno de los primerosestudiados

por la técnicade RMN monodimensional(Schechteret al., 1972;Jardetzky& Roberts,

1981),que permitíainformación acercadel entornoque rodeabaa algunosresiduos

aromáticos.No obstante,si se queríaobtenerunaestructuracompletaen soluciónera

necesariohacerunaasignaciónpor las técnicasde RMN bidimensionales,dadoel gran

númerodeaminoácidosquecomponíanla cadena.El primerintentosellevó acabopor

Rtiterjans(Hahn& Rtiterjans,1985)que asignaron21 residuosde los 33 sistemasde

espínque identificaron. El siguienteintento, no se produjo hasta1988, dondese se

usabanlas técnicasNOESY y TOCSY (Lian, 1988).La asignacióncompletallegóde la

mano de dos gruposque trabajabanparalelamente(Rico et al.,1989;Robertsonet

al.,1989).



lo

Una vez asignadoel espectro,podía obtenersela estructuraen disolución del

enzima,con un alto grado de fiabilidad (Rico et al., 1991; Rico et al.,1993). Los

resultadosconcuerdanmuy biencon las estructurasobtenidasen estadocristalino, (Fig.

1.7) observándoseenesencialos mismoselementosde estructurasecundaria(Santoroet

al., 1993),aunqueexistenalgunasdiferenciasen los puentesdehidrógenoencontrados.

El empleode otro de los parámetrosque sepuedenextraerde las técnicasde RMN: la

medidade las constantesde acoplamiento,ha permitido la determinaciónde las

accesibilidadesy, por tanto el movimiento de las cadenaslaterales(Fig 1.8) Es esta

estructuraen disolución altamenterefinada, la que ha servido para muchasde las

discusionesexpuestasen estetrabajo.

24

1=0

Fig 1. 7: Esquemamostrandolos elementosde estructurasecundariay los puentesde

hidrógenoentrelos protonesdelesqueletopara la RibonucleasaA.
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F¡g 1. 8: Accesibilidadesdecadauno de los residuosquecomponenla RibonucleasaA

(de Santoroet al., 1993).

1.3.2. PLEGAMIENTO DEL ENZIMA.

Pocodespuésde probarseque la proteínaspodíanadquirir su conformaciónnativa

espontáneamentesin una “ayuda” externa,graciasa los estudiosde Anfisen sobre

RibonucleasaA, seseñalóque si esteproceso(Levinthal, 1968) ocurríade unaforma

aleatoria,la proteínapodríatardarañosenadquirirsu conformacióndadoqueel número

de diferentesconformacionesera muy elevado,cuandolo que seobservabaesque la

reacciónde plegamientotranscurríaen unos segundos.Claramentela secuenciade

aminoácidoscontienela suficienteinformaciónpara“guiar” suplegamiento.

Los primerosestudiossobreel plegamientode la proteínafueron realizadospor

Anfinsen y colaboradores(Anfinsen et al., 1961) poniendoespecialcuidadoen la

importanciade los puentesdisulfuro paralaestabilidady el plegamientode la misma.

Reduciendola proteína,en condicionesdesnaturalizantes,y volviéndolaa oxidar, se

observóquela moléculasproducidaserantotalmenteigualesalaproteína nativa , quees

su estadomás estable,y lo que era másimportante,que la proteínacontieneen su

secuenciatoda la informaciónque precisaparaplegarsecorrectamentea su estructura

nativa.

Desdeentoncessehan llevadoa cabomuchosexperimentoscon muy diferentes

técnicasparaintentardilucidar el mecanismode plegamiento.Como la proteínaposee

puentesdisulfuro una buenaaproximaciónconsistíaen aislar posibles intermedios

durantela renaturalizacióna partirde condicionesdesnaturalizantes,en las quela proteína

% de accesibilidad
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no teníaningúnpuentedisulfuro;de estosresultadosseobtuvola conclusión(Scheragaet

al., 1987) de que la proteínaseguíaun mecanismoformado por varios caminosde

plegamientocon diferentesprocesoslimitantes paracadauno. Estos procesos,que

actuabancomocuello de botellade la reacciónimplicabanla rupturade puentesdisulfuro,

formacióno reagrupamientode los que ya existían.Un estudiomás cuidadosode los

resultados(Wearne& Creighton, 1988)mostró,por el contrario,que la proteínaseguía

un caminoen el que el pasolimitanteocurríaúnicamenteen aquellasespeciesqueposeían

tres puentesdisulfuro formados,y separabalas especiestotalmenteplegadasde otros

intermedioscon uno o dospuentesdisulfuro.

Paralelamente,mediantetécnicasbasadasen la hidrólisis con varias enzimas

duranteel procesode renaturalización(Schmid& Blaschek,1984; Lang & Schmid,

1986)mostraronque el plegamientoeraun procesosecuencialque implica intermedios

bien poblados.Sehabíandetectadodos intermedios:uno muy tardíoel cual poseeuna

estructurasemejantea la de la proteínanativa, y otro que se forma muy prontoen las

primerasetapasdel plegamiento,y el cualposeeunaestructurasecundariamuy parecidaa

la de la nativa. Los resultadosmostrabanque, en primerlugar,el extremoC-terminalse

protegíamuy pronto, y en segundolugar,el fragmento31-39de la cadenapolipeptídica,

que formaun giro en la estructura,esaceesibledurantelas primerasetapas,y no se pliega

hastalas últimas.Porel mismogrupode trabajo(Schmi’l et al., 1986)se establecióel

papel que desempeñabala Prolina 93, que se halla en cis en la estructuranativa,

encontrándosequelasespeciesquecontienenel isómeroincorrecto(el isómerotrans)son

las que forman fundamentalmentela poblaciónde las moléculasmás lentas. Esta

isomerizaciónde la formatrans(no nativa)a la cis (nativa) eraaceleradaporla presencia

de intermediariosde plegamiento(Schmid, 1986).Estudioscomparativosentrediferentes

Ribonucleasaspancreáticas(Lang et al.,1986) concluyeronque el otro enlacecis que

existíaen muchasde ellas(Pro 1 14-Tyr 115)eratambiénfundamentalparalaproporción

de la poblaciónde aquellasmoléculasqueserenaturalizabanlentalmente.

Ya se hadescritoun métodoparaatraparintermediarios(Wearne& Creighton,

1988),sin embargosepuedehacerusode los hidrógenoslábiles de unaproteína,que se

encuentrandistribuidosalo largode todala estructuraparadetectarel modelode puentes

de hidrógenoque muestranesasespeciesduranteel replegamientoe intentar la

caracterizaciónde su estructurasecundaria.Con las técnicasde pulsosy el complemento

de las técnicasópticas(Brems& Baldwin, 1985; Englander& Mayne, 1992) fue posible

la caracterizacióninequívocade tres especiesdiferentementepobladasduranteel

plegamientoque incluyen una fase rápiday una lenta;ambasfasesse renaturalizan

siguiendoun mecanismocinéticode dosestados.Otra componente,la mayoritaria,posee
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una estructuracinética más compleja,presentandoun intermedio con puentesde

hidrx5genoy estructuracomo la nativa.

Recientemente,conel empleode las técnicasde pulsosen conjuncióncon la RMN

bidimensional (Udgaonkar& Baldwin, 1988; Udgaonkar& Baldwin, 1990), se ha

comprobadola heterogeneidadde la poblacióndurantela renaturalizaciónde la
Ribonucleasa,y la presenciade un intermediarioparcialmenteplegado(de considerable

estabilidad)con la lámina¡3 parcialmenteformaday tambiéncon las hélicessegunday

terceraprácticamenteintactas;la primerahéliceseformamástarde.



Capfrulo II

Equilibrios de ionización:

estabilidad y cambios con el pH
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2.1. INTRODUCCIÓN.
2.1.1 LOS EQUILIBRIOS DE IONIZACIÓN EN PROTEÍNAS.

Las interaccioneselectrostáticasson muy importantespara la químicade las

proteínas(Perutz,1978).Los camposeléctricosseacoplandirectamentea la estructura

electrónicay portantopuedenserde granimportanciaparalaquímicade la catálisis.Más

aún, el hechode quela interaccioneselectrostáticasseande largoalcance,muestraque

son muy importantespara la estructura,la estabilidad y la solvatación de las

macromoléculas(Matthew & Richards, 1982; Bashdford,1991). A causade este

importantepapel,la posibilidadde asignaracadaresiduoparticularuna constantede

ionización(o lo queeslo mismoun pKadeterminado)puedeayudarenel desarrollodel

comportamientode la catálisis, las interaccionesproteína-proteína,intercambioconel

disolventey otrosfenómenos,y por tantoayudaren el desarrollodeespeciesproteicas

diseñadasgenéticamentemáseficaces.

Entre los estudios más antiguos de proteínas con el uso de la RMN

monodimensional,los experimentosde titulación, observandolos protonesaromáticos,

condujoa interesantesresultados(Jardetzky & Roberts,1981).Sin embargo,debidoal

solapamientoprontodejóde serútil, si sequeríanobservarprotonesmásconcretos.Con

el uso de la espectroscopiabidimensionaleste problemase soluciona,es más, los

espectrospuedenproporcionarnosdetallesde los cambiosconformacionalesquesuceden

mientrascambiael pH e informaciónelectrostáticasobretodosy cadauno de los protones

de una proteína;el inconvenienteradica, porsupuesto,en las grandescantidadesde

tiempoparaadquirir los experimentosy paraestudiarlos.El métodoaplicadoesmuy

sencillo, consisteen observarlos cambiosde ~con el pH, e intentardescribirensuforma

mássencillaestecomportamientocomo un equilibrio ácido-baseentredosestados:la

formaprotonaday desprotonada,quesiguela ecuaciónde Henderson-Hasselbach:

LAH]/[]IHI Ka

Si consideramosquela cooperatividadde la transiciónentrelos estadosprotonado

y desprotonadovienedadapor un factorn, definido(Hill, 1910:Markley, 1973):

= [Hfi {2}
Ka

dondesehan representadopor AH y A la especieprotonada(ácida) y desprotonada

(básica),respectivamente.Si n = 1 el ácidosecomportanormalmente,si n c 1 o n >1

son casosde comportamientocooperativoy anticooperativo,respectivamente.Otros
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autoresdefinenel parámetrodeHill como el inversodel que nosotroshemosdefinido

arriba(Saitoet al., 1991);hemospreferidola expresiónsupenorpor la facilidada la hora

de introducirlaen la ecuaciónde Henderson-Hasselbalch.

Paraentendermejorel conceptodel coeficientede cooperatividad(coeficientede

Hill) hay queconsiderarla interacciónentresí de las cadenaslateralesde los aminoácidos

en las proteínas.En estas,los residuosindividuales pierden las propiedadesdel

zwitterion (Lehninguer,1985)al formar los enlacespeptídicos.Por tantosólodebemos

centrarnosen los dos extremosterminalesy en las cadenaslateralesde los posibles

aminoácidos.Dos efectosmotivaránqueestastitulen de diferenteformaacomolo hacen

en los aminoácidosindividuales(Cantor& Schimel,1980):

a) Interaccioneselectrostáticascausadascomoconsecuenciade las estructuras

primaria,secundariay terciariaen el entornoquímicolocal.

b) Interaccionestennodinámicascausadasporel acoplamientoentrela ionizacióny

el equilibrioconformacionalde la proteína.

De esta forma, los desplazamientosexperimentadospor los pKas serán una

expresióndela fuerzade la interacciónqueexisteentrediferentesgruposelectrostáticos,

o entrelasdiferentescapasdehidrataciónde los residuoshidrofóbicosy polarescuando

están suficientementecercanos(Urry, 1992). Estasinteraccionessonlas que aparecen

medidasporlaexpresióndel indicede Hill: valoresqueseseparande la unidadmostrarán

una interacciónconsiderableentredosgruposcercanosya seadeunaformacooperativa

(estoes,la ionizacióno protonaciónde uno severáfavorecidaporla presenciacercanade

otro) o anticooperativa(Wyman& Gilí, 1990).

A pesardeello la medidade la interaccióncon el índicede Hill, no resultafácil

matemáticamente,por lo que resultaútil intentarhallarotra formamástangiblequenos

proporcioneunamedidade esainteracción;la soluciónesrelacionarestadiferenciade

pKa (entreel medidoy el intrínseco)con la energíade repulsión(Cantor& Schimmel,

1982;Urry et al., 1992):

AG=2303RT(PKa- Pl(a) {3}

donde¿NG esla energíalibreque muestraesainteracciónelectrostática,y pK8’ esel p~a

aparentemedido, mientrasque pK8 esel intrínseco,el quepresentaríasí no existiera

ningunainteracción(el factor 2.303 resultacomoconsecuenciade la conversiónde

logaritmosdecimalesa neperianos).El problemacon estaaproximaciónesque en la

mayoríade los casossi la titulaciónsealejaconsiderablementede la unidad,no esposible
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determinarconmuchaprecisiónel valorde PI<a’, con el consecuenteerroren la medida

de la energíade interacción,mientrasquecon el indice de Hill, tenemosla seguridad,al

menosa nivel cualitativode lo cercao lejos quese encuentrancadauno de los diferentes

pK~s aparentesquesientenlos protones.

El acoplamientotermodinámicode las constantesde ionizacióny el equilibrio de

plegamiento,dadoen la expresión{3}, sugiereuna reglamuy simple paraevaluar los

efectosde los gruposionizablessobrelaestabilidadde la proteína.Verdaderamenteun

detalladoanálisisde los valoresde los p1~a~ aparentesde los residuos de la proteína

proveeunafuenteinagotableparaestudiarlas fuerzaselectrostáticasque estabilizanel

estadoplegadodadoqueestosvaloressondeandirectamentelacontribuciónelectrostática

decadagrupoa laestabilidadtotal de la proteína.Dicho de otraformasi un pKa obtenido

es menorque el correspondienteal que poseeen el estadodesnaturalizado(esdecir, el

intrínseco)la baseconjugadaestabilizalaestructuraplegada.Inversamente,si el pIca de

un grupoen la estructuraesmayorqueel intrínsecoel ácidoconjugadoestabilizala forma

plegaadarespectoa la desnaturalizada.

Unavezconsideradaslas estructurassecundariasy primarias,y la interacción,por

tantocon las cargasde la propiaproteína,hay queconsiderarlas interaccionescon todas

las restantescargaspresentes,con lo que tenemosel problemadel disolvente;todo

polielectrólito, y por tantounaproteína,tiendeaatraero repelerunaatmósferajónica, lo

cual tiendea debilitarlas interaccionesiónicasencualquierdirección.Porsupuesto,la

densidaddeestaatmósferaiónicadependeráde la concentracióniónicaendisolución,así

comode la accesibilidad(y por tantode la geometría)de los gruposiónicosque son

capacesde titular. En principio, las medidasquese llevena caboaunafuerzaiónicamuy

grandereflejaránsólo las interaccionesentrelos gruposmuycercanosen elespacio.Con

todo ello, los complejosefectosqueresultande todaslas interaccioneselectrostáticas,han

he-cho imposible el establecimientode un modelo adecuadopara describir el

comportamien-tode unaproteína(Delapierreetal., 1987).

Parainterpretarlos datosde titulación,hayquereseñarpreviamentela relaciónentre

el desplazamientoquímicoy el comportamientoelectrostático(Forman-Kayet al., 1992).

El análisisde los P1<a~sebasaen el estudiomacroscópicodel sistema,dadoqueenuna

determinadaacidezel sistemaestáprotonadoo desprotonado.EIb observadoparauna

señal,seráel promediode todaslas frecuenciasde las especiesque esténen equilibrio

rápidamente.Por supuesto,estaresonanciaparaunade esasespeciesindividualmentees

el resultadode un apantallamientoelectrónicoy de la electronegatividadde unacarga

parcial que seacapazde polarizarlos electronesqueestamosobservandoen el experi-

mentode RMN. Los cambiosen el desplazamientoquímicolos causaráel hechode que
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sefavoreceel equilibrio deunaespeciefrentea otra,y estecambioque se necesitapar

acomodarun protón o la pérdidadel mismopuedeserpequeñoo enoca-sionesbastante

considerable(Khodaet al., 1991; Abilgaardet al., 1992).En resumen,el cambioen el

desplazamientoquímico puedeatribuirsea un cambioen la densidadde cargade un

grupoionizable,o a un cambioconformacionalacompañadodel cambioen el potencial

eléctrico;la extensiónen queseproduzcacadauno deesosfenómenosdependeráde la

posicióndel residuoen particular.

El presenteestudioestáencaminadoa describiren primerlugar,comovaríala esta-

bilidad deunaproteínacon el pH, estudiandocualquierposiblecambioconformacional

en la misma,y en segundolugar, proporcionarnoslas clavesparaunacomprensióndel

comportamientoglobal electrostáticode la proteína.

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

Hastala llegadade la técnicade RMN, las únicasformasde estudiarlos equilibrios

de ionizaciónen las proteínaseranmediantela titulación electrométrica,las técnicas

espectrofotométricas(muyadecuadasparalos gruposfenólicos,al cambiarradicalmente

suspropiedadesdeabsorciónal desprendersedel protónfenólico) y mediantetécnicas

infrarrojas(cuandoel disolventeusadoera[>20)(Tandford,1962).

LosprimerosestudiosdeRibonucleasafueronespectrofotométricosobservándose

que el comportamientode trestirosinaseramuydiferenteal de las otrastres,esdecirtres

deellastitulabancon un PI<aaparentede 9.9, mientrasquelas demáslo hacíanalrededor

depH = 13.0 (Tandfordet al, 1955;Fig.II. 1). Estollevó a concluir que tres de ellasse

encontrabanmuy accesiblesal disolventey otrastres muy enterradasen la estructura

(Tandford, 1962). Los mismos resultadosse obtuvieronen las titulacioneselectro-

métricas(Fig 11.2; Tandford& Hauenstein,1956),concluyéndoseporotro lado queno

debíanproducirsegrandescambiosconformacionalesentrepH 1.8 y 11.5Sin embargo

aquí, ya se observaronanomalíasa pHs muy ácidos,indicandoque podíaexistir un

gruporodeadode un entornomuy electropositivoel cual presentabaun p~aaparentemás

bajo de lo esperado.El mismo resultadose obtuvo por medidas de transferencia

(Hermans& Scheraga,1961),precisándoseque supKa< 2.0.

Con la llegadade las técnicasde RMN y el conocimientode la estructurade la

enzima,sepudieronrealizarestudiosde todos los protonesaromáticos(Lenstraetal.,
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1979),concluyéndosequelos protonespredichosquese encontrabanmuy enterradosen

la estructuray queno titulabanen condicionesnormalesde pH eranla Tyr 25 (implicada

en la segundahélice,y que introducesu anillo aromáticoentrelas hebrasde la primera

lámina), la Tyr 97 (que formapartede un giro j3) y la Tyr 73, que seencuentraen la

segundalámina:; asimismo se observó,aunqueno se explicó, la existenciade un

comportamientoanómalo(al desaparecerlas señalesde sus protonesaromáticosen la

zonade titulación) parauno de los anillos de Histidinaimplicadotambiénen laestructura

de la primeralámina.Las observacionesfueronmássorprendentescuandosecomprobó

que un derivadoenzimáticode RibonucleasaA (la Ribonucleasa5) no mostrabaeste

comportamientoanómalo(Cohenet al., 1973).
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Recientementehan aparecidoestudiosde la estabilidadde la proteínacon el pH,

atribuyendosubajaestabilidada bajo pH, comoconsecuenciade! enormeconjuntode

cargapositivaqueposeela proteínaa esascondiciones(Paceetal., 1990)

2.2. METODOLOGíA EXPERIMENTAL.
2.2.1.PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE RMN.

La proteínafue adquiridade Sigma (con fosfato) o de Worthington (libre de

fosfato) y usadasin ningunapurificaciónposterior.Las muestraseranpreparadasdisol-
viendo25 mg deproteínaen 0.5ml de H20 (con 10 % de [>20) y seajustabael pH con

NaOHo HCI. Ningunade las muestrasestudiadasserealizócon mediotamponado.Los

pHs fueron medidosen un electrodode vidrio Ingold, calibradofrente a tampones

acuososordinarios.Las solucionesteníanunaconcentraciónde 0.2 M de NaCí (6 mg en

0.5 mí) y una vez preparadasson llevadasa tubos de RMN de 5 mm de diámetro

(NoreIl). Semidió el pH de las muestrasantesy despuésdel experimento,observándose

enalgunosde ellosciertavariaciónde 0.1 unidadesde pH. En cualquiercasolos despla-

zamientosquímicosmedidossehanrepresentadofrenteala últimalecturarealizadades-

puésdel experimento.

Los pHs fueron 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.2, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.2 y 8.5.

Aunque no todos los protonespodían ser vistos a todos los pHs, debido tanto a

cuestionesde intercambioa altos pHs como al hechode su propiatitulación (señales

anchaso incidenciadel protónobservadocon la señaldel agua),lascurvasde titulación

de prácticamentela mayoríade ellospudieronseguirsesin ningunadificultad.

2.2.2.ESPECTROSCOPÍA DE RMN.

Las medidassellevaronacaboen dos diferentesinstrumentos:

1.- EspectrómetroBrukerWM-360,operandoa unafrecuenciade360MHz parael

protón, controladopor un computadorAspect3000 con el programaDISNMR de

Bruker.

2.- EspectrómetroBruker AMX-600conunafrecuenciade 600 MHz (14Teslas),

equipadocon un ordenadorAspectX32,usandoel programaUXNMR de Bruker.

En ambosespectrómetrosel control de la temperaturaseconsiguiómedianteel

acoplamientode unaunidadHaakede enfriamientodel aire.La regulaciónde temperatura

serealizacon la unidadBVT2000 Eurothermde Bruker. La precisiónerade±0.10C.
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Serealizaronexperimentosde tipo TOCSY (Braunschweiler& Ernst, 1983)con 16

barridosde 2048palabras(2K palabras,dondecadapalabraequivalea 4 bytes)cadauno

en la dimensiónF2 y 256 incrementosen la dimensión El. Estole confiereun tamañode

2048>( 256. La anchuraespectralfue de 8000Hzen ambasdimensiones.La duraciónde

cadaexperimentoesde 1 h 35 mm. La eliminación del aguase mejoró mediante

presaturaciónselectivaduranteel tiempo(1 s) de relajaciónde los espines(Hore, 1989).

El tiempo de mezclaempleadofue de 60 ms. La magnetizacióntransversalse indujo

mediantela secuenciaMLEV-17 (Bax & Davies, 1985 a) Antes de comenzarel

experimento,y dadoquela secuenciaMLEV 17 calientamuchola muestra,sedejó un

tiempoenel queserealizaron300 barridosperosin adquisición,con lo que llegadoel

momentodeefectuarésta,lamuestrayaha alcanzadola temperaturaadecuada.

Con el instrumentooperandoa la frecuenciade 360 MHz, no eraposibleusarla

secuenciade tipo TOCSY, con lo quela variaciónde los desplazamientosquímicosse

siguió con un experimentotipo COSY sensiblea la fase(Aue et al.,1983),con 2048

palabrasen la dimensiónF2 y 512 experimentosen la dimensión Fi. La anchura

espectralfue de4000 Hz en ambasdimensiones.La eliminacióndel aguatambiénse

realizómediantela presaturación.En estascondicionesla adquisiciónse prolongaba

durante12 horas.

A fin de conseguirun mejorresultadoen la asignaciónde aquellosaminoácidoscon

largascadenaslaterales,que no hubieranpodido serobservadasen el experimento

TOCSY, serealizaronexperimentosNOESY (Jenneret al., 1979; Kumaret al., 1980),

con tiempos de mezclade 150 ms. La anchuraespectralfue de 4000 Hz, con el

instrumentode 360 MHz y de 8000 Hz, con el de 600 MHz. Los espectrosse

adquirieroncon 2048 puntosen la dimensión F2 y 256 en la dimensiónF1.Conel

espectrómetrodemásalto campolos experimentosduraban15 horas,mientrasquecon el

de360 Ml-Fr la duraciónaproximadaerade 22 horas.

En algunosexperimentosNOESYmuy especiales,no seeliminó el aguamediante

presaturación,sino lo quesehizofue no excitaría,mediantela secuenciapu (Plateau&

Guéron,1982; Hore, 1984) incorporadaal final de la secuenciadel NOESY. Por el

contrario,enotros seusaronlas recientestécnicasdeexcitaciónselectiva(Baueret al.,

1984;Kessleret al., 1986)con las queen ladimensiónF2 sólo seexcitabala regiónde

los NR, evitandoconello todos los problemasde fasequelleva consigoel empleode la

secuenciapl ly mejorandola resolución,puestoquela anchuraespectralesmenor.
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En todos los experimentosseempleóen ambasdimensionesel métododeTPPI

(Time ProportionalPhaseTncrement)(Bodenhausenet al.,1980;Marion & Wúthrich

1983)

En el instrumentode alto campo,los experimentosantesde serprocesadosse

rellenarondecerosen la dimensiónFi hasta1024palabras.Los experimentosNOESY

fueron procesados,en todas las variantesdescritas,con las ventanassen2en ambas

dimensionesy desplazamientosde xrI4 en F2 y a/6en F1.Posteriormentesecorrigieron

en líneabasecon un polinomio de grado3, dondefue posible;en los experimentosque

usabanla secuenciapl 1, la correcciónde línea basesólo serealizóen una regióndel

espectro(aquellacuya fase estababien ajustada).Los experimentosTOCSY, fueron

procesadoscon las mismasventanasy desplazamientosy la correcciónde la líneabase

fue idéntica.En los experimentosCOSY, en cambio,se usaronlas ventanassenoen

ambasdimensionessin ningúndesplazamiento;la correcciónde líneabaseno fue posible

aplicarlacon el instrumentode másbajocampo.

En todos ellos, las señalesfueron calibradascon respectoa la de la sal sódicadel

TSP.

2.2.3. CÁLCULO DE LOS VALORES DE LOS pKa.

El enormenúmerode las curvasde titulación de los desplazamientosquímicoscon

el pH, se ajustarona un simple modelo derivadode la ecuaciónde Henderson-

Hasselbalch:

pH = PKa±íog(baseconJu~ad>/~~
0conjugado)= PKa+ íog(8/ e)

dondeO esel gradode disociacióndel ácido conjugado.Si consideramosque hay un

rápidoequilibrio entrela forma protonada(ácidoconjugado)y la desprotonada(base

conjugada),el 8 observadoseráun promediode ambas,con lo que

= binase x e+ &do x (í- e)

donde
8basey 8ácidorepresentanlos desplazamientosquímicosaaltosy bajosvaloresde

pH, respectivamente.El valor Ab, queusaremosrepetidAmnetea lo largade nuestros

resultadossedefinecomo:

Ab = 8ácido- 8base

Dearribaseobtiene:
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_ — bácido)

base— b ácido)

Sustituyendoestaen laecuaciónde Henderson-Hasselbachalcanzamos

(óáido+óbaseX 1o(PH-~KJ~

)

(1 +

queyapuedeserusadaparael cálculode los parámetrosde interés:pKa,
6basey 6ácido-

Si tenemosencuentala cooperatividadde la transiciónentrelos dosestados,laecuación

deHenderson-Hasselbalchqueda:

( ácido +b base>< 10(n)

)

1+ (PWPK

.

~o
Y ya no haymásqueajustarlatomandocomoparámetrosadeterminarn, pIca.6basey

bácido.En el casode comportamientoscomplejosdondeen las curvasde titulación

podíaninfluir másde un piCa,seprefirióel ajusteaun solo valor, debidoalaconfluencia

de varios posiblesvaloresde titulación, ademásen muchoscasosno se iba a mejorar

sustancialmenteel resultado(Forman-Kayet al., 1992). Cuandoen algunascurvasse

observabandoso másposiblestitulacionesdeterminables,sedescompusoel conjuntode

datos,y seajustécadauno de ellosseparadamente.

Seusóel procedimientode mínimoscuadrados(Kaleidagraph,AdelbeckSoftware)

paradeterminarlos parámetroscitados.Comodichoprogramanecesitala introducción

previade unos valores aproximadosde los parámetrosa determinar,estos fueron

introducidosa partir de la inspecciónvisualde lascurvas,porello separtiósiempredeun

valor de n = 1, antelacarenciadecualquiertipode informaciónapriori de lacurva.Fue

necesarioajustar,enalgunoscasos,adecuadamenteestosvaloresde partida,puescon

valoresmuy alejadosel procesono convergíaadecuadamenteo producíaresultados

erróneos.Todas las curvas presentadasen este trabajo poseenun coeficientede

regresión,comomínimo del 0.86.

La constantede ionizaciónaparente,pKa , de los gruposionizables,sedeterminó

comoel promediode los pKasque “sentían” los protonescercanosal grupoque se

ioniza.Aquellasresonanciasquemostrabanunadesviaciónestándarmenoro igual que

0.2, seconsideróqueestabanafectadaspor la desprotonacióndel grupoionizableque
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teníael valordepKa máspróximo(valorándoseen algunoscasosla influenciade) valor

quepresentaban). Debidoal error inherenteala medidade los 8, de 0.02 ppm,aquellas

resonanciasquetenían un cambioen el desplazamientoquímicopequeño(menoro igual

que0.05 ppm), y por tantoposiblespKa~ determinadoscon unadesviaciónestándarmuy

elevada,sehanconsideradoindependientesconel pH (Kohdaet al., 1991; Forman-Kay

etal., 1992).

2.3. RESULTADOS.

Sehandeterminadolas curvasde titulación de los, apmximadamente,700protones

con diferentesdesplazamientosquímicosque poseela RibonucleasaA; de ellos 305

presentanun pKaqueesobservabley medible.

En general se ha observadoque los protonespeptidicosson más sensiblesa

cualquiervariaciónde cargaensuentornopróximopor lo que resultanmásadecuados

paraladeterminaciónde los p1~asde grupospróximoscargadosque titulen (Forman-Kay

et al.,1992).Estosedebeal hechode queel enlaceN-H esmuchomás fácil de polarizar

queel enlaceC-H. La partenegativade estaextraordinariasensibilidadesque, debidoa

la bajaconstantedieléctricaqueexisteen el interiorde la proteína,cambiosen lascargas

parcialespuedenafectarlas resonanciasde protonesmuy alejados.

Como eradeesperar(Tandford,1962; Dempsey,1986) aquellosresiduosque se

encuentrenen un entornomáshidrofóbicosonácidosmuchomásestablesque los que

esténrodeadosdemoléculasde disolvente.

El hechode realizarel estudioen 0.2 M de NaCí aún sabiendola influenciade

cualquieranióny catiónexterno(Tandford, 1962) fue parahacermáshomogéneoslos

resultadoscon la asignacióny la estructuraque ya habíansido obtenidas(Rico et al.,

1989; Rico et al., 1991). Como la concentraciónsalinaesmuy alta, las interacciones

entreestosionesy el restodela proteínapuedenconsiderarsedespreciables.

El estudiode todos los piCas de los protonesde RibonucleasaA, ha permitido

detectarvariasinteraccionesimportantesparala estructuraterciariade la proteína.Estasse

estudianen elapartado2.3.3.Todasellasmotivanque prácticamentelos desplazamientos

químicosde los NHs de los gruposimplicadospresentenlos mayorescambiosen las

resonanciasde laRibonucleasa(Tabla11.1),concretamenteel valor encontradoenArg

10, esel másgrande,debidoaqueal imponerla restricciónde queel valor desu punto

de inflexión coincidacon el del Glu 2, la regióncorrespondientea lazonaprotonada,es

ajustadaenel procesode convergencia(parala His 105, el procesode convergenciano
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discurríaadecuadamentecon lo queno fueposibleobtenerel desplazamientoquímicode

la porción ácida y portantocalcularel cambioen el mismo)

Paraobtenerlos pK8s de los grupostitulables se hizo usode las inflexionesque

presentabanlos protonesde esegrupoy de otras, no necesariamenteadyacentesen la

secuenciaprimaria,quepodríandeberseal grupoqueestábamosestudiando.

Tabla 11.1

Losmayorescambiosobservadosen las resonanciasde los protonesNHs de

RibonucleasaA en el rangodepH de 2.5 a 8.5.

Residuo Ab (ppm) Residuo Ab (ppm)

NH~deArg1O 3.35

Thr45 0.82

Ser50 1.00

Lysóó 2.13

SerSO 2.10

El únicoresiduoque no se encuentraentrelos arribacomentadosesla Thr 45, que

estáimplicadaen el centroactivo,perocuyo protón presentacomoseveráel resultadode

variasinteracciones.

Los protonespeptídicosque no estánimplicadosenenlacesde hidrógenosedejan

de observarpor efectode su intercambiocon el disolventea medidaque aumentala

basicidaddel medio (Engiander& Kai]enbach,1984); los protonesqueestánunidos a

otrotipo denitrógeno,comolos de las cadenaslaterales,se van intercambiandotambién

con el pH, y sólo permanecena PH = 8.2, los queseencuentranmásenterradosen la

estructura: clIn 55, clIn 60, Asn 62 y Asn 71. De todasformascomoel intercambiode

las cadenaslaterales(Wúthrich, 1986)esmayoren los pHs extremos,a pH = 2.5 no se

observanlos de Asn 34 y clIn 69. Los NH(E) de las Argininas varíanmuchoen su

comportamientode intercambio,puesmientraslas dos queestánimplicadasen sendos

enlacesdehidrógenodejandeobservarsea pH = 6.5, las queno lo estánnoseobservan

a partir de pH = 7.5 parala Arg 39 y de4.0 parala Arg 85. En cambio los dosúnicos

protonescorrespondientesde lascadenaslateralescorrespondientesala Ser75 y Tyr 97,

queestánmuy inaccesiblesy unidospor puentesdehidrógeno,permanecendurantetodo

el intervalode pH.
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Laposibilidadde tenerunafuentede resultadosteóricosparatodos los aminoácidos

titulables (Matthew & Richards,1982),ha permitidocomparara éstoscon los valores

experimentales.Los resultadoshansido sorperendentes,puesen la mayoríade los casos

los valorescalculadossonmayoresque los medidos(inclusoparalos queya setenían

resultadosexperimentalescomoparalas tirosinasmásenterradasen la estructura).La

razóndeestaaparenteestabilidadde los gruposácidos,en los resultadoscalculados,hay

quebuscarlaen las deficienciasdel modelode Tandford-Kirwoodempleado(y no en la

diferencia de fuerza iónica, como en un principio podría pensarse,con que están

realizadoslos cálculosy las medidasexperimentales),puesaúnapesarde considerarque

las cargastienenun parámetrode enterramientoquemide su accesibilidadala superficie,

no sepuedeconsiderarque estassean estáticas.Asimismo tal modelo no sopesa

adecuadamentela interaccióncon otros tipos de cargasal desconocercon exactitudla

posiciónde éstas.Los únicosresiduos en los quelos valoresmedidosson mayoresque

los calculadosson Glu 49, Asp 38, Asp 83, Glu 86 y Asp 121, todos ellos cercanosa

regionesdondeexisteunagrancantidadde cargapositiva.

2.3.1 DETERMINACIÓN DE LOS pKaS DE LOS RESIDUOS
IONIZABLES DE RIBONUCLEASA A.

Residuos ácidos: equilibrio carboxilo-carboxilato.

En la Tabla11.2. serecogentodos los cambiosen los desplazamientosquímicos,

Ab, adscritosa la titulación degruposácidosparalos protonesdel propio residuoque

soncapacesde “sentirlo” (exceptuandoel Asp 14, parael queno esposibleobservarsu

titulación). Comopuedeobservarse,el cambioessiemprepositivo, consecuencialógica

dequeal disociarseel protón la carganegativaen el grupocarboxilatoesmayory por

tanto el apantallamientotambién lo es. Únicamentese detectanlas excepciones

correspondientesa los protonesHadeAsp 38, Asp 53 y Glu 86, y el NH de Asp 38.

Estasanomalíaspuedenexplicarsepor la presenciade cambiosen el entornode los

residuosque también modifican el 8. Obsérveseasimismoque estos residuosse

encuentranen zonasdondeexiste tambiénotro, u otros, gruposácidos, o cadenas

lateralescargadascon los que presentanfenómenosde cooperatividado anticoope-

ratividad,comosedescribemásabajo.

En general,los Ab sonmayoresparalos protonesqueseencuentranmáscercanos

al grupoquese disocia,y van disminuyendoamedidaqueaumentaladistanciaaél. Así,

los protonesHp de un residuoaspárticotienenun mayorAb queel protónNR del mismo

residuo.
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Tabla 11.2

Cambiosen M (ppnz)para los protonesde los residuosácidosdeRibonucleasaA.

Olu 2

Glu 9

Asp38

NR

Hy3

NR

Ha

0.27

0.14

0.13

0.07

0.14

-0.13

-0.18

0.30

0.23

Asp83

01u86

Glu 111

NR

NR

NR

0.75

0.34

0.29

0.42

-0.12

0.11

0.28

0.17

Residuo Protón Ab (ppm) Residuo Protón Ab (ppm)

01u49

Asp53

Nl-!

Hg2

Hy3

NR

Ha

0.46

0.09

0.13

0.16

0.25

0.06

0.16

-0.07

0.27

Asp 121

Val 124

NR

NR

Hp

0.49

0.18

0.27

0.26

0.25

0.13

0.38
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Observandolos resultadosque semuestranen la Tabla 11.2 podemosver que en los
protonesHp de los aspárticos(que soncomo sehacomentadolos que “sienten” más

fuertementela desprotonación)siempreexisteuno queposeeun ¿ib mayorqueel otro. Es

decir,dependiendode suorientaciónrespectoal carboxilatosudesplazamientoquímico

estámás afectadopor la titulación que la del otro, lo que esde utilidad paraasignarlos

estereoespecificamente.Asimismolos Abs observados,suelenserdel mismoordenpara

casi todos los residuos(en promedio,de 0.32 ppm y 0.26 ppm, respectivamente).La

únicaexcepciónesel Asp 121, el cual apesarde presentartambiénunadiferenciaen los

Ab de sus protonesHp su magnitudes menorquela observadaparael resto.

El únicoaspárticoparael que sehanasignadoestereoespecificamentesus protones

esel Asp 121, en el que al protón Hpzle correspondeel Ab menory al Hp3 el mayor.

Con estasbasesy teniendoen cuentaqueparael restode los residuosaspárticossiempre

hay unadiferenciaconstanteentrelos desplazamientosquímicosde uno y otroprotónHp,

podemosasignarestereoespecíficamentelos protonesHp2y Hp3 de los restantesresiduos

(Tabla11.3).

Para los protonesH~2 y H~3 de los Olutámicosno es posible encontraruna

correlaciónsimilar debido a la carenciade datosexperimentales(la mayoríade los
protonesH~ de Glu 2 no superanel limite establecidode Ab =0.05 ppm y los de Glu 86

solapanconotros protones);sin embargo,por los datosde que se disponepareceque

unode los protoneshade poseerun Ab z 0.25 ppm.

Tabla 11.3

Estereoespecificidadde losprotonesHp2yH¡~ de los residuosaspárticosde

RibonucleasaA, basadaen los cazabios de 4<5 (ppm).

Residuo b (ppm) Estreoes- Ab(ppm)pecifici

dad

(ppm) Estreoes- Ab(ppm)Residuo b pecific¡

dad

Asp38 2.77 I~3 0.30

2.61 ¡32 0.23

Asp53 3.06 ¡32 0.27

2.60 ¡33 0.38

Asp83 2.63 ¡33 0.34

2.62 ¡32 0.29

Aspl2l 2.07 ¡32 0.18

2.23 ¡33 0.27
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En la Tabla 11.4seresumentodoslos pKasde los residuosácidosde Ribonucleasa

A bovina.

El NR, H~, uno de los protonesHp y uno de los Hy de Glu 2, ‘sienten” la

titulación de su cadenalateral (Fig 11.3). El valorobtenidoparael pKa muy bajorespecto

al piCaintrínseco,pK~1~t, peroconcuerdabiencon el calculadoporel modelo teóricode

Matthew y Richards(Matthew & Richards,1982). Su desplazamientohaciapHs más

ácidos,essin dudadebidoalefectode la cargaelectropositivadel extremoN-terminal

próximo,al macrodipolode lahélice 1 que comienzaen el residuosiguiente(Rol et al.,

1981),a laaccesibilidadestáticade lacarga(0.72,la cualestáde acuerdo,conel valor de

laaccesibilidaden las estructurasde RibonucleasaA establecidasen disolución;Santoro

et al, 1993) y posiblementea su implicaciónen el puentesalinocon Arg 10, comose

comentaen el apartado2.3.3. Porestarazónlaenergíade interacción,correspondientea

la protonacióndel grupo carboxilatoesnegativa(Tabla 11.2) y los distintos protones

muestranun índicede Hill diferentede la unidad,reflejandoel distanciamientodecada

uno al grupoquetitula: parael H~escooperativa,parael H~ la transiciónesnormaly en

el NH esfuertementeanticooperativa.(esteefectoseráprácticamentegeneralen todoslos

residuosque poseangruposionizablesen unacadenalateral).El hechode que un protón

H13 y uno H~ no titulen (de acuerdoal conveniotomadode que Ab =0.05ppm) puede

explicarsecomoconsecuenciade la influenciade lacargade los aminoácidosLys 7 y Arg

10, próximosal residuoácido,como lo muestranlos NOEs, observadosentreprotones

de ambos.
o2~

8.84 4.65

8.82

8.80 4.60

8.78 2
876 4.55

8.74

8.72 4.50

8.70

8.68 4.45

1 2 3 4 5 6 78 i 2 3 45 6 7 8 9

PH o2g~ u~~’
2.50

2.45

2.40
a
~ 2.35

2.30

2.25

o
2.20 1 2 3 4 5 6 7 8 9

PH

Fig 11.3: Curvasde titulación de los protonesde Glu 2.

Otrosprotonesafectadospor la titulación de Glu 2 y que se han empleadopara

calcularsu piCason: el NH de Thr 3 (Fig. 11.4),y el NH, uno de sus1-17, el Hé2y Hó3, y

o

9

00

o
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‘el NH~ de la Arg 10 (Fig 11.31). El hechode que el NH2 deesteúltimo residuose

observehastael pH neutro(seobservahastapH = 6.50) y presenteunagran variaciónen

su valor de b, coincidiendocon el piCaaparentede Glu 2, nos indicaque las doscadenas

lateralesestánimplicadasen un puentesalino: Arg 10 Nl-lE con el carboxilode (Bu 2, aUn

cuandono se hayanpodido observarseñalesNOEs entreambosresiduos(véasemás

abajo).Estepuentesalinomotiva queel NR, un protón Hp y uno de los H~ de Gín 11

(Fig. 11.2 b) titulen igualmente con el piCade Glu 2. El hechodequeúnicamentese

observen las titulacionesen uno de los dosprotonesgeminalesHp y H~ de la cadena

lateral,esíndice de unaorientaciónpreferidadeésta.Estoesotro ejemplode cómoel

efecto de las cargaselectrostáticassobre los desplazamientosquímicos pueden

proporcionarinformaciónacercade la conformaciónde la cadenay de laestereoespecí-

ficidad de los protones.
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F¡g 11.4: a) Curvas quemuestranla titulación del NRde Thr 3, NH4, NR5 y NR6.

b) Curvasquemuestranla titulación de los protonesHpy H7 de Gín JI.

El otro residuoque sientela presenciade Glu 2, es la His 12: su NH <con otra

titulación a pH básicoatribuible a su anillo imidazólico),su protón H« y uno de sus

protonesHp, ven influidos susdesplazamientosquímicospor la presenciadel grupo

carboxilo.

En la determinacióndel pKade Glu 9 (Fig 11.5),sehanempleadolos protonesH1

de la cadenalateral.El valorobtenidoestádesplazadohaciapHs bajos,respectoa supK8

intrínseco,y de aquísuenergíade interacciónnegativa.Ello esdebidoal entornoelectro-
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positivo que rodeaa esteresiduo(Lys 7, His 12, Lys 41 e His 119). El NR de Glu 9

presentaunatitulaciónadicionala pH básico,quees atribuiblea la presenciade la His 12.

Los otrosdos residuosquc “sienten” la influenciade la titulacióndel carÑxilatode Glu 9

son residuosque seencuentrancercanosen la estructurahelicoidal (como seponede

manifiestopor los NOEs observados):la Ala 6, cuyo NH no titula (Ab ~ 0.05 ppm),

pero su protón H~ sí, cl cual muestrael pKade(Bu 9 en unatransición prácticamenLe

normal,y la Mct 13, unode cuyosprotonesHp seve afectadotambiénpor la titulación de

(Bu 9.
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Fíg 11.5: Curvas de titulación de los protonesde GUi 9.

EJ comportamientoanómalode un grupoácidodela RibonucleasaA, fue advenido

en los primerosestudiosque serealizaronsobrelos equilibriosde ionizacióndel enzima

(Tandford,1962). Hermansy Scheraga(Hermans& Scheraga,1965) enexperimentos

de transferencia,observaronque la proteínaposeíaun grupo ionizablecon un piCa

extraordinariamentebajo (menorde 2.0); eraevidenteque tal grupo, porconsideraciones

electrostáticas,sehabíade encontraren un entorno muy electropositivo(Tandford,

1962).En el estudioque hemosrealizado,ningunode los gruposácidopresentaun piCa

tan bajo, con excepciónde Asp 14 (Fig 11.5). Como sededucede las titulacionesque

muestranlos desplazamientosquímicosde susprotones,ningunade ellascorrespondea

la de un grupoácidoque seencuentrerodeadode un entornopositivo, y por tantomuy

desestabilizado.Es más,el altovalor del índicede Hill, asícomo el puntode inflexión,

nos indicaque lo que “sienten” los protonesdel Asp 14, en el rangode pHsque hemos

utilizado es la interacciónde varios grupos: posiblementetodos los implicadosen el

8.05

8.00
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1
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centroactivo, ademásdc His 48 y (Bu 49. Las investigacionesrealizadassobreel S-

péptidoal encontrarselibre o unidoa la5-proteína(Niu et al, 1974),probaronque este

residuoparticipabaen la unión entreambosfragmentossituándoseen un entornomuy

electropositivo,con un pKaestimadodc 2.41. La incertidumbrede ios resultados

experimentalesexpuestosen dichotrabajoesmuy grande(Fig 3, en dichoartículo),con

lo queno esde extrañarque en la RibonucleasaA, cl valorde la constantcde ionización

seatodavíamásbajo.

014~
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Fig 11.5: Curvas de titulación de losprotonesde Mp 14.

Hastaahora,ningunode los protonesestudiadospresentaunatitulacióna pHs muy

bajos,salvoalgunosde la primerahélice,queseexplicaránmásabajo,considerandoun

equilibrioentrelasdosespeciesde proteína,nativay desnaturalizada.Sin embargo,resi-

duosmuy próximosaAsp 14, si presentanestatitulación: Thr 17, Ala 19 y Ala 20 funda-

mentalmente.El hechode que los protonesde Asp 14, no “sientan” la titulación del

propiocarboxilatose debeala circunstanciade quesupiCadebeestarlo suficientemente

lejosdel último pH medido(1.5) , comoparaquela población de formanativaconel

grupocarboxilatoprotonadoseadespreciable(Fig 11.5).

Los otrosresiduosafectadospor la titulación deAsp 14 sonlaThr 17, Ala 19 y Ala

20.

o

00

En la Thr 17 (Fig. 11.6), el protónpeptídicotitula a pHs muy ácidos.En laestruc-
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Tabla 11.4

Valoresde los pK0smedidospara los residuosácidosde RibonucleasaA <entrepa-

réntesisseincluye la incertidumbre).Las energíaslibres de interacción,AG, estánen

Kcal mol-~. Seusala nomenclaturaIUPAC-IUBpara nombrarlos aminoácidos.

Aminoácido ~y~med pv.acal(a) pIQlnt (a) Accesi.(a) ~ Residuos0’)

2.7E2 (±0.2) 2.98 4.5 0.30 -2.5 E2, T3,RiO, Qíl e
H12

3.8 A6, E9 yE9 (±0.2) 4.35 4.5 0.72 -0.9 M13

D 14 c 1.5 2.2 4.0 0.26 <- ~ T17, S16,S18,A19,
A20 y F46

2.8 T36,D38y
D38 (±0.3) 1.66 4.0 0.02 -1.6 R39

4.7 E49,M79 y
E49 (±0.2) 3.76 4.5 0.28 0.2 S80

3.8 D 53, 550 y
D53 (±0.1) 4.07 4.0 0.44 -0.2

3.7

D ~ (±0.3) 2.73 4.0 0.33 -0.4 D83 y C84

E86, T87,
E86 4.0 3.76 4.5 0.49 -0.7 590, 1(91,

(±0.3) T92,C95,
A96yiC98

3.5
E 111 (±0.2) 4.34 4.5 0.78 -1.4 C11OyEI11

A64, C65,
N67, 1(66,

D 121 3.1 2.3 4.0 0.03 -1.3 068, Q69,
C72, 1106,

(±0.2) 1107, V108,
H119, F120,

D121 y
A 122

V 124 2.3 3.72 3.6 0.75 -1.8 A 122, S123
(±0.3) y V124

(a)De Matthew & Ricbards(1982).

químicopor la titula-0’) Aminoácidosenlos quealgunode sus protonesve afectadosu desplazamiento
cióndelgrupoconsiderado,y que sehanusadoparaladeterminacióndel p

1~aaparente.
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turaen disolución(Santoroet al., 1993)se havisto la implicaciónde esteprotónen un

puentede hidrógenocon el CO del Asp 14. Estatitulacióndebepuescorresponderfunda-
mentalmenteala titulación de Asp 14, discutidamásarriba. El protónH« no titula, pero

silo hacensu protón Hpcon una transiciónmuy anticooperativa(con un n 5.0, el

mayorregistradoen estaproteína,juntocon el del protón NH de Asp 14), y suMetiloúy)

con un piCa, que seidentifica con el que ‘<sienten” los protonesaromáticosde Tyr 25,

estoes,correspondena la titulación del anillo imidazólicode His 48, pero mientrasallí

erantransicionescooperativasaquíesuna transiciónnormal (n 1.0), posiblemente

indicandola cercaníaal anillo del metilo de la Treonina.El alto valor de laanticoope-

ratividaddel protón Hp y de su plQ aparente,nosindican queestatransiciónesla suma

de los varios efectoselectrostáticosde Asp 14, His 48 y posiblementede Asp 83 y Arg

85.
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flg. 11.6.:Curvas~nostrandola titulación de los protonesde ¡‘br /7.

En Ala 19 y Ala 20 (Figs. 11.7 y lI.8),todos sus protones presentandos

titulaciones: una a pHs muy ácidoscaracterísticade Asp 14, y otra a pH 6.0,

característicade la desprotonaciónde His 48. Parala Ala 19, estasegundatitulación

muestrapKase indicesde Hill ligeramenteanticoeperativos,prácticamenteigualesen el

NH y el Metilo(¡3), encambiosuprotónHaposeeunatransiciónnormal.La situaciónes

completamentedistinta para la Ala 20, puesmientras el protón NH titula con una

transiciónnormal,los protonesl-1<~ y Metilo(¡3), presentantransicionescooperativas(con

el mismovalor de PKa obtenido parael protón Hp y los aromáticosde la Tyr 25 y

anticooperativas,respectivamente.Lógicamenteestastransicionesque sealejan del

comportamientonormal,tantoen un sentidocomoen otro, no reflejaránun PKaaparente

que correspondaal de la His 48, debidoa ladiferenteaccesibilidady aproximaciónde

cadauno de los protonesal grupoquetitula.
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Estas titulaciones se han observadotambién con la proteínaque provienede
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Fig. 11.8.: Curvas quemuestranla titulación de los protonesde Ala 20.

Worthington(libre de fosfato)en lugarde la de Sigma. Los resultadosfueronequiva-

lentes(Fig 11.9), por lo que estatitulación a pHs neutrosno sedebea la ionizacióndel

grupofosfato. La presenciade éstesemanifiestaen la diferenciade desplazamientos

químicosenunoy otro caso.

El Asp38 (Fig 11.10)esel siguienteresiduoácido. Matthewy Richards(Matthew

& Richards,1982) predijeronque esteresiduoesel que habríade poseerel másbajo

valor de PKa,(con un P
1(a < 2.0) en la RibonucleasaA (Hermans& Scheraga,1965).

Aunquelas razonesno aparecensuficientementeclaras,esrazonableadscribirese

tan anormalmentebajo, a la presenciade un grannúmerodecargaspositivas(Arg 33,

Lys 37, Arg 39 y Lys 41), comofue sugeridoen principio por Tandford(Tandford&

00

o

o

o
o

o
o

o
o o -

o

o o
00

¡‘‘‘‘‘rl
00

o

o

- o
00 0 0



35

Hauenstein,1956). Sinembargo,las medidasrealizadasen estetrabajoexperimental,

demuestraninequívocamentequeel aminoácidoqueposeeel menorpiCaesel Asp 14, el

cual tieneun entornoelectropositivomuchomayorqueel del Asp 38. El valor encontrado

experimentalmenteparaesteúltimo residuoestádesplazadohaciapHs ácidos,debidosin

dudaa la influenciadel entornoelectropositivoy a la accesibilidaddel propio residuo

(entreel 8<) % y 90 %; Santoroet al., 1993),que contrastacon el valor de laaccesibilidad

en el cristal. Los protonesquesehanusadoparala determinacióndel pK2 hansidolos de

todoslos protonesde dichoresiduo,los H~y H13 de Thr 36, y los NH y H« de Arg 39.
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Fig. 11.9.: Curvas quemuestranla titulación de los protonesde Ala 19 y Ala 20 en

RibonucleasaA tipo Worthington..
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El siguienteresiduoesel Glu 49 (Fig. 11.10),que porsuproximidadal otro resi-

duo ácidoAsp 53, se comentaránjuntos.Los pKasdc ambosquedanperfectamentedefi-

nidospor los propiosprotonesdc los dos aminoácidos.Existen ademásdos interaccio-

nesterciariasquedefinenla estructurade la proteínay caracterizancon mayorprecisiónla

titulación de ambosgrupos: el puentede hidrógenoentreel NH de la Ser50 y lacadena

lateraldeAsp 53 y el puentedehidrógenoentreel protónNH de la Ser80 y la cadena

lateralde Glu 49. Porello se han usadoparadeterminarel valor del piCa de Glu 49, los
de sus propiosprotones,los protonesH~ de Met 79 y el del NH deSer80, y parael Asp

53, el del NH deSer50 y los del propio residuo.

0 49 ta
049a a 49

7.2 4.90 3.0 4’

71 488
2.5¡ 7.0 1486

6.9 54.84 ¡ 2.0

6.8 482

¡.5 —
6.7 4.80

6.6 • 4.78 • 1.0 -____________________________

¡ 2 3 4 5 6 78 9 1 2 3 45 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pl! ~¡1 pl!

F¡g.IL1O Curvas de titulación de los protonesde Glu 49.

A pesarde la proximidad de ambos residuos,sus equilibrios de ionización

muestranuncomportamientomuy diferente.Así Asp 53 (Fig. 11.11)tieneindicesde Hill

anticooperativosy suenergíade interacciónligeramentenegativa(Tabla11.4), mientras

que para los de Glu 49 la transiciónescooperativaen la mayoríade los casos.No

obstante,si el piCa intrínsecode ambosesesencialmenteel mismo(Tabla11.4), ¿porqué

el Asp 53 titula con un pKa másbajo que Glu 49 y no al revés?.Podemosdar dos

posiblesrespuestas:

1.- El Asp 53 se encuentraen un entorno muy electropositivo, tanto por

encontrarseen el extremoN-terminal de la héliceII (Hol et al., 1981),comoporla

presenciade la cargapositivadel grupodel Glu 49). La desapariciónde unacarga

negativa,comoconsecuenciade la protonaciónde un grupocarboxilatoseríapues

un factor desestabilizante,lo que motiva que el PKa aparenteseamás bajo

(Tandford,1962); estarepulsiónelectrostáticaexplicaríalos altosvaloresde n para

el Asp 53, y el comportamientonormal (n = 1.0) de Glu 49, al estarrodeadode un

O o

00

o
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entornoya poco cargado,al estarprácticamenteneutralizadalacargapositivadel

macrodipolode la hélicecon lacadenalateraldc Asp 53.

o53~ a O 5.3 beta

4.4< . 53 betA

‘7.90 0 4.42 .5.2

o O O
17.85 4,40 0 3.0 Y

1
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Fig. 11.1 1.: Curvas de titulación de los protonesde Asp 53.

2.- La segundarespuestaseríala que consideralas diferentesaccesibilidadesestáti-

cas de los gruposcargadosen las cadenaslaterales(Lee & Richards, 1971;

Matthew & Richards,1982): el grupocarboxilo de Glu 49, estámás hacia el

interior de la estructurade la proteína(Tabla11.3)queel de Asp 53, porlo queeste

resultarámásaccesibleal disolvente,facilitando la reacciónácido-base(esta

accesibilidadestáticacalculadaestáde acuerdocon los valoresde accesibilidad

encontradosparalas estructurasen disolución paratodo el residuo:parael Glu 49

estáentreun 20% a un 30%, y paraAsp 53 estáentreun 50%a un 60%, tal como

sededucede la Hg 1.8; Santoroet al., 1993).

Posiblementelos dos factoresinfluyan pararebajarel PKa de Asp 53, aunque

resultacuriosoquelos valorespredichos(Matthew & Richards,1982) reflejenqueel de

menorP1(aseael de G¡u 49, debidoquizása unainfravaloracióndel macrodipolode la

hélice y a unasobreestimaciónde lacargadel anillo de His 48. Obsérveseque apoyando

el hechode estainteracciónmutuaestáigualmentela circunstanciade los valoresopuestos

pero igualesde las energíasde interacción electrostática,AG: lo que uno pierdeen

desestabilizarse,lo ganael otro en estabilización.

De igual maneraque el protón Hadela Ser50 muestraun comportamientoanti-

cooperativo,el protónH« de Glu 49 y uno de susprotonesH
13 sientenla influenciadel

Asp 53 (e incluso la presenciade la His 48 enel casodel protónH0), motivandoquesus

pK8s resultenmásaltosde lo esperadoy fuertementeanticooperativos(con n del ordende

2.5y 3.3, respectivamente);de hecho,el protón Hj~ de Glu 49 presentaun pKaaparente

igual al del Asp 53 (y otro de sus H~ presentaun valor ligeramentemásalto, con un

factorde Hill cooperativo).Denuevoobservamosefectosmuy específicosrelacionados

con la estercoespecificidady orientaciónde las cargasrespectoa los protonesl-Ip y H~.
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Detodo lo dicho, pudieradeducirsequeúnicamentelos posiblespK~1s aparentesde Glu

49 resultaríanafectadosporla presenciade 53. Sin embargo,estono esasí,puestambién

el PKadel protónH« de Asp 53, resultaafectadoporla presenciade Glu 49.

Sin dudaalguna,la fuerteanticooperatividadregistradaen el protón H« de Ser50,

sedebea la presenciadel (Bu 49. En general,prácticamentetodoslos NHs deestazona

presentancambiosen susdesplazamientosquímicoscon el pH, adiferenciade los demás

protonesdel esqueletoy de las cadenaslaterales.Las curvasobtenidasnosmuestranun

promediode la influencia,cooperativao no, de ambosgruposácidos.El cambioen los

NHs es, en la mayoríade los casos,cooperativo(con un n < 1.0), aunqueexisten

algunoscasosdecomportamientonormal(n 1.0) y anticooperativo.Curiosamente,los

protonespeptídicosde Leu 51 y Ala 52, los cualesestánsituadosentreambosgrupos

ionizables(y másexpuestosal disolvente) presentanun fenómenoanticooperativo,

probablementereflejandoel hechode que los dosgruposseinfluyen mutuamente,pero

deunamaneracoordinada.El alto valorde los pKasaparentes,muestranquela influencia

del Glu 49 esmayor.

Lascurvasde los NHs de los residuos54 al 60 <Fíg. 11.12), exceptuandoClin .55,

Val 57, Cys 58 y Ser59, presentanvaloresde sus pK3s aparentesentrelos valoresde

ambosrestosaunquemáscercanosa los de Glu 49. La únicaexcepciónesGIn 60, cuya

curvaposee,parasu NH, un PI<aexactamenteigual al deAsp 53, con un índicede Hill

de n 1.0. Esta“extraordinariasensibilidad”,de dichoprotóna la titulación de Asp 53, a

pesarde la distanciaque separaambosgruposy a pesarde queGín 60 no seencuentre

muy enterrada,hadeadscribirseala posiblepresenciaen disolucióndeunamoléculade

1-120,como la queen el cristal seencuentraunidaa lacadenalateralde Gín 60 y a la del

Asp 53 (mm et al., 1992).Esteesun ejemplodecomo,las técnicasde titulaciónpueden

permitirnosobservar,de unaformaindirecta,la presenciade unamoléculade aguaunida

aunacadenalateral,quesólo habíasidodetectadapor técnicasde difracciónde RayosX.

Los protonesde los gruposamidasde las cadenaslateralesde Gín 55 y Gín 60 (Fig

11.13),también“sienten” la titulación de Asp 53: la segundacomoconsecuenciadel

puentedehidrógenocitado(aunqueunode los protoneslo “siente” de formacooperativa

y el otro anticooperativa,debidoa la diferenteorientaciónde estosrespectoal grupo

carbonilo)y laprimeracon unatransiciónprácticamentenormal.

Los dos próximosgruposácidossonel Asp 83 y el Glu 86, cuyasituaciónes

análogaa lade los dosanteriores:los valoresde los PKa5medidos,sonmayoresquelos

obtenidosteóricamentee incluso las accesibilidadesestáticasde las cargas(Lee &

Richards,1971)sonmayoresque las que se observanen disolución,dondeel Asp 83 es

másexternoqueel Glu 86 (Santoroetal., 1993).



39

54bD! O 6OM!I
.56 lii ¡

7.85

o
‘7.80

2 7.7~

t
~ ‘7.70 - a

O a
7.65

A
7.60 - A

4

7.55
1 23 45 6 78 9

pH
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Fig. 11.13.: Curvasque muestranla titulación de los protonesamida de las cadenas

lateralesde Gín SSy Gín 60.

Los protonesdeAsp 83 (Fig 11.14)presentantodosun valormuy alto del índice de

Hill, posiblementedebidoa la presenciadel anillo cargadode la His 48. Ello hahecho

muy difícil la evaluaciónexactadel pKaaparentede los mismos.Parala determinación

del mismo, sehan tomadoel NH de Asp 83 (aún presentandoun elevadovalor en el

índice,consecuenciade la mayorpolarizabilidaddel enlace,Forman-Kayetal., 1992),el

protónH~ conmenorfactorde Hill y uno de los protonesH~ de Cys84. Ni el restode

los protonesdeCys84, ni los de la Thr 82, sientenla influenciadel grupocarboxilode

Asp 83, debidoa la proximidadde la His 48, en la hebra¡3’, cuyadisociaciónsienten

todos los residuosdeestahebra.

En la estructuracristalinade RayosX (Svenssonet al., 1986),sehaencontrado

que existenunasconformacionescorrelacionadasentreVal 43, Asp 83 y Arg 85, con lo

que es posible que existauna gran interacciónentrelas cadenaslateralesde los tres

residuos.Por otro lado en la medidade las constantescinéticasdel intercambioen la

proteínadesnaturalizadatérmicamente(Robetson& Baldwin, 1991) los resultadospara

estosresiduosfueronanómalosconfirmandola conclusiónanterior.
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Fig. 11.14.: Curvas de titulación de los protonesde Asp83.

El Gb>86 (Hg 11.15),presentatambiénproblemasen la determinacióndesupKa,

puessusprotones(paraalgunosde los cualesno esposibleconstruirunacurvade titu-

lación completa,debidoal solapamientocon otrosprotonesde otros residuos)presentan

unoselevadosíndicesdeHill. Porello se ha recurridoa las titulacionesmás“normales”

que mostrabanlos residuosde Pi1 del giro III y de ¡34. No estan fácil haceraquíuna

discusiónde los valoresde los P
1(a~de ambosresiduos,puesel que presentaun menor

valor esel que presentala cargamásenterrada.Por otro lado la influenciade la carga

positivade Arg 85 tancercanaaGlu 86, puedeperturbarelectrostáticamentela disocia-

ción dedichogrupoácido.

086~

9. ¡

9.0

¡ 8.9a
‘o 8.8

8.7

8.6
¡ 2 3 4 5 6

pH
7 8

4.30

4.25

2
8 4.20
•0

4. ¡5

4.iO

9 1 2 3 45 6 7 8
pl.

F¡g. 11.15.: Curvas de titulación de los protonesde Glu 86.

A diferenciade lo queocurríacon el Asp 83, los valoresdedesplazamientoquímico

de muchosprotonesseafectanpor la titulación de (Bu 86, concretamenteel residuo

adyacente,Thr 87, los del segundogiro ¡3, y los de la hebra¡34, queestánsituados
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“enfrente” del grupoácidoen la estructurade la lámina(véaseHg. 111.5).En el segundo

giro ¡3, son nuevamentelos NHs los que “sienten’1 más fuertementela disociacióndel

carbonilo. Las transicionesno son normales,sino que por el contrario, son muy

anticooperativas,lo cual motiva que la determinacióndel P1(adel Glu 86, seadifícil.

Posiblemente,estosedebea que estegiro se encuentramuy accesibleal disolvente

(Santoroet al., 1993) con lo que la constantedieléctricay las capasde hidratación

influyen considerablemente,distorsionandolos efectoselectrostáticosy por endelos

PKa~ quesientecadaprotón. En laTabla 11.5. puedenversecadauno de los pKas que
sientenlos protonesdeestegiro, atribuiblesa la titulación de Glu 86. Los de lahebra¡3~,
concretamentelos NHs de Ala 96 y Lys 98, seven tambiéninfluidos por la presenciadel

Glu 86 , junto con uno de los protonesH~ deTyr 97, indicandonuevamentela estereo-

especificidadde los protonesde la tirosina).En ¡a Fig. 11.16 aparecenz-epresentadoscada

uno de los protonesquetitulan con el P1(ade Glu 86.

Tabla 11.5

Residuosquepresentanalgúnprotón cuyodesplazamientoquímicocambiapor la

disociaciónde Glu 86.

Residuo pK~ del protónquetitula Implicaciónen la estructura

Ser90 3.60 (NH); 3.63 (1%) Giro¡311

Lys 91 4.14 (NH) Giro¡311

Tyr92 3.98(NH);3.71(1-1«) Giro¡3II

Pro93 3.30(1-1W Giro¡3II

Cys95 4.89 (NH); 4.12 (~-~W Giro ¡311

Ala 96 4.46 (NH) Hebra¡3~

Tyr 97 3.44 (H~~
2) Hebra¡3~{

Lys 98 3.98 (NH) Hebrafr¿

La determinacióndel piCade Gín 111 (Fig. 11.17) , serealizócon baseen los

protonesde su cadenalateral y de la de Cys 110. Cadauno de éstos presentaunos
valoresenlos índicesde Hill muydiferentes,pues mientrasuno de los protonesl-l~ y el



42

9.5

9.0

2 8.5

8.0

7.5

Y.0

6.5

Z 3 4 5 6 7 8
PI’

: ;: :1
5.0

4.8

4.6
2

4.4

4.2

4.0

3.8

¡ 2 3 4 5 6 78 9
pl’

9

Fig. 11.16.:a) Curvas que muestranla titulación de los protones NI-! de Ser90, Lys

91, Tyr 92 y Cys95.b)Curvasquemuestranla titulación de los protonesH0de Ser90 y

Cys 95.

NH de Glu 111 presentantitulacionesqueson“normales”, el otro H~ muestraunatitula-

ción cooperativa.Ningunode los protonesH~ presentaun cambioapreciable.El valor tan

bajo del PKasedebeal hechodequedicho protónseencuentraen la proximidadesdel

centroactivo, unabolsaen laque abudanlas cargaspositivas.El que el valor obtenido

seainferioral calculadoteóricamente(Matthew& Richards,1982)esdebidotambiéna

unainfravaloraciónde la cargapositivade la región.

8.64

8.6¡

1
t 8.57

8.54

8.50

¡ 2 3 4 5
pl!

6 78 9 2.50

2.45

2.40
j 2.35

32.30
‘o

2.25
2.20

2.¡S

2.10

F¡g. 11.17.: Curvas de titulación de los protonesde Glu 111.

El siguienteresiduoácido,el Asp 121 (Fig 11.18),esposiblementeel residuocuya

titulaciónafectea un mayornúmerode residuosmásresiduoslejanosen la secuenciay

próximosespacialmenteaél. Debidoal puentede hidrógenoqueformael carboxilatode la

cadenalateralde Asp 121 con el NH de Lys 66, y que sediscutemásabajo,todos los
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residuosdel primer giro (3, titulan conel pKa de Asp 121. Los residuosde Ile 106, Ile

107 y Val 108, pertenecientesa la hebraP6~ situadas en la hebraantiparalela“de

enfrente” y los de His 119, Phe 120 y Ala 122, tanto por proximidad, como por

perteneceral centroactivo tambiénse afectanporel pKadel grupoácido. En la Tabla

11.6, se indicantodos los residuosque “sienten” estainfluencia, aunqueno todos han

sido usadosparala determinacióndel puntode inflexión.

Tabla 11.6

Residuosquepresentanalgúnprotóncuyodesplazamientoquímicocambiapor la

disociaciónde Glu 121.

Residuo pK6 del protónquetitula Implicaciónen la estructura

3.28(NH), 3.62 (1-1¿

3.20 (NR), 2.89 (H¡32), 3.20 (H(33)

3.09 (NR)

3.23 (NR)

3.11 (NH)

3.23 (NR)

3.10 (NR), 3.30 (HW, 3.06 (Hp2)

3.29 (1-1W

3.61 (NR)

3.25 (NR)

3.58 (NH), 3.33 (Hp2), 3.39 (Hp3)

3.40 (NH), 3.12 (1-lE)

2.70 (NR)

Ala 64

Cys 65

Lys66

Asn 67

01y68

Gín 69

Cys72

Ile 106

Ile 107

Val 108

His 119

Phe 120

Ala 122

Giro ¡3 1

Giro ¡31

Giro ¡3 1

Giro¡31

Giro ¡3 1

Giro¡31

Hebra¡3~

HebraW

Hebra¡36

Hebra¡36

Hebra¡3~

Hebrafr

Hebra¡3~

El último residuo ácido,la Val 124 (Fig 11.19), titula con un pKa menorque el
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Sg. 11.18.: Curvas de titulación de los protonesde Asp 121.

calculadoteóricamente(Matthew& Richards,1982>,debidoa queen dichotrabajono se

considerala influenciade laHis 105, queposeeuna elevadacargapositiva. Los únicos

residuosque “sienten” la titulación son los protonespeptídicosde Ala 122, Ser123 y

todos los deVal 124. En el casode laHis 105, suprotónpeptídico“nota” la iníluenciade

la desprotonaciónpero el hechode que no seaobservablela componenteácida,nos

imposibilita la determinaciónde la inflexión.
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Sg. 11.19.: Curvas de titulación de los protonesde Val 124.

Residuos básicos: Histidinas y extremo N-terminaL.

Ningunode los protonesde la Lys 1, parece“sentir” la influenciade la desproto-

nacióndel extremoN-terminal.En cambiolos NHs de los dosresiduosadyacentessilo

“notan”, estableciendoun límite parael valormedido.

En la RibonucleasaA, existen4 Histidinas. Dos de ellas, His 12 e Ris 119 se

encuentranenel centroactivoe intervienenen la catálisis;las otrasdosseencentranen

cadauna de las láminas.La His 48 (primera lámina) estáimplicadaen una transición

conforniacionaldependientedel pH, y la His 105 (segundalámina), presentaen

disolucióndosposicionesalternativasde su cadenalateral.
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Lasdiferenciasen los desplazamientosquímicos por titulación, Ab (Tabla 11.7),

sonmayoresenestecaso,quelas registradasparalos gruposcarboxilo,sin dudaalguna

debidoa laaromaticidaddel anillo. En todoslos casosla forma “ácida” del equilibriode

ionizacióntiene mayorvalor de b que la forma básica,comocabríaesperarcon la

presenciade una cargapositiva. Normalmente,todoslos protonesdel residuotitulan con

el pIcadel anillo titulación que viene acompañadaen algunoscasos,de otrasinflexiones

Tabla 11.7

Cambiosen ¡16 (ppin)paralos protonesde los residuosde Histidinade Ribonucleasa

A.

Residuo Protón Ab (ppm) Residuo Protón Ab (ppm)

His 12 NR 0.23 His 105 NH 0.33

0.11 Ha 0.07

Hé2 0.56 Hp 0.20

HE1 1.15 Hp. 0.11

0.49

HEI 1.03

His48 NR 0.29 His 119 NR 0.06

Ha 0.16 H~ 0.29

Hp 0.37 Hp 0.42

0.45 I-{~- 0.10

HE1 0.53 0.49

HEí 1.04

debidasa otrosgruposcercanosen la estructuratridimensionalde la proteína.En todos

loscasos,Ab, sonde las obtenidasporel procedimientodecálculo,aunqueen el casode

los protonesaromáticosde His 48, han sido deducidasa partir de las observadas

experimentalmente.Los protones aromáticosson los que presentanun mayor

desplazamientoquímico por titulación, Ab. Esteva disminuyendoa medidaque nos

alejamosdel anillo. Comopuedeobservarse,el cambioenAb (tz 0.5 ppm) paratodoslos

protonesHé2 esprácticamenteel mismo independientementedel residuoquesetrate,
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alrededorde0.50; lo queocurretambiénconel otroprotónaromático,HEí, peroen este
casoes Ab 1.0. Laspequeñasdiferenciasentretodos ellossondebidasa la preponde-

ranciade uno u otro tautómeroen el anillo. La únicaexcepcióna estecomportamiento

generalesel protón HE1 de la His 48, cuyo Ab = 0.53 ppm esmáspequeño.Tantoeste

hechocomoel desplazamientoquímicoa alto campoque muestraesteprotón en la forma

proto-nadasonconsecuenciade lacercaníadelos anillos aromáticosde Tyr 25 y Phe46.

En laTabla 11.8 setabulanlos pKasobtenidos.

Tabla 11.8

Valoresde los pK
0smedidosparalos residuosde Histidina y N-terminaíde

RibonucleasaA (entreparéntesisseincluyelaincertidumbre).Las energíaslibres de

interacción(¡10) estdnen Kcalmot
1.

Aminoácido picamed pKacal(a) pKaint(a) Accesi.(a) AG Residuos(b)

Kl >7 7.79 &0 0.82 E2yT3

H12
5.8

(±0.1)
6.27 6.6 0.17 -1.1

RiO, QíL,
H12, K41,
T45 y F46.

H48 5.9

(±0.1)

6.52 6.0 0.02 -0.1
T17, A19,
A20, H48,

181, T82,

R85yT99

HiOSC 6.5 6.64 6.6 0.73 -0.1 S75,K104 eHiOS

H119
6.2

(±0.2) 6.68 6.0 0.12 0.2
A5,A 109,

vn8, H119

y F120
(a) DeMatthew& Richards(1982).
(b) Aminoácidosquesoncapacesde “sentir” en algunode
y quesehanusadoparaladeterminacióndel p1<aaparente.
(c) Los protonesquesehanusadoparadeterminarel P1~ade¡lis 105 muestrantodosel mismopuntode
inflexiónde6.50,deaquíqueel errorenlaincertidumbreseaprácticamenteel ennren lamedidadeb, esto
es 0.02ppm.

susprotonesla influenciadel grupoque titula,

La His 12 seencuentraen la hélicedel 5-péptidoe implicadaen el centroactivo. Su

PKa sehaobtenidoapartirde las titulacionesdel protónNR de Arg 10, la del protónH~

de Gín 11, la de suspropiosprotones,lade los protonesNR y HadeThr 45 y la de los

protonesH~ de Phe46. Porestudiosde RMN de ‘3C, sehapodidodeducir(Walters&

Allerhand, 1980)queel estadode estaHis, esel tautómeromenoscomún(Hg 11.20):
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Néi~H (o N71-H), lo cualconcuerdacon el puntodc inflexión observadoen estetrabajoy

el atribuidoa dichotautómero.
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los protonesNH, H0y HpdeHis 12.

El protón NR presenta,junto con la titulación de Glu 2, la titulación de suanillo,

mientrasqueel valor de b del protón1-1«decaea pHs muy básicosy unode los protones

Hpmuestratambiénel efectodesuanillo, junto con el efectodel puentesalino(el otro,

nuevamenteindicandolaestereoespecificidad,sólo muestrael efectode Glu 2). Los dos

protonesdel anillo imidazólicopresentanun comportamientoanómalo.AsL

El protónC2H (o Hó2) (Fig. 11.21 a) muestraunainflexión a pHs ácidos(entre3 y

5) y presentaligerasvariacionesapHs básicos(entre?y 8). Si intentamosajustar

los datosexperientalesa la curvamodelo que hemosestablecido,resultaun pKa

aparentede5.72, perocon un valor del índicede Hill ligeramentecooperativo(n

0.8). La curva de titulación de esteprotón de] anilJo ha sido estu-diadaen detalle

empleandomodelosmássofisticadosde la ecuaciónde Henderson-Hasselbach

(Schechteret al., 1972),mostrandoque estasinteraccionesen la parteácidason

debidas,conjuntao independientemente,a la proximidadde los carboxilatosde Asp

121 y Glu 9 <y por los resultadosobservadosaquíparalos otros protonesdeHis

12, a la presenciade Arg 10 y su interacciónconel Glu 2), mientrasque la

transicióna pH básicoesdebidaa la Lys 41. En otrosestudiosde la titulación de

esteresiduotambiénseapuntala posibleinteracciónentreestacadenay la de la His

119. Laexistenciafavorecidadel tautómerodel anillo imidazólicopuedeexplicarse

en basea dos razones:una considerandoque la cadenalateral de Lys 41 se

encuentramuy cercanaa C
62 y N~2, por lo que no resultaríafavorableelectróni-

o
0 00

o o
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camentela presenciapróximadel protón(al acumularseun excesode cargapositiva

en una zonamuy reducida),y en segundolugar, porqueen dicho tautómerose

propicia la lormacióndc un puentede hidrógenodel H61con el OH hidroxílico de

JaThr 45 (Walters& Allerhand,1980; Santoroet al., 1993>,comoseponede ma-

nifiesto porserel únicoprotónNR imidazólicoque seobservaen laRibonucleasa

A.

¡ 23 45
pl!
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F¡g. 11.21.:a) Curva de la titulación de los protoneshnidazólicos¡¡el y tÉ2deHisl2

enproteínatipo Sig,na. 1;) Curva de la titulación de los protonesimidazólicos¡¡Ely ¡¡62

de His 12 enproteínatipo Worthington.
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Fig. 11.22.:Representacióndelestadotautoméricode los anillos imidazólicosde las

Histidinas deRibonucleasaA.
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El protón C4H (o He1) presenta(Fig 11.21 a), en cambio,en la parteácidauna

componentemáslisa , indicandoqueno pareceafectarle,por orientacióndelanillo,

la presenciade cualquierade los gruposácidosindicadosarriba. En cambio, si

presentamásacusadamentela influenciadeLys 41 en la regiónbásica.

Paraambosprotonesimidazólicossehanefectuadolas titulaciones,en las mismas

condicionessalinasy a la mismatemperatura,con la proteínade Worthington(libre de

fosfato, segúnlas especificaciones),queaparecenrepresentadasen la Fig 11.20 bEn las

correspondientescurvasde titulaciónaparecentambiénlas anomalíasencontradasparalas

muestrasdeproteínaqueconteníanfosfato,aunqueel pKaaparenteesligeramentemayor

enéstasdebidoa la presenciadel fosfato, que poseeuna carganegativaen la proximi-

dadesdel anillo.

Como puedeobservarseen la Tabla 11.8, el valor del pKa estámuy desplazado

haciapHs ácidosel p1~a,deaquíel valor tannegativoenMi. Estainestabilidadresponde

al hechode quedichoanilloimidazólico seencuentraenun entornomuy electropositivo:

la Lys 41 y el anillo de His 119 (ambosimplicadosen el centroactivo), seencuentran

muy próximosa ella. El valor obtenidoaquíesalgomás pequeñoa los obtenidospor

otros autores(Matthew & Richards,1982).Ello esdebidoal métodode cálculo y a las

resonanciasempleadasparasuobtenciónasícomoala diferentefuerzaiónicaempleada

en los experimentos,puesaunquesehamostradoquela unión del ión CL no es muy

importante(Tandford& I-lauenstein,1956),la His 12 estámuypróximaal sitio de unión

amónica,determinadoelectrostáticamente.

La His 48 (Fig. 11.22),estáen la primeralámina,la lámina¡31,concretamenteen la

hebra¡3~, y esta implicadaen el cambioconformacionalmásimportanteque sufrela

Ribonucleasaconel pH. Su titulación no puedeobservarseen los protonesaromáticos,

pueslas señalesseensanchanmucho y desaparecentanto en los experimentosCOSY

comoen los NOESY. Los efectosde la protonaciónse hanpodidoobservarúnicamente

en otrosprotonesqueestánpróximosen elespacioal anillo imidazólico,comosonlos de

Ala 19, Ala 20 y Thr 82, el H¡
3 de Thr 17, el H~ de Arg 85 y el NH de Thr 99. El

ensanchamientode las señalestambiénseobservaen su propioNR y enel de Ile 81 (en

los experimentosCOSY, las señalesen la regiónde Phe46, Val 47, His ‘48, Ile 81 y Thr

82 de la huella dactilarllegan a desaparecer).Obsérvese,por tanto, que el ensancha-

mientoseproducesóloenlas señalesde los NHs,estoes,en los protonescuyosenlaces

poseenunaelevadapolarizabilidad.El valor del PKaespróximoal intrínseco,comocabe

esperardel tautómeromásabundante:el N
61-H (oN~’-H) (Walters& Allerhand,1980),

pero sin embargodifiere considerablementedel calculadoteóricamente(Matthew &
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Richards,1982),debidoa queen el cálculono seconsidera

electropositivoque rodeaal anillo.
o4¡~ o48~
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Mg. 11.22: Curvasde la titulación de los protonesdeMis 48?

El siguienteresiduohistidínicoes la His 105 (Fig 11.23), que se encuentraal

comienzode ¡36. formandopartede la segundalámina, ¡311. Contrariamentea lo que

ocurríacon los otrosdosresiduos,esmuyfácil obtenerel valor del PKapuesno presenta

la influenciade ningúnresiduoácidocercano,ni un ensanchamientode las señalescomo

consecuenciade un cambioconformacional.Es asimismo,el másexternode todos los

anillos imidazólicos(Santoroet al., 1993). Paraobtenerel valor del P1<adel anilo sehan
utilizado las señalesprotónicasdel propio residuo,las delos H

13 de Lys 104 y las del NH

y OH<y) de Ser75, protonesque seencuentranen las proximidades(Fig 11.24).
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Mg. 11.24: Curvasquemuestranla titulación de los protonesNHy OH(y) deSer75.

LaHis 105, muestraen suprotónpeptídico,NH, dostitulaciones,unaa pHácido,

queesatribuibleal carboxilatodelextremoC-terminaly otra al pKadesu propiacadena

lateral. Uno de los protonesHp tiene el mismocomportamientoqueel NH, auqueno el

otro, que sólo titula con el pI%de su propio anillo. Esto es un nuevo ejemplode la

estereoespecificidadde los protonesque seveconfirmadopor la presenciade Los NOEs:
de los dosprotonesH

13 , el que presentaunaseña]másintensacon los gruposMetilo(y)

de Val 124, esel que no muestraen sucurvade titulación la inflexión a pKaácidos,lo

cual nos indica queésteestámás lejos del grupocarboxilatoque el otro. Los demás

protonestitulan con el P
1<adel propio residuo,en transicionesque soncooperativaso

normalescomolasde los dosprotonesdel anillo. El pKa del anillo concuerdamuybien,

dentrodel errorexperimental,con los valoresobtenidosporotrosautores(Schechteret

al.,1972;Matthew& Richards,1982) y con el valor calculado,lo que nos indicaqueel

modelodedosestadosaplicadoescorrecto y que el efectode la disociaciónde Val 124

sobreel equilibrio dedisociaciónesmuy débil.

La His 105, presentaentre un 50 % a un 90 % del tautómeromenoscomún

(Walters& Allerhand, 1980): el NóI~ H (Ng- H), lo queha de debersea laposibilidadde

formarun puentedehidrógenoentreel N61-Hcon el carbonilodeSer75. El conjuntode

señalesque presentaestahistidina, en los espectrosNOESY esincompatiblecon una

únicaposiciónfija parael anillo (González,1991), por lo que seadmitióque existíaun
equilibrio entredos posicionesquediferíanen el ánguloyg. Esteequilibrioentrelas dos

posicionesesla causade queno existaun único tautómero,puesla estabilizacióndebida

al puentecon Ser 75, desapareceal girar el ángulo, produciéndoseentoncesla

reordenacióndeenlacesparapasaral tautómeromásestabley compensarasí la pérdida

del puentede hidrógeno(Fig 11.25).
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Mg. 11.25: Vistaestereoscópicade las dosposiciones(en trazopunteadoy sólido)del

anillo de Mis 105. Se¡nuestrala superposiciónde dosestructuraspromedio(de Gonzá-

tez, 1991).

La His 119 (Hg. 11.27)esla únicahistidinaquepresentaunapoblacióndominante

del tautómeromáscomún: NE2~ H (N’- H). Esteanillo seencuentratambiénenel centro

activoy participatambiénen la catálisisdehidrólisisde RNA. ParadeterminarsuPÑ se

ha hechousode los protonesaromáticosde su anillo imidazólico y de sus propios

protonesH~, los cualesmuestranvarias inflexiones, correspondientesa los distintos

gruposionizablespresentesen el centroactivo.Tambiénsehahechousode la titulación

quemuestraunode los protonesHj~ de Phe 120, del NH de Ala 109 (al cual seencuentra

cercanopuesesel residuoque seencuentra“enfrente” en la hebra136), del protón H¡3 de

Val 118 y del NH de Ala 5, que se encuentramuy próximo en el espaciocomo lo

muestranlas señalesNOE de dichoprotóncon los Metilos(y)de Val 118.

Los protonesNH y H~
2, Hp3 de His 119 (Fig 11.27) acusanla titulación de Asp

121, aunqueen e] casodel NH tal transiciónesanticooperativa(debidoa lamayorpolari-

zabilidaddel grupopeptidicoy a la presenciadel fosfato presenteen la proteína)y en los

otrosdosprotonesescooperativa.Las transicionesson normalesy cooperativasparael

NH, el H0 y uno de los H¡3, mientrasque el restopresentatitulacionesanticooperativas,

indicandoque inclusolos valoresde los plC6s vienendeterminadospor la influenciade

lasvariasespeciescargadasque confluyenen el centroactivoe inclusodel anión fosfato

sobreel equilibrio de ionizacióndel propioanillo imidazólico. A pesarde ello, el efecto

en los protonesdel anillo. Las cunasde titulación paralos protonesimidazólicosen la

proteínalibre del anión(tipo Worthington),muestranla mismainflexión a pHs muy áci-
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dos,aunqueel protón H~ de 1-lis 119, que muestraun comportamientocooperativo

indica,sin lugar adudasla influenciadel anión (y de su segundaconstantede acidez,del
ordende7.5) sobreel nK~ del protónHp.
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Fig. 11.27: Curvasde la titulación de los protonesde Mis 119

Paraningunode los residuospropiamentebásicos(lisinas, tirosinasy argininas),

con la excepciónde Lys 41, detectadaindirectamenteen las curvasde titulaciónde His

12, hemospodidoevaluarlos valoresde los pKascorrespondientesa sus equilibrios de

ionización,A pHs superioresa 8.5 la proteínacomienzaa desnaturalizarseirreversi-

blementea lo largo de los dilatadostiemposdel experimentoen la espectroscopiade

RMN-2D.

2.3.2. CAMBIOS CONFORMACIONALES CON EL pH.

Del estudiode los espectrosprotónicosde RibonucleasaA a diferentespHs

podemosconcluir de modo general, una vez analizadosen detalle los efectosNOE

observadosa cadapH, que no existeningúncambioconformacionaldrástico.La estruc-

turade la RibonucleasaA, en disoluciónacuosadeterminadaa pH = 4.0 (González,

1991; Santoroet al., 1993)esfundamentalmenteválidaenel intervalo de pHs analizado

experi-mentalmente,desdepH — ‘.5 apH = 8.5.

Podemos,no obstante,hacermenciónapartede los dosúnicoscambiosobservados

en todoel rangode pH, uno de los cualeslleva implícitasnuevasseñalesdeNOE (el co-

rrespondientea la primeralámina y que estárelacionadocon la disociacióndel anillo

imidazólicodeHis 48) y el otro quecomprendeel extremoC-terminal,y en el queno se

observaningunanuevaseñalde NOEentrelos protonesimplicadosaunquesf cambiosen

los desplazamientosquímicos.
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El cambio conformacionalasociado con la disociación del anillo imidazó-

lico de la Hb 48.

Sin dudaalguna,el cambioconformacionalcon el pH másimportanteque ocurreen

la RibonucleasaA tiene lugar en estaláminay estáasociadoa la titulaciónde His 48.

CuandoestaHistidina titula las señalesde sus protonesaromáticosse ensanchany

desaparecen.El ensanchamientode las señalesimplicadasdurantela titulación de las

histidinas seproduceen todasellas,pero sólo en ésta,His48, llegan a desaparecerlas

señalescorrespondientesal HEL y Hb2 (incluso,no aparecetambiénel protón peptídico

del propio residuoy los de residuoscercanosdeotrashebras).Cuandola titulación ha

terminado(alrededordepH = 7.5), las señalesde ambosprotonesvuelvena aparecera

unafrecuenciacorrespondienteaun residuoimidazólicoque hatitulado,presentando,en

esencia,el mismo modelo de NOEs que antesde la titulación. De lo dicho, podría

deducirsequeel entornode la Histidinanohasufridoningúncambioantesy despuésde

la titulación, pero entonces,¿quées lo que ocurre durante la titulación?, si todoes

aparentementeigual antesy después,¿esquéel cambioconformacionalsólo tienelugar

en el intervalo correspondienteal estadodetransición?.

El estudiodel mismo problemaen la Ribonucleasa5 mostróqueen unaestructura

similar, la His 48 titulaba normalmente,e incluso si a la proteínanativase la añadía

acetatosódicoen concentración0.2 M, las señalesde la Histidina eran perfectamente

observablesdurantesu titulación y los desplazamientosquímicos observadosantesy

despuésde la titulación coincidíancon los observadosen la proteínaen la ausenciadel

acetato(CoheneL al., 1973).De todo ello parecíadeducirsequeel entornode la His 48

nocambiabasustancialmenteal añadirleacetato,y queunapequeñavariaciónen la zona

de la digestiónconsubtilisinaparecíaafectarsustancialmentelos alrededoresdel anillo

imidazólico. A pesarde todo, la cuestiónseguíasin resolverse:si todo el entornoera

esencialmenteel mismo,¿quéeslo quemotivabael ensancha,tniento?.

Paraexplicar la desapariciónde las señales,se supusoque ocurríaun cambio

conformacional(Lenstraet al., 1979; Santoroet al.,1979)basadoen la interacciónde uno

de los NH imidazólicosde la His 48 con el grupocarboxilatode Asp 14, a pHs menores

que 6.0, contrariamentea lo observadoen el cristal en lugar de lo que se observaba

cristalográficamente(interaccióndeésteúltimo con el OH deTyr 25). La estructuraen

disoluciónobtenidaa partir de las restriccionesde distanciabasadasen efectosNOE

poníademanifiestotambiénla existenciadel enlacede hidrógenode lacadenalateraldel

Asp 14 con el OH de Tyr 25 a pH = 4.0 (González,1991),desatándoseasíel cambio

conformacionalpropuesto.
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Por espectroscopiade RMN de 13C (Walters& Allerhand, 1980),en 0.2 M de

acetato,seobservóqueel tautómeropredominanteen la His 48 esel N~ -H (o N61-H),

esdecir, el menoscomún.Entoncessesugirió quela estabilizaciónde estaformamenos

común,eraconsecuenciadela formaciónde un puentedehidrógenodel protónH~1 con

el grupohidroxilo de Thr 17 o con el carboxilatode Asp 14. Sinembargo,en la estruc-

turaen disolución (Santoroet al., 1993) seencontróqueel H5’ formabaun puentede

hidrógenocon el carbonilo(CO) de Thr 17 y el protón H~2 con el OH deThr 82, es

decir,ningunade las dossugerenciasanterioresrespectoa los aceptoresde los puentesde

hidrógenoeracorrecta.El valorde pKa obtenidopornosotrossecorrespondemuy bien

conel del tautómeropropuestosobrela basede datosde 13C. Asimismo,de subajovalor

depK~ puedededucirsequeel anillo imidazólicoseencuentrarodeadode un entorno

muy electropositivo(debidoa la presenciadeArg 85 y a las doslisinasqueexistenenla

bolsa).Estevalor de pKadifiere del calculado(Matthew & Richards,1982),debidoa las

limitacionesdel modelo.

Desdenuestropunto de vista, con el uso de la espectroscopiade RMN bidi-

mensional,podemosabordarel problemano sólo calculandoel puntode titulación, sino

tambiéndesdedosenfoques,íntimamenterelacionados:

1.- ¿Cambia,realmente,el entornode la Mis 48?.

2.- ¿Quéeslo queocurredurantela titulación?.

1.- Mediantela espectroscopia2D, esposibleseguirla evoluciónde las señalesde

los protonesde la bolsahidrofóbica formadapor las tres hebras,¡3i. ¡34 y ¡3~.

Aunquelos NOEs de los protonesdel esqueletode Tyr 25 (Fig. 11.28) con los de

otros protonespertenecientesa las láminassonsustancialmentelos mismos,se

observanpequeñoscambiosen los desplazamientosquímicosde los protonesde

Tyr 25. No ocurreasíconsucadenalateral,la cualpresentaseñalesquevaríande

intensidadcon el pH. Tanto los protonesorto como metadel anillo de Tyr 25

presentanseñalescon el protón Ha de Ala 20 a bajo pH, pero a medidaque

aumentael pH la señalcon los protonesH~ (meta)desaparece,y pierdeintensidad

la de los protonesH~ (orto). Todo lo contrarioocurrecon los protonesdel grupo

MetiloQy) de Thr 17, el cual a pHs muy básicospresentaunaseñalmuy intensacon

los protonesmeta(quecrecedurantetodo el intervalode pH), y con el Metilo<33) de

Ala 19, el cual presentaunaseñalnuevacon los protonesmetadeTyr 25, apartir

depH = 7.5,justamentedespuésde habertituladoel protónimidazólico.Por tanto,

parececomoque el anillo aromáticode la Tyr 25 semoviera , o bien que el

segmentoentre las hélices 1 y U (región Asp 14-Ser23) se desplazarade su
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posición original. La primera opción es la menos probable,debido a que la

intensidadde las señalesNOE del anillo fenólicocon otrosanillos (tantocon la Phe

46 comola His 48) se mantiene,por lo que hay que admitir que durantey/o

despuésde la titulación la región flexible entrela héliceses la que readaptasu

conformación.Existe otraevidenciaparaapoyarla propuestadequees la región

Asp 14-Ser23 laquese reordena,si bienesmenosrotundaquela anterior,debido

a quese basaen las señalespresentesen una zona en la que existeun gran

solapamientode señales:a pH = 2.5, el protón1% deAla 19 muestraseñalescon

los protonesF1~ de Gín 101, señalesqueno seobservana pH = 8.2.

la....’ 1 ~.

J~I~t~i
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Mg. 11.28:Filascorrespondientesa experimentosNOESYala frecuenciade los

protonesHay H~ deTyr 25 a diferentespHs.

2.- Pararespondera la segundapregunta,tenemosqueestudiarlas características

espectralesdelos protonesde la Flis 48 antes,durantey despuésde la titulación.La

señalde NOE a larga distancia máscaracterísticadel anillo imidazólicoes laseñal
del protónH62 conel protón H~de Ile 81 (Fig. 11.29 a), queaparecetantoapHs

ácidoscomobásicos.A pHspor debajo de la titulacióndel anillo resultamuydifícil

observarlas señalesdel anillo imidazólicocon la suficienteprecisióndebidoal

solapamientoconotrosprotonesaromáticos.Observandolos pHsporencimadel

pH de titulación, lasseñalessonlasmismas,únicamenteseencuentraquela señal

del protónHadeAla 19, conambosprotonesimidazólicosesmuchomásintenso,



5,7

que el observadoa bajospHs. Esteresultadoconfirmala suposiciónanteriorde que

es la hebraque comprendelos residuosAsp 14-Ser23 la que se reordenasu

conformación.Parasaberquéocurredurantela titulación,se preparóunamuestra

enD20 a pH = 6.0, con 0.05 M de trifluoroacéticodeuterado,cl cual esanálogoal

ac¿ticoen volumen y en comportamiento(Fig 11.29b). Los resultadosmostraron

quedurantela titulación no habíavariaciónen intensidadde las señalesobservadas

de la His 48 (sobretododel NOEcaracterísticodel protónHé
2 del anillo con el H

0

de la líe 81, aunqueaparecíamuy ancho),con lo queesoconfirmaque durantela

misma no seproduceningúncambioconformacionalbrusco(inclusoparaninguna

otraregiónde la proteínacomoseconfirmócomparandoel restode los NOEsque

presentabanlos otros residuosaromáticosen el medio dc trifluoroacético).El

protónHE
1 del anillo no seobservó,debidoa labajaconcentracióndel ácido.

¡ Sao”
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Fig 11.29: Filasde experimentosNOESYcorrespondientea la frecuenciadelprotón

j#2 de Mis 48 en:a)pH 8.2; b)pH 6.0en 0.05Mdc trifluoroacético.

Con todo esteconjuntode datosexperimentales,se puedeintentardarunaexpli-

cación al ensanchamientode las señales:cuandoel anillo imidazólico comienzaa

disociarse,uno de los puentesde hidrógenoque sus dos NR aromáticos,forman

superiormentecon dospartesdiferentesde la estructuraserompe, y estosuponeuna

pérdidadel ordende 1.5 Kcal mol-1 (Serrano& Fersht,1989; Matouschecket al., 1990)

parala estabilidadde la proteína,sin contabilizarla creacióndel “hueco” queen estecaso

puedeoriginarla pérdidadel protón (Tandford,1962)enunaregión tanhidrofóbica. El

ion OH- encontrarámuy dificil el accesoa cualquierade los dosprotonesdel anillo,

implicadosambosen enlacesde hidrógenoconstituyentesde la estructuratridimensional

de la proteína, por lo que este“ataque” lento seráel causantedel ensanchamientoy

desapariciónde las señales(intercambiolento en la escalade RMN).
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La explicaciónpodríaconcluir aquí,si no sedispusierade másdatos,peroexisten

aún algunasseñalesNOE que explicar. La estructuranativa de la proteínano puede

perdertal cantidadde energía,por lo que, paracompensarlo,tenderáa “enterrar”

superficiehidrofóbicao “formar” otro puentede hidrógeno.Por los NOEsobservados,

pareceque laproteína“prefiere” la primeraopción,puesmientrasestátitulando, lahebra

que componeel giro entrelas hélices,residuosAsp 14-Ser23, sedesplazahaciala His

48 acercándoseel grupo Metilo(¡3) de la Ala 19 haciael protón H62 y el N~2 , lo cual

motivael enterramientode un grupometilocon un incrementoenergéticodel ordende 1.0

a 1.3 Kcal moL1 (Kellis et al., 1988; Kellis eL al.,1989; Eriksson et al, 1992), que

prácticamentecompensalapérdidaanterior,y “tapa” el huecocreadoentrelas hebraspor

lapérdidadel protón(estoexplicadael aumentode intensidadde lasseñalescon el protón

H~ de Ala 19, y con el protón metade Tyr 25, el cual estámuy cercadel anillo

imidazólico,y seve ligeramenteempujadopor la presenciade la cadenalateral). El

desplazamientode la hebrano esmuy grande,puesa pHs despuésde la titulación del

anillo sesiguenobservandolos NOEsde los protonesHp de la Ser 18 con los protones

deHis 48.

El hechodequeel equilibrio deionizacióndel grupoimidazólicodeHis 48, en la

Ribonucleasa5 seaun procesode intercambiorápidoen la escalade tiemposde RMN,

implica que el OH- no tieneningunadificultad en accedera las posicionesde los dos

protonesdel anillo imidazólico, tantopor la rupturadel enlacepeptídicoAla 20-Ser21,

quepermiteunamayoraccesibilidaddel disolventea laprimeralámina,comoporqueno

existaalgunode los enlacesdehidrógenoen estecaso.El hechode queen las estructuras

recientesobtenidaspor difracción de Rayos X (Kim et al., 1992; Varadarajan&

Richards,1992),la influenciade los últimos residuosdel 5-péptidono seanimportantes

paralaestructuraglobal de las Ribonucleasa5, nos hacepensarquecon todaseguridad

queelenlacedehidrógenoqueno existeesel que seproduceentreel CO de Thr 17 con

el H81 de His 48; mientras que se mantendríael que existe entre el otro protón

imidazólicoy el OH de Thr 82.

Laaccióndel acetato(o trifluoroacético),sólo puedeexplicarseconsiderandoque

actúacomocatalizadordel equilibrio de ionización,rebajandola energíade activacióndel

estadoinermedioy facilitando la transferenciao absorción,en su caso, del protón

correspondiente.

El cambio conformacionalasociado con el extremo C-terminal.

A diferenciadel anterior,estecambioconformacional,no implica la presenciade

nuevasseñalesNOEs antesy despuésdel mismo, sino que ha sido detectadocomo
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consecuenciade los cambiosen los diferntesdesplazamientosquímicosque se muestran

en algunosprotones.

La Ser 123 (Fig 11.30), estámuy próximaa la hebra¡3s comolo muestranlos

NOEscon los protonesde Lys 104, y a la primeralámina(señalesconel Metilo(y) de la

Ile 81). La intensidadde los NOEscon la Lys 104 aumentaa partir de pH = 6.0. Hasta

esepH, los protonesde Ser 123 aparecen,al igual que los Metilos(y) de la Val 124,

degenerados.Sin embargo,a partir de aquípresentandiferentedesplazamientoquímico

(Fig. 11.30c). Estccambiose debeala disociacióndel anillo imidazólicode His 105, y a

su interaccióncon cl carboxilo terminal.Comose ha comentado,la His 105 presentados

conformacionesque sediferencianen posicionesalternativasdel ángulov~ Es posible

que seproduzcaun desplazamientode la población haciaunade ellasaunqueno de un

modototal, debidoa que siguenapareciendolos NOEsalternativosdel anillo aromático

de His 105 con los Metilos(y) de Va] 124

Recientementeseha demostradoqueen algunasproteínas,el cambioen el estado

de ionizaciónde los extremosterminales(Kohdaet al., 1991)afectaa regionesmuy

alejadasde los mismos.En la RibonucleasaA, sin embargo,no es la disociacióndel

carboxilo terminal el origendel ligero cambioobservado,sino que dicho cambioes

consecuenciade la pérdidade la interacciónelectrostáticaentreel anillo imidazólicoy el

carboxilatoterminal.

3.92

ul,,~ . L

3.84 •‘1’1 .1.>

¡ 23 456 78 9 h 1pl’ ~

o ‘SS

0.84 0124 ‘~ 3>
o

0.82
o • o o

0 0 00

o o
‘e 0.~78

0<76 0 i4~4L~< ;z~4
0.74

1 2 3 4 5 6 7 8 9
pl’

Fig 11.30: a) Curvasquemuestranla titulación de los protonesfi de Ser123;b) Filas de

experimentosNOESYcorrespondientesa la frecuenciadelprotón o losprotonesfi de Ser

123 a: 1)pH= 2.5; 2)pH = 5.2; 3) pH = 8.2. c) Curvasquemuestranla titulación de

los protonesde los gruposmetilo de Val 124.
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2.3.3. INTERACCIONES IÓNICAS EN RIBONUCLEASA A.

El estudiode las curvasde titulación correspondientesadistintosprotonesde la

enzimaha permitidodescubririmportantesinteraccionesqueestabilizanla estructura

terciariade la proteína,las cualessediscutena continuación.Hay quedecir que estas

interaccionesprovocangrandescambiosen los desplazamientosquímicos de las

resonanciascorrespondientesa los NHs implicadosen dichasinteracciones(véaseTabla

11.1). Concretamenteel valor encontradopara el protón NR2 de Arg 10, esel más

grande,aunquela resonanciadesapareceen el extremobásico,el valor de Ab, sepudo

determinaral imponerla restricciónde queel valor de supuntode inflexión habríade

coincidir conel del P
1~ade Glu 2. Parael NH de la His 105, el procesodeconvergencia

no discurríaadecuadamentecon lo queno fue posibleobtenerel desplazamientoquímico

dela porciónácida y por tantocalcularel cambioenel mismodebidoasuinteracióncon

el carboxilatoterminalde Val 124. Es parael de la Lys 66, dondeseproduceel mayor

cambioen el Ab efectivoal conocerseperfectamentetanto laparteácidacomolabásicade

la titulación. En todoslos casosel protóndel residuoqueactúacomodonadordel puente

dehidrógeno(o puentesalino)experimentaun cambioen el desplazamientoquímicoa

cam-pobajo, es decir a ó mayores,consecuenciade que la formacióndel puentede

hidrógenodesapantallaa los hidrógenos,al “retirarle” partede la cargade su esfera

electrónica.PrácticamenteenningúncasoseobservanseñalesNOE entrelos diferentes

protonesde los residuosimplicados,posiblementedebidoal hechode la movilidadde las

cadenaslaterales.

El puentesalino Glu 2-Arg 10.

La evidenciaexperimentalque sustentala evidenciade sste puenteradica

principalmenteen la fuerte titulación que presentanel NH
2 y el protón Fié de Arg 10,

puesno existenseñalesNOEentreambosresiduos(Fig. 11.31).Juntoconestaevidencia,

seobservatambién,tal comoseha descritoen el apartado2.3.1. la influenciade la

ttulaciónde Glu 2 sobreprotonesconcretosde Gín 11 e Rus 12.

Una confirmaciónadicionalde la presenciade estepuente,ademásde la gran

titulación que experimentael protón de NH2 de Arg 10 (observadaporotros autores

tambiénparapéptidosmodelo;Fairmanet al.,1990),esla diferenciaendesplazamiento

químicode los protonesHó2y Ht,3 desucadenalateral,queseñalanun entornoquímico

muy diferenteparaambos,comocabríaesperarparaunaconformaciónbiendefinidade la

misma.Estainteracciónnoestanfuertecomolos puentesdehidrógenoconvencionales

entregruposdel esqueletode la hélice,como lo demuestrael hechode que el NH2,

desaparececomoconsecuenciadel intercambiocon el disolventeapH> 6.5.
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Fig 11.31: Curvasquemuestranla titulación del NH~y IsI¿ deArg 10.
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Fig 11.32: Filas de experimentosNOESYcorrespondientesa la frecuenciadelprotón

NI-!2 de Arg 10 a dije rentespHs.

Este puentesalino es una de las causasfundamentalesque contribuyen a la

estabilidadde lahélicedel 5-péptido(Rico et al., 1984) y quemotiva que estahélicese

constituyaen una unidadautónomadeplegamiento.Los NOEsesperadosentreambos

residuos serianmuy difíciles de detectar,puessedaríanen una zonadel espectro2D

muy congestionadade señales.En las estructurascalculadascon baseenlos efectosNOE

parala RibonucleasaA en disolución acuosaestepuentesalino aparecesólo en un

porcentajerelativamente bajoel puentesalinoqueseobservasólo en Rayos X, noes

encontradomásqueenalgunases-tructurasen disolución(Santoroet al., 1993).

A partir depH = 5.2, la hélicedel 5-péptidocomienzaa presentarNOEs de tipo

giro ¡3 muy cercanoal pH en el queseintercambiael protón del puentesalino, lo cual

confirmala importanciadadaal mismoen laestabilidadde la estructurahelicoidal del 5-

péptido(Rico et al., 1984; Fairmanet al., 19%); los protonesNH~, tambiénimplicados

por un puentecon Glu 2, desaparecenal mismo pH, aunquesu intercambioes más
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rápidoqueel del NH~, comosemanifiestaen la anchurade la señaldelNOE entreambos

y a la carenciade otrasseñalesdiferentescon los NH1 a diferenciade NH~,el cual

presentaseñalescon toda su cadenalateral ; el único NOE de los NH1 seproduceal

pH = 2.5 conel protónH~ de Lys 7 ,lo cual pareceindicar la presenciadc alguntipo de

estabilizacióna bajopH: posiblementeun puentede hidrógenoentreel grupocarboxilode

Glu 2 y el NHr deArg 10.

Los puentesde hidrógeno Ser 80 (NH)-Glu 49 (COOj y Ser50 (NH)-A sp

53 (C009.

Laexistenciadeun puentedehidrógenoentreel carboxilatode Glu 49 y el NH de

Ser80 (Fig.ll.33 a) sefundamentaclaramenteen la titulación que sufreesteúltimo

protón entreel rangopH = 3.0 y pH = 6.0. En las proximidadesdel NH de Ser80, no

existeen la estructuraen disoluciónotro grupoquetitule con un pKacercanomásque

Glu 49. La contribucióndeestepuentede hidrógenoa la estabilidadde la proteínaes

importantepuesfija las hebras¡3í y ¡34 dela lámina¡31, justoenel límite enqueacabala

estructurade ésta.

o¡o~ 050w

¡0 9.8

9.5 9.6

9.0

fi 8.5 3 9.2
‘e

8.0 9.0

7.5 8.8

7.0 8.6

a’

Fig. 11.33: a) Curva quemuestrala titulación delprotón NHde Ser80. b) Curva que

muestrala titulación delprotónNHde Ser50.

El puentede hidrógenoentreel NH de la Ser50 y el carboxilatode Asp 53

(Fig.II.33 b),contribuyeciertamentea mantenerlaestabilidadde la hélice.Estepuentede

hidrógenopresentaunadiferenciasus-tancialcon los dosanteriormentedescritos:aparte

de la ostensibletitulación que presenta el NH de Ser50 (comparableal que sufrenlos

protonesanteriormanteexpuestos)seobservanseñalesde NOE entreel NH de Ser50 y

los protonesH~ de Asp 53, que aparecena pH = 2.5; además,a pH =3.5 se puede

observarla señalNOE del protón hidroxílico de Ser50 con uno de los protonesFi¡3 del

¡ 2 3 4 5 6 7 8 9
pl.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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residuoácido.A pHs másaltosel protón hidroxílicodesaparececomoconsecuenciadel

intercambio.Con todo ello, esposibleasegurarque a pHs ácidosexistealgún tipo de

interacciónentreambosresiduosaúnantesde que se produzcala disociacióndel grupo

carboxilo.

Apartede ello, estaesla únicainteracciónde todaslas observadasque tienelugar

entre residuoscercanosen la estructuraprimaria. Si las demássirven para “anclar”

residuosde la estructuraterciaria, éstafija residuosa corto alcancede la estructura

secundaria,concretamentede la héliceII.

Debidoala presenciacercanade Glu 49 esmuy difícil asegurarque otrosresiduos,

apartedeSer50, “sienten’ la desprotonaciónde Asp 53.

EL puente de hidrógeno Lys 66 (NH)-Asp 121 (COO9.

Es quizásel másimportantede todos los puentesdescritosen esteapartado;se

produceentreel protón NH de Lys 66 y el carboxilatode Asp 121 (Fig. 11.34). No

existenseñalesNOE entreambosresiduospor lo quelaúnicaevidenciaesla fuertetitu-

lación que sufreel protón peptidicode Lys 66, y de todos los residuosimplicadosen el

primergiro ¡3 de la proteína con transiciones“normales” (Fig. 11.35).

¡1.5

¡ 1.0

10.5

1;
8 ¡0.0

950

9.00

8.50

Fig. 11.34: Curva quemuestrala titulacióndelprotón NHde Lys66.

Estepuente de hidrógeno ha de contribuir sin duda muy efectivamentea mantenerla

estructuraterciaria.dela proteína.Desdelos primerosestudiosdel plegamientoen

RibonucleasaA, es conocidala susceptibilidaddel enzimaen lo que se refiere a su

estabilidad,a modificacionesquímicaso supresiónde residuosen suextremoC-terminal

(Andria & Taniuchi, 1978). Incluso el intercambiode hidrógenoque seobservaen la

porcióndeRibonucleasaA (1-118)esmuchomásrápidoqueel observadoen la nativa

(Roy et al.,1986). La proteínaparecerecuperarsu estabilidad,cuandosele añadeel

fragmento 105-124.Todoello pareceindicar que el plegamientode RibonucleasaA

2 3 4 5 6 7 8 9
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requierela presenciadel extremoterminal

aquídescritojuegaun papelesencial.
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Fig. 11.35: a) Curvasque muestrala titulación de losprotonesNHs deAla64, Cys65

y Asn67 b) Curvasque muestranla titulación de los protonesNHs de Gly 68 y (lUn 69.
c) Curvasquemuestranla titulaciónde losprotonesNHy Hade Cys 72.

El puentede hidrógeno His 105 (NH)-Val 124 (COO9.

Quedaclaramenteevidenciadopor la titulación observadaenel Nh de His 105 a
pHs bajos. Tantoel NH comoel Ha deFis 105, presentanuna titulación a pHs muy

ácidoscoincidentecon el pKadel carboxilatoC-terminal. El protón H« de Val 124,

muestra, sin embargo,unatitulacióncorrespondientea la del anillo de Histidina.

TambiénaquíseobservanseñalesNOE entreambosresiduos,tantoentre los del

esqueleto(los protonespeptidicosentresfl comoentrelos de lascadenaslaterales(el H62

deFis 105 con los Metilos(y) de Val 124) y de las cadenaslateralesconel esqueleto,las

cualesno presentanvariaciónde intensidadcon el pH. Por tantoes posiblequea pHs

muy ácidossemantengael puentede hidrógenoentreel NH y el carboxilato.

La causade que el fragmento de RibonucleasaA (1-120) no se pliegue

adecuadamente,seha adscritoprincipalmenteala imposibilidadde formar el puentede

hidrógenodescritoen el apartadoanterior. Nosepuede,sin embargo,descartarel hecho

dequeestepuente,que contribuyetambiéna fijar las hebrasdela últimalámina, puede

jugarun papel importanteen la estabilidadde la proteína.
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2.3.4. EL CENTRO ACTIVO.

La estructuraendisolución de RibonucleasaA (Rico et al., 1991.;Santoroet al.,

1993),muestraqueen el centroactivo de la enzimao en susproximidadesseencuentran

los residuosPhe 8, His 12, Lys 41, Val 43, Asn 44, Thr 45, His 119, Phe 120, Asp 121

y Ser123. Existeenestecentrounaabundanciade residuoscon cargapositiva,lo quees

lógico puesen estecentroha de fijarse el sustratoARN y concretamentesus grupos

fosfato, cargadosnegativamente(Matthew& Richards,1982).

Todosy cadaunode los residuossientenlos equilibriosde ionizaciónde los otros

grupos.Como ya seha descrito,la His 12, la Fis 119 y Asp 121, se influyen mutua-

mentey en las curvasde titulaciónde susprotonesesposibledetectarla presenciade los

demásgrupos.

La Phe8, junto con la Fis 12, seencuentraen la primerahélice.El NH y unode

susprotonesFi,3, del residuoPhe8, acusala titulacióncaracterísticadelAsp 121, aunque

posiblementeinfluida porla presenciadel Glu 9. SuprotónH0 presenta,en cambio,dos

titulaciones,unaladel Asp 121 y otra la del anillo aromáticode Fis 119. Nngunode los

protonesaromáticosdel propio anillo seve afectadoporningunatitulación.

La Lys 41 (Fig.II.36 c), está situadaen el grangiro queune la segundahélicecon

la hebra¡3v Su protón NF decaecontinuamente,con lo queesimposibleestablecerun

puntode titulación. Uno decadauno de los protonesF~ y Fi2 titulan con un pKaque es

adscribiblea la His 12, acusándosde nuevo,efectosespecíficosde la orientaciónde la

cargarespectoa los CH afectados.

La Val 43, Asn44 y Thr45 pertenecenala hebra¡3t. que formapartede la lámina

pI antiparalela.En la Val 43 (Fig 11.36a), suNF titula con un pKa que,por el valor

obtenido,pudieracorrespodera la cadenalateralde Glu 9 (con un índicede Hill muy

cooperativo).Suprotón Ha,cuyodesplazamientoquímicodecaecontinuamente,comolo

hacíael protón NR de Lys 41 puedesin embargoajustarsea un equilibrio de ionización

con un modelocomoel planteado,con un valorde PI<a= 3.26, queesmuycercanoal del

Asp 121, a quienpodemosadscribirlas titulacionesde tantoel NF comoel H~ de Val

43.

En la Asn 44 (Fig 11.36b), suNH titula con un pKaanálogoal del NR de Val 43,

pero su protón Ha presentaun comportamiento complejo, resultado de dos posibles

interac-ciones:unala del Glu 86 (y/o los del centroactivo, con un valor muy similar al

obtenidoparaVal 43) y otra alrededordepH = 6.0, demasiadopequeñapara poder

determinarseconalgunagarantía(Ab =0.05 ppm). En cambio,uno de los protonesH~
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muestraúnicamenteestatitulación alrededorde 60, perfectamentedeterminable,y que

puedeatribuirsea la titulación del anillo de Fis 119, mientrasque el otro (subrayando,

nuevamente,la importanciadc la orientaciónde cargasy enlaces)no varíacon el pH.
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F¡g 11.36: a) Curvasque

Curvasquemuestranla

muestranla titulación de los protonesH0y NRde Val43; b)

titulación de los protonesH0y NHde As-n44; c) Curvasque

muestranla titulación de losprotonesNRde Lys41.

En la Thr 45 (Fig. 11.37), el NH titula con un pKa de 5.6, con una transición

fuertementeanticooperativa(del orden de 2.2), que puedeseratribuiblea la His 12,

consecuencialógica del puentedehidrógeno,que seformaentreambosresiduos(Santo—

ro et al., 1993).El desplazamientoquímico de su protón Fi0 sedesplazaacamposbajos

continuamentea pHs muy ácidos,en formasimilar acomolo haciael protónimidazólico

de Fis 12 (y por tanto, atribuiblea la presenciade los distintosgruposácidosque se

encuentranen el centroactivo) presentando(si seintentaajustaral modelopropuesto)una

titulación cooperativaapFi = 6.18, que puedeserdebidaa la His 12 o a la Fis 119. El
desplazamientoquímico del protón F~, sedesplazaa camposbajos. Esteprotón está
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extraordinariamenteapantalladodebidoal efectodecorrientedel anillo de del grupofenilo

dePhe 120. Interpretamosla variaciónen el desplazamientoquímicode Hp e inclusodel

NH de Thr 45, como unaligera reorganizaciónconformacionalde dichoanillo provocado

porla titulacióndeAsp 121.

045~ 2.6 045~

7.8 2.5

7.6 0

~ 2.4

7.4 A
1 0 ‘e 2.3
~ 7.2

7.0 2,2

6.8 0 2.1

6.6
¡ 2 3 4 5 6 7 3 9 5.25

pl’

520

‘5-ls

fi
‘e 5.10

5.05

5.00

o
o o

o o o
o

oo

11

12 3 4 6 7 8 95
pH

flg 11.37: Curvasque muestranla titulación de losprotonesH~ Hpy NRde li/ir 45.

La Phe 120,junto con la His 119, Asp 121 y Ser123 pertenecena la hebraj37 de la

segundalámina.La Phe 120 (Fig. 11.38),acusatodos los Pl<a~de los grupospresentes

en la zona en que seencuentra situada: su Nl-! acusala ionización de Asp 121 con una

transicióncooperativa,al igual queel protónorto del anillo; su protón H«, uno de sus
1-lp, y los protonesmeta, H~i y He2, presentanla titulación característicadel anillo

imidazólicopróximo; el mismoprotónHa y los aromáticospresentanla titulacióna pHs

ácidos(debidaa Asp 121, Val 124 o a la interacciónde ambos),y porúltimo, el otro
protón Hp (otro caso,en el que la diferenteorientaciónde la cadenanos señalasu

estereoespecifici-dad)y el para, HC, (si se intentaajustar)presentanunainflexión muy

cercanaal primerpÑ del fosfato,aunqueseráel resultadode la influenciade varios

residuos.Parael protón F~ la situaciónesespecialmentedelicada,debidoal solapamiento

queseproduceen la mayoríade los pHs con los protonesH~.

Prácticamentetodo el conjunto de NOEs que cnstituyó la basepara determinar la
estructuradel centroactivoendisolucióna pH = 4.0 semantienenen todoel rangode

pHs estudiado,con la importanteexcepciónde las señalesNOE correspondientesal

protónl~162 de la Fis 119.

Como ya sehacomentado,segúnlos datosdeespectroscopiade 13C (Walters&

Allerhand, 1980),la His 119 esla única de las Histidinasquepresentael tautómeromás
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la titulación de los protones de Pite 120.

común:el NSLH (oel M-H), debidoa la formación,segúnsugierendichosautores,de

un puentede hidrógenocon el carboxilatodeAsp 121, que tambiénseencuentraen la

estructuraen disolución (Rico et al., 1991; Santoroet al., 1993).Sin embargo,al igual

que ocuríacon la His 105, existenNOEs del protón Fi62 que no puedenexplicarsecon

una única estructura. El hecho de que dicho protón presenteseñalescon los Metilos(y) de
la Val 118, y a lavezcon los protonesH~

2 y Fp del Asp 121, estotalmenteincompa-

tibIe. Hay queconcluir, por tantoque seestáobservandoun equilibrio entredosposicio-

nesdiferentes de la cadenalateral que difieren en los ángulos xi y y:, hechoyaobserva-

do enla estructuradel cristal (Borkakotiet al., 1982;Wlodaver& Sjólin, 1983). La posi-

ción relativade ambasposicionesvaríaconel pH, segúnsededucede la comparaciónde

la intensidadde las señalesNOE con los protonesH~ de Asp 121 frentea la de los

Metilos(y) de Val 118. A medidaque sebasificael medio,seincrementala intensidadde

las señalescon los protonesFi13 de Asp 121, queapHs muy ácidosesmuy pequeña(Fig

11.39),a la vezquedisminuyela intensidadde las señalesNOEde los Metilos(y) de Val

118. Es únicamentecuandoel anillo estádirigido haciael residuoAsp 121, cuandoen las

estructurasapareceel puentede hidrógenode H
62con elgrupocarboxilatode lacadena
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lateral de Asp 121(González,1991, Santoroet al., 1993); posiblementeen la otra

estructura(la que predominaa pHs ácidos)se encuentreformandoun puentede

hidrógenocon el CO de Val 118. Cys 1100lacadenalateralde Glu 111. En la Fig 11.40

semuestranlas dosposiblesposicionesdel anillo. El equilibrio dinámicoentrelas dos

formastambiéncambiacon la concentraciónde fosfato (Rico et al., 1991). Aunque

desconocemoslas causasde estedesplazamientodel anillo al aumentarel pH, posible-

menteestárelacionadocon ladesprotonacióndel Asp 121 y el excesode carganegativa

que comienzaa existir en el centroactivo. Ninguna de las otras cadenasaromáticas

muestraun comportamientosemejante.

75
Mírlí O~I~ nlfld

u-,

rl— —. ~ 5,2

a.

rl-..

—rl.’. rl—. ¡
¡ ‘u, ¡

Fig 11.39:Filas de experi,nentosNOESYcorrespondientesa la frecuenciadelprotón

112 deMis 119 a diferentespHs.

En anterioresestudiosde RibonucleasaA con nucleótidos(Hahnet al.,1985),se

mostrabaquehaciendouso de la secuenciapl 1 (Fore, 1989),dirigida ano presaturarlos

protones del H20 y otros con intercambio rápido, aparecíauna señal muy ancha a de un

desplazamientoquímico de 11.0 ppm (298 K y pH = 5.5). El hechode que dichos

autoresusaranproteínalibre de fosfato(tipo Worthington)en vezde Sigma,el quese

observaraesaseñala campotan bajo y que seapreciaracuandono sepresaturabael

H20, señalaqueel protón estáunidoaun nitrógeno,o a un oxígeno.Paraintentarver a

quéresiduocorrespondíaserealizaronNOEsusandolasecuenciapu y unade excitación

selectiva(Kessleretal., 1986); los resultadosfueronen todoslos casosnegativos,porlo

que únicamentepode-mosaventurarque setratede un protón de unaHistidinaimplicada

enel centroactivo (dadasudesapariciónen presenciadel anión).Todo apuntahaciael

protón 1~I22 unido por el puentede hidrógenocon la cadenalateral del Asp 121.

Alternativamente,dicho protónlábil podríacorresponderal protón fenólico deTyr 25
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enlazadoporpuentede hidrógenoal carboxilatode Asp 14, aunqueresultapocoprobable

debidoa quedichaseñalapareceen Ribonucleasalibre de fosfato(tipo Worthington)y no

en la quecontienepequeñascantidadesdel anión(tipo Sigma).

Fig 11.40: Vistaestereoescópicadel centroactivo de la proteínamostrandolas dosposi-

cionesdelanillo de [lis 119. Semuestrala superposiciónde dosestructuraspromedio,la

correspondientea la dirigida hacia la Val 118(trazosólido)y la dela posicióndirigida

hacia el Mp 121 <trazo punteado)<de Ricoetal., 1991).

2.3.5. DESNATURALIZACIÓN A pHs ÁCIDOS.

A pHs extremosla estabilidadde las proteínasdecreceengranmedida(Tandford,

1962).Ello seatribuyea quecuandonos alejamosde pHs neutrosvan neutralizándose

lascargasde un signoy acumulándoselas del contrario,las cualesdebidoa su repulsión

tiendenadistanciarse,adoptandoel estadodesnatúralizadoy desestabilizandopor tanto la

proteína globular nativa. En el caso de la RibonucleasaA, a pH c 2.0 una vez

neutralizadaslas cargasnegativasdelos gruposcarboxilatode Aspárticos,Glutámicosy

restocarboxilo terminal tendríamosacumuladasprincipalmenteen la superficiede la

proteína18 cargaspositivascorrespondientesa los 10 residuosde Lisina, 4 deArgininay

4 de Histidina.

En algunasproteínasseha detectadoen la desnaturalizaciónácida un estado

intermediodenominadoestadoA o “glóbulo fundido” (Kuwajima, 1989),caracterizado

por un incrementonulo de la entalpíacon respectoal estadodesnaturalizado,la

conservaciónde la estructurasecundariay la pérdidade la orientaciónde lascadenas

lateralescaracterísticade la estructuraterciaria.EsteestadoA ha sido propuestocomoun

intermediouniversalen el plegamientode proteínas.
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El intercambio,estoes,elpaso,entrela forma nativay la formadesnaturalizada

tantoen ladesnaturalizacióntérmicacomoen la ácida,esun intercambiolentoen la escala

detiemposen laespectroscopiade RMN. Ello quieredecirque seobservanresonancias

separadasparaambasformascuyaintensidadesproporcionala la población del estado

querepresenta.Estacinéticalentade desnaturalizaciónimplica unaelevadabarrerade

activación,correspondienteal estadode transiciónde la desnaturalizaciónglobal. Laexis-

tenciade un intermediarioen el plegamientopodríarebajarlabarrerade activaciónacele-

rando la cinéticade interconversiónentre las formasnativa y desnaturalizadacon la

consecuenciade que así seobtendríauna sola señalcon un desplazamientoquímico

promediado.

Muchasde las señalesprotónicasde RibonucleasaA cuyavariacióncon el pH seha

seguidoen estetrabajomuestranunavariacióncontinuaensudesplazamientoquímicoen

función del pH cuandoseexaminaestavariaciónen el extremode pHs ácidos.Esta

variacióncontinuaqueen lamayorpartede los casosimplica protonespeptídicos,tiende

a pHs ácidos haciael valor de desplazamientosquímicos característicodel estado

desnaturalizado(en la Fig.I1.41 semuestranlos NHs de los residuosdel 5-péptidoy el

valor al que parecendesplazarse,encontradoenel estadorandom-coil).Los protonesno

lábiles (losHq y otrosunidos aátomosde carbono)no muestranestavariaciónsalvolos

pertenecientesa los residuosAla 19 y Ala 20. La variación continuaobservadade

desplazamientosquímicoshabríaquerelacionarlacomo seha expuestomásarriba,conla

presenciade un intermediarioque proporcionaraun intercambiorápidoentrelos dos

estados.Los protonespeptídicosque muestranestecomportamientode promediación

ácidasonlos pertenecientesal intervaloAla 5-Met 13 en la hélice1 (con excepciónde Ala

6 e Fis 12);Thr 17, Ser 18, Ala 19, Ala 20, Ser23, Met 30, Lys 31, Ser32, Asn 34,

Lys 37, Asp38 y Lys 41, en el final de la Hélice II y al lazoque uneéstacon la hebra¡3i

de laprimeralámina;Met 79, Thr 82, Asp83,Arg 85 y ClIn 86 de laprimeralámina;O]y

88, Ser89, Ser90, Lys 91 Y Tyr 92 del segundogiro ¡3, y Asn 103, His 105 y los de la

hebra¡37 que finalizaconel extremoC-terminal.

Con estainformación seríaposible delinearla estructuradel intermediario,que

conservaríaun núcleobien estructuradocuyas resonanciasprotónicasmostraríanun

intercambio lento y del que formaríanparte la hélice III con sus cadenaslaterales

interdigitizadascon las de la segundalámina.El 5-péptido,la regiónfinal de la hélice II,

los lazos,giros o vueltasen generaly partede la segundalámina presentaríanunaestruc-

turamáslábil quepermitiríaun intercambiomásrápidoentrelasformasnativay desnatu-

ralizada,dandolugara resonanciascon desplazamientoquímicopromediado.El hechode

que seanlos protonespeptidicoslos que sientanla variacióndel intercambiopodría
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hacernospensarqueel esquemaobtenidoescontrarioal postuladopor el “glóbulo fundi-

do” puestoqueaquílas cadenaslateralespermanecenrígidascomoen la estructuranativa

y esel esqueletoel queparecefluctuar,no obstantetal estadoparecehaberseencontrado

parala RibonucleasaA (Coto & Fink, 1990)sin dar detallesde suscaracterísticas,a base

de aumentarla concentraciónsalinaa pHs muy ácidos.Probablementeel hechode que

sólo «notenHtal intercambiolos protonespeptídicospareceestarrelacionadocon la mayor

sensibilidadde éstos
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Fig. 11.41: Curvasquemuestranel cambioen ¿5 de los protonespeptídicosde la hélice¡

deRibonucleasaA. Lospuntosen elextremodepHsd.cidosindican los valoresque

tendríacadaprotón en el “random-coil”.

Seríade interéscompararen futuros trabajoslas propiedadesde plegamientodel

presuntoestadoen la enzimacon nuestraspropuestasestructuralesobtenidasen la

titulación de la Ribonucleasaa pHs muy ácidos.Comopuedeverseen laTabla11.4, la

protonaciónsucesivade unaseriede gruposcarboxilatode pKarelativamentebajo,tales

comola Val 124 (carboxilatoterminal),Asp 38, Glu 2 y Asp 14, puededesencadenarla

formacióndel intermediariodenúcleorígido y segmentosconformacionalmentelábiles.

En estecontextoel bajo pKadeAsp 14 resultaconsistentecon la involucraciónde este

grupo en un enlacede hidrógenocon el protón fenólico de la Tyr 25 (Santoroet al.,

1993). Comoya seha comentado,apesarde nuestrosesfuerzosno hemosdeterminarel

valor exactode su titulación.LaTyr 25 esunade las tres tirosinasque poseenun pKa
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muy alto (Tandford,1962).El hechode estevalor de titulación tanalto haríaquela ¡NG

fueramayorque2 Kcal mol-1, lo cual unido al valor de la ¡NG obtenidaporel Asp 14,

muestranla importanciade dichopuenteparala estabilidadtotal de la proteínaal sumarun

tercio aproximadamentede la energíalibre de lamisma.

Mecanismode apertura de la hélice e intercambio.

Podemosintentardarformacuantitativaa los resultadosanterioresconcentrándonos

en los cambiosdel S-péptido.Estoscambiosen el desplazamientoquímico son lo sufi-

cientementegrandes,sobretodo en el casodeAla 5 y Lys7, comoparademostrarquela

aperturade la héliceesun mecanismoquedependedel pH. Estareacciónesrápida,como

ya seha comentado,en la escalade la RMN, por lo queellos cambiancontinuamente

durantetodoel procesode apertura.Estaobservaciónno esconsecuencia,comopodría

pensarse,del comportamientodinámicoen los extremosde la hélice (descritoen el

CapítuloIII) puesnoafectaexclusivamentea JosextremosN- y C- terminales,portanto

la explicaciónmássimplecon los datosesque la hélice,tal y comose hablasugeridoestá

sujetaa unareacciónde aperturay cierre, dedesnaturalizacióny renaturalizacion.

Paraintentardescribircomoesestecomportamientosepuedeasumirunareacción

dedosestados:

dondeN esla forma nativay U esla desnaturaizada.Si asumimosquecadaprotónNF

intercambiasólo desdeel estadodesnaturalizado,entoncesla constantede intercambiode

un protóndado(Kuwajima& Baldwin, 1983 b) es:

k~~= k~ f~

dondek~ esla constantede intercambiodesdeel estadodesnaturalizado(comosedescribe

en el Capítulo111) y fc esla fraccióndeprotonespeptídicosqueseencuentranenelestado

desnaturalizado.Esta fracción puede calcularsea partir de los cambiosen los

desplazamientosquímicos:

f__

donde8N y ÓD son los desplazamientosquímicosde la formanativa y desnaturalizada,

respectivamentey b esel del protón encuyascondicionesqueremosobtenersufracción.

El gradodeprotección,Kp (CapituloIII), puedeentoncesserdefinidocomo:
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Parala Ala 5, podemoselegir comovalorespara el desplazamientodel estado

desnaturalizadolos que poseeen el 5-péptido,y eligiéndoloapH = 2.5 (y 308K) resulta

(8N = 8.79 ppm,80 = 8.32ppm y 82.5= &75 ppm):

f~= 0.08,con lo queK~ = 11.75

quees mayorque la que podemoscalcularparaesteprotón por el procedimientode

intercambio (Capítulo III, Fig 1.4), puesno es observadoen talescondiciones.Si

empleáramosel valordel desplazamientoquímicoqueparecededucirsede lascurvasde

titulación, la fracciónen estadodesnaturalizadoseríaaúnmayorcon lo queK~ disminui-

ría , perodaríaun valorobservable,que contrastacon los resultadosobtenidos.

Si repetimosel mismorazonamientoparala Lys 7, resulta,eligiendolosvaloresdel

estadodesnaturalizadolos del 5-péptido(Kuwajima& Baldwin, 1983 b; M. Rico, re-
sultadosnopublicados);con = 8.76 ppm, bo = 8.18 ppm y 82.5= 8.58 ppm):

= 0.31, con lo que4 = 3.20

muy alejadodel valor quese observaexperimentalmente.Si empleamoslos valoresde los

desplazamientosquímicosdelestadodesnaturalizadoqueseobservaen lacurva,estoesa

pH = 1.5 resulta(Ór,j = 8~.5= 8.40 ppm):

= 0.5, con lo que4 = 2.0

tambiénmuydiferenteal valorregistradoen las medidasexperimentales.

Los resultadosexperimentalesnosllevan entoncesa concluir que: (a) en primer

lugar, e] modelode dos estadosno es adecuadoparadescribire] comportamientode

desnaturalizaciónapHs ácidosobservadoparala Ribonucleasa,sino quela proteínaantes

depasaral estadodesnaturalizadopasaatravésde un intermedio,desdeel cual también

intercambia,comohabíamosconcluidoanteriormente,(b) quelos valoresqueseobtienen

en estecapitulodel factorde protección, o lo queesigual dela fraccióndemoléculasque

estánen el estadodesnaturalizadono coincidecon los quesediscutiránen el CapituloIII,

con lo queposiblementehabráqueintentarencontrarunaexplicacióna tal discrepancia..



Cap(rulo III

Dinámica y estabilidad de RibonucleasasA y S
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3.1. INTRODUCCIÓN.

La medidadecinéticasde intercambiode los protonespeptidicosdeproteínascon

los deuteronesdel disolvente(Hvidt & Nielsen,1966;Englander& Kallenbach,1984)

ocupanun lugarprominenteentrelos métodosexistentesparaestudiarexperimentalmente

la dinámicade proteínas.Un avancedefundamentalimportanciaparaestosestudiosse

produjo al podercombinarlas técnicasde intercambiocon la espectroscopiade RMN

bidimensional(Wúthrich, 1986)quepermitela asignacióny el accesoal seguimientode

cinéticasde intercambiode protonespeptídicosindividuales.Más de un centenarde

sondasatómicasindividuales(en el cursodela proteínaaquíestudiada)distribuidasen

todoel volumende la moléculahande permitir, en principio, unadescripciónplural y

detalladade laestructuray dinámicade la proteína.

El estudiodel intercambioH/D de protonespeptidicosde RibonucleasaA y

Ribonucleasa5, combinadocon laespectroscopiade RMN bidimensional,realizadoen

estecapítulo, permitedescribira nivel atómicola dinámicade la proteína,asícomo

obtenerinformaciónde interéssobre: (a) la estabilidadde la misma,(b) el procesode

desnaturalizacióny (c) las propiedadesfrenteal intercambioHID del estadodesnaturali-

zado.

3.1.1. FACTORES QUE DETERMINAN EL INTERCAMBIO
DE HIDRÓGENO EN PROTEÍNAS GLOBULARES.

Los átomosde hidrógenode una proteínapuedenclasificarseen tres grandes

gruposen relacióncon sus propiedadesde intercambiocon los hidrógenosdel medio

acuoso:(a) los unidosa átomosdecarbono,de intercambiomuy lento, salvocontadas

excepciones(CEH enhistidinas);(b) los unidos aoxígenoen serinas,treoninasy tirosi-

nas(protoneshidroxílicos y fenólicos,respectivamente)juntocon los unidosa nitrógeno

formandogruposamino, guanidinioy amidasprimariasencadenaslateralesde lisinas,

argininas,asparaginasy glutaminas,de intercambiorápidoy (c) los unidosa nitrógeno

formandoamidassecundarias,como los grupospeptidicosde la cadenaprincipal, de

intercambiointermedio.Los estudiosde intercambioque sedescribenen estecapítulose

refierenprincipalmenteaesteúltimo grupode átomosde hidrógeno.

El continuo intercambiode los protonespeptídicosde una proteínacon los del

disolventeno ocurreespontáneamente.La reacciónestácatalizadaporácidosy bases,

concretamente,por los ioneshidronioH3O~ ehidroxilo OH-, existentesen el disolvente.
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La químicade este intercambioesbien conocida(Bigen, 1964). La constante

cinéticacon la que intercambianlos NH expuestosal disolvente,llamadaconstante

intrínseca,puedeescribirsecomo:

kC=kjHi÷koH[OH]÷kW {1}

dondekH+ y k0~- sonlas constantesdecatálisisáciday básica,respectivamente,y k~ es

el término correspondientea la catálisisdel aguasin disociar(el cual es por tanto

independientedel pH). La catálisisbásicaesmuchomáseficazquela catálisisácida, por

lo que el mínimo (e] llamadopHmill) en las curvasde k0vs. pH sedesplazahaciapHs

bajos, alrededorde pH = 3.0. El término de la catálisisacuosaes despreciable,en

primeraaproximación,(Englander& Poulsen,1969)frentea los dosprimerostérminos.

El intercambiovaríapues,linealmentecon las concentracionesde los iones:H30~ y OH-.

Los valoresutilizados parakH+ y koH- en los cálculosrealizadosen el presente

trabajoson los obtenidospor Englandery sus colaboradores(Englander& Poulsen,

1969)panlapoli (DL-alanina):

kH+ = 0.5 s1 M-’, kow = 5.6 108 s-1 M’

usandopK~ = 15.14 a 293 K, obtenidode la ecuaciónde Covington(Covingtonet al.,

1966) queda la dependenciadeK~ respectoa la temperatura,en D20. Recientemente,

(Jeng& Englander,1991)sehanrecalculadolos valoresde las constantesáciday básica,

basándosenuevamenteen los estudiosde la poli (DL-alanina).Los resultados,obtenidos

a la misma temperatura,no difieren muchodelos presentadosarriba

ku+ = 0.27 s
1M’, kon- = 5,7 í08 s1 M’ y kw = 5.6 ío-~ s1

Sin embargo,dichos autoresencuentranque el efectocatalíticodel 1-120 es

importanteen las proximidadesdel pH~jn, dondela dependenciade laconstantecon la

concentraciónde ambosiones catalíticosno es lineal y proponenque el término k~

debieraser tenidoencuentaen experimentosa bajopH (.Jeng& Englander,1991).Enel

presentetrabajo, los pHs más bajosexploradosson de 2.5, valor que se eligió al

desconocerlos pHsmínparacadauno de los residuosacadatemperatura.A dichopH,el

términoácidotieneun pesonotablementemayorquek~ por lo queno sehaconsiderado

el términodecatálisisacuosa.

Los factoresque intervienenen los dos términoscatalíticosson sensiblesa la

temperatura.Laentalpíade activaciónaparente(AH~) medidaen la poli (DL-alanina)para

kH+ es 15 Kcal mok’ y parala catálisisbásica17 Kcal moh1 (de éstas,2.6 Kcal mokt
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correspondenala entalpíade activaciónde la cinéticadescritapor koH- y 14.4¡(calmoFt

correspondena la dependenciade K~ con la temperatura)(Roder, 1989; Englander&

Poulsen,1969;Englander& Mayne,1992). Existe otrarecopilaciónde datos(Gregoryet

al., 1983), efectuadatambién para la poli (DL-alanina) que presentaalgunas

discrepanciasen los valoresde la constanteáciday en los de AH~ en los téminos

catalíticosdel aguay ácido.Enestetrabajosehanutilizado los valoresdadosmásarriba

porencontrarlosmásfiablesy porserde usomásgeneralizado.

Lasconstantesdeintercambiode protonespeptidicosencadenasdeconformación

aleatoriay, por tanto expuestosal disolvente,son sensiblestambién a los efectos

electrónicosde las cadenaslateralesvecinas.Estosefectoshan sido calibradosen

péptidosmodelo(Molday et al., 1972) y convenientementetabulados,con lo que es

posiblela evaluaciónde constantescinéticasparaun protóndadoen cualquiersecuencia

peptidica.Mediantela utilización de pulsoscortosde desnaturalizacióntérmicasehan

medidoexperimentalmentedichasconstantesparaprotonesconcretosde las proteínas

RibonucleasaA (Robertson& Baldwin, 1991),citocromo c (Roder et al., 1985),

lisozimadel huevo(Radfordet al., 1992)y lisozimadel fago T4 (Lu & Daqulist, 1992).

En general,las constantesevaluadasy las medidasexperimentalmente,muestranuna

concordanciamuy satisfactoria,si bien seha encontradoque en algunosresiduos

hidrófobos, como valinas o isoleucinas,las constantescinéticas medidasson

aproximadamentetresvecesmáslentasquelasevaluadasteóricamente.

Si bien, todala discusiónanteriorserefiere al estado“random-coil” el estadonativo

enproteínasglobularesimpone,lógicamente,restriccionesal intercambio.Existenen di-

choestado,protonespeptídicossituadosen el interiorde la estructuraglobular,de forma

que el simple accesodel disolventeadichosprotonessehacemuchomás difícil. Sin

embargo,existeotra causamás importantede ralentizacióndel intercambioy es la

participacióndel protónpeptídicoen un enlacede hidrógeno.Los puentesdehidrógeno

puedenralentizarel intercambiode hidrógenosaun cuandoéstosseencuentrenen la

superficie(Englander& Kallenbach,1984;Túsehen& Woodward,1985a y b). Ello es

consecuenciade la químicade las reaccionesde transferenciade protones,lascuales

requierenla formaciónde un enlacede hidrógenoentreel grupoqueintercambiay el

catalizador(Eigen,1964). La granmayoríade los protonescalificadoscomolentosenlos

estudiosde intercambiosonprotonesqueparticipanen enlacesde hidrógeno.

Surge,por tanto, la pregunta: ¿cuálesson los mecanismospor los que los

hidrógenos impedidospor los puentesde hidrógenopuedenintercambiar con el

disolvente?.Aunqueestacuestiónestá siendodebatidaactualmente(Englander&

Kallenbach,1984; Englander& Mayne, 1992), lo másprobableesla rupturadel enlace
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dehidrógeno(o sudistorsión)de formaque seaposibleel accesodel nuevoprotóny la

salidadel anterior,realizándoseasíel intercambio.Estarupturatransitoriade los enlaces

de hidrógenofue yaapuntadaen los primerostrabajosdel grupode Linderstr0m-Lang

(Hvidt & Nielsen, 1966).Los estudiossubsiguientescon proteínashanconfirmadoeste

modelo, que se ha dado en llamar el modelo estructural de desnaturaliza-

ción.(Englander& Kallenbach,1984) , el cual implica distorsionescooperativascon-

certadasa pequeñaescalade las estructurasproteicas.

En este modelo (Hvidt & Nielsen, 1966; Wagner & Wúthrich, 1979), el

intercambiodel hidrógenoimplicadoen el enlaceserelacionacon los parámetrosque

dirigenla transición cooperativaentreunosestadosplegados,quedenotaremosporF, y

unosestadosdesplegados,que llamaremosU. La transiciónentreambasespeciesserá

descritaporunaconstantededesnaturalización,ku, y unaconstantede renaturalización,

kf, o lo queeslo mismopor unaconstantedeequilibrio de aperturalocal:

{2}

Unhidrógeno,portanto,podráintercambiarsiempreque seproduzcala rupturade

eseenlacedehidrógenopor la reacciónde apertura,que lo dejaexpuestoal disolvente,

desdedonde intercambiarácomouno de los péptidosmodeloestudiados,esdecir,con

unacinéticadadapor k~. Podemos,por tanto, establecerun esquemade reacciónpara

todoel procesocomo:

F(H)CU(H) ~ U(D).~F(D) {3}
kf Op

Obsérveseque cuandoseproduceel intercambiosólo se hacolocadounaflecha

entrelas dosformasdesnaturalizadas,no hay equilibriodebidoaque las condicionesson

fuertemente“deuterantes”(Hvidt & Nielsen,1966).El caminode reacciónaparecerepre-

sentadoen la Fig. 111.1,dondeseindicanlos parámetroscinéticosde interés.

Bajo condicionesquefavorezcanenergéticamenteel estadoplegado(kf» ka), las

expresionescinéticasaplicadasa{3} nosllevan (Hvidt & Nielsen, 1966)a unaconstante

de intercambio, , definidacomo:

k LI
kex=U Ak1+k4 {4}

Dos situacioneslímitesse puedendistinguir segúnseala relaciónentrekg y kc.
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En el límite dondelas fluctuacionesestructuralesson rápidascomparadascon la

constantede intercambiointrínseco(kf>-> k,~), setiene:

k0~ =K0~k~ {5}

esdecir,la constantede intecambioquese mide dependede la concentraciónde proteína

desnaturalizadaque exista,la cual vienedeterminadaporel valor de K~ (definida en

{2}). Esta situacióncinéticalimite, conocidacomo límite EX2 (Hvidt & Nielsen,

1966),esla que se encuentraen condicionesordinariasen unaproteínadondeel estado

plegadoesmuy establey la constantek~ eslenta.

A(i:

4 1’

(D)

CD}

Camino de reacdón

Fig. 111.1.: Camino de reacciónpara elmodeloestructuraldedesnaturalización.

En todos los estudiosrealizados(Wagner& Wdthrich, 1979;Wagner,1983;Wand

et al., 1985; Roder, 1989;Radfordet al., 1992)estelímite es lacondiciónprácticamente

dominante.La magnitudde interésaquíesKOp. la cual contieneinformación sobrela

estabilidadlocal de esaregiónde la proteína,estabilidadproporcionadapor el (6 los)

enlacesdehidrógenoqueserompen.Atendiendoa la relacióntermodinámicaentre

y K0~:

AG0~=-RTlnlK0~,) {6}

sepuedeescribir{5} corno

AG~ = - Rl ín(ke/j {7a}

dondetodaslas magnitudespuedenen principio determinarseexperimentalmente(6 bien

evaluarsecomoen el casode Y.
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Hayqueseñalarque sólo seráposibleinterpretarun incrementoen lasconstantes

cinéticasde intercambiocomoun cambio en la energíade estabilización,cuandola

energíalibre del estadodesnaturalizadono hayavariado(Englander& Mayne, 1992).Se

disponede dosespeciesquímicassimilares (que llamaremosA y E), paralas que se

puedesuponerque el estadodesnaturalizadoescomún,la diferenciade energíalibre

vendrádadaporunaecuaciónen laqueno existaladependenciarespectoa ningúnpará-

metroevaluadoteóricamente:

A-B (1A \
AAG~, ~2 -R T ln\Kex k&) {7b}

queno esmásqueladiferenciaentrelas dosexpresionesde{7a} paraJaespeciesA y E

(Gooley et al., 1992), Estasrelacionespuedeninclusoutilizarseparadetectarcambios

localesde energíalibre en estructurasintermedias(intermediarios)en el procesode

renaturalizaciónde una proteína(A y E seríanen estecasola estructuranativa y el

intermediario,respectivamente).

El otro limite cinéticoseobtienecuandolas fluctuacionesestructuralesson lentas

con respectoa k~, (kf -cc ka), con toque{4} sesimplifica a:

kex=ku {8}

En estelimite (el llamadolímite EX1), el intercambiova a ocurrir desdecadaunidadde

aperturaestructura]y la constantedeintercambioproporcionadirectamentela constantede

desnaturalización.Las condicionesquefavorecenesteintercambioson: pH básico(con k~

muy rápido) y/o condicionesdesestabilizantes(dondek1 espequeña).Estelimite sólo ha

sidoencontradoen condicionesmuydrásticasparael EPTI (Roderet al., 1985a; Roder,

1989).

Ladistinciónentrelos doslímitescinéticosesfundamentalparala interpretaciónde

los datosde intercambio.Paraello, hay que considerarla dependenciade la constante

cinéticadel intercambio,ka, frenteal pH (Wagner,1983;Englander& Kallenbach,1984;

Roderet al., 1985a). En el límite EX2, la dependenciacon el pH esla marcadaporel

valorde k~, modificadaligeramentepor la posibledependenciade K0~frenteal mismo,

mientrasque enel límite EX1, la únicadependenciaes la que tenga k~, que sueleser

muy pequeña,por lo que, en estecaso,kaaparececomoconstantefrenteal pH. Una

distinción más rigurosaentreamboses la observaciónde que en el límite EX1, el

intercambiode los diferentesprotonesocurrecon una mismaconstantede una forma

correlacionada.En cambioen el límite EX2, el intercambiode un protón dependerádel

procesodedesnaturalizaciónlocal másefectivoparacadauno, deentrelos muchosque
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tienen lugar simultáneamentea lo largo de todos los segmentosde la proteína: las

constantesde intercambiodeberánpuesmostrarvaloresmuy diferentes.

Normalmente,en las representaciones(ver Fig. 111.1, 111.5 y 111.7) paraindicarel

comportamientodinámico,seutiliza el valordel factorde protección,K~, definidocomo:

Kp=k/ex {9}

quemide laproporciónen queun protónen la proteínase protegefrenteal intercambioen

comparacióncon un péptidoo modelosin estructuraaparente,y el cualesproporcionala

~ según{la}.

Aunquesehan establecidounagranvariedaddemodelosparaexplicarel meca-

nismo de intercambio(Englander& Kallenbach,1984), los cualessecentranfunda-

mentalmenteen la necesidadde penetraciónde los ionescatalíticoshastael NH, tales

modeloslleganaconclusionescualitativasqueestablecencorrelacionesartificiosasentre

~ y parámetrosestructuralesdefinidos.Los resultadosde los que se disponeen la

actualidad,junto con los aportadosen estetrabajo,parecenconfirmarla generalidaddel

modeloestructuralde desnaturalizaciónparaexplicarel intercambio.

Existeun mecanismoque, contrariamentea la protonacióndel nitrógenopeptídico,

sebasaen la protonacióndel O peptidico: es la 0-protonación.Estemecanismopara

catálisisácidaestápresenteen la químicade pequeñasamidassecundarias,de hecho,la

grandiferenciaen basicidadde los átomospeptídicosO y N muestraquela protonación

del O es máscomúnque la del N, aunquenormalmenteno se considerapor creerla

incompatible con los efectosde los sustituyentesobservadosparala catálisisácida.El

Intercambio ácido
o E

e ni
O —c i,o H

20 0H O—Hl OH o
<A ¿ .• H20

N—O’ —c ~ — ~H —~ Oo
¡ ¡ ~\..l o

L
Intercambio básico

O OH~ HOH OH e
oo—o Ás.....~t. —c ~o

\ e

H

Fig 111.2: Mecanismode 0-protonación(de Perrin & Arrhenius, 1982)
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mecanismoha sido descritorecientemente(Fig 111.2) y seha encontradoparaalgunas

proteínasen los protonesqueseencuentranen la superficie(Perrin& Arrhenius,1982;

Tuschen& Woodward,1985bit En general,los NH peptidicospróximosa la superficie

estánorientadoshaciael disolventey susátomosde O carbonílicosestánorientadoshacia

el interior resultandoconello en grandesdiferenciasen la accesibilidadde uno y otro

átomo,y en laposibilidadde unaralentizacióndel intercambioparael casodeun meca-

nismo de 0-protonación.Por supuesto,el hechode que existaestemecanismono

descartaparanadael otro tradicional (el de laprotonacióndel nitrógeno);seproducirán

los dosaunquedesconocemosen quémedidacadauno de ellos.

3.1.2. DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS CINÉTI-
COS DE ACTIVACIÓN DEL PROCESO DE INTERCAMBIO.

Los efectosde la temperaturasobreel intercambiohansido muy estudiados,pero

no han sido correctamenteinterpretadosen términosde los modelosque sehan pro-

puesto.Los parámetrosde activaciónseobtienennormalmenteapartir de medidasdeka

adistintastemperaturas.La ecuacióndeArrheniusrelacionalas constantesde intercambio

medidas,k,~< , con laenergíadeactivaciónaparente,E~(Glasstoneetal., 1946):

Ea~ -R d(ln<k~~)) =AH
_ de/) +RT {10}

dondeAH~esla entalpíade activaciónaparente.Si las energíasobtenidassondel orden

de varias ¡(cal mol-’ y las temperaturasusadasno sonmuy altas,comoocurreen el

presentetrabajo,puedesuponerseen buenaaproximaciónque

EaAH~

Podráobtenerse,por tanto AH’~ ‘de la pendientede la rectaque resulterepre-

sentandoln(k~~) frentea 1/1.

De acuerdocon la teoríadel estadode transición(Laidíer, 1950),la energíalibre

aparentede activación , A(iV, es:

¡NG =~RTln(hkC/T){11}

dondeh y kn sonlas constantesde Plancky Boltzmann,respectivamente.La conocida

relacióntermodinámica
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¡NO ==AH -TAS {12}

introducefinalmentela entropíade activación,ASt Representandopues,valoresde

A&/ T frentea 1/T, seobtieneAH~ comopendientede la rectaeAS~comoordenadaen

elorigen.

Debidoa la existenciade los doslímites cinéticosexpuestos,y de las diferentes

clasesde fluctuacionesposibles,hay que sercautoen la interpretaciónde lasAHt Para

los doslímitescinéticos,las entalpiasaparentesde activaciónsedefinencomo:

AHapK~<i= AHk~ {13}

AHap ~<2 AHk :¡NHk1+¡NHk, f 14>

dondesehapuestode manifiestoqueesunaentalpíadeactivaciónaparente.Seobserva

de {14} quelos valoresde la diferenciade las dosentalpíasde activación,no esmásque

laentalpiade desnaturaiizacióndela proteína,

AH 0~=AHk~ AH~ {15}

de tal maneraque si conocemosel valorde la entalpíade activaciónparak~ podemos

obtenerun valor de AH0~, paracadaprotón en particular. Englander y Poulsen

(Englander& Poulsen,1969)determinaronlos valoresde los parámetrosdeactivación

parala poli (OL-alanina): A1-V 17 ¡(cal mok’ y AS~ 27 Cal md’ K’.

De igual forma que sehadefinido un valor de AH*aparentesegún{14} puede

definirseun AG~ aparente,porel usode {11} y {5}. Con ambosparámetrostermodi-

námicos,y según{12} se podráobtenerunaAS~ aparente.

A partir de datosbibliográficos, puededeterminarse(Englander& Kallenbach,

1984),quela dependenciade lc~ con la temperaturaesmenorquelade ~, encontrándose

queparaun únicotipo de fluctuaciones:

AHapp<2>AH~p~

lo que concuerdacon los resultadosencontradosen proteínas(Roderet al., 1985a).

Hastaahorahaypocosdatosen la bibliografíareferentesa estosparámetroscinéticos,

encontrándosetabuladosúnicamentelos medidosparapoli (DL-alanina),ligeramente

discrepantesentredosgruposde trabajo(Englander& Poulsen,1969; Gregoryet al.,
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1983),y los correspondientesal BPTI (Richarzet al., 1979; Tiischen& Woodward,

1985a).

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

El comportamientofrente al intercambio de los protones peptídicos de la

RibonucleasaA ha sido objetode un grannúmerode estudios,utilizandounadiversidad

de técnicas,talescomola del etiquetadocon deuterio(Linderstr0m-Lang& Schellman,

1959;Hvidt & Nielsen, 1966),espectroscopiainfrarroja y ultravioletay etiquetadocon

tritio. Medianteestastécnicassemideel decaimientocon el tiempode la concentraciónde

un determinadoisótopo,proporcionandopor tanto resultadosglobalesrespectoa la

cinéticade intercambioqueafectanal conjuntode los protonespeptídicosde la proteína.

Los intentosde fraccionamientoo discriminaciónde distintosgruposde protonesres-

pectoa sus propiedadesde intercambio,han dadocon frecuenciaresultadoscontradic-

torios. La técnicade etiquetadocon tritio, en sus diferentesvariantes,ha sido la más

empleadaparaobtenerinformaciónacercade la estructuranativay del estadodesnatu-

ralizado(Woodward& Rosenberg,1970, 1971).

Estastécnicassehanaplicadotambiéna laRibonucleasa

por los fragmentosdenominados5-péptido(residuos1-20) y

9

5, un complejoformado

S-proteína(residuos21-

Fig. 111.3.: Esquemamostrandolas dosestructurasde la RibonucleasaA y la S, donde

seapreciael corteintroducidopor la enzima.Lasfigurasfueronobtenidascon el
programaMOLSCRIPT(Kraulis, 1991).
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124), obtenidosporescisióncon subtilisinade RibonucleasaA (Richards& Wyckoff,

1971) (Fig.II1.3). Mediantela combinaciónde técnicasde etiquetadocon tritio y RMN

(Schrier& Baldwin, 1976; Kuwajima & Baldwin, 1983b) o con la separaciónde los

fragmentostrípticos(Rosa& Richards,1979, 1981)seobtuvoporprimeravezinforma-

ción individualrespectoadeterminadosprotones,principalmenteaquellospertenecientes

al 5-péptido.La información obtenidaen estosúltimos estudiosescontradictoria:

mientraslos autoresque usanel tritio (Rosa& Richards, 1979) encuentranque el

intercambioenestazonaesprácticamenteigual al de los péptidossin estructura,los que

usanla técnicade RMN (Kuwajima& Baldwin, 1983 b) observanunagranvariedaden

las constantesde intercambio.

Tambiénsehanaplicadolas técnicasdel intercambioparamedirla estabilidaddela

RibonucleasaA sin el fragmentoC-terminal,encontrándoseque las medidascinéticas

demostrabanla menorestabilidadde la especiequímica, comoconsecuenciade su

diferenteplegamiento(Roy et al.,1986).

Con el desarrollode las técnicasde difraccióndeneutronesy laespectroscopiade

RMN bidimensional,seobtuvofinalmenteinformacióncualitativarespectoal comporta-

mientofrenteal intercambiode protonesindividualesde Ribonucleasaen el estadocrista-

lino (Wlodaweret al., 1983) y en disolucióntanto en forma nativa (Rico et al., 1989)

comodesnaturalizada(Robertsonetal., 1991).

Se han realizadomedidasde intercambiono sólo parala estructuranativa, sino

tambiénparaestructurastransitorias,talescomola del “intermediario” o “intermediarios”

cinéticosen el procesode renaturalizaciónde la Ribonucleasa(Udgaonkar& Baldwin,

1988, 1990). Medianteuna combinaciónde pulsosde adiciónde diferentesmedioses

posible etiquetarcon un determinadoisótopo un intermediariocinético y estudiar

posteriormenteporRMN-2D su poblaciónen funcióndel tiempode renaturalización,una

vezqueel intercambioha sido detenidoactuandosobreel pH y la temperatura.

Las razonesque nos hanllevadoa realizarun estudiocuantitativode lascinéticas

individualesde intercambiode los protonespeptídicosde RibonucleasaA y Ribonucleasa

5, ya apuntadasen la introducción,puedenresumirseen: 1) descripeiónde la dinámica

molecularde estasenzimasen términosestructuralesy energéticos;2) verificacióndela

propuestadeobtenerdatostermodinámicosacercadel procesodedesnaturalizaciónen

condicionesdistantesde las del cambiode fase,apartirde las cinéticasde intercambio

máslentas;3) aclaraciónde contradiccionesen lasmedidasde cinéticasindividualesy

consecuenteselecciónde los modelosapropiadosde desplegamientoslocales;4) verifica-

ción de la validezdel modeloestructuralde desnaturalizacióny 5) obtenciónde un punto
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de referenciade garantíaparala correctacaracterizaciónestructuralde intermediarioscon

baseen datosdeintercambio.

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

LaRibonucleasaA y la Ribonucleasa5 fueron productosde Sigma(tipo XII, para

ambas)y seusaronsin ningunapurificaciónposterior.Estasmuestrascontienenfosfato.

Los experimentosserealizaronadosvaloresde pH:

1.- pH = 6.0. Tampónfosfato (P04D2JP04D2-)(Sober, 1968). Estos

experimentosse hantomadocomoreferenciaparael restode los estudios.

2.- pH = 2.5. Tampónde glicina/dR (Sober,1968). Estosexperimentosse

realizarona fin de determinarel comportamientode los protonesmásrápidos

y másexternosde la RibonucleasaA.

La concentraciónfinal de la proteínaen cadauna de las muestras,paralos tres

diferentespHs fue de 4 mM, con unaconcentraciónde 0.2 M de NaCí. Los pHs se

midieroncon un electrododevidrio Ingold, calibradofrenteatamponesacuososordina-

nos.Las medidasrealizadasno secorrigieronporel efectoisotópico,y reflejanla lectura

obtenida.Las muestrasseprepararonañadiendo25 mg de proteínaa0.5 ml del tampóny

seajustóinmediatamenteel pHcon DCl ó NaOD.Las constantescinéticassedetermi-

naronapartirdemedidasde intensidadde poblaciónprotónicaadistintostiempostrans-

curtidosdesdela disoluciónde la proteínaen D
20.

En la realizaciónde las medidasse hanseguidotresprocedimientosdistintos:

1.- Dadoque las medidasa pH = 6.0 iban a constituir la referenciade posibles

comparacionescon otrasproteínas,eradeseableintentardetectarel mayornúmero

posiblede protones,evitandoel intercambiototal de ellosduranteel largotiempode

adquisicióndel experimento.Paraello, seprepara-baun númerode muestrasigual

al demedidasa realizarcon distintostiemposde intercambio;estasmuestrasse

sumergíaninmediatamenteenun bañoter-mostatizadoala temperaturaelegida.De

aquíseextraíana los tiempos desea-dos,se liofilizaban y congelabana 253 K,

hastaque pudierarealizarseel experimentode RMN. Durantetodo el procesode

congelación,el intercambioesprácticamentenulo, yaque lamuestraseencuentra

en estadosólido y a bajatemperatura;con objeto de que el intercambiofuera

tambiéndespreciabledurantela adquisicióndel experimento,el pH seajustabaa un
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valor de2.5 (cercanoal mínimodeintercambio),unavezdisuelto el liofilizado en

0.5 ml deD20.

2.- Parael restode los pHs y de las temperaturas,las muestras,unavezpreparadas

y ajustadoel pH, seintroducendirectamenteen el espectrómetro,quepreviamente

se ha termostatizadoa la temperaturadeseada.Los espectrosse adquierena

intervalosdeterminados,durantelos cualesla muestrasigueintercambiando.Este

procedimientopresentala ventajasobreel anteriorde quesóloesnecesariopreparar

una única muestra,y que ademásno se manipula en todo el tiempo del

experimento.Presentaen cambio,el inconvenientede quesedetectanúnicamente

los protonesmás lentos,puesparalos másrápidosla intensidadprotónicadecae

porcompletoduranteel tiempode adquisicióndel experimento.

3.- Es una mezclade los dos anteriores.La muestrase coloca en el baño

termostatizado,seextraedel mismo a los tiemposdeseadosy seintroduceen el

espectrómetro,queseencuentraa la mismatemperaturadel baño.Los espectrosse

adquierensin perturbaren absolutola muestra,conlo queel tiempode adquisición

secontabilizacomotiempo de intercambio.Deestaforma,esposibleobservarlos

protonesmás lentossin necesidadde consumirtiempo de instrumento,puesla

mayorpartedel intercambioserealizaen el baño.

3.2.2. OBTENCIÓN Y PROCESADO DE LOS ESPECTROS DE
RMN.

Los espectrosseobtuvieroncon un espectrómetroBrukerAMX-600,de 14 Teslas,

queoperaa una frecuenciaparael
tH de 600 MHz. El espectrómetrova equipadocon un

ordenadorAspectX32.

Paralamedidade intensidadesprotónicasserealizaronexperimentosde tipo COSY

adquiridosen el modoabsoluto(Nagayamaet al.,1980)acumulando32 barridosde 2048

palabras(2K palabras,dondecadapalabraequivalea 4 bytes) en la dimensiónF2 y 256

incrementosen ladimensión 1 (Fi). Ello le confierea la matriz de datosun tamañode

2048 >< 256. La anchuraespectralfue de 6000Hzen ambasdimensiones.Laduraciónde

cadaexperimentoesde 1 h 22 mm. Estetiempodeexperimentorelativamentecorto,nos

permiteobtenerun númerograndede puntosen las medidas(unpromediode 16 tiempos

diferentes)conunarelaciónseñal/midosuficientementebuena.La eliminacióndel agua

residualsehizo mediantepresaturaciónduranteel tiempo de relajaciónde los espines

(Hore, 1989).
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La temperaturade lasondadel espectrómetrosecontrolómedianteel acoplamiento

de unaunidadHaak.e de enfriamientode aire. Laregulaciónde temperaturaserealizacon

la unidadIJVT2000 Eurothermde Bruker. La precisiónesde±0. 1’ C. El bañoparael

primerprocedimientodescritoseregulómedianteunaresistencia.JulaboParatherm1. La

precisiónesde ±0.10C.

Las medidasseprocesaroncon el programaBruker-UXNMR. El tamañode la

matriz de datosespectraleserade 2 K x 1 K palabrasen las dimensionesF2 y F1,

respectivamente.En la apodizaciónse utilizaronventanassen
2con desplazamientosde

i/12 enambasdimensiones.La resolucióndigital fue de0.24Hz porpuntoen F
2y 3 Hz

porpuntoen F1. La líneabasede los espectrossecorrigió con un polinomio de 50 grado.

Comoseñaldereferenciaparalos desplazamientosquímicos(8 cero) seutilizó la señal

del TSP(la sal sódicadel ácido3-trimetilsilil (2,2,3,3-4-LOpropanoico).

3.2.3. PROCESADO Y TRATAMIENTO DE LOS DATOS.

Parala RibonucleasaA seobtuvierondosconjuntosde medidas,referidasen los

doscasosa la zonade la huelladactilar(correlacionesCOSY NH-H~, intra-residuo)y

correspondientesen el primer caso,a la regiónpor encimade la diagonal (es decir,

NH(F2)-H«(F1)) y en el segundoa la de debajode la diagonal(H«(F2)-NH(F1)).En

amboscasossecalibróel ruidomidiendoen zonasen las queno aparecenseñales.Con la

utilizaciónde los dosconjuntos,fue posibleobtenerunaestimaciónde la incertidumbre

en los valoresdeterminadosparalas constantescinéticas.Parala Ribonucleasa5, se

utilizó sólo el conjuntode señalesde por encimade la diagonal.

Parasucorrectacorrelacióncon poblacionesfraccionales,las intensidadesabso-

lutasmedidashande referirsea la de algunaseñalcuyaintensidadseainvariablecon el

tiempo, cuyo origenseaconocidoy que estésuficientementebien aislada.Una de las

señalesde correlaciónque mejor cumplecon estosrequisitoses la correspondientea

protonesaromáticosde tirosinaso bien las quemuestranla correlaciónentreun metilo y

suprotón adyacente.Aquí seescogiócomoreferencialas correlacionesorto-metade la

Tyr 25.

Las intensidadesrelativasde las señalescorrespondientesa los protonespeptídicos

medidosserepresentaronfrentea los tiemposde intercambio.Las curvasobtenidasse

ajustarona unaecuacióncinéticadeprimerordende la forma:

‘re = A exp(-k~t)



89

dondeA esel factorpreexponencial,que mide la intensidadde la señalal tiempo cero

(estoes,inmediatamenteala disoluciónde la muestra),t esel tiempo, I~ esla intensidad

relativamedidacon las correccionesefectuadaspor la estimacióndel error cometidoen la

medidade la integraly ka esla constantecinéticade intercambiode todo el proceso.Los

datosseajustaronporel procedimientode mínimoscuadrados,paradeterminarA y ka,

conel programaKaleidagraph(AdelbeckSoftware).Todaslascurvasseguíanunaecua-

ción como la escrita.Parael procedimientoen que seutilizarondosconjuntosde medi-

das, los valoresde ka obtenidosfueron muy parecidos(Tabla 111.1); únicamentese

observarondiferenciassignificativasparaaquellosprotonescon desplazamientoquímico

cercanoal de la señalresidualdel agua,lo que esexplicableal disminuirla transferencia

demagnetizaciónH«—~NH porsaturacióndel primerespín.Las diferenciasobservadas

entrelas constantescinéticasprocedentesde uno y otro conjuntode medidas(Tabla111.1)

soncomosehadicho, un primer índice de la reproducibilidadde las medidasy de la

incertidumbreen los valoresde ~<.

Tabla 111.1

Comparaciónde las ka de RibonucleasaA procedentesde la medidade las regiones

espectralessituadasporencimay pordebajode la diagonal.Entreparéntesisseincluye

la incertidumbre.Condiciones:pH = 6.0 (tampónfosfato), 313 Ky 0.2 Mde NaCí.

Residuo kex (h-1 l0~) kex (h4l0~)

Gín 74 5.6 (±0.7) 6.1 (±0.5)

Ile 106 3.8 (±0.4) 3.9 (±0.5)

Val 108 1.1 (±0.1) 1.2 (±0.2)

Ala 109 2.5 (±0.1) 2.3 (±0.3)

Val 118 2.3 (±0.3) 2.4 (±0.2)

3.2.4. ESTIMACIÓN DE ERRORES.

Hastaahorano seha hechoningunareferenciasobrela presenciade los errores

cometidosen todo el procesoexperimenta]y en el procesode los datos.Mientrasalgunos

autoresselimitan a hacerunaestimacióndel error cometidoen todo el proceso(Paterson

et al., 1991),hay otrosquenocomentannada(Goodman& Kim, 1991) y unosterceros

quedanunaestimaciónmuy aceptabledel error en todo el tratamientode los datos(Wand
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et al., 1985). Aquí seha seguidoesteúltimo procedimiento,afin de tenerunavaloración

de la incertidumbre.En el procedimientode medida,paraevaluarel midode fondo(valor

de la integralen zonasdondeno existeseñal),se integran 10 zonasde estetipo y se

realizaun promedio.La expresiónde la intensidadrelativade unadetenninadacorrelación

NH-Ha es:

dondeI~ esla intensidadabsolutade la señalque,I~ esla intensidadabsolutade la señal

quetomamoscomoreferenciae Tres la intensidadpromediadadel mido. El factor2 que

apareceen el segundomiembroes una consecuenciadel hechode que a la señalde

referenciacontribuyendostransferenciasorto y metasimétricas.

El valor de Tr habríade sernulo si el ruido fueraaleatorio.En realidad‘r refleja

pequeñasdesviacionessistemáticasdel fondolocal sobreel fondopromediadototal. Aún

siendoun valor normalmentepequeño,su efectosobreseñalesde unaintensidadpequeña

Tabla 111.2

Comparaciónde las kexmedidasrestandoruido y sin restarlo en la regiónporencima

de la diagonalpara RibonucleasaA. Entreparéntesisseda la desviaciónestóndar.

Condiciones:pH = 2.5 (tampónde glicina), 308 Ky 0.2 Mde Nací.

Tratamiento

Residuo

kex (min1 10~) kex (min’ 10~)

Trir

Lys 7 130 (±20) 370 (±70)

Glu9 42(±3) 48(±8)

Ala 56 33 (±5) 40 (±4)

Gln6O 15(±2) 16(±2)

Gín 74 6.3 (±2.2) 6.6 (±2.2)

Ile 81 3.5 (±0.9) 3.4 (±0.8)

Ile 106 5.9 (±0.4) 5.9 (±0.1)

puedesergrandeen términosrelativos. Paraverificar el efectode ‘r sobrelos valores

finalesde ka setrataronlos datosde un mismoexperimentode dos formas:teniendoo

no teniendoen cuentael valor de 1r~ Los valoresde ~ no resultaronafectados(ver
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Tabla111.2) salvo en los casosde intercambiorápido(k~ grande)comoesel casodel

residuoLys 7.

En virtud de las medidasefectuadas,los valorespromediadosen amboscasos,y

los coeficientesde regresióncalculados(con un intervalo de confianzadel 90 %)

(Spiridonov& Lopatkin, 1983),cadakex tendráunaincertidumbreentreun 20 % y un

30%.

3.2.5. DETERMINACIÓN DE LAS ENERGÍAS LIBRES A
PARTIR DE LOS DATOS DE INTERCAMBIO.

Paraevaluarla estabilidady dinámicade unaproteína,unavezdeterminadaslas

constantescinéticasde intercambiohade conocersepreviamenteel modelode intercambio

al que la proteínaresponde.Si éstesesitúaen el límite EXI, comoes el normalmente

observadoenproteínas(Radfordet al., 1992),la energíalibre de apertura(local o total)

se determinamediantela expresión{7a}. En ella aparecela constantecinética de

intercambiointrínseca,k. queesprecisoevaluary quedependede la secuencia,el pH y

la temperatura.Parala evaluaciónde energíaslibres de aperturaa partir de datosde

intercambioseconfeccionóun programade ordenadorqueadmitecomodatosel conjunto

deconstantescalculadas(véase1.1), las cualesincluyenlas correcioneselectrostáticas

paracadenaslateralesvecinasy valoresparala energíade activaciónparalacatálisisdel

intercambiopor los ionesH+ y OH-. Parael casoen queel pH escercanoa algúnPI<a,

de formaqueexistenpoblacionessignificativasde los dosestadosdel grupoionizable

queseconsidereesnecesarioevaluarunaconstanteque tengaen cuentaestosdiferentes

estados(comoesel casode las Histidinasy residuosadyacentesa ellasa pH = 6.0).

Recientemente,Robertsony Baldwin (Robertson & Baldwin, 1991) han

determinadolos valoresde kc de 31 residuosde RibonucleasaA a 650 C, encontrando

algunasdiscrepanciascon los valoresevaluadosporlas reglasde Molday(Molday et al.,

1972).Dadoquedichosvaloressonexperimentalesy no dependenportantodeninguna

aproximación,ellossonmásfiablesquelos calculadosteóricamente.No obstante,para

serutilizados,dichosparámetroshandetransferirseanuestrascondicionesexperimenta-

les de medida(temperaturay pH). Paraello, se siguierondosaproximacionesdiferentes:

1.- Utilizando los datos de pHmín y kmín, dadospor Robertsony Baldwin

(Robertson& Baldwin, 1991) para cadaprotón medido, se imponea {1} la

condiciónde mínimo quesereducea:

kmín
2jjHjmín
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de laqueseobtienedirectamenteel valor de la constanteácida,k~4. Medianteuna

expresiónsimilar se obtienekoi-r. Paraencontrarlos valoresde k
1-1~ y k0H a

temperaturasdistintasde 650 C, seutiliza la ecuaciónde Arrhenius{1O} y las

energíasde activaciónparala poli (OL-alanina)obtenidasporEnglandery Poulsen

(Englander& Poulsen,1969).

2.- A fin de no variar el programaimplementado,podemossuponerque las

constantescatalíticas, k~C y ~ sonigualesa las de los péptidosmodelos,y

efectuarla correccióndebidaa la secuenciano con los parámetrostabuladosde

péptidosmodelode Molday (Molday et al., 1972)sino con otrosproce-dentesde

las medidasexperimentales(Robertson& Baldwin, 1991). Esteprocedimiento

resultamássencillode aplicar.

Ambosprocedimientosproporcionaronresultadosmuy similares.

Al introducirlos valoresde Robertsony Baldwincomofactorescorrectoresen cada

aminoácidoacadauno de los pHs y temperaturas,sehapodidoobservarque las medidas

resultanmáshomogéneas,aparecenmenosdispersasque si seusaransiemprelos valores

de Molday. lEn las Figs. 111.4, 111.8 y 111.10aparecenlos primeroscomotriángulosy los

segundoscomocírculos.Con las kc obtenidas,aplicando{7a} seobtienenlas A
0~~que

sepodráncompararcon los valorestermodinámicos.Estasnuevasconstantesintrínsecas

fueron lasque seemplearontambiénparala Ribonucleasa5, suponiendoen buena

aproximaciónqueambasteníanel mismoestadodesnaturalizado.

A partirde las kex podemosdeterminartambiénlos parámetroscinéticos,por las

expresiones{11)-, {12} y {14} que caracterizanla teoría del estadode transición y

obtenerconclusionesacercade la mayoro menorestabilidaddel estadoparcialmente

desnaturalizado.

3.2.6. LAS MEDIDAS CALORIMÉTRICAS.

Lasmedidascalorimétricasserealizaronen un microcalorímetroMicrocal MCi-

OSC (Microcal Irte. Northampton,MA). La velocidaddebarridofue de 600C/h parael

pH = 6.0 (en las dosproteínas,RibonucleasaA y Ribonucleasa5) y de 100 C/h parael

pH = 2.5. Antes de procedera la introducciónde las muestrasen el calorímetrose

dializarondurante12 horasenel tampónen que se habíanpreparadoa fin deconseguir

una buenahomogenización.Estetampónde dializadose empleóparaconstruirla línea

base.Las concentracionesde enzimaestabanen el rangode 1.5 a 3.0 mg/ml. Parala

adquisicióny tratamientode los datosseusóel programaDynap.
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A partir de los valoresmedidosdel calorde transición,~1-1m, la temperaturamedia

de desnaturalizacióntérmica,Tm y de la diferenciaentrelos caloresespecíficosen la
formanativay desnaturalizada,ACp, se calculala energíalibre AGu y entalpía¡~Hu de

desnaturalizacióntérmicaa cualquier temperatura,segúnlas siguientesexpresiones

(Privaov, 1979):

AG~=A {17}

AHu=AHm ~ACp(Tm~T) {18}

3.3. RESULTADOS.

En lo quesiguesedanlos resultadosobtenidosparalas medidasde las constantes

cinéticasde RibonucleasaA y RibonucleasaS a distintospHs y temperaturas.Estos

resultadosseilustrandentrodel texto del trabajo,comorepresentacionesgráficasde los

factoresde protección,K~, en función del númerode residuoen la secuenciade la

proteína. En el otro eje de ordenadasserepresentala energíalibre correspondienteal

equilibrio de fluctuaciónlocal quehaceposibleel intercambio.

En estasrepresentacionesgráficas,los factoresde proteccióny energíaslibresapa-

recencomprendidasentredoslímites superiore inferior. El superiorlo imponenlos pro-

tonespeptídicosfuertementeprotegidosy la limitación vienedadapor los tiempos exce-

sivamentelargosde medida(mesesa años). El inferior correspondea los protonesde

intercambiorápidoy la limitación la imponeen estecasoel tiempo transcurridoentrela

preparaciónde la muestray la finalizacióndel primerexperimentoCOSY. La posiciónde

los límites superiore inferior sedeterminócon baseen unaevaluaciónde un 10 % en el

error de medidade los volúmenesde las correlacionesCOSY. Parael límite superiorse

admitióun 10 %de disminuciónen dichovolumenenel tiempode intercambiomáximoy

parael limite inferior seadmitió la existenciade un 10 %de intensidadresidualal final del

tiempode intercambio(Pedersenet al., 1991)

En estasrepresentacionesfigura también una evaluaciónde la energíalibre del

procesode desnaturalizaciónobtenidopor extrapolacióna la temperaturacorrespondiente

de los valoresde Tm, AHm e ACp correspondientesal cambiode fase. Como puede

observarselaenergíalibre de desnaturalizaciónevaluadaa partir de datoscalorimétricos

essiempremenorquela obtenidaapartirde datosdel intercambio.
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Lasconstantescinéticasde algunosprotonespeptídicosno pudieronmedirsecon

fiabilidad en todoslos casosdebidoa distintascausas.Unadeellasesla relativaaaque-

líos protonescuyaconstantedeacoplamientocon el NH del propio residuo,3~a=a-I,es

muy pequeña(menoro igual a 5 Hz), comoocurreen los residuosPhe 8, Tyr 25, Ser

32, Glu 86 y Tyr 92, en cuyo casola señalde correlaciónCOSY muestraunaintensidad

muy baja incluso paraun 100 % de poblaciónprotónica. Otra de las causasque

interfierenen una correctamedidade las ka, es la del solapamientode la correlación

COSY conotracorrelaciónen la queestéinvolucradoun protónmásprotegido,comoes

el casode Gín 28 vs Ala 56, Arg 33 vs Gín 60, Asn 44 vsLys 104, Asn 94 vs Asn 71,

Ser75vs Ala 102, Tyr76 vs Glu 111 e Ile 107 vs Cys 110 (en Ribonucleasa5 coinciden

Glu 86 y Val 124). Las correlacionesCOSY que involucran un protón Ha con

desplazamientoquímicoenla proximidadesdel disolvente(aproximadamente4.70 ppm)

tambiénsevennormalmenteafectadaspor problemasde saturaciónde nivelesde espíno

poroclusiónde las correspondientesseñalespor ruido tj. En estecasoseencuentranlas

señalesde los protonescorrespondientesa los residuosAsn 34, Leu 35, Ser75, Tyr 76 y

Glu 111, aunquepodráocurrir con algunosmásporquela señaldel disolventevaría

ligeramentecon la temperatura.Por último a pH = 6.0 en la RibonucleasaA, nos

situamosen el puntomedio del equilibriode ionizacióndel grupoimidazol de His 48, un

equilibrio lento en laescalade tiemposde la RMN, queprovocaensanchamientosmuy

notablesdelas correlacionesCOSY (llegandoinclusoadesaparecer)y consecuentemente

grandeserroresen la medidacorrespondientede los residuosafectados,que son los

siguientes:Phe46, Val 47, His 48, Ser80, Ile 81, Thr 82 y Asp 83. En Ribonucleasa5

no seobservaesteensanchamientode las señalesy las ka de estosresiduospueden

medirsenormalmente.Todoslos protonesafectadosestánmarcadoscon un arteriscoen

la correspondientefigura.

De las medidasde constantescinéticasrealizadasparaRibonucleasaA a pH = 2.5 y

pH = 6.0, y paraRibonucleasa5 a pH = 6.0 se deducequeel mecanismode intercambio

correspondeal limite EX
2 en el quekf »k<, esdecir,la cinéticade vueltaal estadonativo

esmuchomásrápidaquela del intercambiointrínseco.En un mecanismoEX1 en el que

sucederíatodo lo contrarioK »k1, esdecir, siempreque secreaun estadoabierto,el

protónpeptídicointercambia,habríaqueesperarunahomogenizaciónde las cinéticasde

intercambiodelos distintosprotonesy unaindependenciade suvalorrespectoal pH. En

nuestrocaso, no seobservatal homogenizacióny las cinéticasde intercambioson

consistentementemayoresapHs altos,característicasambasdel mecanismoEX2.
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3.3.1. INTERCAMBIO DE RIBONUCLEASA A A PH = 2.5.

Constantes cinéticas de intercambio, factores de protección y energías

libres de fluctuación global y local.

En la Fig. 111.4. seresumenlos resultadosde las medidasde las constantesciné-

ticasde intercambioy magnitudesderivadasdeellasen funciónde lasecuenciade amino-

ácidosparalas tres temperaturasestudiadas:288K, 298 K y 308K.

En general,podemosdividir, a grossomodo, los 119 protonespeptídicosde la

RibonucleasaA en tres grandesgruposde acuerdoa sus propiedadesde intercambio:

lentos,intermediosy rápidos.A la temperaturaintermediade 298 K, a estepH los tres

gruposestánhomogéneamentepobladoscon aproximadamente40protonescadaunode

ellos. Paralos máslentosla intensidadde las señalesCOSY no disminuyea lo largode

las horasen que sepermiteel intercambio.Por el contrariopara los másrápidos,la

intensidadha decaídoporcompletoal finalizarel primerexperimento.Los límitesenlos

factoresde protecciónse sitúanen torno a4.5-3.8parael superiory 0.8-0.2parael

inferior y los correspondientesa las energíaslibres de fluctuaciónconformacionallocal

entre 6.0-5.5Kcal mol-1 y 1.0-0.2Kcal mok1, respectivamente.Los protonesde

intercambiomáslento paracadatemperaturamarcanel límite mínimoparael valor de la

energíalibre del procesodedesnaturalizaciónglobal delenzima.En el otro extremopara

los protonespeptídicosde intercambiorápido la diferenciade energíalibre entrelas

formasabiertay cerradaes menor de 1.0 Kcal moLT, es decir, son prácticamente

isoenergéticase intercambiarían,pues,con unaconstantecinéticacercanaa laconstante

intrínseca,kc. Los protonesde intercambiointermedio necesitande fluctuaciones

conformacionaleslocalesdefinidaspordiferenciasde energíaslibres entrelas formas

abiertay cerradacorrespondientesentre1 y 6 Kcal mol-1

Relación de las propiedades de intercambio con rasgos estructurales

generales. Enlace de hidrógeno y accesibilidad.

Unaprimeracorrelaciónde las propiedadesde intercambiode los protonespeptí-

dicosindividualescon rasgosestructuralesde la proteínaesinmediata.Así los aproxima-

damente40 protonesde intercambiorápidono se encuentranen generalinvolucradosen

enlacesdehidrógenoy pertenecena algunade estasregiones:(a) zonasno estructuradas

(lazosó vueltas~3),(b) segmentosinicialesde hélicesa, (c) deformacionesen la láminas

I~ ó (d) hebras~3externas.En el extremoopuesto,aproximadamente40 protones

peptidicosaparecenfuertementeprotegidosa 288 K y 298 K. Todosellos,salvo algún

caso individual, estáninvolucradosen enlacesde hidrógeno.
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y pertenecena extremosC-terminalesde hélicesa ó regionesinternasde láminas~3.A

308 K sólo sietedeentreestosprotonesconsevanel 100 % deprotecciónprotónica.A

313 K nosencontramosen la temperaturamediadel cambiode fase.

Comose apuntabaen la introducción,la naturalezadeltipo de fluctuaciónnecesaria

paraque seproduzcael intercambioes todavíamateriade discusión(Englander&

Kallenbach,1984).La adopeiónde uno u otro tipode fluctuacióndependedel modelode

Tabla 111.3

Distribuciónde losprotonespeptídicosdeacuerdoconsuspropiedadesde intercambio

y de su involucraciónó no en enlacesde hidrógenode diferentestiposenRibonucleasa

A. Condiciones:pH = 2.5 (tampónde glicina) y 0.2 Mde NaCí.

Tipo de
intercam-

bio
T (K) Lámina[3 Hélicea Cadena

principal
Cadena
lateral

Sin enlace
dehidró

geno

Lento 288 28 13 0 4 2

298 25 2 0 4 1

308 4 3 0 0 0

Intermedio

288

298

8

8

5

5

5

5

4

4

15

8

308 26 15 4 5 6

Rápido

288

298

0

0

1

1

1

1

4

4

29

27

308 1 1 2 7 39

No 288 3 5 1 0 0

medidos 298 1 3 0 0 0

308 3 2 0 0 1

Total 34 21 6 12 46

Total 119

intercambioy másconcretamentede la aceptaciónde cualeselorigenmás importantede

la protecciónfrenteal intercambio:la involucracióndel protón peptídicoen un enlacede

hidrógenoo la inaccesibilidaddel disolventey de los catalizadores(H~ y OH) a la

posiciónque ocupadicho protón en el interior de la proteína.Parecepues,pertinente

analizarquénos dicenacercade esteproblemalasconstantesde intercambiomedidasaquí

para la Ribonucleasa.En la Fig. 1.7 se representaun esquemade laestructurasecundaria
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de la Ribonucleasaen laqueaparecenseñaladoslos enlacesde hidrógenodetectadosen

solución(Santoroet al., 1993). En la Tabla 111.3 y 111.4, sedan las distribucionesde

protonespeptídicosde acuerdocon sus propiedadesde intercambioen función desu

participaciónenenlacesdehidrógenoo de la accesibilidaddel disolvente.Comopuede

verseen los doscasosexisteuna claracorrelaciónentrelas dospropiedades.Así los

protones involucradosen enlacesde hidrógenomuestranen su gran mayoríaun

intercambiolento a temperaturasdistantes(288K y 298K) de la del cambiodefase(313

K) mientrasque los queno estáninvolucradosen puentesde hidrógeno,presentanun

intercambiorápidoo en todo casointermedio.Del mismomodolos protonesinaccesibles

(Lee& Richards,1971; tantoporcientode la superficiedel protónpeptidicoexpuestaal

disolventeigual a cero)muestranun intercambiolento y los accesiblesun intercambio

rápido.

Las doscorrelacionesobtenidasno son,sin embargoindependientes,comosepone

de manifiestoal verificar quede los 43 protonesaccesiblessólo los de Ser80 y Glu 86

apareceninvolucradosen enlacesde hidrógeno,mientrasque de los 76 protones

peptídicosinaccesiblesal disolventetodosmenos12 (un84 % del total) formanpuentes

de hidrógeno.Es decir, inaccesibilidady participaciónen enlacesde hidrógenoson

propiedadesmuycorrelacionadas.Si consideramossólo las excepcionesencontramos:el

protón peptidicode Glu 86 enlazadoal carbonilode Pro42, aunqueesmuy difícil de
medir en los experimentosCOSY porsu pequeñaconstantede acoplamiento,3JcLN~I-I,

presentaun intercambiolentoa pesardeseraccesible;los protonesde Lys 31 y Ser59,

inaccesiblesy no enlazadospor puentesde hidrógenomuestrantambiéna 288 K

intercambiolento, sugiriendoquetantounapropiedadcomootra,cuandosedan aisladas

puedenralentizarel intercambio;en el extremoopuestoencontramoslos protones

peptidicosde Ser50 y Ser80, accesiblesy ligadosporpuentesde hidrógenoa grupos

aceptoresde cadenaslaterales(-C00 de Asp 53 y Glu 49, respectivamente)presentanun

intercambiorápido al igual que los de Asn 24, Lys 41, Asn 71, Asn 94 y Ala 122 no

enlazadospor puentesde hidrógenoe inaccesiblesal disolvente.Si aceptamosque los

enlacesdehidrógenoen los que los gruposaceptorespertenecena cadenaslateralesno

sontanefectivoscomolos del esqueletoen cuantoaralentizarel intercambio(Wlodaver

et al., 1984)nospodemosinclinar porestaúltima (enlacesdehidrógenoa gruposde la

cadenaprincipal)comola causamásimportantede protecci6nen términosrelativosde los

protonespeptídicosfrenteal intercambio.
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Tabla 111.4

Distribuciónde los protonespeptídicosde acuerdocon suspropiedadesde intercambio

y de la accesibilidadal disolventea la posiciónprotónicaen RíbonucleasaA.

Condiciones:pH = 2.5 (tampónde glicina) y 0.2 M de NaCí.

Tipo de intercambio

Lento

Intermedio

Rápido

No medidos

T(K)

288

298

308

288

298

308

288

298

308

288

298

308

Inaccesibles

47

42

7

14

26

52

8

6

13

8

3

5

Total 77 42

Total 119

Propiedadesde intercambio y estructura secundaria.

En general,puedecontrastarsequelaestabilidadde las hélicesesdel mismoorden

comosededucede la Fig. 111.4,que la de las láminas[3,con la excepciónquizásde la

hélice 1, correspondienteal extremoN-terminal ó 5-péptido(residuos3 al 13) que se

presentacon unaestabilidadmenor.A 308 K, todos los protonespeptidicosde dicha

hélicepresentanya un comportamientointermedio,mientrasque en las hélicesII (resi-

duos23 al 32) y III (residuos51 al 60), seconservantodavíaprotonessin intercambiar

con deuterones,como son Met 29 y Met 30 en la primerade ellas y la Val 57 en la

segunda.

El comportamientoobservadopara las tres héliceses compatibleen términos

generalescon lo que sucederíasi consideramosa cadauna de ellascomounidades

Accesibles

o

o

O

13

4

3

28

27

38

1

1

1
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cooperativasde desnaturalizaciónindependientes.Estasunidadescooperativas,mediante

lascualesseexponenal disolventeun númerode residuoshansido descritasen varias

proteínas(Englander& Kallenbach,1984; Gooley et al., 1992). Hay que señalarque

estasunidadeslocalesse refiere a residuosque alcanzanel disolventemedianteun

procesocooperativo,al unísono,y con la la mismaKm,, y por tanto la mismaenergía,

peroque esono significaque residuoscon la mismaK<~~ intercambienal mismotiempo

(Skeltonetal., 1992).

En el casodel 5-péptidoseobservaun comportamientodinámicocompatiblecon lo

predichopor los modelosde Zimm y Bragg (Zimm & Bragg,1959)ó Lifson y Roig

(Lifson & Roig, 1961)para la transiciónhélice-’random-coil’ en oligopéptidos.Los

factoresde protecciónfrenteal intercambiorelacionadosdirectamentecon las confor-

macioneslocalesenlas queel protónconsideradoestáinvolucradoen unavueltade héli-

ce, van disminuyendogradualmentehacialos extremosdela hélice y en especialhaciael

extremoN-terminal. Estefenómenoconocidoen la literaturaanglosajonacomofraying

effect (deshilachamiento)esdebidoala cooperatividaden la formaciónde la hélicey ha

sido observadopreviamente,tambiéna partirde datosde intercambioH/D en estamisma

hélice en la Ribonucleasa5 (Kuwajima & Baldwin, 1983 b), en la hélicecentral del

inhibidor seminalde tripsina (BUSI hA) (Wtithrich et al., 1984) y en el citocromoc

(Wandet al., 1985).

El descensoen los factoresde protección(o delas energíaslibrescorrespondientes)

a partir de la partecentral de las hélicesesmuchomás grandeque el encontradoen

péptidossintéticos,de lo quesededuceunaestabilizaciónadicionalcomoconsecuencia

de laestructuraterciariade la proteínasobrelas treshélices.

En la hélice1, los residuosGlu 9, Arg 10, Gín 11, His 12 y Met 13 aparecencomo

los más protegidoscon un factorde protecciónaproximadamenteigual. Los protones

pertenecientesa estosresiduosmuestranefectosNOE con protonesde residuosmuy

lejanosen lasecuencia,concretamentecon los segmentos:Arg 33-Leu35 y Asn 44-Val

47, y con la Leu 51, Val 54 y Phe 120. La estabilidadadicionalpuedepuesprovenirde

efectoshidrofóbicosentrelas cadenaslateralesvoluminosasde los residuosde la hélice1

y los del interiorde la proteína.

Igualmenteen la hélice III las cadenaslateralesde los residuosMet 29 y Met 30,

presentanefectosNOE con los protonesdecadenaslateralesde residuospertenecientesa

la bolsa hidrofóbicaAsp 14-Tyr 25-His 48. Por último, resonanciasprotónicasde la

cadenalateralde Val 57 en la hélice111 estáncorrelacionadasporefectosNOE con las

señalesprotónicasde los residuosSer75 y Val 108 pertenecientesala segundalámina[3,
sugiriendoun puntodeanclajetambiénhidrofóbico,de la hélicea la lámina.Ejemplos
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similares de interdigitización decadenaslateralesvoluminosasde hélicescon otras

cadenaslateralesen la interfasehélice-proteínasehandescritoparalas proteínascitadas

másarribay enestudiosde difracciónde neutronesen estadocristalinoen mioglobina

(Schonborn,1985)yen tñpsina(Kosiakoff, 1982>.

La existenciade unidadescooperativasde desnaturalización,tal comoparece

deducirsedel comportamientode las treshélices,favorecenel modelode intercambioH¡D

en proteínas,que propugnaal enlacede hidrógenocomoel origen principal de la

ralentizacióndelintercambio.

Los protonespeptídicosThr 3 y Ala 6 en la hélice 1 y los de Leu 51, Ala 52 y Asp

53 en la héliceIII presentanunaralentizaciónen su intercambiosuficientecomoparaser

clasificadoscomoprotonesde intercambiointermedio.Deellos sólo el deAla 6 está

enlazadoporpuentedehidrógenoal oxigenodel grupohidroxilo de Thr 3, lo quepuede

constituirel origende suintercambiolento. Paralos protonespeptídicosde Thr 3 y los de

Leu 51, Ala 52 y Asp 53 todosellosen el extremoN-terminalde las hélicesa, existeuna

posiblecausacomúnparala ralentizaciónde su intercambioqueesel efecto,discutidoen

la introducción,de la 0-protonaciónen el oxígenodel carbonilopuesen todosestosres¡-

duossu grupocarboniloestáinvolucradocomoaceptoren un puentede hidrógenocon el

protónpeptídicoNH~~3 del residuocorrespondiente.

Juntocon los descritosen las hélices 1, II y III los protonespeptídicosmás

resistentesal intercambioaestepH de 2.5 sonlos queformanpartede la láminas [3. La

primeraláminaformadaporlas hebras¡3j, ¡34 y ¡35 en disposiciónantiparalela,involucra

comoprotonesNH internosenlazadosagruposCO de las hebrasparalelas,a los de los

residuosAsn44-Phe46-His48(hebra[3t). Met 79-Ile 81-Thr 82-Asp83-Cys84-Arg 85-

Glu 86 (hebra[34yhebrainterior) y Lys 98-Thr 100-Ala 102 y Lys 104(hebra[3squees

la másexterna).La segundaláminaestáformadapor las cuatrohebrasantiparalelas:¡32’

¡33. [3áy [37quedandofuertementeprotegidoslos protonesinternosa la lámina,queson
Val 63 en [~, Cys72, Tyr 73 y Gín 74 en [3d,Ile 106, Ile 107, Val 108, Ala 109, Cys

110 y Glu 111 en [3óy Val 116, Val 118e His 119 en k. El alto factorde protección

frente al intercambio que muestrangran parte de estos protonesrequieren una

desnaturalizaciónglobal de tipo cooperativode toda la molécula. Si atendemosa la

estructurafina de los factoresde protección,los núcleosmás resistentesal intercambio

estanancentrados:(a) en tornoa la bolsahidrofóbicaAsp 14-Tyr25-His 48 que incluirla

a Val 47 y Thr 82juntoconMet 29 y Met 30 en lahélice II y (b) en lasegundalámina,

incluyendo los protonespeptídicosde Ile 106, Val 108, Ala 109 y Val 118, que

incorporaríaademása Val 57, “punto de anclaje” de la hélice II sobreesta lámina.La

estructurafina observadaen las láminases compatiblecon un procesode desna-
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turalizacióncooperativode enlacesde hidrógenocontiguos(véaseporejemploen la Fig.

111.6, los “hexaciclos” correspondientesa los residuosentreMet 79-Lys 104 ó Arg 85-

Lys 98) quecomenzasepor los másexternosy sepropagasehaciael centrode la lámina.

Esteprocesono pareceproducirsepor hebrasindependientes,sinode formacooperativa

destruyéndosetoda la primeralámina,si bien la parejaPhe46-Thr82 aparececomoel

núcleofinal másresistente.En la segundaláminaesteprocesoescalonadono estanapa-

rentesalvo la estructurafinal másestableque correspondeal entramadode enlacesde

hidrógenoqueimplica a los residuosAla 109, Val 118e His 119.

Los protonespeptídicosde residuospertenecientesahebrasexterioresdeláminas¡3
que sedirigen haciael disolventemuestranintercambiorápidoa 308 K y en general

intercambiointermedioa 298 K y 288 K. Así sucedecon los NHs de Asn 62, Thr 99,

Gín 101, Asn 103, His 105 y Ser 123. Todos ellos sonaccesiblesal disolventey no

estáninvolucradosen enlacesde hidrógenoni los propiosprotonespeptídicosni sus

correspondientesgruposCO. La causade la ralentizacióna las temperaturasmásbajas

habríaquebuscarlaprobablementeen los valoresevaluadosen las constantesintrínsecas,

k. Lo mismosucedecon el protón peptidicode la Val 43, cuyo intercambioaparece
ralentizadoinclusoa308K.

La granmayoríade los protonespeptldicospertenecientesa segmentossin estruc-

turasecundariadefinida intercambianmuy rápidamente.Algunosdeellos implicadosen

enlacesde hidrógenotalescomolos de Thr 17, Leu35, Cys65, GIn 69, Cys95 y Ala 96

muestranintercambiointermedio.Otroscomo los de Thr 36, Thr 70, Asn 71, Lys 91,

Asn 94, Gly 112 y Asn 113 también con intercambio intermedio puedendeber su

~ ~
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Fig. 111.6.: Esquemade las dosláminas fi en la estructuradeRibonucleasaA.
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Tabla 111.5

Comportamientodel intercambiode RibonucleasaA (pH = 2.5 (tampóndeglicina) y

0.2 MdeNaCí).Seusala nomenclaturaIUPAC-IUD paranombrarlos aminoácidos.

Unidadesde

desnaturalización

Condicionesde

observación

Implicaciónenla

estructuranativa

AG0~ (Kcaí mol’)

A96,T99,Q1OIy
Nl 03

288K Hebra[3~ 1.9

A102 y D83

M79, 181, (D83)*,
C84, R85, K98,

TIOO, (A102)* e
1106

V63, C72, ‘~“7~,
Q74,A109,E11L,

VI16eH119

298K

308K

308K

Hebras[34y [35

Hebras[3d,[3sy [36

Hebras132, [33~[36y

[37

5.0

4.9

A56~yS59

VM, Q55, C58 y

308K

308 K

HélicealIl
HéliceaIII

4.2
4.9

E9,RíO, Qil e
H12

308K Héliceal 4.6

G112yN113

C65,Q69,T7Oy

(N71

288K

288K(y298K)

Giro13III

Giro 131

2.2

1.9

T87, (K91)# y N94 308K (y 298K) Giro 1311 2.5 (y 1.4)

S123yV124 288Ky298K Hebra[3~
otra unidadde

1.4

desplegamientomedidaen otras
* Indicaun aminoácidoqueha sido incorporadoya a

condicionesdiferentesdelasindicadas.
~ Indicaun aminoácidoqueno seobservaenlas condicionesindicadaspor efectode la señalresidualdel
1-120,peroqueestApresenteenla temperaturaindicadaenel paréntesis.
+ Señalescuyaconstanteposeegranincertidumbre,al producirseun solapamientode supico COSY con

otrau otrasseñales(enel casodeAla 56,existeun solapanijentoparatodaslas temperaturasconGín28).

proteccióna la proximidadde los puentesdisulfuro Cys40-Cys95, Cys58-Cys 110 y

Cys65-Cys72en el estadodesnaturalizado.El protónpeptidicode Gly 68, aunqueforma

enlacede hidrógenocon el COde Cys 65, presentaun intercambiorápido.El segmento

Lys 66-Asn 71 muestrauna gran movilidad, segúnpuedededucirsedel númeroe

intensidadde los efectosNOE observados.La energíalibre entrelas formascerraday

abiertadebesermuy pequeña,de formaqueel intercambioH/D aparezcacomo rápido.
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En la Fig. 111.5 aparecenrepresentadoslas señalesde decaimientode protones

implicadosen diferentestiposde estructura.

En laTabla111.5 seresumeel comportamientofrenteal intercambiode los protones

peptidicosde RibonucleasaA a pH = 2.5, clasificadoscomounidadesde desnatura-

lización cooperativa.Se incluyen en dichaTabla las energíaslibres entrelos estados

nativo y el “estadoabierto” entendiendocomo tal el que permite el contactocon el

disolventey posteriorintercambio.DichaTablacontienepueslos elementosnecesarios

paraunades-cripcióndetalladaen términosenergéticosy estructuralesde la dinámicade

la Ribonucleasaa pH = 2.5.

Parámetros de activación

Los parámetrosde activacióncorrespondientesal estadode transiciónpara el

procesode intercambioH/D entrela formanativa y el estadoabiertosehan obtenido

únicamente para aquellos protones peptídicoscon constantescinéticasaccesiblesa

Tabla 111.6

Parámetroscinéticos calculadospara RibonucleasaA. Entreparéntesisseindicanlas

estimacionesde los errores;en los restantesestaestimaciónes del 25 %. Condiciones:

pH = 2.5 (tampónde glicina) y 0.2 M de NaCí.

Residuo AH~ (Kcal AH~ (Kcal AS~(Cal AS~ (Cal AH0~ (Kcal

mok’)(~) mokl)(2) mok’ K’) mol-’ K’) moL’)(~)
(3) (2)

Ala 6 26.4 25.4 9 (±0.3) 5.7 9.4

Leu35 25.6 24.4 8.2 (±0.5) 4.4 8.6

Val 43 15.1 14.2 -30.5(±1.2) -34.2 -1.9

Asp53 33.1 33.7 32.7 (±0.12) 34.9 16.1

Cys65 12.1 10.7 -35.7(±0.4) -40.3 -4.9
(1) Calculadosa partirdelarepresentacióndeArrhenius.
(2) Calculadosa partirdela representacióndeAGfl T versus1/T.

(3) CalculadosapartirdelaexpresióntermodinámicadeAG~ { 12},y tomandounamediaaritméticadelos
tresvaloresobtenidos.
(4) Obtenidoa partir de {l5} haciendousodel MF obtenidoen las representacionesdeArhenius,y
tomandoenlos cálculosAl~ñ<c = 17 Kcal moL

1 (Englander& Poulsen,1969).
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nuestrasmedidasa las tres temperaturas:288 K, 298 K y 308 K aestepH = 2.5. Los

resultadoscorrespondientesse dan en la Tabla 111.6. Como se ha expuestoen la

introducción(apartado3.1.2)esposibleobtenervaloresde Alt apartir de los valoresde

a diferentestemperaturas,de acuerdocon {1O} ó bien de {12} en el supuestode

queAH~ no dependadeT; las gráficasdeArrheniusaparecenen la Fig. I1I.7.y las de

AG~/ 1 versus1/1 en la Fig 111.8.

Los valoresde AG!=calculadosa partir de {12}, correspondena la sumade la

energíalibre del procesode activacióndel intercambio,AG!=kc,y la energíalibre

termodinámicadel equilibrio deapertura,AG0~. Parala primeraesposiblecalcularun

valor a partir de los de AH~ e AS~ obtenidosparala poli (DL-alanina) (Englander&

Poulsen,1969).Si aceptamosestosvalores(AH!== 17 KcaI mol-
1 e AS!== 27 cal mok1

K-1) los correspondientesAG
0~paralos residuosen la TablaIII estáncomprendidos

entre12 y 14 Kcal mol-
t muchomayoresquelos evaluadospor{7a}. Ello esindicativo

de quelos parámetrosde activaciónde intercambiocorrespondientesapoli (OL-alanina)

en el estado“random-coil” , y por tanto paraprotonestotalmenteaccesibles,no son

aplicablesa las formasabiertasde proteínasen lasque hadedejarsesentirla influenciade

estructurasresidualesen tornoa los protonesconsiderados.Si aceptamoslos valoresde

AGop calculadoscon {7a} para estosresiduos(Fig. 111.4) es posible calcularpor

separadolas contribucionesa los valorestotalesdeAH!=e AS!=de las correspondientes

k~ al procesodeactivaciónde intercambioen el estadoabiertoAH!=keeAS!=kcy los de

equilibrio entrelas formascerraday abiertaAH
0~ eAS0~,, respectivamente.Respectoa

los primerosse observaqueAH~<cestácomprendidoentre15 y 24Kcal moL
1 e AS~cc

-4.0

-5.0

b-6.0

-8.0

-9.0
0.0032

Fig. 11L7. : GráficasdeArrheniuspara la RibonucleasaA a pH = 2.5(tampónde

glicina) y 0.2 M de NaCí.

0.0034 0.0035
¡/T (U’)



107

entre-15 y 14 Cal moh’ K’. En el intervaloencontradoparala entalpíade activaciónse

incluye el valor aceptado(Englander& Poulsen,1969)parael “random-coil” (AH~ = 17

Kcal mok1)lo queno sucedecon ASS parael que seobtieneen la mayoríade los casos

un valor designo contrario.De ello hay que concluirpues,queen los estadosabiertosde

proteínas,que a diferenciade la poli (DL-alanina)contienenresiduoscon cadenaslatera-

les de mayortamañoy que en generalmuestranuna estructuraresidual,la entropíade

activacióndel estadode transición parael procesode intercambioes menorque en la

formanativa. Estehechopuedetenersu origen en la ordenacióndel disolventeen tornoa

cadenaslateraleshidrofóbicasmomenúineamenteexpuestasaél.

0.086

~ 0.084

0.082u.a o.oso

~ 0.078

0.076

0.074
0.0032

Fig. 111.8. : GráficasdeAG~I Tversus1/Tdela RibonucleasaA (pH =2.5 <tampón

de glicina) y 0.2 Mde NaCí)para los protonescon medidascinéticasa variastempe-

raturas. Lapendiente(AHfl y la ordenadaen el origen (AS~),estánen la Tabla 11L6.

La entalpíay entropíadelos equilibriosde fluctuaciónconformacionaldeapertura

estánfuertementecorrelacionados.Ala 6, Leu35 y Asp 53 por un lado,y Val 43 y Cys

65 porotro, presentansin embargocomportamientosdiferentes.Los primerosseajustan

mejoraunprocesoconvencionalde desnaturalizaciónlocal, mientrasqueen los últimos

residuosel comportamientoesanómalo.Los erroresen estosvaloresy sus fuertes

correlacionesno aconsejanmayoresespeculacionesen cuantoa los origenesde la

anomalía. En todos los casos los valores de AH
0~ están muy lejos del valor

correspondientea ladesnaturalizaciónglobal por lo queel intercambioen estosresiduos

tienelugara partirde fluctuacionesconformacionalesmuy localizadas,queno dependen

de la temperatura(Wagner,1983).

0.0034 0.0035
1FF (U~)
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3.2. INTERCAMBIO DE RIBONUCLEASA A A pH = 6.0.

Constantes cinéticas de intercambio, factores de protección y energías

libres de fluctuación global y local.

A estepH serealizaronmedidasexperimentalessiguiendolos tresprocedimientos

indicadosen el apartado2.1. El primerode ellos, que requierela liofilización de la

muestra,fue desechadoal constatarque proporcionabaresultadoscontradictoriosya

advertidosenotroscasos(Oppenheimer,N. J., 1989;Hvidt & Nielsen,1966).El grueso

de las medidasserealizópor el segundoprocedimiento,que proporcionólos mejores

índicesde consistenciay reproducibilidad.El tercer procedimientosólo se usó para

registrarlos datosa 313 K, para poderevaluarlas AG0~ y compararlascon las de la

Ribonucleasa5.

En la Fig. 111.9 seresumenlos resultadosde las medidasde constantescinéticasde

intercambioy magnitudesderivadasde ellosen funciónde la secuenciadeaminoácidos

paralas cuatrotemperaturasestudiadas,queenestecasoson: 288 K, 298 K, 308 K y

313 K. En la Fig 111.10 se muestranlas curvasde intensidadversus tiempo para

diferentesprotones.

A estepH la proteínaesmásestablequeapH = 2.5, como puedeverseal comparar

los valoresmáximosde AG0~ ó sus equivalenteslos factoresde protecciónfrente al

intercambio.Ello esconsecuenciade la acumulaciónde cargaspositivasque seproducea

pHs bajos,un factordesestabilizantebienconocidoen proteínasglobulares(Paceet al.,

1990).Al serla proteínamásestablea pH = 6.0, la poblacióndelestadodesnaturalizado

en equilibrio con la del nativo y por tanto seránmuchomenoresque a pHs más

ácidos.Esto se compensaenparteporel valor muchomayorque adquierek~ porefecto

de la másaltaconcentraciónde los ionesOH- queactúancomocatalizadores.El resultado

esquelos valoresdekex sonapH = 6.0mayoresquea pH = 2.5, peroincluidastodavía

en el intervalode medidasaccesible.

Relación de las propiedadesde intercambio con rasgos estructurales.

A la temperaturamásbaja(298K) en quesehanmedidolas constantescinéticasde

intercambioaestepH, todoslos protonesde intercambiolento (en númerode 21) y todos

los deintercambiointermedio(queson 14), con excepcióndel de la Val 43, sonprotones

involucradosen enlacesde hidrógeno,y a la vez inaccesiblesal disolvente.

Las propiedadesde intercambioH/D de los protoneslentose intermediosno sufren

en general,variacióncon el pH y por ello sucomportamientoa pH = 6.0 esanálogoal de
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pH = 2.5. En generallos protonesmásresistentesal intercambioseencuentransituados

claramenteenelementosbiendefinidosde estructurasecundariay, concretamente,en las

dosláminas13 y en las treshélicesa.

Si consideramoslas propiedadesde intercambiode menoramayortemperatura(298K a

318 K) observamosque las dosláminas13 y la hélice III poseenla mismaestabilidad,

pudiéndoseconcluirque parael intercambiode los protonespeptídicosinvolucradosen

estoselementos,es necesarioun procesoglobal cooperativode desnaturalización.Las

hélices1 y II, en esteorden,requierenenergíasde fluctuaciónconformacionalrelativa-

mentemenores,aunqueno muy lejanasal del procesoglobal. Es dedestacarqueen la

hélice1, los protonespeptídicosde Gín 11, Hisl2 y Met 13, exceptuandoHis 12 a298K

que puedevenir afectadoel valor de la constantecinéticade intercambioporsu pK2,

muestrana las demástemperaturas,valoreshomogéneosparael factor de protección,

mientrasqueel de los residuoscontiguosdecaemuy rápidamente.Estoshechospueden

explicarsededosformas:(a) en el estadonativo las cadenaslateralesde los residuosGin

11, His 12 y Met 13 participanen interaccionescon el restode la proteína,quehacena

estesegmentoespecialmenteestableen condicionesnativas(y por tanto, lo queestamos

observandonoesmásqueel comportamientodinámicode la hélice,comosehadescrito

en el apartado3.3.1) ó bien (b) en el estadoabierto dichos protonesseencuentran

protegidosporunarcordenaciónde enlacesde hidrógeno.

En lahéliceIII, estemismohechoseproducecon la Met 30, cuyoprotón peptidico

seencuentreasimismofuertementeprotegidofrenteal intercambio.Nuevamenteesen la

tercerahélicedondeseencuentranprotonespeptídicoscon protecciónmáxima(compa-
rablea la de la correspondientea las láminas ¡3). El segmentoVal 54-Cys58 (con

excepciónde la Ala 56) presentavaloresde protecciónmuy homogéneos.Los protones

peptídicosdeAla 56 y Ser59 sonbastantemenores,lo quepuedeestarrelacionadocon el

mayor grado de exposiciónde estosresiduosal disolvente.Estos resultadosson

compatiblescon el hechode que la héliceIII (residuosSer50-Gín 60)constituyenuna

unidadcooperativalocal dedesnaturalizaciónquerequiere,parasupasoala formaabierta

unaenergíamenor,perodel mismoordenque la de desnaturalizaciónglobal. El residuo

Ala 56 y los inicialesy terminalesde la hélice,gozaríande fluctuacionesmás localizadas

queconstituiríanunavíaadicional parasuintercambioH/D.

La primeraláminaadolecede la presenciade la His 48, quemuestra, comoya se

comentóen el Capítulo II unaprotonaciónparcial a estepH, con lo quemuchosde los

protonespeptídicossepierdenporensanchamientopor intercambiolento entrelas formas

neutray protonada.No obstantede los sieteparesde residuosenfrentadosen la lámina,
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con formación mutuade enlacesdehidrógeno(véaseFig 111.6),al menosen cinco de

ellos(Asn 44-Cys 84, Met 79-Lys 104, Ile 81-Ala 102, Asp83-Thr 100 y Arg 85-Lys

Loq K LE
KC2[ /mc, ¡

1, 4

2 ib
s~ ~ ffr~ —Un

M .7. —~ y1 1
2 ¡ L j 9

:1186-

ió 2 40 50 60 10 60 0 110 120

número de res’duo

tcq K
7

XcaI/motl

4F.. ~ rT

--ji-

6’

.7.-.

y
*

10 20 30 40 50

C -O-

11~ ~I ji

r ~
• íft’ i

¡ ¡ 16

11

12

60 70 00 90 100 110 120

- - .—h;.3—- .-~3—
número de residuo

4fr ‘-~‘mr~’ nr
2m —L IKcaL/noLl

II ¡ II

II ¡

5— III

7IV~rH
¡ ~ u~ U’ U /
,Ceran,5¡o b6¿4qto5.<¡ —9

10 20 30 ‘.0 50 60 70 00 90 100 110 120

número de residuo

toq 4<.,

t~ioriteétra, &6~

A A 4 6 6 lAtÍA A
Sr~~t ~ 2 —-~mrt

he k>
—

0 10 20 30 70 60 90 100 110 120

- a- -a- —e--.- ~ --~ -
- -j3-— —13-

n,~,T,ero de residuo

F¡g. 111.9.: Comportamientodinámicode la RibonucleasaA apH 6.0 (twnpón

fosfato)y 0.2MdeNaCí.

tcAi- <gI~o

ir-

—2

<—-a
—b

-.5

-.6

47

—¡0

3—

‘4

4

A 1< caL Ario 1 1

l~7

-.8

<9

j 10



1.0 0.5 111
0.9

0.4
0.8 s
0.7 ~ 0.3a

W 0.6 1 0.2j 0.5 a
j 0.4 1

— 0.1
0.3

0.2 0
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000

tiempo (fila> tiempo <hile)

0.6 0 12 1W
0.5 01u•0j 0.4

103 ¡008I 0.06

1 02 I 0.04
II II

0.1 0.02

0 0
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000

tiempo (tajo) tiempo (mio>

Fig 111.10:Gráficasrepresentandola caídade la intensidadde las señalesde los

protonesfrenteal tiempo,para diversosresiduosimplicadosen los d<ferentestipos de

estructurasecundariadela proteína.CondicionespH 6.0y 0.2 M de NaCí.

98) esposibledetectarun protónpeptídicode intercambiolento. Con excepcióndel NH

de Asn 44, todoslos demáspertenecenal grupodemáximaprotecciónde la moléculay

requierenpor tantounadesnaturalizaciónglobal parasuintercambiocon deuteno.

Todos los protonespeptidicosimplicadosenpuentesdehidrógenoen la segunda

lámina , conexcepciónde los deLys 61 y Cys72, presentanfactoresdeprotecciónmuy

altos(entre6 y 7 a la temperaturamásaltaexaminada:318K) y muy homogéneos,señal

inequívocadequedichaláminaconstituyeunaunidadde desnaturalizacióncooperativay

que requierepara cl intercambio H/D de un procesode desnaturalizaciónglobal.

Atendiendoala estructurafina de los valoresde protección,podríaaceptarsela existencia

devíasadicionalesal intercambioqueafectasenalos protonessituadosenlos extremos

de la lámina, tales como las excepcionescitadas de Lys 61 y Cys 72 y los

correspondientesaCys 110, (Bu 111 y Val 124.

Como enel casocorrespondienteal pH = 2.5en la Tabla111.7, seresumenlas unidades

cooperativasde desnaturalización,consulocalizaciónen laproteínay sudescripciónen

términosde la estructurasecundariaformada.Se incluyetambiénel valorde AG0~. Esta

Tablaconstituyeun resumendela Dinámicade RibonucleasaA, encondicionesnativas,

en términosestructuralesy energéticos.
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Tabla 111.7

Comportamientodelintercambiode RibonucleasaA <pH = 6.0 (tampóndefogato)y

0.2M de NaCí). Seusa la nomenclaturaIUPAC-IUBpara nombrarlos aminoácidos.

Unidadesde
desnaturalización

Condicionesde
observación

Implicaciónen la
estructuranativa AGop (Kcal mok1)

T73, Q74, C844,
K104,VlO8y

A109

313K Hebras13~, (34, (3~ y
136

9.8

C84 y K98 313Ky318K Hebrasp
4y¡35 9.6

R85yTIOO 318K Hebras¡34y¡35 9.0

M79,A102eI106 318K Hebras134,13sy13~ 10.0

S59yQ60

(V54)*, Q55,V57y
(C58)*

298K

308Ky 318K

Hélice aHl

HéliceaIII

7.5

9.6

Q11,HI2yM13 308K,313Ky318

K.

HéliceaI 9.8

9.8
(A109)#,CliC,
V118eH1L9 308K Hebras¡3~y13’~.

Indica un aminoácido,que dependiendode la temperatura,se incorporao
desplegamiento.1tInd¡caun aminoácidoqueya hasidoinduidoenotraunidaddedesplegamiento.

no a la unidad de

Parámetros cinéticos

En la Tabla111.8 sepuedenencontrarlos aminoácidosparalos cualesesposible

calcularlos parámetroscinéticos.En las Fig. 111.11 y Fig. 111.12 seencuentranlas gráfi-

cascorrespondientes.

La concordanciaentretodos los valoresdeAH!=esmuy buena.La únicadiscre-

panciaradicaen AS!=parala Cys84, cuyosvaloresdifieren en lOCal mok’K’, que

puedeexplicarsecon la incertidumbreen la determinacióndel términoindependientede la

rectade AG~. El valor de espositivoparatodos los valoresencontrados,excepto

el deArg 85, peroquedebidoasu pequeñovalorentradentrodel errorexperimental.

Tanto laCys84 comolaArg 85 pertenecena unaregiónde la primeraláminadonde

el intercambiotiene un comportamientoextraño(Robertson& Baldwin, 1991),portanto
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Tabla 111.7

Parámetroscinéticos calculadospara RibonucleasaA. Entreparéntesisseda la

desviaciónestándar.En los restanteslas estimacionesde la incertidumbresondel 30 %.

Condiciones:pH = 6.0 (tampóndefosfato)y 0.2 Mde NaCí..

Residuo AH# (Kcal

mok1)(~)

AH# (Kcal

moll)(2)

AS#(Cal

moL1 K1)
(3)

AS# (Cal

moL1K1)
(2)

AHdI (Kcal

moL1)(4)

Gín 11 46.4 44.0 67.4 (±1.6) 60.0 29.4

His 12 35.4 35.3 32.1 (±0.1) 32.2 18.4

Met 13 50.6 50.9 79.8 (±0.1) 80.9 33.6

Glu49 20.6 19.3 -12.2(±0.4) -16.3 3.6

Ala 56(a) 21.6 21.0 -9.2 (±0.5) -11.2 4.6

Cys72 18.1 16.8 -20.3 (±0.8) -24.4 1.1

Cys 84 34.5 31.2 27.8 (±0.4) 17.6 17.5

Arg85 15.0 13.7 -31.9(±0.5) -35.8 -2.0

Lys98 20.1 19.3 -17.2 (±0.7) -19.8 3.1

Thr 100 19.4 18.0 -17.0(±0.4) -21.5 2.4

Glu 111 22.5 22.0 -7.2 (±0.5) -10.5 5.5
(1) CalculadosapartirdelarepresentacióndeArrhen¡us.
(2) Calculadosa partirdela representacióndeAG~/ T versus1/T.

(3) Calculadosa partirdela expresióntennodináinicadeAOt,y tomandouna inediaaritméticadelos tres
valoresobtenidos.
(4) Obtenidoa partirde{12} haciendousodel AIf~ obtenidoenlas representacionesdeArrhenius.

(5) El valor de los parámetroscinéticoses muy incierto debidoa que se produceel solapamientode su
señalcon la de(un 28.

el valor anómaloen ambosparámetroscinéticospuedeserel reflejo de esecomporta-

miento.

Podemosigualmentecompararaquí,lo queocurrecon los parámetroscinéticosde

residuosquepresentanla mismao similar ~ esdecirformanunaunidadcooperativa

dedesnaturalización.Gín 11, His 12 y Met 13, parecenintercambiarseporun proceso

cooperativoal mismotiempo,y susenergíasde activación,estoes,lo que le ‘cuesta’ a

cadauno deellosalcanzarla energíanecesariapararomperlos enlacesde hidrógenoy
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activarsees muy parecida(todos los valores reflejados entran dentro del error

experimentaldel 30 %). Un casoparecidosucedecon la otraunidadque apareceen las

hebras134 y (3j: Arg 85/Thr 100, parala quelaenergíade activaciónessimilar, dichode

otra forma , ambasintercambiande una forma cooperativa,con la mismaenergíay

prácticamentecon la mismavelocidad.

Sin embargo,un casocontrariosedaen unaunidadde desplegamientoqueexiste

en las hebras134 y 13s: Cys84/Lys98, dondeapesarde sus similaresvaloresenergéticos

termodinámicos,noocurreigual con susparámetroscinéticos,yaquealos protonesde la

Cys84 les ‘cuesta”muchomásintercambiar(con unaenergíade 34 Kcal moL1)

A estepH existen,sin embargovarios aminoácidoscon una AS!=<0. Como se

observaestosresiduospertenecenalas láminas13, con ambosátomosimportantesparael

intercambio(el O y el N peptidicos)implicadosen sendosenlacesde hidrógeno,en zonas

pertenecientea las partesmás internasde la proteína(hebras132, (34 y Ps), enellos, al

igual queocurríaa pH 2.5 el disolventeseha de ‘ordenar” adecuadamenteparaconse-

guir el intercambio.

3.3.3 INTERCAMBIO DE RIBONUCLEASA 5 A PH = 6.0.

Constantes cinéticas de intercambio, factores de protección y energías

libres de fluctuación global y local.

En la Fig III. 13 se representanlos resultadosde las medidasde constantes

cinéticasde intercambioH/D a la temperaturade 288 K, 298K, 308 K y 313 K. En la

mencionadaFigura seincluyen,comoen los resultadosya comentadoslos factoresde

proteccióny las energíaslibres de fluctuaciónglobal y local. Comparadocon el

intercambiodeRibonu-cleasaA aestepH sepuedeobservarun decrecimientogeneralde

de la estabilidadde la proteínamodificada.Este hechoes un reflejo de la diferente

estabilidadtermodinámicade ambasespecies, como puedededucirsede medidas

calorimétricasdedesnaturalización(Kim et al., 1992),confirmadaspornosotros(véase

3.4.). Las energíasestánen el rangode 4 a 7 Kcal mok1 paratodaslas temperaturasde

tal formaquelos protonesmáslentos intercambianconenergíasdel ordende6 a7 Kcal

mol-1.

Relación de las propiedades de intercambio con rasgos estructurales.

Como erade esperar(Labhardt, 1982), la hélice 1 (residuos3 al 13) es la que

presentaenconjuntounamayordiferenciaen cuantoa suspropiedadesde intercambio,

puesen la Ribonucleasa5, el fragmento1-20estáunido al restode la proteína(residuos
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21-124) por enlacesno covalentes.Consecuentementepor ello, todos los protones

peptidicosdel 5-péptidointercambianconunacinéticamuchomás rápidaque la que

permite nuestraventanade medida.Unicamenteel protón peptídicode Met 13, residuo

Qq 4<p
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que seencuentraen la interfasede la hélicecon laproteínay cuyacadenalateralpresenta

múltiplescontactosconel interiorde la proteína(Wandet al., 1985),presentaun factor

deprotecciónde4.5 a la temperaturamásbaja(288K). Esteresiduopareceserpuesel

“anclaje” dela hélicea la proteínaparaevitarla disociacióndel complejoen el 5-péptidoy

S-proteina.

Estos resultados,difieren en partede los presentadosporKuwajima y Baldwin

(Kuwajima & Baldwin, 1983 a y b), en donde tras explorarvariascondicionesde

trabajo,en las condicionesmás cercanasa las nuestras(pH = 6.0, 289 K) obtienen

tambiéncomoprotón de intercambiomáslento la Met 13 (aunqueenotrascondiciones

aparecela His 12 comolaqueintercambiamáslentamente).Sin embargo,adiferenciade

nuestrasmedidas,ellosobtienenvaloresralentizadosparalas cinéticasde intercambiode

Phe 8, (Bu 9, Arg 10 y Gín 11. Ello puedeserdebidoa que su procesode medida

incluye una liofilización, en dondepuedenproducirsefenómenosde agregaciónque

desvirtúenla fiabilidad de los resultados.Tambiéndifieren nuestrosresultadosde los

obtenidospor intercambiode tritio y posteriorescisióntríptica(Rosa& Richards,1979)

en los queno encuentranal protónde Met 13 comoespecialmenteprotegido.

La segundahélicesehalla, como en la RibonucleasaA, en situación intermedia

frenteal intercambio.Desde288K hasta308K, los protonespeptídicosde los residuos

Met 29, Met 30 y Lys 31, seencuentranprotegidossi bienenmenormedidaquelos de la

hélice III y los pertenecientesa las lámina13.

La hélice III presentados protones,los correspondientesa Val 54 y Ser59,

protegidosfrenteal intercambio;inclusouno de ellosaparececon un factorde protección

del orden de 3, a la temperaturade 313 K, cercanaya a la temperaturade desnatura-

lización. De la consideraciónde las variacionesentrelas cinéticasde intercambiodel

segmentoVal 54-Ser59 en RibonucleasaA y Ribonucleasa5, puedededucirsela posible

existenciade diferenciasen el empaquetamientodel 5-péptidocon la zonadondese

encuentrala hélice III, como parecededucirsetambiénde la menorintensidadde los

efectosNOE entrelos protonesde los residuosGlu 9, Gín 11 y Met 13 con los de la

héliceIII. El empaquetamientoen la RibonucleasaS seriamásmóvil, permitiendoasíel

accesoal disolvente.

Comoocurríaen la RibonucleasaA, los protonesimplicadosen las láminassonlos

que presentanlos factoresde protecciónmás altos, persistiendosin intercambio

apreciablehastaelevadastemperaturas;de hecho,de los 16 protonesque a 313 K,

conservanpoblacionesprotónicasdetectables,14 de ellospertenecena las láminas.De

acuerdocon las cinéticasmedidas,podemosdecirque las unidadeslocalesdedesnatura-
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lizacióndeRibonucleasaS (verTabla111.9) sonequivalentesa las dela proteínanativa

(Tabla111.7) y que la estructuray la dinámicade las láminas13 sonmuy parecidas.La

diferenciaentreambasproteínasradica,obviamente,en los valoresde AG0~, las ener-

gías libresde los equilibriosdeapertura,quesonconsistentementemayoresen la Ribo-

nucleasaA, comocorrespondea su mayorestabilidad.

En el segmentoIle 81-Arg 85, seobservanpequeñasdiferenciasen relacióna la

RibonucleasaA en cuantoa las variacionesde las constantescinéticasentreresiduosy en

la deéstasfrentea la temperatura.Estasvariacioneshande atribuirsea laausenciaen la

Ribonucleasa5 del fragmentoestructuradodel 5-péptidoSer 15-Ser23 que en la

RibonucleasaA ‘cruza” transversalmentela primeraláminaprotegiéndoladel disolvente.

Tabla 111.9

Comportamientode intercambiode Ribonucleasa5 (pH = 6.0 (tampóndefosfato)y

(.L2 M deNaCí). Seusala nomenclaturaIUPAC-IUBpara nombrarlos aminoácidos.

Unidadesde
desnaturalización

Condicionesde
observación

Implicaciónen la
estructuranativa AG0~ (Kcal moL

1)
V63, C72,Y73,

Q74, 1106, V108,
A109,V116,V118

e H119
308Ky313K Hebras132,133,13óy

137

7.2

181,T82yC84

R85, K98, T100 y
A102

308K

308K

Hebra13
4

Hebras134 y 13s

6.5

7.5

C84, R85 y K98

Y73, Q74,181, T82
yC84

313 K

313K

Hebras134 y Ps

Hebras133yfr

7.3

6.5

V57, Q60* y 1(61 308 K HéliceaIII 7.0

A56 y S59(Q60*) 308K (313K) Hélicea Muy rápidospara
sermedidoscon

precisión.

VM, Q55y C58 308K 7.8
Indicaun aminoácido,que

launidaddedesplegamiento.

Héliceallí
dependiendodela temperaturaquese daentreparéntesis,seincorporao no a

Otra diferencia digna de destacares la menor protección observadaen la

Ribonucleasa5, parala parejade protonesMet 79-Lys 104 quehaderelacionarsecon la

mismacausaanterior,asícomocon diferenciasen el empaquetamientode la héliceIII con
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la segundalámina,comose manifiestapor la menorintensidadobservadaen los efectos

NOEentreprotonesde los residuosVal 54 y Val 57 con Met 79.

Los protonespeptidicosinvolucradosenla segundalámina(entre288K y 308 K)

presentanunaspropiedadesde intercambioanálogasa las observadasen laRibonucleasa

A, si bienen unaescalaglobal deenergíaslibresde fluctuaciónconsistentementemenor.

A 313 K cercayade la temperaturade desnaturalizacióntérmica,los protonesde Val 63,

Ile 106, Val 108, Ala 109, Val 116 y Val 118, estánaúnsuficientementeprotegidoscomo

paraquesucinéticadeintercambiopuedasermedida.Laabundanciade residuosde tipo

valina en estosnúcleosresistentesal intercambio,puedeinterpretarsecomoque los

protonespeptidicosde estetipo de residuosestánespecialmenteprotegidosfrente al

intercambioen el estadoabierto,debidoal granvolumende su cadenalateral (Robertson

& Baldwin, 1991).

Evidentemente,todosaquellosprotonesquemuestranya un intercambiorápidoen

las condicionesde pH = 2.5 enRibonucleasaA, comolos pertenecientesa los giros no

aparecenenla Ribonucleasa5.

En la Tabla 111.9 se resumeel comportamientofrente al intercambio de la

Ribonucleasa5. Se incluyen las unidadesde desnaturalizacióny sus correspondientes

energíaslibres de equilibrioentrelas formasnativay abierta.

Parámetros cinéticos

Los parámetrosobtenidosdeformadual a los anterioresseencuentratabuladosen

Tabla111.10. En las Figs.I1I.14 y III. 15 aparecenlas representacionesgráficas.

Como se observa en la Tabla 111.10 el único AH0~oc Oes el de la Val 43,

nuevamenteachacablea que el parámetrodeAH!=parapéptidosmodelosno puedeser

aplicadoaquí.EsteresiduoposeeigualmenteunaAS!=,queresultasernegativa,al igual

queMet 29. Laúnicaexplicaciónparala Val 43 esnuevamenteel enorme“ordenamiento”

de las moléculasdel disolventeparaproducir el intercambio. En la Met 29 el valor

negativopuededeberseal errorexperimental.

El valormásaltodeAS~(asícomode AHfl corespondea Val 63, Ile 81 y Cys84, todas

ellasimplicadasen lasegundalámina , y quecomo eraprevisiblecorrespondea residuos

quehande desordenar”mucho su entornoparapoderintercambiarse,hechológico si

consideramosqueestánenterradosen el centrode la lámina,el ‘corazón” de la proteína,

y que paraconseguir“exponerse”al disolventela proteínaha de estarpráctica-mente

desplegada.
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Tabla 111.10

Parámetroscinéticos calculadospara RibonucleasaS. Entreparéntesisseda la

desviaciónestándar.En los restanteslas estimacionesde la incertidumbresondel30 %.

Condiciones:pH = 6.0(tampóndefosfato)y 02 MdeNaCí..

Residuo AH~ (Kcal

mok1)(’)

AH~ (Kcal

mok1)(2)

AS~(Cal

mok1 K-1)

AS~ (Cal

mol-1K1)

AWgKcal

moh1#~>

(3) (2)

Met29(5) 1.7 -72.4 (±0.3) -15.3

Val 43 16.1 15.6 -23.1 (±0.2) -24.6 -0.9

GIu 49 37.5 37.0. 46.2 (±0.3) 44.6 20.5

GIn 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 (±0.2) 126.7 45.0

Ile 81 70.5 63.9 150.9 (±0.3) 129.6 53.5

Thr82 43.6 42.9 65.6 (±0.4) 63.5 26.6

Cys 84 61.8 61.3 122.8 (±0.5) 121.5 44.8

Arg8S 57.7 51.1 110.4 (±0.6) 88.7 40.7

Lys 98 65.8 54.2 136.7 (±0.9) 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
(fl Calculadosa partirdela representacióndeArrhenius.
(2) Calculadosapartirdela representacióndeMF! T versas1 /T.

(3) Calculadosa partirdela expresióntermodinámicade AG~, y tomandounamediaaritméticadelos tres
valoresobtenidos.

(4) Obtenidoa partirde{12} haciendousodel M~ obtenidoenlas representacionesdeArrhenius.

(5) No seharepresentadoAG!=/Tversus¡7. porqueel ajustea la rectaesmuy malo,al igual queocurre
consucorrespondienterepresentaciónde Arrhenius.

De igual forma que en los siguientesapartadoscompararemoslos valoresíermodi-

námicospodemoscompararlos valorescinéticosde ambas.Unacomparaciónentrelas

diferentesAG!=sedaen laTablaA.3 del Apéndice,paraun residuoqueaparezcaa dos
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temperaturasen las dosespecies.En líneasgeneralessepuedeverque(ver nota4 parala

Tabla111.12)paracualquiertemperaturay protón:

AG~A =AG~s

o lo queeslo mismo,y queyaha sido variasvecescomentado:

A 8~

lo cualparecelógico ya quesi la RibonucleasaA esmásestable,el procesoen e] camino

de reacciónserámásgrandey le ‘costará” másintercambiarparallegaral mismoestado

desnaturalizadofinal. Si secomparanlas AG!=e AH!=de residuosque aparezcanen

ambasespeciesy paralos que seaposibleobtenerel valor de las constantesde intercam-

bio adiferentestemperaturas,seencuentraquesorprendentemente(Tabla111.12):

AH~s=AH~A

dedondesededuceque paracompensarel efectoen la energíalibre deactivación, las

entropíasde amboshande guardarla relación:

AS~s=AS~A

quesepuedecomprobarexperimentalmenteparalos residuosGlu 49, Cys84, Arg 85,

Lys 98 y Thr 100, paralos queseobservaqueinclusoen la RibonucleasaA, los valores

delasentropíasdeactivaciónson negativos.Obsérveseque todosestosresiduossonlos

quepertenecena la primeralámina,que esla que “cruzaba”el 5-péptidoen la proteína

nativay al extremode lahéliceII, contrala queseempaquetabala hélice1. Esteresultado

confirma nuestrasuposiciónanterior acercadel origennegativodel términoentrópico,

puessi en aquellosel hechodequeel valorde la entropíafueranegativoseatribuíaa la

ordenacióndel disolventealrededorde los residuos,en la Ribonucleasa5, el disolvente

no seha de “ordenar” tantoen el entornode los aminoácidosdela primera láminani de

los extremosde la héliceII, puesestosseencuentanmásexpuestos,al carecerde la pro-

teccióndel 5-péptido.En la Fig 111.16seda un esquemadecomodebeserel estadode

transiciónparaambasespecies.
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AS ¡

Camino de reacción
Fig. 111.16. Esquemade la entropíadel estadode transiciónpara el interacambioen

RibonucleasaSyRibonucleasaA.

3.3.4. MEDIDAS CALORIMÉTRICAS.

A partir de lascurvasde desnaturalizacióntérmicaobtenidassegúnlo descritoen el

apartado3.2.6., seobtuvieronlos parámetrostermodinámicosque caracterizandicho

proceso:el calordedesnaturalización,AHm, la temperaturamediade desnaturalización

térmica, Tm y la diferenciaentre los caloresespecíficosentre la forma nativa y

desnaturalizada,AC~, para la RibonucleasaA a pH = 2.5 y pH = 6.0, y para

Ribonucleasa5 a pH =6.0. Los resultadosse danen laTabla111.12.

El cocienteentrela entalpíaprocedentede las medidascalorimétricas,AHm , y la

llamadaentalpíadeVan’t Hoff, AHvH , obtenidade la representaciónde ln (Ka) (donde

K~ esla constanteque rige el equilibrio entrelas forma nativa y desnaturalizadade la

proteína)frentea II?, sueleadoptarsecomocriteriode queel sistemaobedeceal modelo

termodinámicode dosestados(Privalov, 1979). ParaRibonucleasaA a pH = 2.5 este

cociente,segúnnuestrasmedidasexperimentalesesprácticamenteigual a 1.0. En cambio

a pH =6.0el valor dedichococientediscrepaligeramentede la unidaddeacuerdocon lo

observadoen trabajosanteriores(Tsonget al., 1972;Batistel et al., 1991)endondeeste

hecho se atribuye a errores experimentales(Batistel et al., 1991). En estetrabajo,

preferimosaceptarquela transiciónno respondea un modelotansencillocomoel de los

dosestados.Porel contrario,la Ribonucleasa5 a pH = 6.0 sí respondeal mencionado

modelo.
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Tabla 111.12

MedidascalorimétricasenRibonucleasaA y RibonucleasaS apH <25 (tampónde

glicina) y pH = 6.0 (tampóndefosfato).Losparámetrostermodinámicosson: el calor

de desnaturalización,¡IHm, la temperaturainediade desnaturalizacióntérmica, Tm y la

diferenciaentrelos caloresespecíficosentrela formanativay desnaturalizada,AC~.

Entreparéntesisseindican las desviacionesestándarde cadaunode ellos.

Proteína pH Tm (Ko ~m ACp

RibonucleasaA 6.0 336.7 (±0.2) 113.5 (±10) 1300 (±100)

RibonucleasaA 2.5 313.l(±0.l) 85(±2) 1145 (±50)

RibonucleasaS 6.0 321.5 (±0.3) 89.3 (±0.5) 1031 (±200)

3.3.5. ENERGÍAS LIBRES DE DESNATURALIZACIÓN CA-
LORIMÉTRICAS Y LAS DEDUCIDAS A PARTIR DE DATOS
DEL INTERCAMBIO H¡D. PROPIEDADES DEL ESTADO
DESNATURALIZADO.

En la Tabla 111.13 sedan los valoresde los parámetrostermodinámicos,AGu e

AHu , correspondientesal procesode desnaturalizacióntérmicaparalas temperaturasen

que sehanmedido lasconstantescinéticasde intercambioen RibonucleasaA (paralos

pH = 2.5 y pH = 6.0) y RibonucleasaS (pH = 6.0). Estos valoressehan calculado

utilizando las expresiones{171 y {18} dadasen el apartado3.2.6. En dichaTabla se

dantambiénlos valoresde las energíaslibres de fluctuaciónconformacionalentreel

estadonativo y el abiertoobtenidascomo promedioa partirde datosdel intercambio,para

los protonespep-tídicosmásprotegidos,en el casode que existanvaloresmediblesde

los mismoscon laventanaespectralusada.En estecasosetratade unafluctuaciónglobal
cooperativa,esdecir, la forma abiertaesel estadodesnaturalizado,por lo que AG0~

habríadecoincidir con AGu.

Del examende los tresgruposde valoresdadosenla Tablamencionada,podemos

decir que existe un paralelismocualitativo entre los datoscalorimétricosy los de

intercambio,reflejandoambosla ordenaciónrelativade las estabilidadesen los trescasos

estudiados;a su vez un examende las Tablas 111.7 y 111.9 se demuestraque el

intercambiose produceen ambasproteínasa travésde las mismaso muy parecidas
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unidadescooperativasde desnaturalización,indicandoque si bien la dinámicade

fluctuacionesesmáslentaen la proteínamásestable(RibonucleasaA) el mecanismopor

el queseproduceel intercambioesmuy similaren ambasproteínas(Wagner& Wúthrich,

1979;Wagneretal., 1984).Las estabilidadestermodinámicasestimadasapartir de datos

del intercambiopuedencompararseparalas dosproteínasala temperaturade313 K para

la queexistenmedidasen ambasde las constantescinéticasparalos protonesmás lentos

(los resultadosestán tabuladosen la TablaA.7 del apéndice).La diferenciaen energías

Tabla 111.13

Energíaslibres, AGu . y entalpíaslibres de desnaturalizacióntémica,Al-fu ,de

RibonucleasaA y RibonucleasaS, calculadasapartir de datoscalorimétricos.Energías

libresdefluctuación,AG0~. calculadasa partir de datosde intercambiode los protones

máslentos(para las dosmedidaspH = 2.5 (tampónglicina) y pH 6.0 (tampón

fosfato)ambosen 0.2 M deNaCí). Entreparéntesisse incluyela desviaciónestándar.

Teperatura(K) AHu (Kcal mok
1) AGu (Kcal moh1) AG

0~ (Kcal mok’)

RibonucleasaA, pH = 6.0

308 79.2 (±0.2) 1.5 (±0.1) 5.6 (±0.8)

298 677 (±01) 3.7 (±0.2)

288 56.2 (±0.1) 6.8 (±0.2)

RibonucleasaA, 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 (±0.9)

308 76.2 (±0.1) 8.0 (±0.2)

298 63.2 (±0.1) 10.0 (±0.2)

RibonucleasaS pH = 6.0

313 80.5 (±0.2) 2.2 (±0.1) 6.6 (±0.6)

308 75.4 (±0.2) 3.5 (±0.3) 7.1 (±0.8)

298 65.0 (±0.1) 5.6 (±0.2)

288 54.7 (±0.1) 7.5 (±0.2)
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libres de fluctuación,AAG0~. enel mejor de los casosesde3.8 Kcal moV
1. Estevalor

muestraun acuerdosatisfactoriocon la diferenciade energíaslibres, AAGU, a esa

temperaturamedidacalorimétricamente,queesAAGU = 4.6Kcal moL1 En la Hg III. 17

serepresentanestasdiferenciasno sóloparaestatemperaturasino tambiénparalas otras

temperaturasen las que hay medidaspara el mismoprotón en las dos especiesde

proteína.

El resultadode mayorimportanciaquepuedededucirsede la comparaciónde los
valoresde AGu e AG

0~, dadosen la Tabla111.13 es la gran discrepanciaentreambos

valores.El valorde AG0~ deducidoes consistentementemayora cualquierpH, y a las

temperaturasmásaltas(fluctuacionesglobales),en4.0-4.4Kcal mol’ queel obtenido

calorimétricamente.Esteresultadorevisteespecialimportanciapuesde momentoinvalida

la propuestade poder medir (Roder, 1989) medianteel métodode intercambio,las

energíaslibres dedesnaturalizaciónencondicionesnativas,lejosde la temperaturadel

cambiode fasey evitando,en general,situacionesde irreversibilidad.

298 K

00

Id

-[.0

¡ 4354575961727484 95 102¡06[0S¡II [‘¡¡24

Residuo

‘‘1
o ‘ 4ji

‘ti rl mi308K Ss 2.0 II

-2.0.5
U

N ____________________________________________________

1 4354575961727484 98¡02¡06¡08¡H¡¡8¡24

Residuo

313 K 5.0

4.0

4 5 3.0

.5 2.0

1 4354 72 ‘484 98 [02 [06108 ¡¡¡ ¡[8124

Residuo

Fig. 111.17. Diagramade barras indicandolas diferenciasen las energíaslibresde

RibonucleasasA y Sa 298 K, 308K y 313 K (lasflechasa 308K indicanaquellosresi-

duosquesoninediblesen la RibonucleasaS, peropara los que no hay constantecon la

ventanaespectralusadaenla RibonucleasaA). Condiciones:4 mMde ambasprotemas,

pH = 6.0y 0.2 M de NaCí.
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En laTabla111.14,aparecentabuladoslos valoresde energíaslibresdedesnatura-

lizaciónprocedentesde medidascaloriméticasy de medidasde intercambioH/D paralas

proteínas:la lisozimadel huevo(HWL), el inhibidor de tripsina (BPTI) y las Ribonu-

cleasasA y S. Sólo la lisozima muestraun comportamientoacordecon el modelo de

intercambio:la energíalibre deducidade datosde intercambioesligeramenteinferior a la

medidacalorimétricamente(A011> ¿XG0~), indicandoque inclusoparalos protonesmás

lentos,la fluctuación que propicia el intercambiono requieretanta energíacomola

desnaturalizaciónglobal. El HPTI presentapequeñasdiferenciasensentidocontrario,que

pudieranadscribirsea erroresexperimentales.En el casode las RibonucleasasA y S, las

diferenciassonporel contrario,suficientementegrandescomoparano poderadscribirse

a éstos.

Es importanteanalizaren detallelas posiblescausasde Jadiscrepanciaencontrada:

1.- Las velocidades de intercambio medidas está,: infravaloradas

porque dichas medidas se obtuvieron de muestras obtenidas
disolviendo directamente en D20 La proteína liofilizada. En medidas

análogasdescritasen la bibliografía(Wand et al., 1985), la proteínase deja

equilibrar en la disoluciónduranteun períodode al menos 12 horasantesde

procedera las medidasde intercambio.Comonosotrosno habíamosseguidoeste

procedimiento,serealizóun experimentoen el queseequilibróunamuestrade la

proteínaen una disolución concentradaen solución H20 durante36 horasa

temperaturaambiente.Unaalícuotade la misma(10 lx]) sedisolvió en el tampónde

D20hastacompletarun volumende 0.5 ml. Paraobrarcon mayorrapidez,el pH

de la muestrano fue ajustadoy la temperaturafue de 308 K, que es dondese

obtuvieronmásdatosexperimentales.Las constantesde intercambioaparecen

representadasen la forma usualen la Fig. 111.18. Unaposteriormedidadel pH

determinóque esteera5.4 , pero aún así las constantesestándentro del error

experimentalesperado.

2.-La extrapolación de Los datos calorimétricos a condiciones nativas
introduce grandes errores en AG~. La incertidumbreen los valoresde AG~

atemperaturaslejanasala temperaturadedesnaturalización(T14 puedeobtenersea

partir de las incertidumbresen los valores de los parámetroscalorimétricos
medidos.Las magnitudesde los erroresen AGu serepresentanencadaunade las

Figurasen dondesedan las constantescinéticasy sonmuchomenoresque las

discrepanciasobservadas.La posibledependenciadeAte, respectoa la tempe-

raturano introduciríaerroresnotablesen laevaluaciónde AGu , segúnpuedededu-

cirsede la repetidacorroboraciónen múltiples proteínasde las expresionesen las
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Fig. 111.18. Comportamientodinámicode RiboncleasaA. Condiciones:pH — 5.4

(tampóndefosfato)y 0.2 Mde NaCí.

Tabla 111.13

Comparaciónde las AGue AGoppara variasproteínasen diferentescondicionesde

pH. Tmesla temperaturade desnaturalizacióntérmica.

Proteína pH Tm (K) AGo~ (Kcal AGu (Kcal

mok’)

BPTI 6.5 328 ío.oi) 8.6(2)

BPTI 7.0 341 8.8(1) 6.5(2)

1-IWL 4.0 310 99(3) 11.5(2)

HWL 5.0 310 1o.3(~) 10.5(2)

RibonucleasaA 2.5 308 56<~) í.s<~)

RibonucleasaA 6.0 318 ío.í(~) s.6(~)

RibonucleasaS 6.0 313 6.2(a) 2.2(s)
(‘)Obtenidosde(Roder, 1989).

(2) ObtenidosdeThernxodynamicDataforBiophysical

(3) Obtenidosde(DelapierreeL al.,1987)y (Radfordetal., 1992).
Science,1991.

(4) Obtenidosde los resultadosexperimentalesexpuestosen estetrabajo,únicamenteparalos protones
con un intercambiomáslento.

Log K~
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que se suponeque AC~ esindependientede la temperatura(Privalov, 1979;

Privalov& Gilí, 1988).

3.- EL haber despreciadoel término catalítico correspondienteal agua

sin ionizar puede introducir grandes errores en las k~ evaLuadas.

Existeun acuerdogeneralen queel términocatalíticocorrespondienteal k~ noes

importantedebidoa que susefectossondemasiadopequeños.Dichoefectosóloes

notoriocercadel pHmin (Jeng& Englander,1991);su correspondienteentalpíade

activaciónparapoli (DL-alanina),AH~, esmayorquela de la catálisisácida(del

ordende 20 Kcal mok’) (Gregoryet al., 1983),por lo que sus efctos seharán

notarsólo a altas temperaturas,dondela regióndel PHmffi se vuelvemuy ancha,

presentandoun mínimo pocoprofundo.

3.- El origen de la discrepancia está en Los va Lores utiLizados para

kc, Las constantes cinéticas de intercambio en eL estado desnatura-

¡izado. Estaha de sersin dudala causamásverosímil. Unademostraciónindirecta

se encuentracuandoestasconstantescinéticasno entranen juego(casode la

diferenciaAAGOpentreRibonucleasaA y S) la concordanciacon el incremento

relativoen energíalibre medidocalorimétricamenteessatisfactorio.Recordemos

que tanto los valoresevaluadospor las reglasaditivasde Molday (Molday et al.,

1972) comolas medidasexperimentales(Robertson& Baldwin, 1991) han de

transferirsea lascondicionesde pH y temperaturaen las queserealizanlas medidas

cinéticasde kex. Parala transferenciaa distintastemperaturashandeutilizarselas

entalpiasde activacióndel intercambiocatalizadoporácidos,H~, y bases,OH-, en

compuestosmodelo,paralos que existeun rangode valoresde 13-15Kcal mol-1

parael primeroy 1.2-2.6Kcal mol-1 parael segundo.Las incertidumbresen los

valoresdeambasentalpíasde activaciónno son lo suficientementegrandescomo

para responderde la diferencia encontradaen las energías libres de

desnaturalizaciónpor los métodoscalorimétricoy de intercambio.Paraalcanzarun

acuerdoentreestasenergíaslibres haríafalta aceptarun valor paraAH!=(catálisis

básica)completamentefuerade lugar.En consecuencia,nuestraconclusiónesque

el estado desnaturalizadode una proteína no puedeasimilarse al de un

homooligopéptido(la poli(DL-alanina))del quese han transferidoun grannumero

de constantesfísicasparadeterminarlos valoresde las constantesintrínsecasde

intercambioen condicionesnativas.

Como conclusiónde especialrelevanciade estetrabajopodemosdecir que las

propiedadesde intercambiode “el” estadodesnaturalizadode la RibonucleasaA son

diferentesbajocondicionesdedesnaturalizacióntérmicay bajocondicionesfuertemente
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nativas.Un modelode estadodesnaturalizadocomoel presentadoen la Fig. 111.19(Dilí

& Shortle,1991), con el nombrede modelovariable de dosestadosdaríacuentade

lasdiscrepanciasobservadasen estetrabajoentrelas energáslibresdedesnaturalización

de terminadascalorimétricamentey a partir de datosdel intercambio H/D. En el

mencionadomodelo, las poblacionesde las configuracionesque forman “el estado

desnaturalizado”cambianen consonanciacon lascondicionesnativaso desnaturalizantes

que seimpongansobrelaproteína.Paraencontrarun acuerdoentreambasmedidasde

energíaslibres de desnaturalización,serequeriríaque las configuracionesdel estado

desnaturalizadopobladasen condicionesnativastuviesencinéticasde intercambiomuy

protegidas(alrededorde tres órdenesde magnitud)con respectoa los más pobladasen

condicionesdesnaturalizantes.

Desgraciadamentelas contribucionesde laestructuraresidualdel estadodesnatura-

lizadono hanpodidoserevaluadasconprecisión,perosehanestablecidovariasaproxi-

macionesusandomodelosteóricos.El grupodeRichards(Matthew& Richards,1983)

calcularonlacontribucióndel campoelectrostáticoal intercambio,considerandocadenas

fijas y con cargaconstante,concluyendoqueestoscamposelectrostáticospodíanelevaró

disminuir las constantesde intercambiodel ordende 10 a 100 veces(de hechoensayaron

su métodoconel 5-péptidode laRibonucleasaS, observandoquelas diferenciaspodían

serconsiderablesdentrode la propiahélice).El efectode las cargaslocalesefectivas

sobreel intercambioya sediscutióparael BPTI, encontrándoseseriasdiferenciassi se

considerabanéstasó no (Km & Baldwin, 1982).

Energías libres Población

G(a,x)

ve’ ~

Vr~j ~

3D

N

ABC DE FC

ASeDE FC

Fig. 111.19. Esquemarepresentandoelmodelodedosestadosvariable (deDilí &

Shortle,1991).



131

En estetrabajo seha concluido,que en el casode las RibonucleasasA y 5, para

poderexplicar las medidasdel intercambioHID es necesarioasumir que el estado

desnaturalizadopresentaconformacioneslocalesque protegena los protonesdel

intercambio.Los cálculosteóricosarribaen contradospuedenaportarclavesparauna

explicacióndefinitiva en la discrepanciaencontrada.



Capítulo IV

Resumen y conclusiones
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En el marcodel problemade plegamientode proteínas,por el que se pretende

conocerla estructuratridimensionalde éstasa partir de la secuencia,la caracterización

estructuraly dinámicade los estadosnativo y desnaturalizado,asícomola de los posibles

intermediariosy del estadode transición,esde primordial importancia.Dentrode estas

coordenadasseencuentrael trabajoqueseexponeen la presenteMemoria.En concreto,

seha intentadodescribirla estructuray dinámicade RibonucleasaA en disoluciónacuosa

y la variaciónde éstasconel estadode ionización de los distintos gruposionizables,

utilizando la técnicade ResonanciaMagnéticaNuclearbidimensional(RMN-2D). Para

ello, sehaprocedidoa un estudioexperimentalen el queseperseguíanlos siguientes

objetivos: (a) la caracterizciónde los factoresde estabilidady cambiosconformacionales

con el pH y (b) la descripciónde la dinámicade fluctuacionesestructuralesdel enzima

usandolas propiedadesde intercambioHID deprotonespeptídicosindividuales.

Parala consecuciónde dichosobjetivos, sehan analizado,en primer lugar, los

espectrosdeRMN-2D de RibonucleasaA a intervalosde 0.5 unidadesen el intervalode

pH = 2.0 a pH = 8.5. Ello ha requeridoun considerabletrabajo de asignacióny

seguimientode cadaunade las señalesprotónicas(unas700)a lo largodela variaciónde

la acidezdel medio. Del análisisde la variaciónde los desplazamientosquímicoscon el

pH esposibledeterminarlos valoresde los P1~a~correspondientesa los equilibrios de

ionizaciónde los distintosgruposionizablespresentesen la moléculay procedera su

asignacióna residuosconcretos.La desviaciónde los valoresde los P1<a~obtenidosen la

estructuranativafrentea los aceptadosparael estadodesnaturalizadopermitediscriminar

la naturalezade la interacciónque la originay proporcionaun valor cuantitativoparala

energíalibre de estabilizacióncorrespondientea dicha interacción.Las curvasde

titulaciónde los distintosprotonespermitencaracterizarel efectode la ionizaciónde un

gruposobreun determinadoprotóncomonormal,cooperativoy anticooperativo,lo que

es de utilidad paraobtenerinformaciónacercade las accesibilidadesdel grupo,del

alcancedel efectoy de ladependenciade la titulaciónconotrosgrupos.Ladetecciónde

posiblesinteraccionesespecificasque contribuyanala estabilidaddel estadonativo y en

las queintervengangruposcargadosesotro de los objetivosquepuedenrealizarseconel

presenteanálisis.Debido a que en estasinteraccionesintervienencomoaceptoresde

enlacesdehidrógenogruposno protonados,no essiemprefácil detectaréstasa partir de

transferenciade magnetización‘H-’H del tipo NOE. La utilización conjuntade

desplazamientosquímicosy efectosNOE observadospuedepermitir una descripción

pormenorizadade los posiblescambiosconformacionalesinducidospor el pH. Por

último, la discriminaciónentrela cinéticade interconversiónentreestadosplegadosy

desplegadosen la escalade tiemposde la espectroscopiade RMN puedepermitir la
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descripción,en términosestructuralesy dinámicos,de un posibleintermediariode plega-

miento.

En relacióncon los estadosde intercambioy con objetode describirla dinámicade

RibonucleasaA, sehan determinadolas cinéticasindividualesde intercambioH/D de

protonespeptidicos,previamenteasignados.Las medidassehan realizadoa pH = 2.5 y

pH = 6.0 paraRibonucleasaA y a pH =6.0 paraRibonucleasaS, en el intervalode

temperaturasde 288 K a318K. Las constantescinéticassehanobtenidopor un ajustede

mínimoscuadradosde lascurvasa exponencialesde primer ordenque representanla

caídade intensidadde las señalesdecorrelaciónCI%-NH en el espectrode RMN 2D-

COSY comounafuncióndel tiempotranscurridodesdesu disoluciónen 17120. Deun total

de 119 protonespeptídicosexistentesen la proteína,sehan obtenidovaloresparalas

constantescinéticasde intercambiode80 protonesen,al menos,algunade las condicio-

nesexpuestasmásarriba.Los restantesprotonespeptídicosintercambiancon unacinética

muchomásrápidaqueel límite superioraccesiblea las medidasexperimentales.

Las medidasadosdiferentespHs permitendiscriminarel tipo de mecanismode

intercambioporel que éstetiene lugar. Dentro del mecanismoEX2, la medidade las

constantescinéticashan proporcionadoel valor de la energíalibre local o global que

propiciael intercambio.El estudioa diferentestemperaturasde las constantescinéticas

nosproporcionainformaciónacercadelos parámetrosdeactivacióny sobreel estadode

transición.Enel casode los protonesmáslentos,quenecesitandeunadesnaturalización

global y cooperativaparapoderintercambiar,su energíalibre habríadecoincidir conlas

medidascalorimétricas.A lavistade la discrepanciaencontradaentrelos valoresde las

energíaslibres procedentesde medidasde intercambioy los calorimétricosexistentesen

la bibliografía, llevamosa cabo nuestraspropiasmedidasde calorimetíaen idénticas

condicionesa comose realizaronlas del intercambio.Las transicionescumplíanel

modelo de reversibilidadtermodinámicay de acuerdocon ello se obtuvieronlos

parámetrostermodinámicosquecaracterizanla transición.Los valoresde lasenergías

libresextrapoladasacondicionesnativasseguíanmostrandounagran discrepanciacon

los obtenidosdedatosdel intercambio,lo queseinterpretóen términosde un modelode

estadodesnaturalizadomáselaborado.

Comoresultadode estosestudiossehanobtenidolas siguientesconclusiones:

1.- Los valores de los pKas de los residuosionizablesde RibonucleasaA,

comprendidosenel intervalode pH = 1 a pH = 8.5, sonlos dadosen las Tablas

111.4 y 111.5. Con baseen dichosvalores,esposibleobtenerahorauna imagen

precisay pormenorizadade la distribuciónde la cargaeléctricaen el volumende la
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enzima,a cualquierpH, lo que puedeservir paraestudiosteóricosde modelos

electrostáticos.

2.- Sobre la base de las grandes variaciones experimentadaspor los

desplazamientosquímicosde los protonesimplicados,se handetectado:un puente

salino(Arg 10 (NH8)- Glu 2 (COO-)) y cuatroenlacesde hidrógeno(Ser50 (NH)-

Asp 53 (COOj, Lys 66-Mp 121 (COOj,Ser80 (NH)-Glu 49 (COOj e His 105-

Val 124 (COOj) interaccionesespecíficasamedioy largoalcancequecontribuyen

areforzarla estabilidadde la estructuranativadela proteína.

3.- Los cambiosconformacionalescon el pH propuestosen anterioresestudios,

que afectanal entornode los residuoscargados(Asp 14 e Mis 48) quedanahora

perfectamenteaclarados.En todo el intervalode pH, el OH fenólico de Tyr 25 y el

carboxilatode Asp 14 permanecenunidospor un puentedehidrógeno.A pH = 6.0

con la disociacióndel grupoimidazólico de His 48 no seproduceel cambio

aceptadohastaahorasegúnel cual serompíael enlaceanteriory se formabael

puentede hidrógenoentreel OH de Tyr 25 y el NS
2 de His 48. El cambio

conformacioanaltranscurretal como sedescribeen el apartado2.3.2.. Es de

destacarquelasvariacionesen las posicionesatómicasde los distintosgruposson

mínimas.

4.- La cadenalateral de His 119, que intervieneen la ligaduradel sustratoy la

catálisis,puedeadoptardos conformacionesdistintascon rápido intercambio

dinámico.Estasconformacionesdifierenen los valoresde las torsionesde x1 y x2.
Los cambiossonconcertadosde formaquedesdeambasposicionesesposibleel

ataque del H~1 a uno de los protonesdel grupo fosfato del sustrato. Las

poblacionesde estasconformacionessondependientesdel pH y dela presencisde

fosfato.

5.-Las variacionesobservadasen los desplazamientosquímicos de protones

atribuiblesa la cargade un grupo ionizablemuestranuna dependenciamuy

específicacon la orientacióndel enlaceCH respectoadichacarga,lo que puedeser

enel futurode granutilidad en la asignaciónestreoespecíficade protonesgeminales

y enel procesode refinamientode estructurasde RMN.

6.- Las unidadesde desnaturalizacióny las energíaslibres de sus fluctuaciones

estructuralespara las RibonucleasasA y 5 son las dadasen la Tablasde los

apartados3.3.1, 3.3.2 y 3.3.3. Los datoscontenidosen dichasTablasforman la

baseestructuraly energéticapara unadescripcióncuantitativade la dinámica

molecularde estasenzimas.Atendiendoa la relaciónentreenergíaslibres de
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fluctuacionesy elementosestructuralesseconfirmaquelas partesno estructuraleso
giros sonlas másmóviles seguidasde las hélicesa y finalmentede las láminasj3.

7.— Los resultadosobtenidosaquí,concretamenteen el mecanismodedisrupción

de enlacesde hidrógeno,favorecenel modelode unidadesde desnaturalizacióno de

fluctuacionesglobaleso localesfrentea los modelosde penetración.Ello implica

que el enlacede hidrógenoes la causamás importantede protecciónfrente al

intercambio.

8.- En todo el rangodepH y temperaturainvestigados,el mecanismoporel quese

produceel intercambioen RibonucleasaA y Ribonucleasa5 es el denominado

mecanismoEX2, segúnel cual la constantecinéticade renaturalización(pasodel

estadodesnaturalizadoal nativo) esmuchomayorquela constanteintrínsecade

intercambio.Ello requiereque la fluctuaciónconformacionalque propicia el

intercambioH/D seproduzcamuchasvecesantesdequetengalugarel intercambio.

9.- El estadodesnaturalizadoencondicionesnativasno presentapropiedadesde

intercambio que puedanobtenersepor extrapolaciónde valores medidos en

condicionesde desnaturalización.Ello requierelaadopciónde un nuevomodelode

estadodesnaturalizado,comoel denominadomodelode dosestadosvariable(Dilí

& Shortle, 1991). En estemodelo, las poblacionesde las configuracionesque

formanel estadodesnaturalizadocambiansegúnseanlas condicionesexternas:

nativaso desnaturalizantes.Paraobtener~n acuerdocon nuestrosresultados

experimentales,las configuracionesdel estadodesnaturalizadopobladasen

condicionesnativashabríande presentarconstantesintrínsecasde intercambiomuy

ralentizadas(hasta3 órdenesde magnitud)en relacióncon las correspondientesa

las configuracionespobladasen condicionesdesnaturalizantes.

10.- La comparaciónde los parámetrosde activacióndeambasespecies,permite

describirel estadode activacióndeambasy deducirque el valor entrópicodel

intercambioes muy grande y negativoen RibonucleasaA, pero no asíen la

RibonucleasS, dondelos aminoácidosestánmásaccesibles.

11.- Evidenciaexperimentalprovenientetantodel estudiode las variacionescon el

pH como del intercambioH/D, sustentala propuestade la existenciade un

intermediarioenel procesode desnaturalizacióna pHs ácidosqueestaríaformado

porun núcleomuy establey de zonascon desplegamientomuchomás locales.El

procesodedesnaturalizacióny formacióndel intermediariopodríaestarrelacionado

con la protonacióndel Asp 14. Los protonespeptidicosdel 5-péptido,porejemplo,

perteneceríana la zonalábil, mientrasque las cadenaslateralesdeotros residuos
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permaneceríanfijas. Estosresultadosapoyanla posibilidadde que interacciones

terciariasespecíficaspuedandirigir y generarla localizaciónde elementosde

estructurasecundaria.



Apéndice



A continuaciónseexponenlas Tablasde las medidascinéticasy termodinámicasde

RibonucleasasA y 5, en las condicionesdescritasen estetrabajo. Se ha usadoel

siguienteconveniode símbolos:

(a) Aquellosaminoácidosquellevan como superíndiceun arterisco,indicaque para

ellosexisteunamediciónen laproteínadesnaturalizada(RibonucleasaA; Robertson&

Baldwin, 1991)de la constantecinéticaintrínseca,k~, que esla queapareceregistradaen

la columna correspondiente.Paralos restantesesel valor obtenidopor los modelos

teóricos(Molday et al., 1972)el queseusay aparecetabulado.

(b) Aquellosaminoácidosqueen unasdeterminadascondicionesexperimentales,

vayan acompañadosde las iniciales NM, indica que su constantecinética, kex, es

demasiadolentaparasermedidacon la ventanaespectralusada,es decir, duanteel tiempo

deobservaciónno seobservódisminuciónde la intensidadde la misma.

(c) En algunosaminoácidos,no sea podidodeterminarsu constantecinética,k~<,

por:

[1] Poseenunaconstantede acoplamientodemasiadopequeña.

[2] Seproduceel solapamientocon otrasseñales.

[3] La señalen el COSY resultaeliminadapor la irradiaciónde la señaldel agua.

[4] Apareceúnicamenteuna señalen el primer espectro,correspondientea ese

aminoácido,porlo queno esposibleun ajustede la exponencial.

[5] Aminoácidos que desaparecencomo consecuenciade algún cambio

conformacionalcon el pH.



Tabla Al.
Constantesde intercanibio.k~~(10~¡rin4) constantesintrínsecas,k (102min’), e AG

0~ (KcalmoL
1)delos protones

deRibonucleasaA. Condiciones:4mM deproteína,pH =2.5 (tampóndeglicina) en0.2 Mdc NaCí.

Ammno~
ácido

ke

288K

AGop

298K 308K

Lys 1
GUi 2
Thr 3 T~W 3.9 ~3
Ala 4
Ala 5
Ala 6 25.9 5.3 2.1
Lys7 NM
Phe 8 [1]

—7-

NM
NM

His 12 [3]
Met 13 NM
Asp 14 NM
Ser 15
Ser 16
Thr 17 ~1U3 4.4 1.3
Ser 18
Ala 19
Ala 20
Ser_21
Ser_22
Ser 23
Asn 24
Tyr 25 [1]
Cys 26 NM
Asti_27
GIn 28 9.6 5.1 3.5

NM
Met3O NM

NM
Ser 32 [1]

305.0 2.0 1.0
Asn 34 [3]
Leu 35 84.9 5.9 2.4
Thr 36 122.4 3.8 1.9
Lys 37
Asp 38
Arg 39

Lys 41
Pro 42

~ 15.0 2.1 2.8
Asn 44 [3]

Vai47 NM
His 48 NM
GUi 49
Ser 50
Leu 51 104.6 2.9 1.9
Ala 52 142.8 3?W 2.0

32.7 12.1 3.3
Val54 NM

NM
NM

NM
NM

Ser59 NM

183 10.3 2.3

38.2 33 2.9 83.1 13.1 3.0
NM 29.8 36.7 4.3

126.2 30.3 3.2 526.0 72.7 3.0
36.9 5.8 2.9 368.0 57.9 3.1

[1) 134.0 74.4 3.8
NM 45.0 72.7 4.5
NM 30.0 57.9 4.6
NM 42.8 74.4 ‘15

11.7 63.1 5.0 148.0 156.3 4.2
NM 83.2 65.7 4.0

101.7 83.4 3.9 804.0 190.8 3.3

810.0 12.2 1.6

[1] [1]
NM 88.0 21.8 3.3

19.5 13.1 3.8
NM NM
NM NM
NM 13.9 50.8 5.0
[1] [1]

55.3 5.3 2.7 173.0 13.1 2.6
49.7 46.0 4.0 218.0 108.7 3.8
230.2 14.9 2.4 1596.0 35.1 1.8
543.1 9.8 1.7

kex kc AGop kc AGop

NM 10.8 30.6 4.8
NM NM
NM 87.0 118.2 4.4

76.6 35.3 3.6 270.0 87.6 ir—
[4]

587.3 13.1 1.8
200.5 31.2 2.9 1430.0 74.8 2.4

—msr— 7.6 10.4 4.4
NM 16.9 49.7 4.8
NM 40.7 32.5 4.1
NM NM
NM 10.7 37.9 4.9

19.9 20.5 4.1 61.5 50.2 4.1
Gín 60 NM NM 16.4 53.9 4.9



Amino-

ácido

2881< 2981< 308K

kex k.
MM

AG0~ kex AGop
92.6 14.6 2.9 205.0 35.2 3.1

159.5 TW 1.1 [4]
MM MM 6.6 12.8 4.6

Ala 64
Cys 65 295.2 3.8 1.4 848.4 9.8 1.5 1160.0 23.6 1.8
Lys 66
Asn 67

#~9 155.0 ~3?W 2.1 160.7 14.9 2.6
Thr 70 192.3 3.9 1.7 533.0 10.4 1.7
Asn 71 [2] 635.1 12.5 1.7

MM MM 16.3

~

34.9 4.6

NM MM 23.0 4.801n74 MM MM 7.9 35.5 5,1
Ser 75 MM MM 2910.0 25.2 1.3
Tyr 76 [2] [2] [2]
Ser 77

MM 11.1 42.4 TW
Ser 80 [3] T%T VW 2.3 860 23.6 2.0

MM MM 3.7 15.0 5.0
MM MM MM
MM ~ 38.6 4.9 T3?W 95.2 4.4
MM MM 22.9 55.7 4.7

~3VArg85 MM MM 12.7 46.5
Glu 86

13MM 313 10.4 3.1 370.0 25.2
GIy 88
Ser89
Ser90
Lys 91 190.2 2.1 1.4 86.5 3W 2.4
Tyr 92
Pro 93
Asn 94

2T~
661.7 15.7 1.8 435.0 36.7 2.7

Gys 95 82.5 7.1 [4]
Ala 96 231.1 2.9 1.4 [4]

~IYE~2?~r~
Lys98

MM MM 23.9 20.4 4.1

12.7 ~TT 4.9
A1W~W
YiWi?JW

196.5 4.6 1.8 1187.9 12.4 1.4
3TMM NM 15.1 81.4

GIs 101 86.1 2.7 1.9 [4]
[3] 6.6 9.6 4.3 34.5 65.3 4.6

Asn 103 263.9 6.2 1.8 288.4 13X 2.3
Lys 104 [3] MM 22.8 21.4 4.1
His 105 156.3 31.6 3.0 344.6 86.4 3.2

MM MM 5.2 15.8 4.9
líe 107

R~Zios
MM MM [2]
MM MM NM
MM NM 4.0 17.6 5.1
MM NM [2]

GIu 111 MM MM 29.6 57.1 4.6
61s’ 112 169.4 4.8 1.9 627.9 12.4 1.7
Asn 113 138.4 9.7 2.4 [4]
Pro 114

Val 116 MM MM 4.9 5.6 4.2
Pro 117

MM MM NM
His 119 NM MM 76.7 118.2 4.4
Ehe 120

.~CT
MM

ir
MM

Asp 121 10.7 103.8 28.3 3.3 631.2 69.2 2.8
Ala_122
Ser 123 333.4 3.8 1.4 503.0 9.8 1.7

L3 1TVal 124 197.7 3.1 1.5 636.4 7.9 320.0 18.8



Tabla A.2.
Energíaslibresdetransición,AG~ (KcaI moki), y energíasdeactivación.EÁKcaI mol-1) delos protonesdeRibonucleasaA.

Condiciones:4mM deproteína,pH =2.5 (tanpéndeglicina)en0.2 M de NaCí.

Residuo 288K 298 K 308 K 17

Lys 1

21.5 23.5
Ala 4
Ala 5

23.8 23.7 23.7 26.4
P

Phe 8
ÑW 24.4 23.9
[1] [1] 22.0
MM MM 25.2

—7- MM MM 25.4

~3rGIn 11 MM MM
TTWTW ilí 3T

ÑW
24.4

Met 13 MM 24.8
.=ápji MM 23.7 23.4

Ser i5
Ser_16
Thr 17 22.2 22.6
Ser 18
Ala 19

Ser 21
Ser 22
Ser 23
Asn_24
Tyr 25 [1] [1] [1]
Cys 26 MM MM 24.7
Asn 27
GIn 28 24.4 24.8

MM NM
ÑM

MM
Met 30

TBW
SIM MM

~srMM SIM
Ser 32 [1] [1] [1]

22.4 24.2 24.3
Asn 34 [3] 24.3 24.2

37~Leu 35 23.1 23.3 23.0
Thr 36 2IW~ 22.8
L s 37
Asp 8
Arg 39
Cys 40
Lys 41
Pro 42

24.1 24.4 24.8 13V
Asn 44
Thr 45
Phe46
Val 47
Hís 48
GIu 49
Ser 50
Leu 51 23.0 [4]
Ala 52 22.8 22.8

TW~23.4 33.1
Val 54 MM MM 26.3

NM NM 25.7

NM NM 25.2

-—-y
NM MM MM
NM MM 26.0

Ser 59 MM 24.8 24.9
23WSIM NM

L 561* SIM 23.9 24.2
Asn 62 22.7 [4]

MM MM 26.3

288K 298K 308K E
0

-

22.4 22.6 23.2 12.1

MM NM 26.0
[3] 23.5 23.4

-~r—msi— SIM
MM MM NM
ÑS~ 25.3 24.9
MM NM 23.9
MM NM 25.9
[1] [1] [1]
MM 24.2 23.8

22.7 23.9
[1] [1] [11

[2] [2] [2
23.1
~Y3

[4]
[41

MM NM 25.5
msi MM ~
22.6 25.1
MM MM ~3?W
23.1 [4]

~~23JMM 25.4
22.5 23.2
SIM NM 3W
22.8 23.1
NM NM 26.5
MM MM [2]
MM MM MM
MM MM 26.6
MM MM [2]
MM SIM 25.4

22.7 22.8
22.8 [4]

22.3 22.9

~¶W~ 23.6
22.7 22.8
[2] [2] [2]
MM MM 25.8
MM MM 26.2
MM NM 26.2
MM NM 22.6
j21 1?] [21

MM MM 26.5

MM MM MM
MM MM 24.8

23.9 23.8 23.5

22.6 22.7

Val63

Cys 65
Lys 66
Asn 67

Asn 71

cYs72~

GIn 74
Ser 75
Tyr 76

MetnS
Ser 80
Ile 81

Asp~
Cys84~

Gly 88
Ser 89
Ser 90
Lys 91
Tyr 92
Pro 93
Asn 94
Cys 95
Ala 96

Lys 98

Thr 99

GIn 101

Asn 103
Lys 104
His 105

—7-
Ile 106
líe 107
Val 108

Cys 110
GUi 111
Gly 112
Asti 113
Pro 114
Tyr 115
Val 116
Pro 117
Val 118
l-lis 119
Phe 120
Asp 121
Ala 122
Ser 123
Val 124



Tabla A.3.
Constantesdc intercambio.~ (1O~¡rin-t) constantesintrínsecas,k~ (¡1w’) eMi (KcaI ~ 71 delos protonesde

RibonucleasaA. Condiciones:4 mM deproteína,pH =6.0 (tampóndefos&to)en0.2 M deNaCí.

Amino-
ácido

kex

298K

AGop

3081< 3131< 3181<

Lys 1
Glu 2
Thr 3

Ala 5
Ala6

[1]
Glu 9
Arg10~

GUi 11
~ir 3~T 7.8

MM
His 12 6.4 335.7 9. 1
Met 13 SIM
Asp 14 [4]
Ser 15
Ser 16

~nr
Ser 18
Ala 19
Ala 20
Ser 21
Ser 22

¡ Ser23
~AsnA~

rl] ¡
GUi 28

[1]
Mes30 NM

Ser 32 [1]
Arg 33

¡ Asn34

Leu 35
Thr 36
Lys 37
Asp 138
Arg 39

Cys 40

*4á
~ 131.6 72.4 6.4
Asn 44 (3]
Thr 45

-mPhe46*
Val 47

¡ 1-Ls 48
GIu 49 46.8 370.6 8.0
Ser 50
Leu 51
Ala 52

Val 54
MM

GlnSS
‘Xi~fl

SI
M

481 120.9 7.3
VaI57~ MM

SIM

SerS9 128.7 503.4 7.6

k.~ k~ AG,~ ~ k~ AGÚp Ic
0,~ kc AGop~

[1] [1] [1]

711T 1259.4 7.4
~W20.1 1477.6 9.6 ~‘7IT 2257.0 9.2 219.8 3908.4

12.2
Á~T

834.7 9.6
~T
Wfl

47.1 1275.1 9.2 370.3 1907.9 8.3
514.7
i’~T

WV¡ 145.8 1176.4
784.2

[1] 1] [1]

3~TT 316.1 6.7
MM [1] 189.2 302.4 ~73

[1] [1] ¡ [1]

MM 13.6 351.8 9.1 31.2 247.9
fl~7=

W3
MM [1] 9.4

163.8 301.1 7.4 172.3 459.9 ‘úT 598.9 671.9 7.3
NM 8.2 211.8 9.1 ¡ 31.6 9.4
MM 12.1 1453.2 10.1 25.6 2038.9 10.0

869.5 1254.7 7.3

909.2 180.5 6.0
(33 481.0 507.6 ¡ 7.1

[5] [5]
[5] [5]

¡ (5] (5]
212.1 1 923.7 7.9 zyo.g í4lí.o 8.2 422.2 ‘2111.4 8.2

Gín 60 119.7 4564 ¡ 7,6 767.9 1139.1 7.2



• Amino-
ácido

Ser 80
Ile Si

kex

2981<

[5]

AG0~ kex

3081<

kc

[5]

313K

[5]

318K

Lys6l 9289 3022 61 13370 7533 67
Ase 62

MM

Cys 65
Lys 66
Asri 67

Thr 70
Ase 71

-w
75.1 353.9 7.7

-~

124.0 882.2 8.2
ZxCk~Gjn74 MM MM

MM MM
Ser 75
‘ryr 76
Ser 77
Thr 78

-~ SIM ÑM~

rn
MM

3~7T

14.2 1500.5 9.8
Arg8S 42.7 8.3 66.7 1293.8 8.8
Glu 86 [1]
Thí 87
Gly 88
Ser 89
Ser 90
Lys 91
Tyr 92 [1] ¡ [1]
Pro 93
Ase 94
Cys 95
Ala 96 EPE

T

TiWT~W

114 480.4 9.0 20.5 1203.8 V3

38.4 991.5 8.7 3T 2469.8 9.1
Gín 101

SIM SIM
Asn 103
Lys 104 MM MM
His 105 ~fl

MM NM
[lelOl ¡ SIM

MM MM
MM MM

MM
RSWC

NM
~Glu 111 27.6 8.6 87.3 1522.5

Gb’ 112
Asn 113
Pro 114

Val 116 MM MM
Pro 117

~i7~TiTiT SIM MM
Hís 119 MM MM
PIje 120
Asp 121
Ala 122
Ser 123

27.5 2293.7 9.8
89.3 1976.2 9.0

iii

[1]

34.6 1838.8 9.6

[3]

(3]

14.7 717.0 ~

6.5 1407.0 9.9
11.4 202.1 8.9
1.9 269.0 10.2
4.0 303.0 9.8

905.0 6390 6.9
110.4 2325.6 9.0

5.0 102.9 9.0

kex kc AGop kex kc AGQp

12.4 396.7 9.3

[3]

1331 1347.5 8.4
10.9 883.1 9.8
9,7 775.9 9.8

[5]

3.9 140.5 9.3
14.1 1877.3. 10.1

23.1 580.1 9.2

671.6 1892.9 7.9
26.8 1069.8
27.9 1113.1 9.5

27.2 2423.2 10.0

[5]

84.7
~3~Y

3005.1 9.4
3158.5 &8

[1]

[1]

117.1 3299.6 9.3

308.7 3~X 9.0

46.9 3320.3 9.9

113.2 1072.9 8.6

160.4 901.9 9.7
28.8 302.4 8.7
6.1 489.7 10.0
10.2 405.7 9.5
28.8 956.2 9.4

366.1 366.1 8.6

9.4 149.2 8.9

3.8 194.2 9.7
62.4 2757.8 9.6

Val 124 0.7 ¡ 4,7 7.9 - 71242.Ó 11.8 4.1



Tabla A.4.
Constantesdeintercambio.k~ (1O~¡rin-1) constantesintrínsecas,k(nlin4) cAO,, (KcaI mok’)delos protonesde

Ribonucleasa5.Condiciones:4 mM deproteína,pH =6.0(tampónde fosl9ato)en0.2 M deNaCí.

Amino-
ácido

¡ 288K

ka kc AGop

298K

U.

3081< 3131<

Thr 3
Ala_4
Ala 5
Ala 6

PheS
GUi 9

-r

Gín 11
[3] ¡

Met 13 273.0 7.3 ] 5.8
Asp 14 (31 ¡
Ser 15
Ser 16

-r —

Ser 18
Ala 19
Ala 20
Ser_21
Ser_22
Ser_23
Asn 24

Cys 26
Asn 27
Gín 28
~ 211.0 ¡ 46.9 ¡

Met3O SIM
i7~T7- 225.0 • 24.3 6.3

151.0 48.6 ¡
Asn34
Len 35
Thr 36
Lys 37
Asp 38
Arg 39
Cys~ ¡
Lys 41
Pro42

f4~7-. 141.0 ~~Wfl5.6
Asn44 [3]
Th:~ ~

Val 47* NM
NM~

GUi 49 15.6 Tá3T 7.8
Ser~
Leu 51
Ala 52

=~24
Val 54

NM

NM
MM•
NM ¡

Ser59 T~3~W
NM

-ir

k
0, kc AGop ~j kc AGop k.~ kc AGop

-~ ¡ ¡ ¡

-II

273.3 128.7 ¡ 6.3
r r w

NÑW
NM

154.0 120.9 6.6
NM
SIM

494.0 503.4 6.8

33~EU 133.3 ~

458.0 ¡_72.4
133.3

5.7
59.8 7.2

NM -l
159.0 116.7 6.6
675fl 1333.5~ 7.2
1i1.W170.U 71T

u—__
125.0 230.3 7.4 ¡ 933.0 351.8 6.5
131.0 535.8 7.8

[4]
243.0 191.0 6.8
273.0 951.4 9.8

[3] [4]

255.0 ¡ 316.1 7.1
396.0 132.3 6.3

¡ [4]

¡_____873.0

¡_____

189.5 6.0 ~•• ~4l
[4]

¡_362.0 ¡ 755.6 ¡ 7.4 [41
(4]
[4] [4]

1120 923.7 6.9

Gín 60 21.8 166.7 7.9 123.0 457.0 7.6 1110.0 1139.1 7.0



A mino-
ácido

kex

288 K

MI
570.0

298K

302.2 6.4 1750.0

308 K

753.3 6.5

3131<

—--

Lys6I 933 1102 66
Asti 62

SIM
Ala 64 ¡____

Asti 67

Thr_70
Asn 71

SIM

Gln
74 SIM

Ser_75

Ser7l
Thr 78

Ser 80
lleSí ¡_____

MM

MM

Arg 85
SIM

GUi 86 [2]
Thr_87
Gly 88
Ser_89
Ser_90
Lys 91
Tyr 92
Pro_93
Asn 94
Cys 95
Ala 96

—7-
~IYL22r
Lys98

NM~__

Thr 99
SIM

GIn 101
SIM

Asti 103
Lys 104 [3)
His 105

Ile 106
‘SIM

ILe 107 ¡ SIM
SIM

Cys 110 J13W
SIM

wrr 6.8
Glu 111 SIM
Gly 112
Asti 113
Pro 114

Va] 116
SIM

Pro 117

His 119 19.9
SIM

T%T ¶W
Phe 120 1
Asp 121
Ala 122.
Ser l2S~

31.4 353.9 8.2 459.0 882.2 7.4 [4]
NM 363.0 545.4 7.2 2g93.4 883.1 6.4
SIM 395.0 507.5 7.2 1410.0 775.9 6.7

¡ ¡ ¡

12.8 1142.5 8.9 [4] ¡ [4]

7.54 138.6 8.5 333.0 345.4 7.0 [2380.0 527.6 6.2
84.3 218.7 7.3 824.0 545.1 6.7 • 3000 883.1 6.3

11.3 602.5 9.2 • 466.0 1500.5 7.7 1583.3 2293.7 7.3
24.0 537.= 8.7 353.0 1293.8 7.8 1827.0 1976.2 72

[2] [2] [2]

~ex ~ AG,,~ ka k~ AGop

826.0 140.5 5.7

~c ~

~TW T~T W~ ~33W~ 7.0 1390.0 396.7 6.4

NM ¡ 320.0
~37T

300.3
T~iX

¡__6.9
7.6

¡______

2322,0 7W25.9 480.4 8.5 1838.8

743W 991.5 8.6 3~UW 2469.8 7.9 33I~ 3772.6 8.3

51.5 606.7 8.2 667.0 T3T~ 7.5

1?~T flT 3~1~ 469.4 6.8

10.6 163.6 8.4 319.0 427,2 7.2 1407.0 622.8 6.6
NM [2] ~1 (2]
SIM 116.0 176.1 7.2 ¡ 896.0 269.0 6.4

T~4?W
NM 206.0 198.4 7.0 1430.0 303.0 6.2

167.8 6.9 [21 [2]
27.3 608.6 8.6 215.0 1522.5 8.2

SIM 94.3 67.4 6.8

SIM 127.0 91.9 6.8
154.0 493.1 7.4 1Ú70.0 1129.0 7.0 ¡

~r WZ9 ~r

y t247205.Ofl ti 3.8 1330.0 11.8 4.1 L~3



Tabla A.5.
Energíaslibresdeformacióndel estadoactivado(Mit), diferenciasenambasespecies(AAGfl y energíasdeactivación(LO en
RibonucleasasA y 5. Todasen KcaI moLí. Condiciones:4mM deproteína,pH =6.0 (tampóndefosfato)en0.2 Mdc NaCí.

Aminoá-
cido

• 298K] 308 K

AG tA

313K 318K

-m
22.4
7W

AG s AAG’A-s

Thr 3

Ala 5
Ma6
Lys 7
Ehe 8 1’] ..flL [1] [11
clIn 9

— 23 9 23.5
Gín 11 SIM 23r ~3T 25.0 ~T
His 12 ~3Y 23W 23T 24.7 ~3T
Met 13 SIM 26.0 25.6 25.2 5&6
Asp 14 (41 23.4
Ser 15
Ser 16
Thr 17
Ser 18

rr_

Ser 21
Ser 22
Ser 23
Asti 24
Tyr 25 [1] [1] (1] [1]

£fl26_

Glti 28
[1] 23.7

Met3O MM SIM SIM 25.1
T~ii~

Ser 32 [1] [1] [1] [1]
Ar~33~
Asn34
Len 35
Thr_36
Lys 37
Asp 38

Cys 40
Lys 41
Pro 42

~ 23.7 23.3
Asn 44 [3] [3] 24. 1
Thr 45

[5] 3p
Val 47 [5] 13V 7~V 73V
1-lis 48 [5] [5] [5] [5]

lW~W 24.3 24.2 1T= 24.6 20.6
Ser_50
Leu 51
Ala 52

‘.1a1 54
TiWI~7-

MM MM 26.3 26.2
MM MM [1] 26.1
24.3 2TW 24.7 24.4 21.6

26.6 26.877f~7- SIM MM
-__

MM 26.4 26.3
21W

MM
SerS9 23.7

22.8 22.9 [4]

288K 298K 308K 313K F
6

22.6 23.2 24.1 1.7
SIM
»r

24.3 23.8
23.0

mSF
~

~SU~~X3 23.7 —

MM 2T3
~R 23.6 [4]

MM mW 24.1
MM MM 24.1
22.7 22.9 [3] [4]

22.8 22.9 23.3 [41 16.1
NM 24.1 [4]

SIM SIM 23.9
NM 23.6 [41
NM 22.7 [4] [4]
244 23.8 23.2 37.5

298K 308K 313K

-0.4

0.8

0.8 0.0

1.0

2.6

Gín60~ 23.7 23.4 23.9 23.7 23.2 34.3 0.0 0.2



Aminoá-
cido AG~A

298K 308K 313K 318K~ Fa

AGt~ AAGtA-s

17W r rr
~j737- SIM SIM ~T 22.8

A la 64
Cys 65
Lys 66
Asn 67
G!y68

Thr_70
Asn 71

~±7-

24.0 ~T3 24.8 24.3 78.1

MM SIM 26.4 26.3
clIn 74 SIM SIM 26.5 26.3
Ser 75 ¡
Tyr 76
Ser 77
Thr 78
jj75§7- ~!QU SIM [1] 26.3
Ser 80

[5] [5] ~13T !3V
73~[5] [5] [5]

MM 23Y 2W 25.6 34.5
ArgES 243 24.9 25.1 24.9 15.0

¡ Glu 86 [1] [‘1 [11 [1]
Thr 87
Gb’ 88
Ser 89
Ser 90
Lys 91
Tyr 92
Pro_93
Asti 94
C s 95

~3TAa96 (31

~3T ~3T ~T 25.4 20.1
• Thr99
YiFi~iW 24.4 24.8 [3] 24.8 19.4
Gín 101

SIM SIM 131 ~3V —

Asn 103
NM SIM ~3T 25.4

ÁI~I~7- SIM SIM 26.8 26.6
Ile 107 SIM SIM 26.4 26.3
Val 108 SIM NM 27.5 27.2
X¡B~? SIM SIM 27.1 26.9

SIM MM 23.7 26.3
GUi 111 24.6 24.7 23W 24.7 22.5
Gly 112
Asn 113
Pro 114

~fl4Val 116 SIM MM 26.9 27.0
Pro 117
Ññi8 SIM MM 27.1 27.5
His 119 SIM SIM 26.3 25.8
Phe 120
Asp 121
Ala 122
Serl23

308K’288K 298K
—~rr22.9

313K ~al
23.1 25.7

MM ~3T 24.1 23.3 62Á)

SIM NM 24.7 23.8

TW SIM ú13 23.8
23.9 23.6 23.2 34.8

SIM 24.5 23.7 [4]
SIM SIM 23.9 23.0
SIM MM 23.8 23.4

~NKf ~3T [4] [4]

SIM 25.4 24.0 23.1 70.5
NM 23.9 23.4 22.9 43.5

NM 25.1 23.7 23.4 61.8
MM 24.7 23.9 23.3 52.5
[11 [2] [11 [21

NM NM 23.9
NM 24.6 23.7 23.1 65.7

SIM 24.3 23.6 24.0 33.0

SIM 24.3 23.6

[3] 24.2 23.6 ¡

SIM 25.1 24.0 • 23.5 51.8
SIM SIM [2] . [21

SIM MM 24.6 23.7
NM NM 24.2 23.5
23.6 23.7 [2] [21
SIM 24.6 242

298K 308K1313K
-0.3 1 0.2

2.9

-0.5 0.8
3.4
3.1

2.1 2.1
-0.4 1.0 1.8

E—

1.0 1.1 2.6

~ 1.2

3.3

3.8
3.7

0.0 0.5

3.1

Vlii 124 26.8 23. 1 22.6 [2] 23.1 [21 0.0 ¡



Tabla A.6.

Constantesdeintercambio,k~ (10~mm-’) constantesintrínsecas,lc~ (min1),e AG,,p(Kcal mor~) apH= 5.4 (tampón de
fosfato)y clasificacióndelos protonesdeRibonucleasaA. Condiciones:4 mM deproteína,0.2 M deNaCíy 308K.

Am¡noá-
cid,,

~ ACIop Estruc-
twa

Tipo

Lys 1 V
y

Thr3 a V
a ½‘

AaS a V
Aa6 a IV
Lsl a IV

eS a IV
GIu9 a LV

120.0 41.8 7.6 a IV
Gínil SIM a II

1-lis 12 19.3 209.7 8.4 a IV
Met 13 M

37~
a JI

As 14 31 .9 41.8 IV
Ser> V
Ser 16 y
Thr 17 IV
Ser 18 V
Ala 19 y
Ala 20 V

Ser 21 V
Ser 22 y
Ser23 a V
Asn24 a V
Tyr2S a V
Cys26 a V

a V
Gin2S a V
Met29 139.2 46.9 6. a IV
Met 30 MM a III

889.8 41.8 6.2 a IV
Ser32 a V

Ar 33 a IV
Asn34 a IV
Leu35 a IV

hr 36 V
Ls 7 V
Asp 38 V
Ar 39 V
Cys 40 V

y

Val 43 330.6 33.2 5.8 ~í IV

Arn¡noá- Estmc-
cido k,, AG,,~ tura
T~rNM~

Tipo

T
A1a64 ~2 V
Cys 65 Giro ~

TLys66 Gwotl
Asn6F Giro V
Csly 68 GiroIl V
GIn 69 Gírop V
71w 70 Guro~3 V
Asnfl
r—r
(ys72

~3 V
28.2 2962 82 ~3

MM 1

MM ~ III
~TtiYSer 75 (j34)

jf~76 (t~~) V
Q14) V

rhr 78 (~4) V
NM (j34) 1

SerSO V
lleSí 1

Thr82~ Iii

581.3 83.4 5.8 p4 IV
11.9 526.7 9.1

Arg85 17.0 83.4 8.9 ~,4 ~iT~
Glu.86 ~4 V
Thr87 IV

~Cl 88 Girop
Ser 9 Giro V
Ser 90 Gíro~ V
Lys 91 Girop V
Tyr 92 Cjmrol3
Pro 93 Girop
Asti 94 CiároIl V
Cys 9 C,ro~ V
Ala96 $5 V

1458.5 26.4 5.2 ~5 IV

TE
~

L s98 5.4 52.6 9.4 ~
Thr $5

ThrIOO $5 IV
Cm 101 V

$5
Asti 103 $5
L s 104 . SIM III
ElisiOS $6 V

1Ie106 SIM $6
líe 107 MM $6 III

NM $6

MM $6
327.5 105,1 6.3 ~6 III

(iUi 111 24.5 66.3 8.7 ~ II
Gb’ 112 G¡rop V
Asti 113 C¡rofi V
Pro 114 Gírop
T r lIS Giro
Val 116 $7 III
Pro 117 $7

ValUE SIM $7
Hís 119 SIM $7

Phe 120 $7

Asp 121 $7 N
AaJ22 $1 V
Sen $7 IV
Val 124 265.0 2.9 4.3 ..1L IV
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