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Resumen

Un analisis estadistico de alrededor de 20000 estructuras cristalograficas de proteinas puso
de manifiesto efectos de la temperatura de la recoleccion de datos de difracciéon de rayos X
(TCD) sobre las distancias intramoleculares y el grado de compactacion. Las cadenas
idénticas con datos recolectados a temperaturas ultrabajas o criogénicas (< 160 K)
mostraron un radio de giro (Rg) significativamente mas pequefias que a temperaturas
moderadas (> 240 K). En otro orden, el analisis reveld la existencia de estructuras con un
Rg significativamente mas pequefio de lo esperado para temperaturas criogénicas. En estos
casos ultracompactos, el Rg inusualmente pequefio no pudo explicarse por ningun
parametro experimental especifico o por caracteristicas del cristal. La ultracompactacion
involucra a la mayoria de los atomos y resulta en su desplazamiento hacia el centro de masa
(CM) de la molécula. En promedio, las estructuras ultracompactas tienen enlaces de vans
der Waals y puentes de hidrégeno significativamente mas cortos de lo esperado para
estructuras de temperatura ultrabajas. Ademas, el numero de contactos de vans der Waals
fue mayor en las estructuras ultracompactas que en el grupo de las proteinas resueltas a
temperaturas ultrabajas. Las estructuras de los estados ultracompactos fueron analizadas

en detalle y en el trabajo se discuten las implicancias y las posibles causas del fendmeno.
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Capitulo 1

Introduccion

En el presente trabajo investigamos la existencia de subestados conformacionales compactos

y ultracompactos de proteinas resueltas por difraccién de Rayos X.

Denominamos “subestado conformacional compacto” de una proteina nativa a aquél que
manifiesta una contraccion hacia el centro de masa CM de la estructura, resultando en un
encogimiento mensurable de caracter global sin que se alteren las longitudes de los enlaces
covalentes de su esqueleto polipeptidico. Todo ello en comparacién con la estructura promedio

de las proteinas de idéntica secuencia.

Cabe destacar que una proteina compacta, en el sentido que se define en este trabajo,
no es una estructura nativa que ha sido sometida a altas presiones o algtin tipo de fuerza
mecanica contractiva que reduzca su volumen. Es una proteina que ha alcanzado la estructura
tridimensional nativa en condiciones idénticas a las de su clase, pero con mayor densidad de

empaquetamiento y, por lo tanto, en un menor volumen.

Conviene introducir algunos conceptos de la teoria del plegado de proteinas, revisar ante-

cedentes y discutir los parametros fisicos utilizados para desarrollar la investigacion.
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1.0.1. Estados y subestados conformacionales

Las proteinas son macromoléculas biologicas que alcanzan su conformacién nativa en con-
diciones fisiologicas. De acuerdo a la teoria del plegado de proteinas, el estado nativo es la
estructura tridimensional maés estable y se encuentra en el minimo de la hipersuperficie de
energia libre de Gibbs en funcién de las coordenadas conformacionales [49]. Durante mucho
tiempo se creyd que el estado nativo era tnico en contraste con los estados desplegados, que se
distribuyen como una poblacion estadistica. Sin embargo, esta creencia largamente sostenida,
posiblemente tributaria de que la técnica dominante en los estudios estructurales ha sido la
cristalografia de rayos X [23], se ha probado inexacta: el estado nativo no es estrictamente
unico. De la biologia de las enzimas se desprende que muchas proteinas son nanomaquinas que
admiten por lo menos un estado abierto y un estado cerrado [20], y deben fluctuar entre estos
estados para permitir el ingreso de su ligando especifico, pero ademas cada estado se distribuye
en una estructura fina de subestados conformacionales porque los valles de energia son rugosos
y, por lo tanto, cabe afirmar que hay valles dentro de los valles y valles dentro de los valles que
estan dentro de los valles, en una bifurcacién sucesiva que refleja la degeneracién local de la

superficie de energia [1, 20, 23, 21].

Los subestados conformacionales son conformaciones con variaciones sutiles entre ellas y
esencialmente isoenergéticas que se alcancanzan a través de fluctuaciones en el equilibrio mien-
tras que el transito entre un estado conformacional y otro involucra movimientos importantes
para la funcién que se producen fuera del equilibrio [1, 20]. Los subestados conformacionales no
tienen una repercusién mayor en la especificidad de la funcién, pero pueden afectar la velocidad
de los procesos quimicos que protagonizan y una de las primeras evidencias de su existencia

proviene del estudio de la dinamica de reasociacion entre la mioglobina y sus ligandos CO u O,
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a baja temperatura, luego de la aplicacién de un pulso de laser a una longitud de onda precisa
para romper el enlace convalente mediante la técnica de fotdlisis de flash [3, 20]. A tempe-
ratura ambiente el CO libre difunde al solvente, pero a temperaturas ultrabajas o criogénicas
el CO queda atrapado en el bolsillo del hemo y tiende a reenlazarse con una cinética que la
teoria prevé exponencial con el tiempo, habida cuenta la superficie potencial de doble pozo
(un minimo donde el hierro hemo estd unido convalentemente al ligando y un minimo que
corresponde a la conformacién de la proteina con el hierro libre) separado por una barrera
de energia. Sin embargo, el experimento demuestra que la reasociacién se aleja de la cinética
exponencial prevista y asume un comportamiento potencial que sélo puede ser explicado por la
presencia de subestados conformacionales con variaciones pequenas de la afinidad por el ligando

3, 20, 23, 21].

Los subestados conformacionales conservan la estructura primaria, secundaria y terciaria
del estado conformacional del que derivan, pero varian en detalles estructurales finos y se co-
rresponden con minimos locales separados por pequenas barreras de energia en el contexto de
un minimo global de la superficie de energia [20, 23, 21]. En condiciones fisiolégicas o a tem-
peraturas lo suficientemente altas, las proteinas fluctiian entre los subestados conformacionales
de forma continua, pero a temperaturas por debajo de cierto umbral (180 K), ya no pueden
superar las barreras y quedan atrapadas en subestados con propiedades fisicas ligeramente dis-
tintas entre ellos. Fraunfelder denomina este ultimo fenémeno de “ruptura de la simetria de

subestados” [20, 23, 21].

La hipdtesis de la existencia de subestados conformacionales ha sido evaluada por diversas
técnicas y por muchos otros grupos de investigadores, llegando a resultados consistentes y con-

cluyentes [20, 3, 24, 27] . Los subestados conformacionales estan organizados jerarquicamente y
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pueden ser categorizados en subestados “taxondmicos”, “estadisticos” o “locales” [20, 21, 23].
Un subestado taxondémico o isémero es una conformacién que puede ser caracterizada indivi-
dualmente y su estructura se puede determinar de forma aislada. Corresponden al primer nivel
de los subestados, pero como se dijo antes, en cada subestado las proteinas pueden adoptar
conformaciones ligeramente distintas, un segundo nivel de degeneracién, explorando valles que
componen las estructura fina de ese estado basal. Los subestados estadisticos ya no pueden
ser descritos por si mismos, sino como ensamble y sus existencias se revelaron por técnicas
experimentales que indagaban sobre la cinética de reasociacion de un subestado taxonémico al
ligando en condiciones criogénicas, observando el perfil no exponencial de la reaccion de reen-
lance en funcién del tiempo, propio de la presencia de una multitud de isoformas con ritmos de
asociacién distintos [20, 21, 23]. En un tercer nivel, los subestados locales son pequenas varia-
ciones en la conformacion de los subestados estadisticos cuya existencia ha podido ser relevada
[20, 21], pero todo indica que es posible descender todavia mas dentro de las rugosidades de
los minimos de la hipersuperficie energia y que la cantidad total de subestados de un estado

conformacional, pese a no haber sido determinado, debe exceder el ntimero de 10'° [20, 21, 23].

La existencia de subestados conformacionales también ha sido detectada por difraccion de
rayos X [24, 27] . Aunque durante mucho tiempo se consideré que los datos obtenidos por
la técnica de cristalografia de rayos X justamente probaban lo contrario: que las moléculas de
proteinas en estado nativo tenian una conformacién tnica. Sin embargo, un analisis mas fino de
los espectros de difraccion revelaron que el comportamiento de un cristal de proteina era distinto
al de un solido cristalino ideal, lo que analizado a la luz de los fundamentos téoricos de esta
técnica experimental aportaba evidencias de que, en el caso de las proteinas, el patrén difractivo
corresponde a moléculas con una estructura global conservada, pero con dismilitudes puntuales

0 pequenas variaciones confguracionales. Basicamente, en un soélido las posiciones equivalentes
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en la red cristalina estan relacionadas por simetria y la desviacion media cuadratica de la
posicion de los atomos es isotropica y muy pequena: del mismo orden de magnitud para todos
los atomos. Por el contrario, en el caso del cristal de una molécula de proteinas, la existencia
de subestados conformacionales determina que haya atomos que no estan en la misma posicién
de equilibro, y por lo tanto la desviacion media cuadratica del conjunto es mucho més grande
que para un solido cristalino y, ademas, no es uniforme. Esto es: la existencia de un ensamble
de moléculas con una estructura general casi, pero no exactamente idéntica, contribuye de
forma significativa al factor de Debye-Waller (factor B) que ya no es una variable unicamente
dependiente de la vibracién térmica alrededor de la posicién de equilibrio, inevitable incluso
a temperaturas ultrabajas para cualquier molécula cristalina, sino también de la existencia de

subestados con matices conformacionales [20, 21, 23].

1.0.2. La descripcion geométrica de los polimeros mediante el Radio
de Giro (R¢)

Un parametro morfolégico sensible a cambios globales en la estructura tridimensional de
las moléculas de proteinas es el Rg [55]. En el campo de la biologia estructural, Rg es una
propiedad t1til debido a su significado fisico directo, y a que puede ser medido de forma ex-
perimental, pero también estimado mediante célculos [29]. Matematicamente, R se define
como el valor medio cuadratico de la distancia de las partes de un objeto a su centro de masa.
En consecuencia, en una macromolécula puede ser computado si se conoce las coordenadas
espaciales y la identidad quimica de los atomos que la componen. El Rg es una propiedad
fisica caracteristica de la proteina en su estado nativo, como lo son sus dominios de plegado,
la estructura terciaria o el niimero y posicién de hélices alfa y hebras beta. Asimismo, por su

definicién, las tres componentes ortogonales del parametro son medidas de tamano y, conjun-



1. INTRODUCCION

tamente, proporcionan informacién sobre la forma, por lo que puede ser utilizado para evaluar

la expansién o contraccién de proteinas en condiciones especificas [22].

La mayoria de las proteinas se pliegan en dominios globulares, que se caracterizan por alcan-
zar una compactacion 6ptima y exponer una superficie minima al solvente. En las estructuras
cristalinas depositadas en el Protein Data Bank (PDB), los valores de R¢, como medida de la
disposicién de los atomos en el espacio fisico e indicador apropiado del estado de compactaciéon
de la estructura [38], se distribuyen de forma muy estrecha alrededor de un valor promedio
para todas las estructuras depositadas de una misma proteina, pese a diferencias en las condi-
ciones experimentales en las que fueron caracterizadas. Esta distribucion de los valores de R
con muy escasa dispersion entre las estructuras cristalizadas de una misma proteina indican
que el tamano y el grado de compactacion de los estados nativos se conservan ain cuando
las condiciones experimentales de cristalizacion y resolucién espacial por dispersion de rayos X

varien ostensiblemente.

Desde los albores de la cristalografia de proteinas muchos grupos han investigado la pro-
piedades estructurales de la proteinas cristalizadas, incluyendo la sensibilidad de parametros
fisicos como el Ry ante variaciones en la condiciones experimentales. En ese contexto, algunas
investigaciones han aportado informacién sobre el comportamiento térmico del volumen y el
R¢ de estructuras cristalinas mediante el andlisis de los patrones de difraccion de los rayos X

a diferentes temperaturas.

Tan temprano como en 1982, Walter et al. reportaron que las estructuras de tripsinogeno
que habfan determinado a 103 K y a 173 K parecian expandirse a mayor temperatura [72].
De forma contemporénea, Hartmann y Freuenfelder trabajaron con la mioglobina de cachalote

y analizaron los datos cristalograficas con los patrones de difracciéon colectados a 80 K y en el
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intervalo de 225 a 300 K, registrando un incremento del volumen de la estructura cristalina de

la proteina hasta 3 % debido al calentamiento.

En dicho trabajo, los investigadores observaron una expansion térmica anisotropica que se
produce entre los 80 K y la temperatura ambiente, concentrandose los cambios mayores en el
segmento que separa las hélices C y D y el segmento de proteina que separa las hélices G y
H (conocidos como esquina CD y esquina GH, respectivamente) de la mioglobina de cachalote

27, 22].

Un poco més tarde, Earnest et al. [15] compararon la estructura de tripsina de rata resuelta
por cristalografia a baja temperatura (LT, 120 K) con la estructura resuelta a temperatura
ambiente (RT, 295 K), y se encontraron con una reduccion significativa en las dimensiones de la
celda unitaria cuando iban de temperatura ambiente a bajas temperatuas, que era acompanado

por un decremento en el area de la superfice molecular y en el R .

Para estudiar el efecto de la temperatura en la estructura cristalina de la ribonucleasa
A, Tilton y sus colaboradores la caracterizaron por cristalografia de rayos X, realizando la
colecta de los datos de difraccién a nueve temperaturas distintas en el rango de 98 K a 320 K.
El analisis demostré que la estructura cristalina de la proteina experimentaba una expansion
ligera (aproximadamente 0.4 % por cada 100 K) a temperatura creciente, y determinaron que

dicha expansién tenia un comportamiento lineal [68].

Otros grupos estudiaron la elasticidad de Ry frente a otras variables experimentales. En
particular, algunos trabajos han demostrado variaciones significativas en el Rg de proteinas
unidas a ligandos, tanto en solucién [54, 36, 46, 64, 47, 48, 28, 18] como en complejos cris-
talizados [5]. No obstante, en contraste con la expansién térmica precitada, estos cambios

conformacionales, inducidos por la interaccién con el substrato, usualmente consisten en cie-

10



1. INTRODUCCION

rres de las hendiduras de union a ligando debido a movimientos de pivot y rotacion de lobulos
separados, por lo que deben ser clasificados como movimientos locales de tipo bisagra en lugar

de una de compactacion de la proteina propiamente dicha.

Un antecedente cercano y reciente se halla los resultados de Risso et al. en nuestro laborato-
rio. En su investigacion produjo mediante ingenieria genética una forma nativa de g-lactamasa
de Clase A, cuyo compactacién era mayor que el resto de las S-lactamasas de su clase deposi-
tadas previamente en el PDB. En este trabajo [61] se report6 una forma mutante de la ESP
(penicilinasa exo-small de Bacillus licheniformis) en la que se sustituye un residuo de triptofano,
presente en la forma salvaje, por una fenilalanina. La mutante fue caracterizada por cristalo-
graffa de rayos X, alcanzandose una resolucién de 1.7 A de estructura mediante cristalografia de
rayos X. También fueron determinados sus parametros de actividad catalitica y su estabilidad
termodindmica. De la caracterizacién surgié que la mutante no mostré cambios cualitativos de
conformacién comparado con las 13 estructuras de [-lactamasas de B. licheniformis previa-
mente reportadas, pero si un R significativamente reducido. En efecto, la mutante mostro el

menor Rq entre las 126 -lactamasas de Clase A depositadas en el PDB.

Los antecedentes resenados en esta Introduccion sugieren que el mero analisis del Rg
un parametro simple de determinar y directamente relacionado con la densidad del empa-
quetamiento de la estructuras cristalinas, es por si mismo capaz de proporcionar informacién

estructural valiosa para el andlisis biofisico de las proteinas y su plegado.

11
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Capitulo 2

Hipotesis y objetivos

2.1. Hipotesis

(a) Las proteinas nativas en general manifiestan una compactacién térmica en el rango de

temperaturas utilizadas en la recoleccién de datos de difraccion de rayos X.

(b) La compactacién de las proteinas en el estado cristalino no es funcién sencilla de
la temperatura sino un fenémeno histerético con distintas manifestaciones de acuerdo a las

condiciones experimentales.

(c) Existen conformaciones ultracompactas de las proteinas cristalinas que no pueden ex-

plicarse simplemente por el efecto de la temperatura.
2.2. Objetivos

(a) Desarrollar métodos robustos para cuantificar el grado de compactacion de proteinas

cristalinas.

(b) Utilizar los métodos desarrollados para el analisis estadistico de los estructuras crista-

linas depositadas en el Protein Data Bank (PDB).

13
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(c) Identificar casos de proteinas compactas y ultracompactas en las distintas familias de

proteinas representadas en el PDB.

(d) Formular nuevas hipétesis para explicar el comportamiento térmico de las estructuras

proteicas cristalinas en el marco de las teorias modernas del plegado proteico.

14
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Capitulo 3

Materiales y métodos

Una lista inicial de c6digos de Identificacién (ID) de cadenas de proteinas fue descargada del
sitio PISCES (pdbaanr; 2015). La lista incluye 65,195 clases de cadenas. Cada clase de cadena
incluye varios resoluciones experimentales de la misma secuencia en una o mas entradas del
PDB. El nimero total de cadenas el conjunto inicial fue de 249,185 en total, correspondientes
a 95,503 entradas del PDB. Por ejemplo, la clase de cadenas de la hemoglobina W37A (con
mutacién de triptofano a alanina en posicién 37) contiente cuatro cadenas: 1A01 B, 1A01 D,
1AOW B Y 1AOW D, de dos entradas del PDB distinas (la 1A01 y la 1AOW). Las cuatro
cadenas de hemoglobina tienen la misma identidad de secuencia y sus estructuras resueltas

deben considerarse réplicas experimentales de la misma cadena pero en diferentes condiciones.

El set inicial fue tratado por medio de una serie de pasos de depuracion: (i) sélo se conside-
raron cadenas con una resolucién superior a 3.0 A; (ii) se descartaron las cadenas con atomos
faltantes, inconsistencias geométricas u otras anomalias experimentales, y (iii) las clases de

cadenas con menos de 20 representantes fueron eliminadas.

El conjunto final analizado en el trabajo consistié en 631 clases de cadenas, cada una de
ellas con por lo menos 20 réplicas de secuencia idéntica. Considerando todas las clases, el espacio

muestral abarcé 19,393 cadenas de 7,114 entradas distintas del PDB.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Calculo del R; de la cadena principal

El Rq de la cadena principal describe bien la forma y el tamano de la molécula mediante el
computo de la dispersion de los atomos individuales del esqueleto peptidico alrededor del CM o
el centro geométrico. En nuestro trabajo, este Rs fue estimado utilizando el centro geométrico,
dado que en proteinas puede asumirse la identidad de masas en todos los atomos distintos del
hidrégeno y, en esa aproximacién, el CM coincide con el centroide. Més atn: si este supuesto de
equivalencia general fuera inadecuado, no lo es en el esqueleto de las proteinas, por cuanto la
distribucién de los atomos de la cadena principal es periddica y homogénea y, en consecuencia,

en el célculo todas las masas se cancelan. El vector del centro geométrico (R.) se define:
ZZN (ri - RC) =0
donde r; es el vector coordenadas del a&tomo iésimo de la cadena principal, de donde:
R, = 30" (x:) /N
siendo N el nimero total de atomos considerados.

A partir del centro geométrico definido, Rg es un escalar que se aproxima como:

Ry~ /SN (r, — RO2/N

3.1.1. Cdbdigo C++ para calculo de R

#include <vector>
#include <cstring>
#include <cstdlib>
#include <string>
#include <fstream>
#include <iostream>
#include <cmath>
#include <iomanip>
using namespace std ;

17




3. MATERIALES Y METODOS




3. MATERIALES Y METODOS
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3.2. Normalizacion de los valores de R. Calculo de Valor
Z.

Los valores de R fueron normalizados de forma de poder comparar cadenas de diferentes
clases de cadenas. Para ello, se obtuvo el valor de la variable centrada reducida que consiste
en sustraer la media a cada uno de los valores de R y dividirlos por la desviacién tipica de la

variable en su clase:

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Zi=(Ry; — R;,j)/SRg,j

donde R, ; es el R de la cadena ¢ perteneciente a la clase de cadenas j; R, ; es el promedio
de los R¢ en la clase de cadenas j; y Sg,; es la deviacion estandar de R dentro su clase j de

pertenencia.

3.2.1. Cddigo en R para la normalizacién y calculo de Valor 7

1
2
3
4
5
6
7
8




3. MATERIALES Y METODOS

3.3. Calculo de la distancia de los atomos del esqueleto
peptidico al CM

La distancia al CM de los atomos del esqueleto peptidico de las proteinas fue calculado a
partir de las coordenadas espaciales de cada atomo segun se registran en el depdésito del PDB,

y utilizando las coordenadas del CM obtenidas en la determinacién de los Rg.

3.3.1. Cddigo en C++4 para la obtencion de la distancias al CM de
los atomos del esqueleto peptidico

1
2
3
4
)
6
7
8
9
0

—
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3. MATERIALES Y METODOS

3.4. Analisis estadistico y visualizaciéon molecular

Los andlisis estadisticos fueron realizados usando R [56]. Para evaluar la significacion
estadistica de las diferencias entre las medias de Rg, longitud y nimero de puentes de de
hidrégeno, cantidad y distancia promedio de contactos de van de Waals, en diferentes condi-
ciones de temperatura o grado de compactacion, se utilizaron, segiin los casos, la prueba T de
Welch para muestras independentes y la prueba no-paramétrica U de Mann Whitney. La homo-
geneidad de la varianza (homocedasticidad) fue investigada con prueba de Levene. Los cédlculos
interatémicos y la visualizacién molecular se realizaron utilizando VMD [30]. La medicién y
de cuantificacién de puentes de hidrégeno en estructuras nativas se efectuaron considerando
una distancia de corte de 4.0 A entre aceptor — donor y 40 grados de desviacién méxima de
180° del dngulo formado por el 4tomo donor, hidrégeno y atomo aceptor. En el andlisis de los
contactos de van der Waals, sélo se consideraron los atomos de carbono de residuos diferentes
y una distancia de corte maxima de 4.0 A y mimina de 3.4 A, correspondiente a la zona de

exclusion debido a la suma de los radio de van der Waals de los 4tomos interactuantes.

3.4.1. Cddigo en Tcl Tk de Obtencién de puentes de hidréogeno

foreach pdb [lsort [glob *.pdb]] {
mol new $pdb

set pdb_e [atomselect top ”protein”]
$pdb_e writepdb ${pdb}_e.pdb }

mol delete all

foreach pdb_edited [lsort [glob *_e.pdb]] {
mol new $pdb_edited

play renumerar.tcl

package require psfgen

topology top_all27 _prot_lipid.inp
pdbalias residue HIS HSE

pdbalias atom ILE CD1 CD

segment U {pdb ${pdb_edited}.pdb}
coordpdb ${pdb_edited}.pdb U
guesscoord

writepdb ${pdb_edited}_1.pdb
writepsf $pdb_edited}_1.psf

}
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3.4.2. Codigo en Tcl Tk para obtenciéon de contactos de van der
Waals

S © 00~ O Tk W+
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3.4.3. Superposicién de representaciones de Richardson

La representacién de Richardson, o diagrama de cintas, es la forma grafica de ilustrar la
estructura tridimensional de las proteinas mas utilizada desde que fuera desarrollada por Jane
Richardson en 1981 [58]. Para la ‘superposicién’ de representaciones de Richardson que permite
la apreciacion de la compactacion hacia el CM de las estructuras consideradas, se procede de la
siguiente manera: se superpone la representacién de Richardson de la estructura de interés sobre
la representacién de una estructura de referencia, y se utiliza una escala de gradiente de colores
azul—blanco— rojo, correspondiendo el azul a un alejamiento relativo hacia el exterior de los
atomos con respecto a la posicién de los atomos equivalentes en la estructura de referencia

obtenida de la clase de cadenas; el blanco indica la conservacién de la posicién, y el rojo el
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desplazamiento de los atomos en direccion al CM de la proteina. De esta forma, un diagrama
o una region de diagrama donde prevalece el rojo indica que la estructura de interés se ha
contraido hacia el CM, una region blanca senala que las distancias de los atomos al CM en
la estructura de interés son similares a las distancias en la referencia y una regién azul indica
que los atomos de la estructura considerada se alejan hacia la periferia en la relacién con la

estructura de referencia.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. La relacién entre el R y la longitud de la secuencia
proteica.

Se inspeccioné una subpoblacién del PDB [6]. Todas las proteinas con 20 o més representa-
ciones cristalograficas fueron incluidas en el espacio muestral. La eleccién de un punto de corte

en el nimero exigido de réplicas obedecié a un criterio de robustez del analisis estadistico.

Como se describe en la seccion Materiales y Métodos, a partir de un set original que incluia
todas las estructuras que cumplian con el criterio resenado y tras de una serie de pasos de
depuracion, fueron analizadas un total de 19,393 cadenas de proteinas, pertenecientes a 631
clases de cadenas provenientes de 7,114 entradas distintas del PDB. De dichas estructuras se
obtuvo el Rg de la cadena principal y la distancia de cada uno de sus atomos pesados al CM

definido, que coincide con el centro geométrico.

El R es un parametro fisico que guarda cierta relacion con la longitud de la secuencia. La
teorfa cldsica formulada por Flory a mediados del siglo XX [19] establece una ley potencial que
relaciona ambas variables. Esta ley deducida en la fisica de polimeros habitualmente se expresa

COIMo:

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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RG — R()NU

En la ecuacion N es el nimero de residuos, Ry es un coeficiente que depende de detalles
quimicos de la molécula y la geometria de los enlaces, y u es un exponente que, de acuerdo
al trabajo original de Flory, se aproxima a 0,6 en polimero extendidos de cadena larga, donde
predominan la interacciones entre el polimero y el solvente por sobre las intrapoliméricas. Sin
embargo, muchos trabajos posteriores han demostrado que, en estructuras nativas, la relacién
de Flory entre longitud de secuencia y R, se cumple, pero para valores del exponente v mucho
mas pequenos, de entre 0.3 y 0.4, segiin se considere proteinas de un solo dominio, monoméricas,

oligoméricas, o el calculo se realice basado en la unidad asimétrica de la estructura cristalina.

En nuestra investigacion, calculamos el Rs de decenas de miles de proteinas y observamos

que se cumple la relacién anticipada por Flory, lo que se verifica en el grafico de doble logaritmo

(figura 4.1).
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Radio de Giro
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Figura 4.1: Rz en funciéon de la longitud de secuencia. A: consistente con la teoria
clasica de Flory, nuestro analisis de datos confirma una relacién de tipo ley potencial entre el
R¢ y longitud de la proteina dada por Rg = N™. B: representacién logaritmica (log de Rg
vs. log de longitud) sobre el conjunto total de estrucuturas analizadas. El ajuste lineal tiene
pendiente u = 0.31, congruente con lo esperado de acuerdo a la ley potencial que vincula el
R del esqueleto peptidico en estructuras cristalinas y la longitud de la secuencia
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4.2. Contraccion de las estructuras de proteinas induci-
da por temperatura

A fin de evaluar la influencia de la temperatura de recoleccién de los datos de difraccion
de rayos X (TCD) sobre el grado de compactacién de las cadenas de proteina, se compararon
estructuras de diferentes clases de cadenas (cada clase corresponde a una secuencia). A tal
efecto, un valor Z fue calculado para toda las estructuras. Z es el valor normalizado de Rg
que representa, en unidades de desviacion estandar, la diferencia entre el Rg de una estructura
particular y el valor promedio de R¢ en la clase de cadenas a la que dicha estructura pertenece.
Para excluir la posibilidad de que la variacion de Rg sea una consecuencia de artefactos de
refinamiento en la solucion de la estructuras cristalogréfica, se determinaron las longitudes de
los enlaces peptidicos en la cadena principal, corroborandose la consistencia con los valores de
distancia de enlace reportados por Linus Pauling y Robert Corey en 1951 [51]. En la tabla 4.1
se detallan la cantidad de estructuras para cada rango de temperatura y el promedio del valor

de R¢ estandarizado como Z para cada intervalo de temperatura.

TCD <160 K 160K - 220K >240K n.d Total

N 14509 274 2318 2292 19393

Z -0.08 -0.01 0.37 0.12  0.00

Tabla 4.1: Nimero de estructuras por rango de temperaturas y valores Z. TCD es la
temperatura de recoleccion de datos de difraccién. Los datos de estructuras cuya temperatura
no fue reportada en el PDB se encuentran en la columna ‘no disponible’ (n.d). N es el nimero
de cadenas en cada rango de temperatura. Z son los valores normalizados de los promedios de
R¢ calculados como se describe en Materiales y Métodos. La diferencia en Z entre estructuras
a ultrabaja temperatura ( < 160 K) y estructuras temperaturas moderadas ( > 240 K ) es
estadisticamente significativa.

Los valores de Z segtin el rango de TCD demuestran que las estructuras cuyos datos de

difraccién fueron recolectados a ultra-baja temperatura (temperaturas menores a 160 K; tipi-
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camente a 100 K), a las que en adelante identificaremos como ‘estructuras a temperatura ul-
trabaja’, poseen valores de R significativamente mas pequenos que las estructuras cristalinas
cuya solucion se obtuvo a partir de datos de difraccién recolectados a temperatura moderada
(240 - 310 K), las que en adelante denominaremos simplemente ‘estructuras a temperatura

moderada’.

La diferencia entre los maximos de las curvas de densidad de distribucion del R normaliza-
do (como valor Z) de las ‘estructuras a temperatura ultrabaja’ y las ‘estructuras a temperatura
moderada’ es significativa. Por lo tanto, surge evidente que el grado de compactacion de las es-
tructuras cristalograficas difiere para la misma proteina, segin las condiciones de temperatura
en la que se hizo la recoleccion de datos. No obstante, la respuesta de Ry a las variaciones de
la TCD no es lineal ni es continua. En efecto, en nuestro trabajo pudimos identificar tres regio-
nes de Rg claramente diferenciadas segun la TCD. Por un lado, a ultrabaja temperatura las
estructuras presentan un R constitutivamente més chico que a temperaturas moderadas (que
incluye a las estructuras resueltas a temperatura ambiente). Pero, sugestivamente, la curva de
distribucién de la densidad de los Rg, tipificados como valor Z del conjunto de las cadenas que
fueron resueltas con datos de difraccion obtenidos a temperaturas intermedias, que son aquellas
que van entre los 160 y 240 K, no expone un perfil con un méaximo definido propio, sino una
distribucién bimodal, con maximos relativos que coinciden en su posicion en el eje de los Z con
los maximos respectivos de las densidades de distribucion de los Radios de Giro normalizados
de las ‘estructuras a ultrabaja temperatura’ y las ‘estructuras a moderada temperatura’, (figura
4.2). En la Discusién proponemos una explicacién para este comportamiento que se observa
en el rango intermedio de temperaturas, y que es compatible con una transicién de fase con

coexistencia de estados.
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Asimismo, se analizd la densidad de distribucién de R normalizado de las estructuras
resueltas a temperaturas intermedias (161-220 K), evidenciando un perfil bimodal de la dis-
tribucion, con sendos maximos coincidentes con los méaximos de las estructuras a ultrabaja y

moderada temperatura, respectivamente (figura 4.2).

S ] __  temp. ultabaja
temp. baja
8 | o temp. moderada

Densidad

valor Z

Figura 4.2: Densidad estimada de la distribucién de los valores de Z para tres dife-
rentes rangos de temperaturas considerados. El Valor Z mide en unidades de desviacion
estandar la distancia del R de una cadena de proteina al valor medio de los R de la clase
de cadenas a la que pertenece. La diferencia entre los maximos de las curvas que representan
las densidades de distribucion de las ‘ estructuras a temperatura ultrabaja’ y las ‘estructuras
a temperatura moderada’ es de 0.44 unidades de desviacion estandar Z. Esta diferencia es
estadisticamente significativa de acuerdo a la prueba de suma de rangos de Wilcoxon Mann
Whitney (P < 2.2 x 107%6), ANOVA (F = 205.6; P < 2 x 107'%) y Tukey post HOC HSD
test (P < 0.05).
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4.3. Estados ultracompactos de proteinas nativas

Los resultados presentados en la seccion anterior muestran que R es un parametro adecua-
do para la deteccién de efectos sutiles sobre la compacidad de las proteinas. En consecuencia,
se examinaron los casos que presentaban una mayor desviacién a izquierda en la cola de la
distribucién que corresponde a los Ry normalizados de las estructuras resueltas a temperatu-
ra ultrabaja, en busca de casos con una contraccién mayor a la esperada por el efecto de la

temperatura.

En dicha cola de la distribucién, hallamos una serie de estructuras con Z < —3. Una
desviacién tan extrema debe, de por si, corresponderse con estados de la proteina de un grado
de compactaciéon muy acentuado. Sin embargo, por la forma de normalizacién de Rg que se
representa con el valor Z, es probable que atin asi esté subestimada. Esta subestimacién se
deduce de la forma de calculo del valor Z de tipificacién. Para obtener el valor Z se utiliza una
media y una desviacion estandar de Ry por clase de cadenas, sin discriminar las temperaturas
de coleccion de datos de difraccién e incorporando en el cédlculo datos atipicos (outliers) que
podrian ser descartados por criterios estadisticos de tipo Chauvenet. Un modo mas realista de
obtener los valores de normalizacién fue utilizado para recalcular Z a partir de las medias y
desviaciones correspondientes a la curva de densidad de distribucién de los Rg de la campana

central en cada rango de temperatura.

Utilizando los valores de Z recalculados con este criterio para todas las clases de cadenas,

se identificaron 23 casos con Z < —4 correspondientes a ocho clases distintas.

Las cadenas ultracompactas listadas en la tabla tienen valores de R mucho menores que las

estructuras resueltas a ultrabaja temperatura en sus clases de cadenas respectivas. De ahi que la
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Clase Cadena T(K) Z

2M humana 99 3VFN B 100 —4.3
2M humana 99 1T1Z B 100 —4.2
B2M humana 100 3UTT B 100 -5.5
B2M humana 100 3UTT G 100 —-4.3
B2M raton 100 1K8D B 100 —5.0
Cyclina A2 2WMA B 100 —8.2
Cyclina A2 2WMA A 100 —5.6
Tripsina 1QL7 A 287 —9.4
Tripsina 1AQ7 A 93 —5.0
Tripsina 2ATH A 100 —6.1
Tripsina 2G81 E 100 —7.6
Tripsina 3GY2 A 100 —12.8
Tripsina 3GY3 A 100 —12.5
Tripsina 3GY5 A 100 —13.1
Tripsina 3GY6 A 100 —124
Tripsina 3GY8 A 100 —12.8
Tripsina 3RU4 T 100 —15.1
Quimiotripsina A 3RU4 D 100 —-9.6
Lisozima 3LJV A 100 —10.7
Fab pesada 2DWD A 100 —4.9
Fab liviana 2DWD B 100 —5.5
FC VII pesada 2FLR H 100 —6.4
HLA IT DR« 2Q6W A 98 —14.8

Tabla 4.2: Estructuras ultracompactas. Los valores de Z fueron recalculados utilizando
la media y la desviacion estandar de la curva de distribucién segiin rango de temperatura.
Aunque formalmente 32M humana de 99 aminodcidos y 2M humana de 100 aminoécidos
pertenecen a dos clases distintas, la inica diferencia entre ellas es que la f2M humana de 100
aminoacidos incluye el residuo de metionina inicial. La tripsina 1QL7 pertenece al rango de
las estructuras resueltas a temperaturas moderadas, pero fue incluida porque exhibe un grado
alto de compactacion.

contraccion térmicamente inducida -descrita anteriormente- no alcanza para justificar la ultra-
compactacién. Las posibles explicaciones triviales y artefactuales fueron descartadas mediante
un riguroso control de calidad de las estructuras incluidas en el andlisis (ver Materiales y Méto-

dos). Asimismo, las variaciones no son atribuibles a diferencias en posiciones rotaméricas de las

cadenas laterales, toda vez que en el procedimiento de cdlculo de Ry se considerd solamente

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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las coordenadas de los 4tomos de la cadena principal en estructuras de secuencia indéntica (ver

Materiales y Métodos).

Un examen mas detenido de las estructuras listadas en la tabla 4.2 confirma que los cambios
conformacionales involucrados en la disminucién del Rs de estas cadenas tienen caracteristicas
distintas a los antecedentes referidos en la literatura citada en la seccién de introduccion. Tal
como se describe en Materiales y Métodos, para asegurarnos la discriminacién entre variacio-
nes de R secundarias a una eventual reorganizacion de subdominios mediante movimientos
de cuerpo rigido o desplazamientos de tipo bisagra, sélo admitimos dentro de la categoria de
‘cadenas ultracompactas’ a estructuras cuya marcada desviacién a izquierda del R fuera acom-
panada con un movimiento global de los dtomos en direccién al CM o centro geométrico de
la estructura (> 80% de los dtomos). Este modo de compactacién de cardcter isotrépico no
modifica la forma de la proteina sino el volumen y la proteina ultracompacta preserva la posi-
cion relativa de los dominios. En otro orden, no se detecta un acortamiento de las distancias
de los enlaces peptidicos carbono — nitrégeno, més alld del entorno de la longitud tipica de
1.32 A determinadas por Linus Pauling [51], lo que serfa un fuerte indicio de un artefacto de
refinamiento. En consecuencia se observa una genuina contraccion global de estas proteinas sin

perjuicio de la estructura covalente.

A continuacién se analizé el comportamiento estadistico de las interacciones no covalentes.
En promedio los enlaces de hidrégenos son mas cortos en la estructuras resueltas a ultrabaja
temperatura ( < 160 K) que en las estructuras resueltas a estructura moderada ( > 240 K),
alcanzando una media de 3.041 A contra 3.051 A respectivamente, con significacién estadistica
evaluada por test de student (P < 3.2 x 107!8). La misma comparacién efectuada entre las

estructuras resueltas a temperatura ultrabaja y las estructuras ultracompactas mostré una
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disminucién més notable de la longitud los puentes de hidrégeno: 3.041 A contra 2.971 A,

respectivamente (P < 3.4 x 107%).

Por su parte, en promedio los contactos de van der Waals entre a&tomos de carbono mantie-
nen una distancia similar en las estructuras resueltas a ultrabaja temperatura y en las estruc-
turas resueltas a temperatura moderada. Sin embargo, cuando se comparan las estructuras de
temperatura ultrabaja con las estructuras ultracompactas, que en la practica son una subpo-
blacién de las primeras, se observa un acortamiento en la distancia media de las interacciones
de van der Waals: 3.746 A en ultrabaja temperatura, mientras que 3.737 A en ultracompactas,

con P=0.0002).

Para poder comparar el nimero de interacciones no covalentes de las estructuras segin la
TCD, obtuvimos un valor Z de los datos, utilizando el mismo procedimiento de normalizacién
aplicado a los valores de Rs . El andlisis devel6 que el nimero de puentes de hidrégeno en
las estructuras cristalinas no es afectado por la temperatura ni por el grado de compactacién
estimada por el Rg. Por el contrario, la cantidad de contactos de van der Vaals entre atomos de
carbono aumenta de forma significativa cuando la recoleccion de datos de difraccion se realiza
a temperatura por debajo de 160 K, y todavia mas en el caso de estructuras que muestran

ultracompactacion, segiin Rg.
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4.4. Tripsina

En la clase de cadenas de la tripsina bovina (UniProtKB P00760) se incluyeron 261 es-
tructuras cristalograficas, entre las cuales se identificaron una decena de ultracompactas (tabla
4.2). En la figura 4.5 (A) se aprecia que los valores de R¢ de la poblacién se distribuyen en una
regién muy estrecha en torno a Rg = 15.83 A, para mds del 95% de las tripsinas depositadas

en el PDB.

Tras un primer examen de la curva de densidad, se observa que ocho estructuras exhiben
valores de R que se desvian hacia la izquierda del promedio de la distribucién mas alla de la

linea de corte de 3 ¢ que exigimos para catalogarlas como ultracompactas.
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Figura 4.5: Distribucién de R; de tripsinas y densidad de la distribuciéon de Rg
segin TCD. A: més del 95% de las tripsinas depositadas en el PDB se distribuyen en
torno a un R = 15.83A. En rojo se destacan la tripsinas cuyo R¢ esté desplazado al menos
3 o hacia la izquierda, considerando el valor medio y la desviacién estdndar de la totalidad
de las cadenas de la clase. B: la densidad de R segin la temperatura de coleccién de datos
muestra que las tripsinas ultrafrias tienen R menor y la mayoria de las ultracompactas son
ultrafrias
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Dos hechos sugieren que la compactacion de estas estructuras tiene una significacién es-
tadistica mas importante de la que se estima al utilizar el valor de la desviacién estandar o
y la media p de la variable Rg que se obtiene sobre el total de las cadenas en la clase de las

tripsinas.

En primer lugar, salvo una de las cadenas, todas las tripsinas ultracompactas son ‘estructu-
ras a temperatura ultrafria’. Dichas estructuras conforman una subpoblacion estadistica dentro
de la clase para la variable R, puesto que en las tripsinas se reproduce el comportamiento ge-
neral de compactacién inducida por la TCD (figura 4.5,(B)). En segundo término, es evidente
que la linea de corte de 30 de alejamiento implica que las cadenas ultracompactas son datos
atipicos tan extremos (outliers) que pueden considerarse una poblacién distinta y sus valores
de R¢ no se deben incluir en los célculos de los pardmetros estadisticos (u y o) de la distribu-
cién mayoritaria, porque producen resultados enganosos. En consecuencia, el alejamiento de los
datos medido desde la p y en valores de o de la poblacién ultrafria tipica (sin outliers) refleja

de forma més apropiada el fenémeno que investigamos (ver figura 4.6).
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Figura 4.6: Densidad de la distribucién de R en tripsinas ultrafrias. La densidad de
distribucién corresponde a las tripsina con TCD ultrabaja. La region de la densidad destacada

en color rojo (campana central) fue la utilizada para obtener la media y la desviacién estandar
de la poblacién con la que se calculé el Valor Z definitivo.

Con este nuevo procedimiento, hasta diez estructuras cumplieron un criterio de ultracom-
pactacién todavia més exigente (linea de corte en -4¢) en virtud de las ubicaciones relativas de

sus radios de giro con respecto al valor medio de la distribucién (ver tabla 4.4).
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PDB ID Atomos R C—N TCD Valor Z1 Rango TCD Compactaciéon Valor Z 2
1QL7 A 892 15.59  1.32 287.00 -3.75 TCD moderada ultracompacto -6.97
1AQ7 A 892 15.69 1.33 93.00 -2.09 TCD ultrabaja no ultracompacto -4.96
2ATH A 892 15.67  1.33 100.00 -2.52 TCD ultrabaja no ultracompacto -6.10
2G81 E 892 15.63  1.32 100.00 -3.09 TCD ultrabaja  ultracompacto -7.61
3GY2 A 892 15.51 1.33  100.00 -5.04 TCD ultrabaja ultracompacto -12.79
3GY3 A 892 15.52 1.32  100.00 -4.95 TCD ultrabaja  ultracompacto -12.55
3GY5 A 892 15.50  1.32 100.00 -5.14 TCD ultrabaja  ultracompacto -13.06
3GY6 A 892 15.52  1.32 100.00 -4.90 TCD ultrabaja  ultracompacto -12.42
3GY8 A 892 15.51  1.33 100.00 -5.05 TCD ultrabaja  ultracompacto -12.81
3RU4 T 892 1546  1.32 100.00 -5.91 TCD ultrabaja  ultracompacto -15.08

Tabla 4.3: Estructuras ultracompactas de tripsina. La columna Atomos refiere al niimero
de atomos distintos del hidrogeno en la cadena principal. La columna C—N corresponde a la
longitud promedio de los enlaces peptidicos entre carbono y nitrégeno en A. La existencia de
dos valores Z (Z 1y Z 2) se explica en el texto en detalle. El rango de TCD indica que TCD
menores de 160 K son ultrabajas y mayor a 240 K son moderadas

El mismo procedimiento se practicd en todas las clases donde se hallaron estructuras ul-
tracompactas de acuerdo al alejamiento de los valores de Rg, sin discriminar, a priori, las
poblaciones segtin la TCD ni descartar los outliers para obtener los valores de p y o de la

variable. (ver Figura 4.7)
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Figura 4.7: Densidad de la distribucién de R en clases de cadenas ultrafrias. A: Beta
2 microglobulina humana (100 aa). B: Beta 2 microglobulina humana (99 aa). C: Beta 2 mi-
croglobulina murina. D: Lisozima. E: Quimotripsina. F: Ciclina A2. G: Factor de coagulaciéon
VII H: Tripsina. I: HLA II. J: Cadena liiana de Fab.
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El valor atipico de R se debe a una compactacién genuina y no a movimientos relativos
de dominios ni a reorganizaciones de alcance local con efecto sinérgico sobre la distribucién
general de los atomos alrededor del CM. Para corroborarlo, comparamos la distancia de cada
atomo de la cadena principal al CM ,o0 centro geométrico, de la estructura ultracompacta a la
que pertenecen contra el promedio de las distancias al CM de los dtomos correspondientes en

el conjunto de las estructuras de toda la clase.

Este analisis comparativo puso de manifiesto que la ultracompactacion se acompana de una
contraccién isotrépica: la mayoria de los residuos se aproximan a las coordenadas del CM (ver

tabla 4.4).

PDBID Atomos Rg (A) Compactacién (% Rg) Aproximacién (atomos) Factor de aproximacion (%)

1QL7T A 892 15.59 1.48 861 96.52
1AQ7 A 892 15.69 0.83 684 76.68
2ATH A 892 15.67 1.00 826 92.60
2G81 E 892 15.63 1.22 834 93.50
3GY2 A 892 15.51 1.99 884 99.10
3GY3 A 892 15.52 1.96 880 98.65
3GY5 A 892 15.50 2.03 885 99.22
3GY6 A 892 15.52 1.94 885 99.22
3GY8 A 892 15.51 2.00 880 98.65
3RU4 T 892 15.46 2.33 882 98.88

Tabla 4.4: Aproximacion al CM en tripsinas ultracompactas.Los datos corresponden
a las cadenas de tripsina con R desviado al menos 40 hacia la iquierda de la distribucion.
La columna Atomos corresponde al nimero de atomos totales de la cadena principal sin
hidrégenos. Compactacién es el valor porcentual de acortamiento de Ry con relacién a la
media de la distribucién. La Aproximacién es la cantidad de atomos de la cadena principal de
las estructuras ultracompactas que se acercan al centro de masa con respecto a la distancia
media de los atomos respectivos en la clase. El Factor de aproximacion es el porcentaje que
representa la Aproximacién de los atomos totales

El primer caso que se resena en la tabla 4.4 corresponde a la cadena A de la entrada del
PDB 1QL7 (Z = —6.9). Este es el tnico caso en la clase de las tripsinas de una estructura
ultracompacta que proviene de la poblacién resuelta a temperatura moderada (287 K). Figura

4.8
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Figura 4.8: Diferencias de distancias a CM de los atomos de la cadena principal
en 1QL7. A: se calcularon las distancias en A al CM de los dtomos de la cadena principal
para la tripsina 1QL7. En color se representan con respecto al promedio de las distancias a
CM de los atomos respectivos en la poblacién de estructuras a temperatura moderada. Las
lineas en gris grafican + s.d en cada posiciéon de la cadena principal. Valores positivos indican
aproximacién a CM; valores negativos indican alejamiento; y el valor 0 indica conservacion de
la distancia. B: histograma de diferencias de distancias al CM con respecto al valor promedio.
La contraccion es evidente de la distribucién. Si no hubiese contraccién genunina, el histograma
se distribuirfa en forma simétrica en torno al cero [22].

Otra forma de hacer visible la contraccion de las cadenas es la representacion de Richardson
o diagrama de cintas [58, 59] de las estructuras ultracompactas ‘superpuestas’ con estructuras
que no lo son, pero cuyas condiciones experimentales de resolucion son similares, sobre todo en
la TCD. Vale decir que, en rigor, no se realiza una superposicion de una estructura sobre otra
sino un representacion de Richardson de la estructura de interés, coloreada de acuerdo a una
escala que refleja la diferencia entre la distancia ‘punto a punto’ (esto es: a&tomo por adtomo) al

CM con respecto a la estructura de referencia (figura 4.9).
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quimotripsina A ultracompacta = 0.5 A acerc.

A distancia a CM

= 0.5 A alejam.

Figura 4.9: Representacién grafica de la compactacién con diagrama de Richard-
son. El ejemplo muestra la escala de colores utilizada en el diagrama de cintas sobre una
quimotripsina ultracompacta ‘superpuesta’ con una estructura de referencia

Por ejemplo, la cadena de tripsina de 1QL7 fue comparada con la cadena de tripsina 1GI6
(Z = —0.002) que también corresponde a una estructura de TCD moderada (298 K), pero
con el valor de Rg que mas se aproxima al promedio de esta subpoblacién. En el panel A de
la figura 4.10 puede observarse el resultado de la ‘superposicién’ en una escala de colores que
recorre el rojo (acercamiento relativo al CM) — blanco (conservacién de distancia a CM) —

azul (alejamiento relativo del CM).
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Figura 4.10: Representaciones de Richardson de tripsinas ultracompactas ‘super-
puestas’ con estructuras de referencia. La diferencia de distancia al CM se representa
en la escala de colores rojo — blanco — azul en el rango > 0.5A a < —0.5A. La mayoria de
los d4tomos de cadenas ultracompactas estdn mas proximos (rojo) al CM que en cadenas de
referencia. Sélo algunos segmentos se alejan (azules) o conservan la distancia (blanco). Panel
A. PDB ID: 1QL7 vs 1GI6; Panel B. PDB ID: 1AQ7 vs 1P2K; Panel C. PDB ID: 2ATH
vs 1P2K;Panel D. PDB ID: 2G81 vs 1P2K; Panel E. PDB ID: 3GY2 vs 3GY4; Panel F.
PDB ID: 3GY3 vs 3GY4; Panel G. PDB ID: 3GY5 vs 3GY4; Panel H. PDB ID: 3GY6 vs
3GY4; Panel I. PDB ID: 3GYS8 vs 3GY4; Panel J. PDB ID: 3RU4 vs 1P2K.
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Es apreciable el movimiento del conjunto de los atomos de la cadena principal de la tripsina
1QL7 hacia el CM. Algunas pequenas regiones en blanco y azul revelan la conservacion de la
posicién (blanco) o movimientos de algunos dtomos hacia el exterior (gradientes de azul), pero

ello no alcanza para compensar la compactacion global que se manifiesta en el valor de R.

En el panel B de la figura 4.10 se representa la superposicién de la cadena de tripsina con
identificacion de PDB: 1AQ7 ( Z = —5.0) y 1P2K (Z = 0). La estructura 1AQ7 es un complejo
formado por la tripsina y el péptido inhibidor modificado aeuroginosina 98-B; mientras tanto,
1P2K describe el complejo entre la tripsina y la aprotinina, mas calcio y el ién sulfato. Las
dos estructuras fueron resueltas a temperatura ultrabaja y la estructura de referencia 1P2K
fue seleccionada porque su valor de Z = 0 la ubica en la media exacta de la distribucién de
los R para su poblacion. El desplazamiento relativo de la mayoria de los atomos de la cadena
principal al CM es todavia evidente en la escala de colores, pero 1AQ7 es, entre todas las

tripsinas ultracompactas, la que presenta menor factor de aproximacion.

Las tripsinas 1AQ7 y 2A7TH (panel C de la figura 4.10) conforman el grupo de tripsinas
ultracompactas que no fueron detectadas en primera instancia, sino luego del analisis estadistico
mas fino que se explicé antes. El diagrama de cintas en las superposiciones comparativas (figura
4.10, panel A y B) y las graficas e histogramas de aproximacién a CM de la figura 4.11
demuestran la compactacién global de estas estructuras. En el caso de 1AQ7, los pocos residuos
que se alejan del CM lo hacen dentro del rango de una desviacién estandar (sd), con excepcién
del acido aspartico 145, cuyo alejamiento va més alld de la sd, como se aprecia en la posicién
de los cuatro atémos del backbone de ese aminoacido alrededor del indice 580, que corresponde

al C, de Asp 145.
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Figura 4.11: Diferencias de distancias al CM en tripsinas ultracompactas 1AQ7 Y
2ATH. En Ay C secalcularon las distancias en A al CM de los 4tomos de la cadena principal
para las tripsina 1AQ7 y 2AH7, respectivamente. La mayoria de los &tomos se aproximan al CM
con respecto al promedio de distancia en la poblacion de estructuras resueltas a temperatura
ultrabaja. Las lineas en gris grafican + sd en cada posicién de la cadena principal. Valores
positivos indican aproximacion a CM; valores negativos indican alejamiento; y el valor 0 indica
conservacion de la distancia. En B y D la distribucién de los histogramas hacen evidente la
compactacion. Si no hubiese contraccion genunina en las tripsinas analizadas, los histogramas
se distribuirfan en forma simétrica en torno al valor central cero [22].

Las tripsinas de los identificadores PDB 2G81 y 3RU4 son cadenas ultracompactas resuel-
tas con datos colectados a temperatura ultrafria. Se corresponden con tripsinas en complejo
con un inhibidor de la familia de los inhibidores Bowman Birk de serina proteasas (BCTI),

procedentes del poroto caupi ( Vigna unguiculata). Los miembros de esta familia de inhibidores
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habitualmente presentan dos sitios de inhibicién, mediante los cuales interactiian con la enzima
de forma no covalente. Mientras 2G81 es un complejo simple entre tripsina y BCTI, 3RU4 es un
complejo triple entre tripsina — BCTI — quimiotripsina, con BCTI inhibiendo a las dos pro-
teasas simultaneamente. Tanto en el patrén de colores que se aprecia en la figura (panel D y J
de figura 4.10) como en los graficos de aproximacién (figura 4.12) se manifiesta la compactacion
que es significativa para las dos estructuras, pero bastante mas apreciable en 3RU4, a pesar de

estar inhibidas por el mismo compuesto inhibidor y pertenecer a la misma subpoblacion segin

la TCD.
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Figura 4.12: Diferencias de distancias al CM en tripsinas ultracompactas 2G81 Y
3RU4. A y C: aproximaciéon a CM de los atomos de la cadena principal para las tripsinas
2G81 y 3RU4. B y D: histograma de las distancias de aproximacién. El factor de aproximacion
es cercano a 100 en ambas estructuras, pero 3RU4 tiene un Rg; mucho mas pequeno, y el
desplazamiento medio de sus dtomos al CM es mas importante.

En la figura (paneles E a I de figura 4.10) se representa la superposicién de las tripsinas
ultracompactas 3GY2, 3GY3, 3GYH, 3GY6 y 3GY8 con la tripsina de referencia 3GY4, y
el gradiente de color en funcién de la aproximacién al CM. El grado de compactaciéon de
todas estas estructuras es muy similar, con un marcado desplazamiento de los dtomos de sus
cadenas principales a los CM respectivos. Siete estructuras (3GY2 — 3GYS) fueron resueltas

por el mismo grupo de investigacién, en similares condiciones experimentales. Cinco de ellas
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2. RESULTADOS

son ultracompactas, en tanto 3GY4 y 3GY7 presentan un tamano normal.

Estas siete tripsinas estan unidas a compuestos inhibidores derivados de la benzamidina,
un inhibidor competitivo reversible de las serina proteasas que mimetiza la cadena lateral basi-
ca protonada de la arginina, que es un ligando natural de este tipo de enzimas. Las cadenas
3GY2, 3GY5, 3GY6 Y 3GYS se encuentran en complejo con diminazeno, mientras que 3GY3
esta unida a la pentamidina. Estos dos compuestos son diamidinas aromaticas; es decir, estan
formados por dos extremos benzamidina unidos por un enlazador (linker), y se utilizan desde
hace muchos anos para el tratamiento de algunas formas de tripanosomiasis ??. El motivo de
unién entre las dos amidinas aromaticas de estos compuestos es una cadena de dioxipentano
en la pentamidina, y un grupo triazeno, mas corto y quimicamente distinto, en el diminazeno.
Por su parte, 3GY4 Y 3GY7 estan asociadas con benzamidina y p-amino benzamidina, respec-

tivamente (figura 4.13).

2%
ada
Ny \—-\__\'
NH NH § 0
Ny N
SN
NH, NHz  HN NH,
NH3 NH, NH M,
2

benzamidina p - amino benzamidina diminazeno pentamidina

Figura 4.13: Estructura de benzamidinas y diamidinas aromaticas. Los compuestos
derivados de la benzamidina son inhibidores competitivos reversibles de la tripsina, tradicio-
nalmente utilizados para el tratamiento de tripanosomiasis.

La diferencia mas evidente entre el grupo de las cinco cadenas ultracompactas con el grupo

de las dos que no lo son, es que el inhibidor utilizado en las dos estructuras que exhiben una

compactacién normal es del tipo mono - benzamidina (con un solo motivo amidino aromético),
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2. RESULTADOS

mientras que las estructuras ultracompactas estan inhibidas con una bis - benzamidina (dos
grupos amidino arométicos), que apenas difieren en las caracteristicas quimica y longitud del
motivo de unién, pero no en la identidad de los grupos en sus extremos, responsables de la

inhibicién competitiva.

En los graficos de aproximacién al CM de este grupo de tripsinas ultracompactas no so-
lamente se observa que se produce una contracciéon general en virtud del movimiento de la
mayoria de los atomos hacia los centros de masa respectivos, sino que tras una inspeccion mas
fina se aprecia que la aproximacién ‘punto a punto’ es muy similar. En otras palabras, las
estructuras se ultracompactan desplazando los mismos dtomos y en igual medida (ver figura
4.14). Para corrobar esta hip6tesis se reprodujeron los grificos de aproximaciéon a CM de las
cadenas ultracompactas, pero en pares con 3GY2, de forma de comparar los acercamientos, y
se obtuvo la representacion en la escala de colores sobre el diagramas de cintas, utilizando en

este caso una estructura ultracompacta como referencia (ver figuras 4.15 y 4.16).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Figura 4.14: Diferencias de distancias al CM en tripsinas ultracompactas 3GY2,
3GY3, 3GY5, 3GY6 y 3GYS8. Figuras A, C, E, E e I. aproximacion a CM en los
atomos de la cadena principal de las cadenas respectivas. Figuras B, D, F, H,y J: histograma
de datos de aproximacion. La compactacion es apreciable en todos los casos. Las curvas de
los datos de aproximacién resultan similares, especialmente entre las tripsinas inhibidas con
diminazeno. 57
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Figura 4.15: Grafico de diferencia de distancia al CM. La aproximacién al CM de los atomos de la cadena principal de en
las cadenas de interés, relativa al promedio de distancias al CM de la clase a la que pertenecen se destaca en color. Los gréficos
de aproximacion superpuestos de 3GY2 con el resto de las tripsinas 3GYx ultracompactas demuestran que en todas las tripsinas
de este grupo se desplazan los mismos dtomos y en similar medida hacia el CM. A: perfil de aproximacion de 3GY2 y 3GY3.
B: perfil de aproximacion de 3GY2 y 3GY5. C: Perfil de aproximacién de 3GY2 y 3GY6. D: Perfil de aproximacion de 3GY2 y
3GYS.
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2. RESULTADOS

Figura 4.16: Representaciones de Richardson de tripsinas ultracompactas super-
puestas entre ellas. La diferencia de distancia al CM se representa en la escala de colores
rojo — blanco — azul en el rango > 0.5A a < —0.5A. A: la tripsina ultracompacta 3GY2
superpuesta sobre la tripsina 3GY4, de compactacién normal. El color rojo abarca todo el dia-
grama porque hay una contraccion general de 3GY2 hacia el CM. B: 3GY5 sobre 3GY2. Las
dos estructuras son ultracompactas y fueron inhibidas con diminazeno. El dominio del blanco
en todo el diagrama es consistente con lo observado en la figura 4.15, donde se observa que
la distancia a CM es practicamente igual en ambas estructuras, para todos los dtomos de sus
cadenas principales. Esto implica que el perfil de compactacion es equivalente ‘punto a punto’.
C: 3GY3 sobre 3GY2. Las dos son ultracompactas, pero 3GY3 fue inhibida con pentamidina.
El diagrama mayoritariamente en blanco es la consecuencia de un perfil de compactacion casi
idéntico de las dos estructuras comparadas. Sin embargo, la helice o en la region C— terminal
en rojo indica que ese dominio se acerca mas a CM en 3GY3 que en 3GY?2.

4.5. (-2-microglobulina (32M)

La proteina 32M es la cadena liviana del complejo mayor de histocompatibilidad de clase
I (CMH-I). Se encuentra asociada de forma no covalente con la cadena o del CMH - I en la
superficie de la mayoria de las células nucleadas, pero también se le puede hallar en plasma
como proteina de dominio tnico, y su abundancia es un marcador diagnostico y prondstico en
algunos desérdenes patoldgicos. La funcion principal del complejo CMH - I es la presentaciéon
de péptidos derivados de proteinas citosolicas a linfocitos T CD8+ citotoxicos, y es la diana de
reconocimiento de los receptores inhibidores de las células NK ( ‘natural killer’). Casi 500 entra-

das en el PDB incluyen al menos una cadena de $2M en mds de 30 arquitecturas cuaternarias
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distintas (InterPro : IPR015707;[43]).

En nuestro trabajo fueron analizadas 582 estructuras de 32M pertenecientes a tres clases de
cadenas. Dos de éstas son de /3 -2- microglobulina humana (2M de 99 aminoacidos y 32M de 100
aminodcidos) y solamente se distinguen porque en una clase se conserva el residuo de metionina
inicial y en la otra no. Esta diferencia es suficiente para que hayan debido ser consideradas como
clases distintas en el analisis estadistico, aiin cuando corresponden a la misma proteina de la

misma especie. La tercera clase retine a las cadenas de 32M murinas.
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Figura 4.17: R de tres clases de cadenas de -2-microglobulina (82M). A: (32M hu-
mana de 99 aminoacidos. B: 32M humana de 100 aminoécidos (conserva la metionina inicial).
C: 2M murina. En rojo se destacan las cadenas ultracompactas.
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Entre las f2M de procedencia humana se identificaron cuatro estructuras ultracompactas
(identificacion de PDB: 3VFN, 1TIZ, y dos cadenas en la entrada del PDB: 3UTT). Asimismo,

se hallé una cadena ultracompacta de la 32M de ratén (Tabla 4.5).

PDB ID Atomos Rs C—N TCD Valor Z1 Rango TCD Valor Z 2

3VEN B 396 13.40  1.32 100.00 -3.29 TCD ultrabaja -4.31
1T1Z B 396 13.40  1.32 100.00 -3.24 TCD ultrabaja -4.25
3UTT B 400 13.46  1.32 100.00 -4.21 TCD ultrabaja -5.55
3UTT G 400 13.53  1.32 100.00 -3.29 TCD ultrabaja -4.35
1K8D B 396 13.39  1.32 100.00 -3.71  'TCD ultrabaja -5.06

Tabla 4.5: Estructuras ultracompactas de 32M. Las primeras dos pertenecen a la 32M
humana de 99 aminoécidos, las dos siguientes a las de clase humana de 100 aminoécidos y la
ultima a la $2M de ratén. Como se aprecia en el nimero de atomos, tanto las dos primeras
B2M humanas como la murina tiene 396 atomos distintos del hidrégeno en la cadena principal,
los que corresponden a 99 aminodacidos. El R de las cadenas ultracompactas es muy similar
en todas las clases.

El depésito 3VEFN se corresponde con el heterodimero formado por la 32M con la cadena
a de CMH - I que porta la mutacion R151A, unido al péptido de 13 aminoacidos de virus
Esptein Barr de secuencia LPEPLPQGQLTAY (HLA B*3508LPEP151A) [37]. 3VFN es una
estructura reportada en el contexto de una investigacién donde se resolvieron diez estructuras
de HLA B*3508 con el mismo ligando, siendo la diferencia entre ellas un dinico aminoécido
mutado en la cadena « o bien una mutacién puntual en el péptido reconocido, mientras que
las condiciones de cristalizacién, la TCD, el refinamiento y las propiedades del cristal fueron
idénticas. Las nueve estructuras restantes (3VFM, 3VFO, 3VFP, 3VFR, 3VFS, 3VFT, 3VFU,
3VFV, 3VFW) contienen una subunidad $2M con R normal. La mutacién en la cadena o,
o en el antigeno unido a ella, en todos los casos estd muy lejos de la subunidad 2M que se
encuentra asociada al complejo de forma no covalente. El hecho de que una de las diez 32M sea

ultracompacta sugiere que este fenémeno obedece a diferencias muy sutiles en la condiciones
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experimentales de preparacion del cristal o de la obtencién del espectro de difraccién. En la

figura 4.18 es apreciable el desplazamiento generalizado de los dtomos de la cadena principal

de la 32M de 3VFN hacia el CM de la estructura.

PDBID Atomos Rg (A) Compactacién (% Rg) Aproximacién (dtomos) Factor de aproximacién (%)
3VFN B 396 13.40 1.29 380 95.96
1T1Z B 396 13.40 1.28 382 96.46
3UTT B 400 13.46 2.14 306 76.5
3UTT G 400 13.53 1.67 291 72.5
1K8D B 396 13.39 1.53 349 88.13

Tabla 4.6: Aproximacién a CM en 32M ultracompactas. Los datos corresponden a las
cadenas de 32M humana y murina con R¢ desviado al menos 4 ¢ hacia la iquierda de la dis-

tribucién de su clase respectiva. La columna Atomos corresponde al niimero de atomos totales
de la cadena principal sin hidrégenos. Compactacion es el valor porcentual de acortamiento
de R con relacion a la media de la distribucion. La Aproximacion es la cantidad de atomos
de la cadena principal de las estructuras ultracompactas que se acercan al centro de masa con
respecto a la distancia media de los atomos respectivos en la clase. El Factor de aproximacion
es el porcentaje que representa la Aproximacion de los dtomos totales
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Figura 4.18: Diferencias de distancias al CM en 2M de PDB: 3VFN. A: distancias
al CM de los atomos de la cadena principal para la 32M de PDB: 3VFN en A. La mayoria
de los datomos se aproximan al CM con respecto al promedio de distancia en la poblaciéon de
estructuras resueltas a temperatura ultrabaja. Las lineas en gris grafican + sd en cada posicion
de la cadena principal. Valores positivos indican aproximaciéon a CM; valores negativos indican
alejamiento; y el valor cero indica conservacién de la distancia. A: histograma de los valores
de aproximacién al CM con respecto al valor promedio. La contraccién es evidente por la

asimetria del histograma con respecto al cero, que representa la conservaciéon de la distancia
[22].

La siguente estructura ultracompacta de 32M en la Tabla 4.5 proviene de la entrada del
PDB: 1T1Z. Esta 32M de 99 aminodcidos forma parte de un conjunto de ocho estructuras de
HLA-A2 (CMH-I humano) unidos a mutantes de un péptido derivado de la proteina Gag del
Virus de la Inmunodeficiencia Humana, reportada por el mismo grupo de investigacion. Todos
los pardmetros experimentales para lo estudios de cristalografia de rayos X fueron idénticos.
La unica diferencia relevante fue que mientras el complejo entre el péptido salvaje y HLA A2
formé un cristal de tipo ortorrombico, los siete mutantes y sus HLA A2 asociados formaron
cristales monoclinicos. La f2M de 1T1Z es la tinica con R ultracompacto y su cristal pertenece

a la geometria monoclinica mayoritaria.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Figura 4.19: Diferencias de distancias al CM en 32M de PDB: 1T1Z. A: distancias
al CM de los dtomos de la cadena principal para la 32M de PDB: 1T1Z en A. La mayoria
de los d4tomos se aproximan al CM con respecto al promedio de distancia en la poblaciéon de
estructuras resueltas a temperatura ultrabaja. La asimetria del histograma con respecto al
cero, que representa la conservacién de la distancia al CM, confirma la compactacién [22].

El grafico de dispersién y el histograma de la aproximaciéon al CM de los atomos de la
cadena principal en la B2M de 1T1Z con respecto al promedio respectivo en la clase (figura
4.19) revelan la contraccién generalizada de la estructura sobre las coordenadas centrales de la
proteina (coordenadas del CM). Lo mismo sucede con las estructuras que siguen en la tabla 4.5,
las cadenas B y G del depédsito 3UTT del PDB. Estas tltimas 32M humanas corresponden al
complejo formado por un receptor de células T expresado por el clon 1E6 del linfocito T CD8+
citotoxico junto con un péptido derivado del péptido senal de la insulina humana y la HLA A2
como complejo mayor de histocompatibilidad de clase I. En estos casos, la celda unidad contiene
un dimero del complejo y, en consecuencia, dos moléculas de B2M: las dos ultracompactas, como

se observa en la figura 4.20.
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Figura 4.20: Diferencias de distancias al CM en las $2M de PDB: 3UTT. En A
y C se muestran las distancias al CM de los atomos distintos del hidrégeno de las cadenas
principales en las 3B2M de PDB: 3UTT— B y 3SUTT — G, en A. En los dos casos la mayoria
de los atomos se aproximan al CM con respecto al promedio de distancia en la poblacion de
estructuras resueltas a temperatura ultrabaja. B y D son los histogramas de los valores de
aproximacién al CM con respecto al valor promedio en 3UTT — B y 3UTT — G

Basta con observar las representaciones de Richardson de la superposicion con las estruc-
turas de referencia (figura 4.21) para advertir que, mas alld de la similitud global, el patrén
de compactacién no es el mismo en las cuatro estructuras. Esto significa que el cambio con-
formacional que conduce del tamano normal hacia la ultracompactaciéon no es una transicién
entre dos estados unicos bien definidos. Por el contrario, el resultado implica la existencia de
formas compactas heterdgeneas, tal como si cada estructura particular explorara un ensamble

conformacional de estructuras ultracompactas.
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Figura 4.21: Diagramas de Richardson de 32M humanas ultracompactas ‘super-
puestas’ con estructuras de referencia. La diferencia de distancia al CM se representa en
la escala de colores rojo — blanco — azul en el rango > 0.5A a < —0.5A. La mayoria de los
atomos de las cadenas ultracompactas estdn mas préximos (rojo) al CM que en las cadenas de
referencia, sin embargo la compactacion no es tan notable ni sigue un patrén evidente como
en el caso de las tripsinas.

La tultima estructura de la tabla 4.5 corresponde a la $2M de ratén ultracompacta con
depdsito en el PDB: 1K8D. En los graficos de diferencia de distancias al CM de los atomos de
su cadena principal con respecto al promedio de la clase (figura 4.22) y en la representacién con
escala de colores del diagrama de Richardson de la superposicién con la 32M del depésito 3P4N

(Z = 0), se oberva la compactacién general (figura 4.23). En la tabla 4.6 se contabiliza el grado
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de compactacién: 349 atomos del esqueleto peptidico se aproximan al CM en comparacién con

el promedio de la distancias respectivas en la clase de las 32M murinas.
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Figura 4.22: Diferencias de distancias al centro de masa en 32M murina de PDB:
1K8D. A: distancias al CMa de los dtomos de la cadena principal para la 32M de PDB:
1K8D, en A. B: el histograma de las diferencias de distancias revela la compactacion.

<

Figura 4.23: Representacién de Richardson de 32M murina ultracompacta (PDB:
1K8D) superpuesta con 32M de referencia (PDB: 3P4N). Diferencia de distancia al
CM se representa en la escala de colores rojo — blanco — azul en el rango > 0.5A a < —0.5A.
La mayoria de los atomos en la cadena ultracompacta estan més proximos al CM que en la
referencia.
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4.6. Ciclina A2

La ciclina A2 es un reguladora de quinasas dependiente de ciclinas (CDKs). Mediante la
formacién de complejos con CDK1 y CDK2 promueve la transicion G1/S y G2/M del ciclo
celular. Hay més de 90 entradas en el PDB de ciclina A2, sin embargo sélo 26 se corresponden
en el fragmento C- terminal de 259 aminodcidos que va desde la Valina 173 a la Leucina 432.
El resto de las ciclinas A2 estan cristalizadas como fragmentos muy levemente distintos, pero
basta con que difieran en la longitud de un residuo o en la identidad de un aminoacido para
que no integren la misma clase (ver Materiales y Métodos). Ademas los rigurosos controles
de calidad obligaron a descartar cinco cadenas mas, por lo que el universo muestral analizado
incluy6 21 cadenas de ciclina A2. Todas ellas en complejo con CDK2 y, en algunos casos, con

otros ligandos (figura 4.24).

17.9-

° [ )
® o o
° ° °
~—~~ © o o o
< . o *
o
= 178-
o .
) ° e no ultracompacto
g ® ultracompacto
2
o
nd
17.7- ¢
L)
0 5 10 15 20
indice

Figura 4.24: Grafico de dispersion de R de a clase de ciclina A2. En rojo se destacan las
dos estructuras cuyos Rg se encuentran en el rango de ultracompactacion (glsPDB: 2WMA-B

y 2WMA -D).
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De las 21 cadenas de ciclina A2 analizadas, hay dos que son formas ultracompactas en virtud
de sus R¢ y del desplazamiento de la mayoria de los dtomos de sus cadenas principales hacia
las coordenadas del CM. Ambas pertenecen al mismo depédsito en el PDB por lo que resultan
de idénticas condiciones experimentales y estan contenidas en una tinica unidad asimétrica. En

la tabla 4.7 se detallan los parametros de las dos cadenas ultracompactas.

PDBID  Atomos Rs; C—N TCD Valor Z1 Rango TCD Valor Z 2

2WMA B 1032 17.64 1.33 100.00 -3.06 TCD ultrabaja ultracompacto -8.22
2WMA D 1032 17.71 1.33 100.00 -1.95 TCD ultrabaja ultracompacto -5.58

Tabla 4.7: Estructuras ultracompactas de Ciclinas 2A. La columna Atomos refiere al
nimero de atomos distintos del hidrégeno en la cadena principal. La columna C—N corres-
ponde a la longitud promedio de los enlaces peptidicos entre carbono y nitrégeno en A. La
existencia de dos valores Z (Z 1y Z 2) se explica en el texto en detalle. El rango de TCD
indica que TCD menores de 160 K son ultrabajas y mayor a 240 K son moderadas.

En la tabla 4.8 se listan las caracteristicas de la compactacién. La ciclina A2 2WMA- B
muestra una contraccién mas generalizada que abarca mas del 90 % de los 4tomos, mientras que
2WMA - D se compacta menos tanto en el R como en la cantidad de atomos que efectivamente
se aproximan al CM. Al igual en 52M y a diferencia de las tripsinas del grupo 3GYs, los perfiles
de ultracompactaciéon de las ciclinas 2WMAs no obedecen un patréon que hayamos identificado

( figura 4.25).
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PDBID  Atomos totales (A) Rgs  Compactacién (% Rg) Aproximacién (N de dtomos) Factor de aproximacién (%)

2WMA B 1032 17.64 1.13 932 90.31
2WMA D 1032 17.71 0.72 860 83.33

Tabla 4.8: Aproximacién a CM en ciclinas A2 ultracompactas. Los datos corresponden
a las cadenas de ciclina A2 con R desviado al menos 4 ¢ hacia la iquierda de la distribucién
de su clase respectiva. La columna Atomos corresponde al nimero de atomos totales de la
cadena principal sin hidrégenos. Compactacién es el valor porcentual de acortamiento de Rg
con relacién a la media de la distribuciéon. La Aproximacion es la cantidad de atomos de
la cadena principal de las estructuras ultracompactas que se acercan al CM con respecto a
la distancia media de los atomos respectivos en la clase. El Factor de aproximaciéon es el
porcentaje que representa la Aproximacion de los atomos totales
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Figura 4.25: Diferencias de distancias al CM en las ciclinas 2WMA B y 2WMA D.
A: y C: distancias al CM de los atomos de las cadenas principales de las ciclinas de PDB:
2WMA-B y 2WMA-D, en A. En los dos casos, la mayorfa de los dtomos se aproximan al CM
con respecto al promedio de distancia en la poblacién de estructuras resueltas a temperatura

ultrabaja. B: y D: histogramas de los valores de aproximacién al CM con respecto al valor
promedio en 2WMA-B y 2WMA-D

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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La superposicién para la representacién de Richardson (figura 4.26) se hizo con la ciclina
A2 identificada en el PDB como 1QMZ cadena B (Z = 0.45). Esta estructura fue seleccionada
como referencia porque tiene el valor de R; més proximo al promedio de la distribucion y
comparte los parametros experimentales mas importantes. Son apreciables las diferencias en el
patron de colores de las dos cadenas ultracompactas, lo que sugiere, nuevamente, que no son
productos de una transicion entre el estado nativo y una forma tnica més condensada, sino de
la exploracién sobre un espacio conformacional de estructuras ultracompactas similares pero

no idénticas.

Figura 4.26: Diagramas de Richardson de ciclinas A2 humanas ultracompactas su-
perpuestas con la estructura de referencia 1QMZ-B. La diferencia de distancia al CM
se representa en la escala de colores rojo — blanco — azul en el rango > 0.5A a < —0.5A.
La mayoria de los 4tomos de cadenas ultracompactas estdn mas proximos (rojo) al CM que
en la cadena de referencia, sin embargo la compactaciéon no es tan notable ni sigue un patron
como en el caso de tripsinas.

4.7. Quimotripsina A

La clase de la cadena B de la quimotripsina A (UniProtKB P00766, residuos 16-146) se

encuentra representada en el PDB por 46 estructuras cristalogrédficas. Del total, 24 informan
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TCD y de éstas, ocho son estructuras resueltas a temperatura ultrabaja (figura 4.24)
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Figura 4.27: Grafico de dispersién de R en la clase de la quimotripsina A. En rojo se
destaca la estructura cuyo R se encuentra en el rango de ultracompactacién ( PDB: 3RU4-D).

En el andlisis del set depurado se hallé una estructura con valores de Rs y aproximacion
general de la cadena principal de la proteina al CM compatible con los criterios de ultracom-
pactacion. Esta estructura corresponde con la identificacion en el PDB: 3RU4-D y exhibe un

valor de Z = —9.6 desviaciones estandares a la izquierda de la media de la distribucién de los

R de la clase (ver tabla 4.9).

PDB ID Atomos Rs; C—N TCD Valor Z1 Rango TCD Compactacién Valor Z 2

3RU4 D 524 14.62 1.32 100.00 -5.17 TCD ultrabaja ultracompacto - 9.63

Tabla 4.9: Estructura ultracompacta de quimotripsina A. La columna Atomos refiere
al nimero de atomos distintos del hidrégeno en la cadena principal. La columna C—N corres-
ponde a la longitud promedio de los enlaces peptidicos entre carbono y nitrégeno en A. La
existencia de dos valores Z (Z 1y Z 2) se explica en el texto en detalle. El rango de TCD
indica que TCD menores de 160 K son ultrabajas y mayor a 240 K son moderadas
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En la tabla 4.10 se detallan las caraceristicas de la ultracompactacién. La quimotripsina
3RU4-D muestra un colapso de 2.5% hacia el CM que involucra a practicamente todos sus
atomos (mas del 99 %) sin pérdida de estructuras secundaria y terciaria, que se conservan. Un
hecho notable que debe destacarse es que esta cadena de quimotripsina fue cristalizada forman-
do un complejo triple con tripsina y el inhibidor de serina proteasas tipo Bowman-Birk, y tanto
la tripsina como la quimotripsina inhibidas en el complejo presentan un R atipicamente bajo,

dentro del criterio de ultracompactacion.

PDBID Atomos Rg (A) Compactacién (% Rg) Aproximacién (atomos) Factor de aproximacion (%)
3RU4 D 524 15.00 2.49 520 99.27

Tabla 4.10: Los datos corresponden a la cadena de quimotripsina con R desviado al menos 4
o hacia la iquierda de la distribucién de su clase respectiva. La columna Atomos corresponde
al nimero de atomos totales de la cadena principal sin hidrégenos. Compactacién es el valor
porcentual de acortamiento de R con relacion a la media de la distribucion. La Aproximacion
es la cantidad de atomos de la cadena principal de las estructuras ultracompactas que se
acercan al centro de masa con respecto a la distancia media de los dtomos respectivos en
la clase. El Factor de aproximacién es el porcentaje que representa la Aproximacion de los
atomos totales

En el grafico de aproximacion (figura 4.28) se observa con claridad el acercamiento de los
atomos de la cadena principal al CM, que involucra 520 de los 524 atomos del esqueleto, mien-
tras que los cuatro atomos restantes conservan una posicion relativa similar al promedio de la

distancia al CM de los atomos respectivos en el conjunto de la clase.
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Figura 4.28: Diferencias de distancias al CM en la quimotripsina de PDB: 3RU4-D.
A: distancias al CM de los dtomos de la cadena principal de la quimotripsina 3RU4-D, en A.
La mayoria de los atomos se aproximan al CM con respecto al promedio de distancia en la
poblacién de estructuras resueltas a temperatura ultrabaja. B: histograma de los valores de
aproximacién al CM con respecto al valor promedio en 3RU4-D

La superposicién para la representacién de Richardson (figura 4.29) se hizo con la quimo-
tripsina A de PDB: 1YPH-D (Z = —0.3). Esta estructura fue seleccionada como referencia
porque tiene el valor de Rg mas préximo al centro de la distribuciéon y comparte los pardme-
tros experimentales mas importantes. Es apreciable la ultracompactacion global en el patron

de colores de la figura.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Figura 4.29: Representacion de Richardson de quimotripsina ultracompacta 3RU4-
D superpuesta con estructura de referencia 1YPH-D. La diferencia de distancia al CM
se representa en la escala de colores rojo — blanco — azul en el rango > 0.5A a < —0.5A.
La mayoria de los dtomos de cadenas ultracompactas estdn més préximos (rojo) al CM que
en la cadena de referencia. La compactacién es apreciable.
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4.8. Otros casos: lisozima, cadena pesada de Fab, cade-
na liviana de Fab, cadena pesada del Factor VII de
coagulacion y HLA DRa

Figura 4.30: Representaciones de Richardson de cadenas ultracompactas superpues-
tas con estructuras de referencia de sus clases respectivas. La diferencia de distancia al
CM se representa en la escala de colores rojo — blanco — azul en el rango > 0.5A a < —0.5A.
A lisozima ultracompacta 31JV-A superpuesta sobre la lisozima 3A8Z-A, de compactacion
normal. El color rojo abarca todo el diagrama porque hay una contraccién general hacia el
CM. B: HLA DRa ultracompacta (2QW6 -A) sobre HLA DRa de referencia (4E41 -A). C:
factor de coagulacién VII (2FLR-H) superpuesto sobre la estructura de referencia de la clase
(2CF4-H). D: cadena pesada de FAb ultracompacta (2DWD-A) sobre estructura de referencia
de la clase (2HG5-A). E: cadena liviana de FAb (2DWD-B) sobre referencia de compactacién
tipica (1ZWI-B).
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Proteina PDB ID Atomos Rs; C—N TCD Valor Z1 Rango TCD Compactacién Valor Z 2
Lisozima 31JV A 516  13.26 1.32 100 -5.95 TCD ultrabaja ultracompacto -10.66
HLA DRa 2Q6W A 716 17.68 1.32 98 -3.10 TCD ultrabaja ultracompacto -14.85
CFVII 2FLR H 1016 16.42 1.30 130 -3.75 TCD ultrabaja ultracompacto -6.41
FAb cad pesada 2DWD A 876  20.57 1.33 100 -3.75 TCD ultrabaja ultracompacto -4.86
Fab cad liviana 2DWD B 848 23.018 1.33 100 -3.88 TCD ultrabaja ultracompacto -5.54

Tabla 4.11: Otros casos de estructuras ultracompactas. La columna Atomos refiere al
nimero de atomos distintos del hidrégeno en la cadena principal. La columna C—N corres-
ponde a la longitud promedio de los enlaces peptidicos entre carbono y nitrégeno en A. La
existencia de dos valores Z (Z 1y Z 2) se explica en el texto en detalle. El rango de TCD
indica que TCD menores de 160 K son ultrabajas y mayor a 240 K son moderadas

Proteina PDBID Atomos Ry (A) Compactacién (% Rg) Aproximacién (dtomos) Factor de aproximacién (%)
Lisozima 3LJV A 516 13.26 3.19 516 100
HLA DRa 2Q6W A 716 17.68 3.16 608 84.92
CFVIIL 2FLR H 1016 16.42 1.44 855 84.15
FAb cad pesada 2DWD A 876 20.57 0.88 774 88.36
FAD cad liviana 2DWD B 848 23.018 0.80 818 96.46

Tabla 4.12: Aproximacién a CM en casos ultracompactos (misceldnea). Los datos
corresponden a cadenas de diferentes clases con Ry desviado al menos 4 ¢ hacia la iquierda
de la distribucién. La columna Atomos corresponde al nimero de atomos totales de la cadena
principal sin hidrégenos. Compactacién es el valor porcentual de acortamiento de Rs con
relaciéon a la media de la distribucién. La Aproximacion es la cantidad de dtomos de la cadena
principal de las estructuras ultracompactas que se acercan al centro de masa con respecto
a la distancia media de los atomos respectivos en la clase. El Factor de aproximacién es el
porcentaje que representa la Aproximacion de los atomos totales

4.8.1. Lisozima (PDB: 31JV cadena A)

La clase de la lisozima de la clara de huevo (UnitProtKB: P00698) tiene 221 representaciones
cristalograficas en el PDB cuyas datos difraccion se recolectaron a temperatura ultrabaja. Una
sola de estas estructuras (3IJV-A) cumple los criterios de ultracompactacion, alcanzando un
valor de Z = —10.7 desviaciones estandares a la izquierda del promedio de la distribucion de

R de su clase y un desplazamiento relativo general de los atomos de la cadena principal hacia

el CM.
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Figura 4.31: Grafico de dispersiéon de R; en la clase de las lisozimas resueltas a
temperatura ultrabaja. En rojo se destaca la estructura cuyo Rg se encuentra en el rango
de ultracompactacién (31JV-A).

La lisozima ultracompacta detectada fue resuelta en un trabajo de 2015 a cargo de Pechko-
va et al. [52] donde se compar¢ el cristal obtenido mediante un procedimiento de cristalizacién
inducida por una plantilla de alimina anédica nanoporosa (APA - anodic porose alumina tem-
plate) con el cristal obtenido por el método clasico de difusién de vapor por gota colgante,
siendo la cadena depositada en el PDB con la identificacién 31JV -A la lisozima de referencia
cristalizada por la técnica tradicional. Los parametros experimentales de 3IJV-A son practica-
mente idénticos al resto de las estructuras cristalizadas por difusién de vapor, pero su caracter
ultracompacto es notable tanto en la desviacién de su R cuanto en la distancia ‘punto a punto’
al CM de los atomos de su cadena principal. En las figuras 4.31 y 4.32 se observan la posicién
en el grafico de dispersion de los Rg de su clase y la aproximacion, que involucra al 100 % de

los atomos considerados, hacia el centro de la proteina (CM).
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Figura 4.32: Diferencias de distancias al CM en la lisozima 3JIV-A. A: distancias al
CM de los dtomos de la cadena principal de la lisozima 3JIV-A, en A. La totalidad de los
atomos de la cadena principal se aproximan al CM con respecto al promedio de distancias a
CM en la poblacion de estructuras resueltas a temperatura ultrabaja. B: histograma de los
valores de aproximacion al CM con respecto al valor promedio en 3JIV-A

En la representacion de Richardson de la ‘superposion’ de 3IJV-A y una estructura de
referencia de Rg normal (PDB: 3A8Z cadena A) con valor Z = 0.0 se apecia nitidamente
la compactacion global de la lisozima, pese a que los parametros experimentales asi como el
método de cristalizacion no importan diferencias metodolégicas significativas que justifiquen

este comportamiento 4.30.
4.8.2. HLA-DRa (PDB: 2QW6 cadena A)

El antigeno leucocitario humano HLA-DR es un receptor de superficie del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase IT que participa en la presentacion por la via exégena de fragmentos
peptidicos a los recepectores de los linfocitos T colaboradores. E1 HLA-DR es un heterodimero

formado por una cadena « y una cadena  en complejo con el antigeno procesado para su
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presentacién. Luego de todos los pasos de control, la clase de cadena HLA-Dra: (UnitProtKB:
P01903) tiene 20 representantes en el PDB con total identidad de secuencia, pero son fragmentos
que varian entre 178, 179 y 180 aminoacidos, por lo que deben considerarse en tres grupos de
longitud diferente. El grupo de HLA-DRa con més representaciones en el PDB corresponde al
fragmento de 179 aminoécidos y retine 12 de las 20 cadenas de la clase. Nuestro estudio se hizo
sobre las estructuras con esta longitud y sélo una cadena ultracompacta fue hallada, pero con
la peculiaridad de que es ultracompacta incluso si se consideran las 20 cadenas de HLA-Dra,
con independencia del tamano de la estructura primaria de los fragmentos. Debido a ello, este
caso se comunica a pesar de que no satisface el minimo de 20 cadenas de secuencia y longitud

idéntica que requeriamos para incorporarlo en el analisis.
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Figura 4.33: Grafico de dispersion de los R¢ en la clase de las HLA DRa resueltas a
temperatura ultrabaja. En rojo se destaca la estructura cuyo Rg se encuentra en el rango
de ultracompactacion (2Q6W-A).

Las 12 cadenas de HLA-DRa de 179 aminoacidos y 716 atomos en la cadena principal fueron
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resueltas con datos recolectados a temperatura ultrabaja (< 100 K). Una de ellas, la estructura
de identidad 2Q6W-A, es ultracompacta porque exhibe un valor Z = —14.85 a la izquierda de
la media de la distribucién de los R y, ademads, el 85 % de los 4tomos de su esqueleto peptidico
se aproximan al CM en la comparacion ‘punto a punto’ con los atomos correspondientes en el

resto de las proteinas de la clase (ver figuras 4.33 y 4.34).

Como referencia para la representaciéon de Richardson de la ‘superposicién’ se utilizé la
estructura 4E41-A de valor Z = —0.2. Este Z la ubica como la mas préxima al valor promedio
de R dentro de la clase. Se destaca que tanto en la celda unitaria del cristal de 2QW6 como
en la referencia 4E41 hay dos cadenas HLA DRa. La estructura HLA DRa contenida en la
cadena D de 2Q6W no fue incluida en el analisis porque fue depurada en un paso previo de
control de calidad de las cadenas de la clase, debido a que le faltaban cuatro dtomos en el
equeleto peptidico. Sin embargo, el Rg = 17.88 A de esta estructura descartada también era

sensiblemente mas pequeno que el promedio de la clase.
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Figura 4.34: Diferencias de distancias al CM en HLA DRa 2Q6W- A. A: distancias
al CM de los 4tomos de la cadena principal de la HLA DRa 2Q6W-A, en A. La mayorfa
de los atomos se aproximan al CM con respecto al promedio de distancia en la poblacion de
estructuras resueltas a temperatura ultrabaja. B: histograma de los valores de aproximacion
al CM en 2Q6W-A con respecto al valor promedio en la clase.

4.8.3. Cadena pesada de Factor de Coagulacién VII (PDB: 2FLR
cadena H)

El factor VII de coagulacion es una serina proteasa que inicia la via extrinseca de la coa-
gulacion sanguinea. Esta proteina plasmatica circula en la sangre como zimégeno y, una vez
procesada, exhibe una cadena liviana y una cadena pesada. La clase de las cadenas pesadas
del factor VII comprende 37 estructuras resueltas por cristalografia de rayos X, para 32 de las

cuales se utilizaron datos de difraccién recolectados a temperatura ultrabaja.

El analisis de esta clase permitié detectar una sola estructura ultracompacta, de acuerdo
al Rg y a los valores de acercamiento relativo de los atomos de la cadena principal al CM. La
estructura con identificador PDB 2FLR cadena H presenta un valor Z = —6.41 desviaciones

hacia la izquierda del promedio de la clase y cerca del 85 % de los 4tomos del esqueleto peptidico
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se encuentran mas proximos al CM que el promedio de los atomos correspondientes en el resto

de las cadenas.

En la representacién de Richardson de la ‘superposicién’ de 2FLR-H con la cadena H de

2CF4 (Z = 0.1) es apreciable la compactacién general, codificada en color rojo, aunque no es

tan notable como en los casos de otras proteinas analizadas.
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Figura 4.35: Grafico de dispersion de los R; de los factores de coagulaciéon VII
resueltos a temperatura ultrabaja. En rojo se destaca la estructura cuyo R se encuentra
en el rango de ultracompactacién ( PDB: 2FLR -H).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Figura 4.36: Diferencias de distancias al CM en el factor de coagulacién VII de
PDB: 2FLR-H. A: distancias al CM de los atomos de la cadena principal del factor de
coagulacién VII 2FLR-H, en A. La mayorfa de los dtomos se aproximan al CM con respecto
al promedio de distancia en la poblacién de estructuras resueltas a temperatura ultrabaja. B:
histograma de los valores de aproximacién al CM con respecto al valor promedio en 2FLR-H

4.8.4. Fragmentos Fab de anticuerpo monoclonal anti KcsA

Las cadenas pesadas y las cadenas livianas de Fab (fragmento de unién al antigeno) del
anticuperpo de raton especifico contra el canal de potasio KesA conforman dos clases que com-
prenden 32 estructuras (cadenas) depositadas en elPDB por cada clase. En la entrada del PDB
2DWD tanto la cadena pesada (2DWD-A) como la cadena liviana (2DWD-B) satisfacen los
criterios de ultracompactacién segin sus Rg y las distancias de los atomos de sus esqueletos
peptidicos a los respectivos CM. Mientras que la cadena pesada tiene un valor de Z = —4.9
desviaciones estandares hacia la izquierda del promedio, la cadena liviana 2DWD-B esta des-
plazada -5.5 desviaciones hacia los valores de compactacién. Asimismo, alrededor de un 90 %

de los atomos de las cadenas principales de dichas estructuras se aproximan al CM en relacién
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a las distancias promedios de los atomos correspondientes en sus respectivas clases.

A [
[ ]
[ ]
(] PY .
® °
=< 23.2- o °
2 .
(D [
) ° e no ultracompacto
o
o e ultracompacto
2
ol
X 231-
[ ]
4 8 12 16
indice
B o o
20.80-
[ ]
[ ] [ ]
e o [ ] [ ]
_ 20.75- -
< * .
o °
?) 20.70- b o e no ultracompacto
_8 ° e ultracompacto
2
o]
X 20.65-
20.60-
[ ]
5 10 15
indice

Figura 4.37: Graficos de dispersion de las clases del Fab anti KscA: cadena liviana
y pesada. A: cadena liviana de Fab anti KscA. B:cadena pesada de Fab anti KscA. En rojo
se destacan las formas ultracompactas
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Figura 4.38: Diferencias de distancias al CM de los atomos de las cadenas princi-
pales de 2DWD-B y 2DWD-A A y C: aproximacién al CM de los dtomos pesados de los
esqueletos peptidicos en las cadenas liviana y pesada de Fab anti KscA (2DWD-B y 2DWD-A,
respectivamente). B y D: histogramas de las distancias de aproximacién

Las representaciones de Richardson de las ‘superposiones’ fueron construidas sobre las refe-
rencias 1ZWI -B, para la cadena liviana del Fab, y 2HG5-A para la cadena pesada. Un hallazgo
a resaltar es que la proteina de membrana KcsA de la entrada del PDB 2DWD también parece
ser compacta, lo que nuevamente sugiere que el fenémeno afecta a toda la celda unidad y, en
este caso, abre la interrogante sobre si podria existir una relacion de causalidad entre el caracter
compacto de la proteina diana y el cardcter ultracompacto de los fragmentos Fab de union a

ella. En otros términos: si la compactacién podria ser un fenémeno inducible por ligando o la
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misma refleja sutiles cambios en la condiciones metodoldgicas de la resolucién de las estructuras

cristalograficas por el patron de difraccién de los rayos X.
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Capitulo 5
Discusién

5.1. Discusion

En este trabajo determinamos el (R¢) y la distancia al (CM) de los dtomos de la cadena
principal en 19,393 estructuras cristalograficas de proteinas depositadas en el PDB. Dos hallaz-
gos alcanzados en este contexto merecen ser destacados: encontramos que el R de las cadenas
cristalizadas es sensible a la (TCD) de los patrones de difraccion, siendo el valor del Rg més
pequeno, de forma estadisticamente significativa, cuando la recoleccién se hace a temperatu-
ras criogénicas que cuando se realiza a temperatura moderada o ambiente. Adicionalmente,
detectamos la existencia de casos que exhiben una compactaciéon —menor Rg y aproximacion
general hacia CM— mas importante de la que cabria esperar debido al efecto térmico. Estos ca-
sos no obedecen a errores o sesgos metodologicos apreciables en el procedimiento de resolucién.
Tampoco se pudo atribuir este comportamiento a las condiciones experimentales, a ajustes ins-
trumentales en la recoleccion de los datos de disfraccién de rayos X, al protocolo de crecimiento
de los cristales, a los métodos de cristalizacién, al refinamiento de los datos obtenidos ni a
la resolucion alcanzada. Otras posibles explicaciones triviales fueros descartadas mediante un
proceso riguroso de control de la calidad de los datos, que fue aplicado a todas las proteinas y

clases de proteinas incluidas en la investigacion.
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Para el andlisis estadistico, las estructuras cristalograficas de las cadenas de proteinas fue-
ron agrupadas en clases de cadenas idénticas: sin mutaciones en la secuencia y de igual longitud.
El Rg se computé utilizando solamente las coordenadas espaciales de los atomos de la cadena
principal (esqueleto peptidico) sin los atomos de hidrégeno. Esta metodologia de anélisis exclu-
ye cualquier relacién del fenémeno investigado con eventuales disimilitudes de las estructuras
primarias o con discrepancias en la seleccién de los atomos para calcular el Rg. Cabe subrayar
que algunas de las estructuras ultracompactas identificadas fueron resueltas en el contexto de
experimentos en paralelo llevados a cabo por un mismo grupo de investigacién en condiciones
experimentales similares, registrandose, sin embargo, valores de R normales en el resto de las

estructuras depositadas en el PDB.

Las clases analizadas contienen cadenas de proteinas quimicamente idénticas, en estado
monomérico o asociadas de forma no covalente a otras cadenas en diversas arquitecturas cua-
ternarias. Asimismo, en algunos casos las cadenas se encuentran formando complejos o inhibidas
por un ligando, asociadas con iones y grupos prostéticos o aditivos. En la misma clase puede
haber cadenas cristalizadas en condiciones quimicas diferentes, pero éstas no bastan para expli-
car la ultracompactacion, toda vez que mas de una cadena dentro de una clase pueden mostrar

ultracompactacion sin participar del mismo patrén de interacciones.

No fue posible precisar con certeza si la compactacion y la ultracompactacion afectan a
todas las estructuras que se encuentran en la unidad asimétrica de un cristal o si, por lo
contrario, estan limitadas a una cadena. El propio diseno experimental no lo permite debido a
los criterios utilizados para la inclusion en el andlisis de cada proteina individualmente y de las
clases a las que pertenecen. Cuando hay otras proteinas simultdneamente presentes en la celda

unidad, éstas no necesariamente satisfacen — y en general no lo hacen— los requisitos para el

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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tratamiento analitico. Es decir que: o bien no contamos con la cantidad minima requerida de
representaciones cristalograficas depositadas en el PDB o, aun cuando se hallaren, no superan
en cantidad suficiente los procedimiento de control. Sin embargo, en algunos casos en los que
pudo determinarse, se observé cadenas ultracompactas de proteinas pertenecientes a diferentes
clases en la misma unidad asimétrica, lo que sugiere que la compactacién, si ocurre, podria

afectar a mds de una estructura en la celda.

5.1.1. Compactaciéon inducida por temperatura

En el curso de esta investigacion, demostramos que el Rg de las proteinas cristalizadas
es un parametro sensible a la temperatura de recoleccién de los datos de difraccion. De este
modo, probamos que las estructuras resueltas a temperatura ultrabaja (< 160K) exhiben un
R significativamente menor al conjunto de las estructuras cuyos patrones de difraccién fueron
recolectados a temperaturas moderadas o ambientales (> 240K) (ver figura 4.2). En la misma
figura se aprecia con notable claridad el caracter bimodal de la densidad de distribucién en las
estructuras que fueron resueltas con datos obtenidos a temperaturas intermedias, en el entorno
de 160 K y 240 K. El comportamiento de esta curva de distribucién en este intervalo es consis-
tente con una “transicion de fase” con coexistencia de los dos estados (el normal y el compacto).
Se sabe que los polimeros, en general, y las proteinas, en particular, experimentan una transi-
cién conocida como dynamic glass transition o “transicién vitrea” en el rango de 180 — 220 K
[13, 60, 11, 65, 20], lo que nos sugiere, por su simultaneidad, una relacién entre este fenémeno
transicional, ya profusamente descrito, y la compactacion estructural que investigamos en este

trabajo.

La “transicion vitrea” en proteinas —que no es estrictamente una transicién termodindmica—

refleja la vitrificacion del polimero, vinculada con una reducciéon de los movimientos colectivos
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de segmentos de larga escala, que ni siquiera ocurren por debajo de la temperatura de transicién,
conservandose s6lamente movimientos de escasa amplitud, locales y vibracionales. Este incre-
mento de la rigidez de la proteina lleva aparejada una pérdida completa de la funcién catalitica
en el caso de las enzimas. Algunos estudios demuestran que por debajo de la temperatura de
transicion hay una disminucién del volumen de las estructuras especificamente consideradas
[27, 68] ademds de una menor dispersion de la posicién de los dtomos, que se registra como
un estrechamiento de la distribucién promedio de los factores de Debye - Waller centrados en

valores mas bajos.

Esta disminucién del volumen y, en consecuencia, del R de las estructuras por debajo de
la temperatura de la transicién vitrea posiblemente se debe al “congelamiento” del movimiento
de las regiones méviles (loops), movimientos que si se observan por encima de los 200 K, de
acuerdo con lo que indican Tilton et al. [68] en su trabajo de determinacién de las estructuras
cristalograficas de Rnasa A a nueve temperaturas distintas. De hecho, en ese trabajo los autores
observaron que, conforme se incrementa la temperatura, la proteina se expande ligeramente —
0.4 % cada 100 K- debido a sutiles diferencias de empaquetamiento que afectan particularmente

a los segmentos expuestos [68].

1. En en nuestro trabajamos hallamos que la disminucién del Rgpor debajo de la tempe-
ratura de la “transicién vitrea” es un fenémeno general con repercusiones en la estabilidad
termodinamica de las moléculas, toda vez que va acompanada de un aumento del ntimero de
contactos de van der Waals y un acortamiento de la longitud de los puentes de hidrégeno dentro

de las estructuras.
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5.1.2. Estados nativos ultracompactos

Si acaso existe un factor experimental excluyente que da lugar a la ultracompactacion, éste
no se pudo identificar a través del analisis estadistico. Dado que el acondicionamiento del cristal
que permite la recoleccion de datos de difraccion de rayos X es muy elaborado y propenso a
la histéresis [26, 10], pequenas variaciones en el procedimiento podrian causar que el efecto
criogénico alcance su maximo solo en una pequena fraccion de las estructuras resueltas. En
cualquier caso, los resultados proporcionados por el estudio estadistico del PDB hacen posible
el diseno de experimentos mejor elaborados con el fin de identificar factores metodologicos que

conduzcan o propicien la ultracompactacion, si éstos existen.

Sin embargo, es posible que la presencia de proteinas con un R tan atipicamente bajo,
incluso para el grupo de estructuras determinadas por crio-cristalografia, no obedezca a causas
unicas o aislables y se comprenda mejor en el contexto tedrico de los subestados conformaciona-
les. Bajo este modelo, las estructuras que conservan el plegado tridimensional nativo pero en un
epaquetamiento mas denso serian “subestados” o isémeros del estado basal: especies atrapadas
en irregularidades del minimo global de la superficie de energia de Gibbs que corresponde a la
proteina nativa. Estas estructuras estarian en minimos dentro de minimos, en valles separados
por pequenas barreras de energia observables en la estructura fina que constituyen la rugosidad
del fondo de la hipersuperficie. Asi, un estado ultracompacto se corresponderia con un minimo
dentro del minimo cuyo aislamiento seria imposible a temperaturas més altas, donde las ba-
rreras de energia entre esas depresiones sutiles fueran insuficientes para confinar un subestado

conformacional.

Mas alla de la causa de la ultracompactacion, su existencia provoca una serie de preguntas

interesantes. Entre ellas, si la ultracompactacion es una forma de estabilizacién energética. La
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cantidad y la longitud de interacciones no covalentes son ampliamente utilizadas como criterio
principal para evaluar la energia de una conformacion proteica. En este sentido, encontramos
que las estructuras ultracompactas tienen en promedio mas contactos de van der Waals y forman
puentes de hidrégeno internos de menor tamano, incluso cuando se las compara con estructuras
resueltas con datos recolectados a temperaturas criogénicas. En consecuencia, es probable que
dichas estructuras involucren una forma de compensacion a nivel entédlpico de la disminucién de
entropia devenida de las restricciones en la flexibilidad que supone el sobre-empaquetamiento.
La otra interrogante fundamental estriba en la excepcionalidad de los hallazgos. jPor qué la
crio-cristalografia captura el efecto de ultracompactacion sélo en muy contadas ocasiones? Aca-
so porque un subestado conformacional de super-empaquetamiento es una rareza estadistica
demasiado extrema. En ese caso, ;si relajaramos el criterio de seleccion cuantitativa de las clases
de cadenas de proteinas (> 20 cadenas representadas) saldrian a la luz més casos? En principio,
un criterio méas débil en la cantidad de representaciones cristalograficas exigidas para incluir en
nuestro analisis a la clase a la que pertenecen permitiria incorporar mas clases, pero redundaria
en una mayor incertidumbre de los hallazgos, porque las clases contendrian, en promedio, menos
cantidad de cadenas. Por otra parte, si la ultracompactacién, como todo indica, es un fenémeno
de muy baja probabilidad, la incorporacién de un mayor ntimero de clases no aportaria necesa-
riamente mas casos, toda vez que las nuevas clases incorporadas tienen menos estructuras. No
obstante, las respuestas a éstas y otras preguntas que deben considerarse requieren otros tipo
de enfoques analiticos: por ejemplo, estudios caso a caso mediante simulaciones de dinamica
molecular y el diseno de experimentos cuidadosos para estudiar y, méas atin, provocar el efecto

de ultracompactacion en condiciones controladas y reproducibles.
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