Tema 4. Proteinas: funciones bioldgicas y estructura primaria.

Enlace peptidico. Péptidos y proteinas. Diversidad de funciones
biolégicas. Niveles de organizacion estructural de las proteinas.
Separacion y purificacion de proteinas. Estructura primaria.
Informacion a partir de la secuencia de aminoacidos. Proteinas
homologas. Métodos de andlisis de proteinas
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LOS AMINOACIDOS SE PUEDEN UNIR POR ENLACES PEPTIDICOS
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PEPTIDOS Y PROTEINAS

Péptido: hasta 50 aminoacidos.
Oligopeptido: péptido pequeno.
Polipéptido: péptido grande.

Proteinas oligoméricas: formadas por

subunidades idénticas llamadas protomeros.

Proteinas sencillas y conjugadas (grupo

prostético)

E TEMA 4
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La insulina tiene dos
cadenas unidas por dos
puentes disulfuro. La
cadena Atiene 21 aay la
B tiene 30 aa.
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Table 5.1 An Overview of Protein Functions

Type of Protein Function Examples

Enzymatic proteins Selective acceleration of Digestive enzymes (hydrolyze polymers in food)
chemical reactions
Structural proteins Support Silk fibers (cocoons and spider webs), collagen
and elastin (animal connective tissues), keratin
(hair, horns, feathers)

Storage proteins Storage of amino acids Ovalbumin (egg white), casein (milk), storage
proteins in seeds

Transport proteins Transport of other Hemoglobin (blood), proteins that transport
substances molecules across cell membranes

Hormonal proteins Coordination of an Insulin (helps regulate concentration of sugar
organism’ activities in blood)

Receptor proteins Response of cell to Nerve cell receptors (detect chemical signals
chemical stimuli released by other nerve cells)

Contractile and Movement Actin and myosin (muscles), proteins responsible

motor proteins for undulations of cilia and flagella

Defensive proteins Protection against disease Antibodies (combat bacteria and viruses)

Copyright @ 2005 Pearson Education, Inc. Publishing as Pearson Benjamin Cummings. All rights reserved.
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Table 5.1
Size of Protein Molecules™
Proteim M, Mumber of Residues per Chain Sabanit Organizatbon
Insulin |bovine) 5733 21 A et
0 (B)
Cytochrome ¢ (equine ) 12500 (0} o
Rih | A (bvine ] 12,640 Iz4 o
Lywoeyime (e white) 154930 (] ay
Myrughishim (horse) LUET 1534 oy
Chymutrypsin (hovine pancreas) T2 EM 1% ax) afiy
132 (W
¥ i
Hemoglobin {(human) GAS00 41 {erh e
46 oy
Serum allunsn (hasman | [T 5511 -y
Hexokimase (yenst b ol A0 WY 2} L]
wGlnbulin (horse ) 140,900 214 fer) g
A o
Celuea mate dehydropgenase (lver) AE2EM S} iy
Mymsin {rubbit) AT0,000 L8} (heavy, ) trzoer’ s iy
(L
1480 e’}
164 ()
Rihalose hisphosphate carboxylase {spinach) SE00040 AT () gt
UES @
Colmexmime symthetase (£ codi) GO0 AGH na
Insulin

Cytochrome ¢ Ribonuclease Lysozyme Myoglobin

Immunoglobulin
gl CGlutamine synthetase

*Mlhsstragions of selected proteins listed in Table 5.1 are dram 40 cosstant scale.
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Clasificacion de proteinas segun su grupo prostético

Conjugated Proteins

m TEMA 4

Class Prosthetic group(s) Example
Lipoproteins Lipids 31-Lipoprotein of blood
Glycoproteins Carbohydrates Immunoglobulin G
Phosphoproteins Phosphate groups Casein of milk
Hemoproteins Heme (iron porphyrin) Hemoglobin
Flavoproteins Flavin nucleotides Succinate dehydrogenase
Metalloproteins lron Ferritin
Zinc Alcohol dehydrogenase
Calcium Calmodulin
Molybdenum Dinitrogenase
Copper Plastocyanin

(Lehninger, 2000}

Niveles de organizacion de las proteinas

Estruct. primaria  Estruct. secundaria Estruct. terciaria

Aminoacidos
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Hélice alfa Cadena polipeptidica

Estruct. cuaternaria

Subunidades ensambladas

(Lehninger, 20002;




Factores que determinan la
conformacion proteica
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Ademas de la estructura primaria, las condiciones
fisico-quimicas del entorno: cambios en el pH,
concentracion salina, temperatura, otros factores
ambientales.

Desnaturalizacion es la péerdida de la conformacion
de una proteina.

Una proteina desnaturalizada pierde su actividad
biologica.
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Clasificacion de proteinas segun su grupo prostético

Conjugated Proteins
Class Prosthetic group(s)

Example

Lipoproteins Lipids
Glycoproteins Carbohydrates
Phosphoproteins Phosphate groups

B1-Lipoprotein of blood
Immunoglobulin G
Casein of milk

Hemoproteins Heme (iron porphyrin) Hemoglobin
Flavoproteins Flavin nucleotides Succinate dehydrogenase
Metalloproteins lron Ferritin

Zinc Alcohol dehydrogenase

Calcium Calmodulin

Molybdenum Dinitrogenase

Copper Plastocyanin

(Lehninger, 200%
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PURIFICACION Y ANALISIS DE PROTEINAS

1. Obtencion del extracto crudo

2. Fraccionamiento del extracto crudo por precipitacion con sulfato
amonico y dialisis

3. Cromatografia en columna:

e  Por su carga: cromatografia de intercambio iénico

Por su masa: cromatografia de filtracion molecular
* Por sus propiedades bioldgicas: cromatografia de afinidad

4. Electroforesis en gel:
»  Electroforesis en poliacrilamida-SDS

Enfoque isoeléctrico
. Electroforesis bidimensional

11

Iéculas grandes

3 no pueden atra-

«ar la membrana

Dialisis

Moleculas pequefias que pueden atravesar la membirana

"‘“‘ R
Equilibrio

P

e =
Inicio de una dialisis
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Cromatografia

intercambio
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Cromatografia -
de exclusiéon S
molecular

polymer beads

Protein mixture is added
to eolumn containing
eross-linked polymer,

Protein moelecules separate — 11—
by size; larger molecules

pass more freely, appearing * e

in the earlier fractions. . !

3 4

w TEMA 4 (b)

5 & (Lehninger, 2009)‘




Cromatografia
de afinidad
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Protein mixture
is added to
column containing
a polymer-bound
ligand specific
for protein of
interest.

Key:
¢
Protein of
interest
[ ]
Ligand
t T Ligand

_'
o

attached to
polymer bead

Solution

of ligand

345 678
Protein
of interest
is eluted by
ligand solution.

(Lehninger, 20002L5

Separacion de proteinas por electroforesis
en geles de poliacrilamida-SDS

Direction of
electrophoresis

Na*

Sodium dodecyl sulfate
(sDs)

3 ) |- Mixture of

_|- Porous gel
’i

macromolecules

Electrophoresis
—
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Determinacion de la masa molecular de una proteina por
electroforesis en poliacrilamida-SDS
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Sangre: células y proteinas
plasmaticas

« La sangre es un sistema de transporte y
distribucidon de nutrientes.

» Esta formada por una solucion acuosa que
contiene moléculas de tamano variable y diversos
tipos de elementos celulares.

m TEMA 4 18




Plasma y suero

* Los elementos formes de la sangre se encuentran

m TEMA 4

en una suspension acuosa denominada plasma. Es
el sobrenadante obtenido al centrifugar una
muestra de sangre tratada con anticoagulante.

Suero: sobrenadante obtenido al centrifugar una
muestra de sangre despues de haber dejado que
coagule. La mayoria de las determinaciones
quimicas se hacen en suero.

19

Proteinas plasmaticas

 Sintetizadas en el higado: albumina.

» Producidas por las ce¢lulas plasmaticas de la

m TEMA 4

médula 6sea: inmunoglobulinas.

20




Modelo molecular de la albimina humana

NH;' 00"

Hendiduras hidrofobas

- 50% de la proteina plasmatica humana

- Concentracion en sangre: 35-55 g/l

- Pm = 66 kDa, muy soluble en agua.

- A pH 7 es un polianién con 20 cargas negativas (fija muchos
ligandos)

- Posee hendiduras hidréfobas capaces de fijarse a acidos grasos

m TEMA 4
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Albuimina 45-55 % total
Globulinas

o, 5-8%

a, 8-13 %

B 11-17 %

Y 15-25 %

m TEMA 4

PROTEINOGRAMA

Proteinas totales: 6-8 g/100ml
Albumina: 3°5-5’5 g/100 ml
Globulinas: 2-3 g/100 ml

ELECTROFORESIS

22




PATRONES DE ALTERACION DEL PROTEINOGRAMA
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Funcién del Laboratorio clinico
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS

« Proteina total (Biuret, Bradford).
* La cuantificacion de una proteina requiere un ensayo biologico

proteina total.
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especifico que permita medir su actividad (ej: ensayo de la
actividad de un enzima).

Parametros mas utilizados:

ACTIVIDAD: unidades totales de la proteina (definir 1 U)
ACTIVIDAD ESPECIFICA: n° unidades de la proteina/mg de

A lo largo del proceso de purificacion va disminuyendo la
actividad total y aumentando la actividad especifica.

25

Tabla de purificacion para un enzima hipotético*

Volumen Proteina Actividad

Procedimiento de la fraccion  total Actividad especifica
0 paso (ml) (mg) (unidades)  (unidades/mg)
1. Extracto celular

crudo 1.400 10.000 100.000 10
2. Precipitacion con

sulfato aménico 280 3.000 96.000 32
3. Cromatografia de

intercambio idnico 30 400 80.000 200
4. Cromatografia de

exclusion por tamano 80 100 60.000 600
5. Cromatografia de

afinidad 6 3 45.000 15.000

* Todos los datos representan el estado de la muestra después de haber efectuadu_el
procedimiento indicado. La actividad y la actividad especifica se definen en la pagina 137.

m TEMA 4

26




Separacion de proteinas por electroenfoque

The Isoelectric Points of Some Proteins

Protein pl
Pepsin ~1.0
Egg albumin 4.6
Serum albumin 4.9 Anempholyte C}@ o C:ze
Urease 5.0 ;n;rpmated PO 3
8-Lactoglobulin 5.2 intoa gel. \....*
Hemoglobin 6.8 . !
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w : i
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La electroforesis bidimensional (isoelectroenfoque + electroforesis
en SDS) permite separar las 4.000-5.000 proteinas de una célula
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PROTEOMA Y MEDICINA

Proteoma: totalidad de las proteinas
que concurren a la realizacion de
distintos procesos biologicos.

Posee una naturaleza dinamica
modificable (ambiente, estrés,
nutricion, enfermedad).

El genoma humano consta de 30.000
genes, pero las proteinas serian unas
300.000.

Importancia en Medicina: muchos
medicamentos ejercen su accién a
través de proteinas o simplemente
son proteinas.

30




Para conocer la estructura primaria o secuencia de aminoacidos de una
proteina:

a) Sabiendo la secuencia de codones del gen:

DNA sequence GGG | TTC | TTG | GGA | GCA | GCA | GGA | AGC | ACT | ATG | GGC | GCA|

Amino acid
sequence

Gly Phe Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly Ala
b) Secuenciando la proteina:
» Enzimas proteoliticas especificas

» Método de degradaciéon secuencial de Edman
» Espectrometria de masas

E TEMA 4
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LA FUNCION DE UNA PROTEINA DEPENDE DE SU
SECUENCIA DE AMINOACIDOS

» Proteinas con funciones distintas tienen secuencias distintas.
» (Cada proteina tiene un n° de residuos y secuencia caracteristicos

« Una mutacion puntual produce un cambio en la secuencia de aacs
que resulta en una proteina defectuosa, que puede causar
enfermedad.

» Proteinas con funciones similares de diferentes especies tienen

secuencias similares (ubiquitina, idéntica en la mosca y en el
hombre).

» E120-30% de las proteinas humanas son polimorficas (varian en
diferentes individuos). La mayoria de estas variaciones no afectan

a su funcion.

m TEMA 4
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MNUMmero 1 2 2 4 B B 7 2 9 10 11 12 13 14 15
Humano EglL|SID§G|E]W|Q|LiVlLlN]VthGl
Cachalole Ml LisSsltlElIGlIEIWl oLl v]iLIH]lVIWI[IA
Mumero 1% 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Humanao f £

Cachalote

MNumero 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Humano R L FIKIGIHIP|ELT LIE I K FIlDI|K
Cachalote [R[LJ|FIKIS|IH[PJE]JT|L]E]JK|[FIDIR]
Namero 46 47 48 49 50 51 52 53 54 556 56 57 58 59 60
Humano LFIKIHIL [KIS]IEIDIEIMIK][A]ISIE]D]
Cachalote [FIK[HILIKITIETATEIMI[K[A]IS[E]D]
. Numero 61 62 63 64 65 66 6/ 68 BY 70 71 72 73 F4 75
Secuenclas de Ia Humano LIKIKIHIGIALITIVILITIEAILIGIG
. . Cachalote L KIK{ H|G|NVIT Vv L T A LG | A
mlog|0b|na Numero 76 77 78 79 80 81 82 83 B4 85 86 87 88 89 90
h m n d Humano LIiKlIKIK|IGIHIH]JEIAIE| LH]IKIP]ILIA
umanay ae Cachalote [L]K]|KI|K]GIH]IHIEJAJEJLIRIPILIA
CaChaIOte Nimero 91 82 93 94 95 96 97 93 99 100 101 102 103 104 105
Humano QiISiH|AIT K H K 1 PiIV]|IK]Y L E
Cachalote QIS I HI|A]IT|IEK|HI K i Pl1lL]IK]Y L E
Namero 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 118 120
Humano |
Cachalote
Numero 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135
Humano GtﬁlFiGIAlDlAEQlG]AIMlN;KlA]Ll
Cachalole G[ﬂ-|FiGIA]D]AIQ]GlA|M|N§K|AiLl
Numero 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 148 147 148 149 150 151 152 153
Humano E
(Mathews & van Holde) Cachalote
TEMA 4 -

¢, Qué informacidn proporciona la
secuencia de aminoacidos?

* Prediccion de la funcion de la proteina

 Clasificacion de las proteinas en familias (25% de
1dentidad minima para pertenecer a la misma
familia)

« Deteccion de motivos relacionados con funciones
importantes (localizacion celular, anclaje de
grupos prostéticos)

E TEMA 4 34




PROTEINAS HOMOLOGAS

« Moléculas homologas: derivan de un antecesor comun.

* La homologia se manifiesta por una similitud significativa en la
secuencia de nucleotidos y aminoacidos, casi siempre proyectada
en la estructura 3D y en la funcion.

« Proteinas homologas: tienen secuencias de aacs y funciones
semejantes.

« Homologos paralogos: homodlogos presentes en la misma especie.

Se diferencian en sus funciones bioquimicas detalladas.

« Homologos ortdlogos: homologos presentes en especies distintas,
con funciones idénticas o similares.

m TEMA 4
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Copyright @ 2005 Pearson Education, Inc. Publishing as Pearson Benjamin Cummings. All rights reserved.
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Gen ancestral
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Duplicacion génica
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Genes paralogos
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Copyright © 2005 Pearson Education, Inc. Publishing as Pearson Benjamin Cummings. All rights reserved.
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Proteinas de funcién similar tienen fragmentos de secuencia similares

nginhmf-lr e .‘up{'-llrﬂb.l Trp GIan'n'ale.ﬂn\l‘l] Trp-Gly- Lys-val Glu Asp= lle = Fro= Gy = His=| Gyl Gin val
Thr—Asn :I:m Hu—m—ﬁly-mn— Aa
Ser —Aln The Besti—— — ——Val—Asp— (- Val Cy
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et Pl Lisu-Ser— Hig———— —— —— —— Ber— Al —

Lew—¥al ~Val - Tr|:|-— m .-u~3 Fh The— Pro-Asp—Aka - Vil Asrr Pro—

]

—Asp—Leu- - Al — Leu—The L:I:.*—lblg. — Il — Lew—Lys —Lys— I.]tl—'bl'r—HI.i—HLl-—T.nhl—.'l.l.l G- Tle — Lys— Pro—Leu—Ali—
Gln th..'up m.-.unmw- A Wler ProeAsie Al = Le Ser= Al
Leu= Gy Phi=Ser=Asp—Lly= Lew Asn= Lew- Lys = Gly="Thr=Fhe= Ala = Thr

1 110
Gln—Ser —Hiv—Ala I.p lle —Fro— Val =Ly — Ty —Lewr- Glu—FPhe- Dle p HT le —lle — Glir-Wal CGhirSer— I]u— I'Iu P —Gly—
I.'!I —His— L#ir- His-T Pro —Ala—
Glu Cym .‘I.Ip- Gily = Aare=Val Val = Aane=Yal His Fhe=Gly = Lys

141
=M he—Lity—Ala—As p—Ada —Liln— Uy — Ala —Mer— Asn .'I.I.I Glu—. LEI.I-FI'I'E—\.'I.I.'B Lys— M—H'H:—.'LI.I. I.]u 'L'-Il.l.—l.ll‘l.l-'l'.rljl—ﬂrl—hlrl.—bl_'f
Aln His Ser = Leu— Asp . Ser Ser =Thr-Val
Fra Gilne Al =Ter— Gln —'U':I Val =Ala —Aar Al ﬁh. Hl.l. Hu—

Sabiendo la secuencia de una proteina se puede predecir su funcién si se parece a la
de proteinas de funcion ya conocida

TEMA 4 . 3
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Homologia de los citocromos C de distintas especies
104 aacs, 27 invariables, 42 sustituciones conservadoras

10 15 20 25 30 35 40 45

5
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Comparacion de secuencias de citocromo C
o]
5} L 5y
S 4 =
- E s
£ § 2 o3 § 38 5 F
2 2 5 4 g S & ® &
O ¥ K O @& = > O &
Human O 10 14 18 29 31 44 44 43
Chimpanzee 10 14 18 29 31 44 44 43
Sheep 20 11 24 27 44 46 46
Rattlesnake 26 28 33 47 45 43
Carp 26 26 44 47 46
Garden snail 28 48 51 50
Tobacco hornworm moth 44 44 41
Baker’s yeast (iso-1) 47 47
Cauliflower 13

NUmero de aminoacidos variantes

m TEMA 4 (Garret & Grisham , 1999)




Evolucion segun la secuencia de los citocromos C
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