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(Estaba Christian Anfinsen en lo cierto?
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Resumen: Hace aproximadamente 50 afios Christian B. Anfinsen llevaba a cabo una serie de experimentos que resultaron ser con-
tribuciones esenciales para la comprension del fendmeno del plegamiento de proteinas. Los resultados obtenidos le permitieron pro-
poner lo que ha terminado por conocerse como la Hipdtesis de Anfinsen. Durante este tiempo la Biologia se ha transformado radical-
mente por la revolucion que ha supuesto el desarrollo de la Biologia Molecular. En el presente articulo se reflexiona sobre la propuesta
de Anfinsen y se cuestiona su actual validez.
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Abstract: Approximately 50 years ago Christian B. Anfinsen performed a series of experiments which represented seminal contribu-
tions to the understanding of the protein folding phenomenon. The results obtained allowed a proposal which has become to be known
as the Anfinsen's Hypothesis. After all this time, Biology has been dramatically transformed by the development of the Molecular

Biology revolution. This article is a reflection about Anfinsen's proposal as well as a challenge about its present validity.
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Introduccion

Se cumplen 50 afios de los experimentos, ya clasicos, que
Christian B. Anfinsen (1916—1995) realiz6 sobre el fendmeno
del plegamiento de las proteinas y que le permitieron formu-
lar uno de los dogmas de la quimica de proteinas: "7oda la
informacion necesaria para el correcto plegamiento de una
proteina se encuentra codificada en su secuencia de aminod-
cidos". Es por ello un buen momento para hacer una reflexion
acerca del papel de la Biologia, molecular o no, en el desa-
rrollo cientifico del siglo XXI.

.Qué es la biologia?

El siglo XIX fue el siglo de la Quimica. Tras la revolucion ini-
ciada en el XVII por Lavoisier, continuada después por
muchos otros ilustres quimicos como Berzelius, Kekulé,
Dalton, Von Liebeg o Fischer, la Quimica dejé de ser
alquimia. Por otra parte, es suficiente citar a Newfon para
admitir que la Fisica ya habia adquirido un estatus de ciencia
real mucho antes de iniciarse el siglo XX. Pero también es
indudable que la revolucién conceptual propiciada por
Einstein y los demas fisicos de particulas transform¢ la con-
cepcion de la realidad. Este auténtico cambio de paradigma
fue tan radical que tampoco caben dudas al denominar al siglo
XX como el de la Fisica.

Cuando se escriben estas lineas finaliza ya la primera déca-
da del siglo XXI. Un siglo que promete ser el de la Biologia,
ya que, a pesar de que durante la segunda mitad del siglo XX
también se asistié al espectacular desarrollo de la Biologia
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Molecular, todavia es necesario un tremendo esfuerzo para
construir un cuerpo de doctrina unificado que la consolide
definitivamente al mismo nivel que sus disciplinas hermanas,
la Fisica y la Quimica.

Por este motivo, es obligado que en esta reflexion se
empiece por preguntar: ;Qué es la Biologia? Y es legitimo
contestar recurriendo a los clasicos, como Ernst Mayr (1904—
2005), ilustre bidlogo y filésofo de la ciencia, que vivio mas
de 100 afios. Es decir, asistio en directo no solo a la revolu-
cién conceptual que tuvo lugar en la Biologia, sino también a
los acontecimientos que la precedieron y la continuaron. En
una de sus ultimas obras, titulada Por qué es unica la
biologia,[!] recapitula sobre toda su labor y da una serie de
pautas a seguir. En sus propias palabras, la BIOLOGIA estaria
compuesta por dos campos claramente diferenciados: /la
mecanicista o funcional y la histérica. La Biologia funcional
trataria de la fisiologia de las actividades de todos los seres
vivientes, en especial de los procesos celulares, que pueden
explicarse de forma mecanicista, recurriendo a la Fisica y la
Quimica. No se necesita conocer historia para explicar un
proceso funcional. Este conocimiento resulta indispensable,
sin embargo, para la explicacion de los aspectos que implican
la dimension del tiempo histdrico, incluidos los aspectos evo-
lutivos. Esta seria la Biologia histérica. Las diferencias se
extienden también a la naturaleza de las preguntas que se
hacen con mas frecuencia. En ambos casos se plantea
"(cudles?" son los hechos necesarios para continuar con el
analisis pero, mientras que en la Biologia historica la pregun-
ta mas frecuente seria "por qué?", en la funcional lo que nor-
malmente se plantea es ";como?". Por ejemplo, ;por qué hubo
simios que adoptaron un sistema de marcha bipeda? o ;por
qué aparecid la reproduccion sexual?, frente a jcomo puede
un simio adoptar un sistema de marcha bipeda? o ;coémo tiene
lugar la reproduccion sexual?

El Dogma

Los bidlogos moleculares normalmente se ocupan de respon-
der a las preguntas que plantea la Biologia funcional. Se trata
de explicar como las funciones biologicas son desarrolladas
por sistemas o estructuras que han evolucionado precisamente
para desarrollarlas. Existe una estrecha relacion entre la
estructura y la funcion. Por ejemplo, si se plantea contestar a
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la pregunta de cdmo vuelan las aves, inmediatamente se con-
cluird que existe una inequivoca relacion entre la funcion,
volar, y la estructura responsable, las alas. Las alas son para
volar. En Gltimo término, cuando se consigue determinar cual
es realmente esa relacion, se puede aprovechar en nuestro
beneficio. Sin ir mas lejos, copiar las alas nos ha permitido a
los seres humanos ejercer la funcion de volar.

Este planteamiento, que a nivel macroscdpico resulta inclu-
so simplista, también se mantiene a nivel molecular. Y es esta
estrategia la que llevd a Anfinsen a realizar los experimentos
que en 1972 le supondrian la obtencion del Premio Nobel por
"su trabajo con la ribonucleasa, especialmente aquél con-
cerniente a la conexion existente entre su secuencia de
aminodcidos y su conformacion biolégicamente activa". El
fruto de este trabajo le permitié formular ademas uno de los
principios de la entonces naciente Biologia Molecular: "4
cada cadena polipeptidica le corresponde una conformacion
concreta unica y, ademads, toda la informacion necesaria para
adoptarla estd contenida en su secuencia de aminodcidos".
Afirmacion que yo me atrevo a rebautizar como el Dogma
universal del plegamiento de proteinas. Cincuenta aflos mas
tarde, lo que se plantea aqui es si todavia hoy sigue siendo
valido.

El establecimiento del Dogma

A finales de los afios 50 se puso de moda trabajar con la
ribonucleasa pancreatica bovina (RNasa A), una proteina
cuyo estudio supuso grandes avances cientificos, algunos pre-
miados con el Premio Nobel (Tabla 1). Se trata de una enzi-
ma cuya actividad resulta facil de medir; actividad que se
puede utilizar como sefial del mantenimiento de su funcién
biologica y, consecuentemente, de su estructura nativa. Es una
proteina relativamente pequefia, y muy estable. Y, por tltimo,
su utilizacion coincidid con que una compaiiia americana de
envasado de carne purificd 1 kg a homogeneidad, dedican-
dose a regalarla en generosas porciones. En definitiva, la
RNasa A era una proteina abundante y facil de manejar.

El conjunto de experimentos realizado por Anfinsen con-
sistio en demostrar que esta RNasa A aislada se podia desna-
turalizar y renaturalizar de manera reversible.[2=5] La existen-
cia de tres puentes disulfuro en la proteina nativa permitia,
ademas, desnaturalizarla en presencia, o no, de agentes reduc-
tores. La retirada de estas condiciones manteniendo un am-
biente reductor conducia a un estado enziméticamente inacti-
vo. Por el contrario, la renaturalizacion en condiciones oxi-
dantes conllevaba la desaparicion de los grupos tiol libres y la
recuperacion de la actividad ribonucleolitica y, por tanto, de

la estructura nativa (Figura 1). Estos resultados demostraban
que la RNasa A era capaz de adoptar su estructura nativa
desde un estado completamente desnaturalizado y que toda la
informacion necesaria para ello debia estar encriptada en su
secuencia de aminoacidos. La observacion de que se formaba
el emparejamiento adecuado de los grupos sulfhidrilo no era
baladi, dado que con los 8 SH que contiene existen mas de
100 posibilidades de emparejamiento distintas y sélo una de
ellas es la correcta.

Ribonucleasa pancredtica bovina
(RNasa A)

SH
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Figura 1: Representacion esquematica de los experimentos de
desnaturalizacion-renaturalizacion llevados a cabo por Anfinsen, en
distintas condiciones de 6xido reduccion.[2-5]

El segundo grupo de experimentos que llevaron a la con-
solidacion del Dogma fueron realizados por Frederick
Richards (1925-2009), extraordinario quimico de proteinas y
gran navegante. En 1957 demostré que un tratamiento suave
de la RNasa A con subtilisina rendia dos tnicos fragmentos de
distinto tamafio, que fue capaz de separar, aislar y caracteri-
zar.[6.71 Al mayor de ellos lo denomind RNasa S mientras que
utilizé la denominacion de Péptido S para referirse al menor
(Figura 2). Ademas, fue capaz de demostrar que ambos frag-
mentos por separado carecian de actividad, pero que ésta se
recuperaba si se mezclaban en cantidades equimoleculares;
sin que se restableciese el enlace peptidico previamente
degradado. Estos descubrimientos, por tanto, no soélo
reforzaron la hipotesis atin no formulada de Anfinsen, sino
que demostraron que en una proteina podian existir dominios
estructurales capaces de plegarse de forma individual. Es
decir, el plegamiento puede tener lugar de forma modular. La

Tabla 1. Relacion de Premios Nobel concedidos a cientificos cuyo trabajo implico el estudio de diferentes ribonucleasas.

Galardonado Adio de concesion | Ribonucleass Descubrimiento
John 1. Northrop 14946 Ribonucleasa A Cristalizacion
Archer 1.P. Martin 1452 Ribonucleasa A | Separaciin cromatografica

Christian B. Anfinsen 1472 Ribonucleasa A Plegamiento
William H. Stein 1972 Ribonucleasa A HSecuenciacion
Stanford Moore 1972 | Ribonucleasa A | Secuenciacion

Howard M. Temin 1975 | Ribonueleasa H | Transeripeidn inversa
Diavid Baltimore 1975 Fibonucleasa H Transcrnpoion nversa
Bruce Merrifield |84 Ribonucleasa A Sinlesis quimica

Sidney Altman | 89 Ribonucleasa P Ribogimias

Andrew 7. Fire 2006 Micer Inlerferencia por RNA

Craig . Mello 2016 Micer Interferencia por RNA
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trascendencia de los trabajos de Richards, y su anticipacion
temporal, fueron tales que debié de haber compartido el
Premio Nobel con Anfinsen, algo que nunca ocurrié.

| Rmasas |

" ) +

[ Peptidos |

| Subtilisina I
Figura 2: Representacion esquematica de los experimentos que per-
mitieron a Richards llevar a cabo el aislamiento y caracterizacion de
la ribonucleasa S y de su correspondiente péptido S.[6:7]

El tercer hito cientifico realmente destacado tuvo lugar ya
casi 20 afios después, y se concretd en los experimentos lle-
vados a cabo por el britdnico Thomas E. Creighton con el
inhibidor pancreatico bovino de la tripsina. Con un
planteamiento muy parecido al de Anfinsen, pero en presen-
cia de agentes quimicos capaces de unirse a los grupos tiol,
fue capaz de demostrar que durante el plegamiento del
inhibidor se producian toda una serie de estados intermedios
que se podian "atrapar".I81 Es decir, el camino que puede
seguir una proteina desde su estado desplegado hasta alcanzar
la estructura tridimensional nativa no es necesariamente inico
y comporta la apariciéon de intermedios. Esta demostracion
fue el detonante del comienzo de una intensa carrera, aiin no
acabada, hacia la comprension de los mecanismos de
plegamiento de las proteinas, y en la cual juegan un papel fun-
damental los métodos computacionales de prediccion.

Durante los 15 afios siguientes se fue acumulando una
ingente cantidad de datos que siempre apuntaron a favor de la
validez del Dogma. En 1994, G. D. Rose y T. P. Creamer
plantearon el reto de disefiar dos proteinas con mas de un 50%
de identidad de secuencia que mostrasen un patréon de
plegamiento completamente distinto. Esta propuesta, por la
que ofrecian 1.000,00 $ de premio, se denomin6 como el Reto
de Paracelso.19101 Solo tres afios mas tarde este premio era
entregado a Lynne Regan, por haber conseguido que una pro-
teina cuyo plegamiento mayoritario era en forma de lamina 3
se transformase en otra mayoritariamente helicoidal al cam-
biar s6lo 28 de sus 56 residuos.[!1] La nueva proteina artificial
se denominé Jano (Figura 3), nombre que hace referencia al
conocido dios mitoldgico romano.

3

Dominio B1

e

50% de identidad

Jano

Figura 3: Esquema en el que se muestran las estructuras tridimen-
sionales de la proteina artificial Jano y la del dominio B1 de la pro-
teina de unién de inmunoglobulinas de Streptococcus.l11] En la parte
derecha de la figura se muestra también un detalle de una escultura
en la que se representa al dios mitolégico romano Jano.

En conjunto, todos estos resultados confirmarian inequivo-
camente la Hipotesis de Anfinsen, incluyendo nuevos aspec-
tos,[12] que se podrian resumir en forma de los siguientes cua-
tro enunciados (Figura 4):

1.- La informacion necesaria para el correcto plegamiento

de una proteina esta contenida en su secuencia.

08 — © 2010 Real Sociedad Espafiola de Quimica

2.- Hay intermedios de plegamiento con una existencia lo
suficientemente larga como para que se puedan aislar y ca-
racterizar.

3.- El plegamiento es modular, discontinuo y jerarquico,
siendo por ello muy importantes los aspectos cinéticos del
proceso.

4.- La conformacion nativa final es Ginica para cada secuen-
cia y entorno, aunque un determinado tipo de plegamiento
no vaya siempre asociado al mismo tipo de funcién, y
viceversa.
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Figura 4: Resumen (adaptado de la referencia)ll2] de los conceptos
generales que actualmente se aceptan como validos a la hora de
explicar el fendmeno del plegamiento de proteinas.

Descifrar el cddigo de plegamiento de las proteinas, siendo
capaces de predecir fiablemente su estructura tridimensional
a partir de la secuencia de aminoacidos, es una de las grandes
cuestiones a resolver durante el siglo XXI y una de las claves
necesarias para que la Biologia alcance el estatus al cual se
hace referencia al comienzo de estas lineas.

El cuestionamiento del Dogma

En las células las proteinas no estan aisladas. Méas bien al con-
trario. Se encuentran en presencia de una concentracion bru-
tal de macromoléculas que alcanza, por ejemplo, niveles de
hasta 400 mg/mL en el citosol de E. coli. Se habla de una
auténtica "muchedumbre macromolecular”". Entre estas
estructuras destacan los ribosomas, no sélo por su presencia
en gran nimero (suponen hasta el 30% del total de la masa
celular) sino porque constituyen la localizacion donde tiene
lugar la sintesis de proteinas. Simultdneamente con su sinte-
sis por parte del ribosoma, los polipéptidos nacientes son
ademas sometidos a procesamientos enzimaticos y
plegamiento asistido por chaperonas. Por altimo, se dirigen
hacia distintas localizaciones donde, a su vez, son transloca-
dos a través de, o insertados en, diferentes membranas. El
propio ribosoma desempefia un papel importante en todas
estas tareas y gobierna la interaccion que se establece entre
todos los factores implicados.

Todo ello es relevante porque el plegamiento de las protei-
nas in vivo no tiene lugar cuando éstas estan ya completas,
sino que comienza a la salida del ribosoma, mucho antes de
que haya finalizado su sintesis. Es decir, cuando las proteinas
se pliegan en el seno de las células no estdn solas, ni comple-
tas. Ambos aspectos introducen una serie de matices que no
se pueden despreciar a la hora de valorar la vigencia de la
hipdtesis de Anfinsen y permiten encontrar en la Naturaleza
algtin caso que contradice el Dogma: una misma secuencia si
puede adoptar dos conformaciones nativas distintas. Este
articulo se centra en aquellos ejemplos cuya existencia se basa
en el caracter degenerado del codigo genético.
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El codigo genético es degenerado

Los 20 aminoacidos proteicos no se corresponden con s6lo 20
codones distintos, sino con 61. Por este motivo, todos ellos,
salvo Met y Trp, pueden ser codificados por mas de un
triplete. La existencia de codones sinénimos es la que ha
motivado que se hable de que el cddigo genético es degene-
rado. Esta redundancia se traduce en que una proteina de 300
aminoécidos, por ejemplo, podria ser codificada hasta de
10151 formas distintas. ¢ Por qué se utiliza entonces una inica
secuencia de DNA para cada proteina concreta?. Los genes
conocidos presentan un claro sesgo, que depende de cada
especie, y que se traduce en que para cada aminoacido unos
codones son mucho mas utilizados que otros.[13] Estos
tripletes sinonimos son ademas leidos por diferentes molécu-
las de RNA de transferencia (tRNA) isoaceptoras (moléculas
distintas que cargan el mismo aminoacido y reconocen
codones diferentes). Al menos en E. coli, los genes que se
expresan en abundancia muestran una marcada tendencia
hacia la utilizacion de codones correspondientes a los tRNAs
mas abundantes. Por este motivo, la degeneracion del codigo
genético permite un potencial adicional para que el RNA
mensajero (MRNA) sea portador de una informacion extra,
mas alla de la codificacion de su secuencia, con respecto a la
proteina sintetizada en cada caso.[13,14]

JHay proteinas que no respetan el Dogma?

Cuando cambia un nucleotido en un gen, sin alterar la natu-
raleza del aminoacido codificado, se habla de sindnimo de
nucleotido unico (SNP). Puesto que un SNP no produce una
secuencia codificante alterada, no es esperable que tenga
lugar ningtn cambio en la proteina sintetizada. Sin embargo,
ya se han descrito ejemplos en los que si se produce un cam-
bio de funcionalidad asociado a SNPs, sin que se altere la
secuencia polipeptidica.[14-16]

El primero de estos ejemplos hace referencia al virus de la
polio.l13:171 Si de forma artificial se incorporan un gran
numero de codones sindnimos de uso poco frecuente al DNA
codificante de la proteina que constituye su céapsida, se
obtienen virus en los que la secuencia de sus proteinas tiene
que seguir siendo idéntica a los de los virus naturales. Sin
embargo, sorprendentemente, cuando se llevo a cabo este
experimento, los virus que se produjeron se comportaron
como atenuados cuando se utilizaron para infectar ratones.[15]
La atenuacion observada se atribuy6 a una disminucion de la
velocidad de traduccion de la proteina de la capsida, motiva-
da precisamente por la presencia de los codones raros. La
hipotesis de trabajo seria que una alteracion en la velocidad de
sintesis de una proteina repercute necesariamente sobre su
cinética de plegamiento, posibilitando la adopcién de confor-
maciones alternativas (Figura 5).

Mas llamativo, si cabe, es el segundo ejemplo. El producto
del gen MDRI, la glicoproteina P, es responsable de la
resistencia multifarmaco desarrollada por muchas células
cancerosas. La introduccion de un tinico SNP que incorpora
un codon poco frecuente produce una proteina que tiene alte-
rada su capacidad para interaccionar con farmacos,[16] sin que
disminuyan ni los niveles de mRNA, ni los de proteina pro-
ducida, indicando que tiene que ser la conformacion la que
esta alterada. Algo que se demostréo mediante una digestion
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Figura 5: Esquema adaptado de la referencial!4l en el que se ilustra
coémo la introduccion de mutaciones sinénimas que impliquen un
aumento del numero de codones poco frecuentes puede repercutir en

la cinética del proceso de biosintesis de proteinas, resultando en una
conformacion final alterada.

- k|
o g g
SATWMWIAS __:-_ L J_’I

%

—

1

-
EY

parcial con tripsina. Todo ello sin que hubiese cambios en su
secuencia de aminoacidos. Los autores de este trabajo tam-
bién proponen que la presencia del codon raro afectaria a la
cinética del plegamiento cotraduccional de la proteina y a su
subsiguiente integracion en la membrana.

Pero, jes realmente posible que un SNP afecte a la cinética
de la traduccion? ¢La diferente disponibilidad de los distintos
tRNAs isoaceptores podria afectar a la velocidad de biosinte-
sis proteica y, de este modo, modificar la cinética de
plegamiento?

La biosintesis de proteinas

La velocidad a la que es traducida una region del mRNA
depende de varios parametros como la propia frecuencia de
uso de codones, las interacciones codon-anticodon y la estruc-
tura secundaria de las regiones del RNA involucradas. La
concentracion de tRNAs isoaceptores puede ser muy distinta;
a veces de hasta diez veces, y varia, no s6lo de unos seres
vivos a otros, sino también dentro de las diferentes etapas de
desarrollo de un mismo organismo. Esta distribucion
asimétrica de los tRNAs puede provocar diferencias en la
velocidad de traduccion de cada coddon particular, siendo
maxima para aquellos codones cuyas moléculas de tRNA
correspondientes sean abundantes.[18:191 Un cambio en la
disponibilidad de los tRNAs afectaria a la velocidad de la tra-
duccion y este efecto cinético (Figuras 4 y 5) implicaria que
la proteina, que empieza a plegarse antes de estar completa-
mente sintetizada, pudiese adoptar una conformacion distinta,
no nativa.[14.15,17-19]

Los ribosomas son particulas formadas por dos subuni-
dades principales de naturaleza ribonucleoproteica, que se
asocian para descodificar la informacion genética encriptada
en el mRNA y traducirla en forma de cadenas polipeptidi-
cas.[20] Este es un proceso extraordinariamente eficiente, de
alta fidelidad y, por ello, finamente regulado (Figura 6).

En células en crecimiento la mayoria de los ribosomas se
encuentran activos y sintetizan las proteinas muy rapidamente,
a una velocidad de unos 20 aminoacidos por segundo en bac-
terias y de 5 a 9 en células eucariotas. Ademds, un mismo
transcrito de mRNA puede ser traducido simultaneamente por
varios ribosomas, asociacion que se denomina polisoma.

La biosintesis de proteinas en procariotas tiene lugar como
se muestra en la Figura 6. En una primera fase, dos factores
de iniciacion, IF-1 e IF-3, se unen a la subunidad menor del
ribosoma, impidiendo una unioén prematura, "no productiva",
de la subunidad mayor. Seguidamente, a través de interac-
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Figura 6: Representacion esquematica del proceso de biosintesis de proteinas en E. coli. Figura adaptada de la referencia.[20]

ciones con su RNA ribosémico (rRNA) 16S, la subunidad
menor reconoce la secuencia de Shine-Dalgarno de un
mRNA, al que se une de forma que el codon de iniciacion
quede convenientemente colocado en una localizacion que se
denomina como sitio P. Entonces un tercer factor (IF-2)
recluta el correspondiente aminoacil-tRNA (aa-tRNA), que
en este caso es el correspondiente a la formil-metionina, y es
capaz de colocarlo convenientemente apareado al codon de
iniciacion. Valiéndose de la energia suministrada por la
hidrélisis por parte de IF-2 de una molécula de GTP, los fac-
tores de iniciacion se disocian y abandonan el complejo ribo-
somal. Es entonces cuando se incorpora la subunidad mayor,
quedando completamente ensamblado el ribosoma.

La siguiente fase es la de elongacion, que se divide a su vez
en tres etapas principales: incorporacion del siguiente aa-
tRNA, formacion de un nuevo enlace peptidico y translo-
cacion para empezar un nuevo ciclo de elongacion. Durante la
primera etapa, la posicion A vacia, correspondiente al siguien-
te coddn al de iniciacion, es ocupada por el correspondiente
aa-tRNA. Este es acompafiado por otra GTPasa, el factor de
elongacion TU (EF-Tu), cuya participacion es necesaria para
su rapida colocacion en la posicion correcta. Esta asociacion
aa-tRNA:EF-Tu:GTP se conoce como complejo ternario de
iniciacion. Entonces se forma el enlace peptidico entre los dos
aa-tRNA contiguos, una reaccién que es catalizada por el
rRNA, de forma que el ribosoma se comporta como una
auténtica ribozima. Finalmente, tiene lugar la translocacion.
Mediante un mecanismo de rueda de trinquete, el ribosoma se
desplaza sobre el mRNA de forma que el tRNA que ya no esta
aminoacilado pasa a ocupar una nueva posicion, denominada
E, mientras que aquél que contiene el dipéptido inicial pasa a
la P, dejando el sitio 4 nuevamente vacio, listo para aceptar
un nuevo aa-tRNA e iniciar un nuevo ciclo de elongacion.
Todo este proceso se ve facilitado por la participacion de una
nueva GTPasa, el factor EF-G (Figura 6).

La elongacion de la cadena polipeptidica tiene lugar tantas
veces como sea necesario, en funcion del nimero de aminoa-
cidos que tenga la proteina, hasta alcanzarse un codon de ter-
minacion. Evidentemente, la eficacia de este proceso de elon-
gacion y, por tanto, la velocidad global con que tiene lugar,
pueden verse alteradas por la diferente disponibilidad de los
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distintos tRNAs. Esta seria la etapa més directamente afecta-
da por la introduccion de codones poco frecuentes mediante
mutaciones sinonimas.

Una vez que el ribosoma se topa con un codon de parada,
tiene lugar la fase de terminacion de la traduccion. Los
codones de terminacion no son reconocidos por ningin tRNA
complementario sino, una vez mas, por factores proteicos
que, en el caso de los procariotas, se denominan factores de
liberacion RF. Estos factores poseen una conformacion que
mimetiza la estructura tridimensional de los tRNA lo que les
permite unirse al sitio A del ribosoma. Al unirse cualquiera de
ellos, se produce la hidrolisis del enlace que une la cadena
polipeptidica naciente al tRNA en la posicion Py se libera, ya
completa, desensamblandose todo el complejo ribosomal. Un
tercer factor, RF-3, también con actividad de GTPasa, parti-
cipa acelerando esta disociacion y desensamblaje (Figura 6).

Durante todo este proceso se va formando una cadena
polipeptidica que tiene que ir acomodandose. Para ello la sub-
unidad mayor del ribosoma posee un auténtico tunel (Figura
7) a través del cual se "desliza" esta cadena naciente hacia el
exterior del ribosoma. De esta forma la cadena emerge por la
boca de salida del tanel, empezando por su extremo amino-
terminal.[21]

IANA en 1RMA
el sitio A i en el sitio P

Proteing
L3

Figura 7: a) Representacion en la que se aprecian dos moléculas de
tRNA unidas a los sitios A y P del ribosoma, asi como una cadena
polipeptidica naciente, en color amarillo, atravesando el tanel ribo-
somal. Se trata de una adaptacion de una figura que aparece en
http://www.weizmann.ac.il/sb/faculty pages/Yonath/00Sc activi-
ties.html. b) Reconstruccion de la estructura de un polisoma a partir
de micrografias electronicas.[?2] La salida del tunel queda orientada
hacia el exterior de la estructura helicoidal, permitiendo que las cade-
nas polipeptidicas nacientes, representadas en rojo y en verde,
puedan acceder al exterior sin dificultad.
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Este tunel recuerda realmente a un tubo. Puede acomodar
una cadena polipeptidica de unos 30 aminoacidos, en una
conformacion extendida, o hasta 60 en forma de hélice o
Mediante criotomografia electrénical?2] se ha puesto de ma-
nifiesto que los polisomas se organizan en una estructura
pseudohelicoidal, en la que la cara de los ribosomas que con-
tiene la salida del tunel se encuentra orientada precisamente
hacia el exterior (Figura 7). No puede tener lugar el
plegamiento completo de una cadena polipeptidica naciente
dentro de las reducidas dimensiones del tinel. Sin embargo, si
es posible el de pequeias unidades elementales. El tinel no es
un entorno pasivo. Las interacciones que en €l se establecen
pueden promover la adopcion de estructuras secundarias en
las cadenas nacientes,[23] de forma que hay un mecanismo de
retrorregulacion de la velocidad de traduccion que puede pro-
ducir pausas transitorias.[23:24]

Ademas, a la salida del tinel las cadenas se encuentran con
proteinas diversas ya que el ribosoma sirve de plataforma para
la asociacion temporal y espacial de enzimas varias, factores de
localizacion y chaperonas, que acttian sobre los polipéptidos
nacientes nada mas emerger del ribosoma.[25] Todas estas pro-
teinas ejercen su funcion o, al menos, mejoran su eficiencia,
uniéndose precisamente al ribosoma en las proximidades de la
salida del tanel. Asi, el plegamiento in vivo de las proteinas
mientras todavia permanecen unidas al ribosoma puede estar
favorecido no s6lo por cambios en la cinética de la traduccion
sino también por interacciones con el propio ribosoma.[25.26]

En definitiva, hoy en dia parece ya claro que el ribosoma
puede intervenir en el plegamiento de las proteinas que sinte-
tiza, no s6lo modificando la cinética del proceso o su loca-
lizacion final, sino también limitando el espacio conforma-
cional a explorar, actuando asi como catalizador hacia el logro
de su estructura nativa.

.Sigue siendo valido el Dogma? ;o no?

(Puede entonces alterarse tanto la cinética de la traduccion
que acabe provocando que una misma secuencia de aminoa-
cidos pueda adoptar una conformacion distinta? Ya se ha
mencionado como el plegamiento in vitro de una proteina
completa y aislada tiene lugar de forma discontinua y jerar-
quizada (Figura 4), incluso cuando es capaz de plegarse co-
rrectamente sin la asistencia de ningin otro factor.
Primeramente se adquieren los elementos de estructura secun-
daria que representan conformaciones ordenadas. Seguida-
mente, se ensamblan dando lugar progresivamente a interme-
dios de mayor complejidad, en cuanto a su grado de estructura
terciaria. Finalmente, se adquiere la conformacion tridimen-
sional nativa.[12] En esta situacion, efectivamente, el proceso
viene determinado Unicamente por las caracteristicas de la
secuencia de la proteina considerada, como correctamente
propuso Anfinsen.

Ya en 1987 se propuso que el plegamiento de algunas pro-
teinas se podria ver afectado por la velocidad a la que sus
cadenas polipeptidicas fuesen traducidas in vivo.[27] Las
secuencias de sus genes habrian evolucionado con el fin de
controlar la velocidad de elongacion de manera que la sintesis
de porciones definidas de las cadenas polipeptidicas estuviese
temporalmente separada. La existencia de este mecanismo de
traduccion discontinua podria facilitar el plegamiento de
dominios distintos. En el transcriptoma completo de E. coli,
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por ejemplo, se observa que la presencia de segmentos que se
predicen como de traduccion lenta es fuertemente dependiente
de la localizacion celular de las proteinas estudiadas. Estos
segmentos son, ademas, mucho mas frecuentes cuanto ma-
yores son las proteinas estudiadas. Si el ensamblaje tiene lugar
mediante etapas discretas, implicando a segmentos indivi-
duales, éste podria ser mas favorable desde el punto de vista
cinético. Cada unidad del plegamiento se iria estabilizando de
forma secuencial, construyéndose el estado nativo de forma
progresiva y evitandose asi "trampas cinéticas". Este
plegamiento secuencial seria ventajoso ya que, al ser cinética-
mente mas favorable, es de esperar que fuese también mas
rapido. Evidentemente, estas velocidades de traduccion se
podrian ver afectadas por las pausas. Cuanto mas largas fue-
sen estas pausas, mas probable seria la aparicion de un esce-
nario de cinética de plegamiento alteradal26] (Figura 5).

En este contexto, la presencia de los "codones raros" provo-
caria un "atasco" ribosomal que podria reforzar unas vias de
plegamiento secuencial sobre otras, conduciendo a minimos
distintos del espacio de energia. Este aspecto es, por ello, sen-
siblemente distinto de la situacion que tiene lugar cuando el
estudio del plegamiento de proteinas se realiza in vitro
(Figura 8).
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Figura 8: Esquema adaptado de la referencial!?] que refleja como las
pausas traduccionales provocadas por la abundancia de codones de

uso poco frecuente podrian alterar el escenario de plegamiento de
una proteina.
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Los codones potencialmente traducidos a menor velocidad,
se encuentran ademas predominante-
mente en regiones que codifican péptidos de enlace entre dis-
tintos dominios estructurales de una misma proteina. Hasta tal
punto que los perfiles de codones raros en el mRNA pueden
servir para detectar o predecir la existencia de estos dominios

los "poco frecuentes",

proteicos.[28]

Finalmente, el examen de la conformacion de los aminoa-
cidos en el seno de una cadena polipeptidica revela una clara
correlacion entre la frecuencia de codones en el mRNA y las
caracteristicas topologicas de las proteinas codificadas. Las
hélices o tienden a ser codificadas preferentemente por
regiones de traduccion rapida mientras que los segmentos
lentos a menudo corresponden con las hebras 8 y las regiones
no periodicas. Consecuentemente, las regiones helicoidales se
traducen mas rapido y los estudios cinéticos de plegamiento
in vitro, realizados con proteinas desnaturalizadas aisladas,
indican que también se pliegan mas deprisa. En definitiva,
todo parece indicar que la velocidad de traduccion ha sido
optimizada para estar a tono con la eficiencia del plegamien-
to cotraduccional,[27-29] si bien hasta aqui sélo se han presen-
tado pruebas de caracter estadistico o circunstancial.
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Los codones influyen en el plegamiento

Efectivamente, todos los aspectos comentados hasta el
momento sobre la posibilidad de transgredir el Dogma de
Anfinsen son esencialmente de caracter estadistico, circuns-
tancial o predictivo. Para cuestionarlo realmente seria nece-
sario disponer, al menos, de alguna verificacion experimental.
En la primavera del afio 2009 se publico un primer trabajo que
si podria ser ya una evidencia de que la conformacion final de
una proteina puede ser modulada por la presencia de codones
raros.[26] El sistema experimental utilizado se centra en el
estudio de la traduccion in vitro de diferentes proteinas de E.
coli, entre las que destaca, por los resultados obtenidos, Suf7,
una proteina multidominio de unos 350 aminoacidos y de fun-
cion todavia desconocida, aunque si se conoce su estructura
tridimensional, en la que aparecen dominios estructurales
bien diferenciados (Figura 9).
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Figura 9: a) En la parte superior se muestra un analisis de la fre-
cuencia de uso (linea roja) de los codones que aparecen en el mMRNA
responsable de la codificacion de la proteina Sufl. Debajo de ella,
aparece la estructura tridimensional de la proteina completa y la de
los distintos dominios estructurales que la componen. b) Foto de una
autorradiografia en la que se han separado los productos de una tra-
duccioén in vitro sincronizada realizada en ausencia de mRNA (con-
trol), en presencia del mRNA natural (Suf7) o de una version de éste
en la que, mediante mutaciones sinénimas, se han eliminado todos
los codones de uso poco frecuente. FL indica la posicion correspon-
diente al tamafio de la proteina completa. Esta figura es una
adaptacion de otras que aparecen en.[26]

Cuando se analiza la secuencia del mRNA responsable de
su codificacion se observa que existen cuatro zonas en las que
abundan las agrupaciones de codones raros (Figura 9a) y que
efectivamente coinciden con los péptidos de enlace entre los
distintos dominios. Si utilizando este mRNA natural se estu-
dia el patrén de produccion de SufI en un sistema de traduc-
cion libre de células sincronizado, se observa la aparicion no
solo de Sufl completa, sino también la de otros productos dis-
cretos de la traduccion, de menor tamarfio (Figura 9b), que
coinciden precisamente con los dominios estructurales obser-
vados en la conformacion nativa. Estos intermedios de tra-
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duccién representan dominios de plegamiento pues son
resistentes a la digestion parcial con proteinasa K. Observa-
cion que sugiere que ya han alcanzado su conformacion nati-
va final, todavia unidos al ribosoma, sin que la biosintesis de
la cadena polipeptidica haya acabado. Es decir, los dominios
de estructura tridimensional del polipéptido naciente se ple-
garian de forma secuencial, aunque no independiente, durante
el proceso de la traduccion, y la velocidad del proceso podria
alterar esta dinamica. Cuando este mismo experimento se
lleva a cabo utilizando como molde un mRNA artificial en el
que su composicion de codones es tal que no se pueden pro-
ducir "paradas" porque sdlo hay codones frecuentes, Unica-
mente se obtiene un producto, la proteina SufI completa, y no
hay vestigios de los intermedios (Figura 9b).

En definitiva, este trabajo demuestra que la agrupacion de
codones de traduccion lenta condiciona no so6lo este proceso,
sino también el del plegamiento de dominios estructurales
independientes y que, por tanto, este efecto estd modulado de
forma jerarquica.

Conclusion: las excepciones son importantes en
Biologia

(Cual es entonces la respuesta final a la pregunta planteada en
el titulo que encabeza este escrito? (Es todavia valida la
Hipdtesis de Anfinsen? No hay ninguna duda de que este
Dogma, a dia de hoy, se mantiene con plena validez y vigen-
cia, especialmente cuando se aplica al plegamiento de protei-
nas aisladas. Pero también parece claro que se pueden encon-
trar excepciones a la regla. Excepciones que, precisamente,
son muy frecuentes en Biologia, en la que la individualidad
juega un papel muy importante. Tanto que, muy probable-
mente, las excepciones constituyen una de las principales
causas por las que todavia no ha alcanzado el mismo nivel de
generalizacion doctrinal que la Fisica y la Quimica. Al fin 'y
al cabo, retomando el ejemplo con el que se iniciaba esta di-
sertacion, es de sobra sabido que tener alas no es siempre sufi-
ciente para poder volar. Numerosos ejemplos de aves no
voladoras soportan esta afirmacion. Por tanto, se debe con-
cluir que en Biologia la generalidad es importante, pero tam-
bién que no se debe despreciar la excepcion. Excepcion que,
tal vez, cuando se amplie nuestro conocimiento se acabe con-
virtiendo en regla. En Biologia, en definitiva, el caso aislado
puede jugar el papel clave. No debemos olvidarlo.

Agradecimientos

Este trabajo ha sido elaborado gracias a la financiacion recibi-
da del MICINN a través el proyecto BFU2009-10185. Se
agradecen también los acertados comentarios de los revisores
y de la Dra. Mayte Villalba.

Bibliografia

[1] E. Mayr Por qué es unica la Biologia, 2006, Katz Edito-
res, Buenos Aires.

[2] C.B. Anfinsen, E. Haber, J. Biol. Chem. 1961, 36, 1361—
1363.

[3] C.B. Anfinsen, E. Haber, M. Sela, F. H. White Jr., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1961, 47, 1309—-1314.

[4] D. Givol, R. F. Goldberger, C. B. Anfinsen, J. Biol. Chem.
1964, 239, 3114-31116.

www.rseq.org An. Quim. 2010, 106(2), 96-103



(Estaba Christian Anfinsen en lo cierto?

[5] D. Givol, F. De Lorenzo, R. F. Goldberger, C. B. Anfin-
sen, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1965, 53, 676—684.

[6] F. M. Richards, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1958, 44,
162-166.

[71 F. M. Richards, P. J. Vithayathil, J. Biol. Chem. 1959, 234,
1459-1465.

[8] D.J. States, C. M. Dobson, M. Karplus, T. E. Creighton,
Nature 1980, 286, 630—-632.

[9] G D. Rose, T. P. Creamer, Proteins 1994, 19, 1-3.

[10] G. D. Rose, Nat. Struct. Biol. 1997, 4, 512-514.

[11] S. Dalal, S. Balasubramanian, L. Regan, Nat. Struct. Biol.
1997, 4, 548-552.

[12] S. I. Chan, Annu. Rev. Biophys. 2009, 38, 1-27.

[13]Y. Lavner, D. Kotlar, Gene 2005, 345, 127—-138.

[14] A. A. Komar, Science 2007, 315, 466—467.

[15]J. R. Coleman, D. Papamichail, S. Skiena, B. Futcher, E.
Wimmer, S. Mueller, Science 2008, 320, 1784—1787.
[16] C. Kimchi-Sarfaty, J. M. Oh, I. W. Kim, Z .E. Sauna, A.

M. Calcagno, S. V. Ambudkar, M. M. Gottesman, Scien-
ce 2007, 315, 525-528.
[17] M. Enserink, Science 2008, 320, 1709.
[18]J. L. Parmley, L. D. Hurst, Bioessays 2007, 29, 515-519.
[19] C.J. Tsai, Z. E. Sauna, C. Kimchi-Sarfaty, S. V. Ambud-

kar, M. M. Gottesman, R. Nussinov, J. Mol. Biol. 2008,
383, 281-291.

[20] T. M. Schmeing, V. Ramakrishnan, Nature 2009, 461,
1234-1242.

[21] F. Brandt, S. A. Etchells, J. O. Ortiz, A. H. Elcock, F. U.
Hartl, W. Baumeister, Cel/ 2009, 136, 261-271.

[22] J. Gumbart, L. G. Trabuco, E. Schreiner, E. Villa, K. Schul-
ten, Structure 2009, 17, 1453-1464.

[23] A. Kosolapov, C. Deutsch, Nat. Struct. Mol. Biol. 2009,
16, 405-411.

[24]7J. P. Ellis, P. H. Culviner, S. Cavagnero, Protein Sci. 2009,
18, 2003-2015.

[25] G. Kramer, D. Boehringer, N. Ban, B. Bukau, Nat. Struct.
Mol. Biol. 2009, 16, 589-597.

[26] G. Zhang, M. Hubalewska, Z. Ignatova, Nat. Struct. Mol.
Biol. 2009, 16, 274-280.

[27]1 1. J. Purvis, A. J. Bettany, T. C. Santiago, J. R. Coggins,
K. Duncan, R. Eason, A. J. Brown, J. Mol. Biol. 1987,
193, 413-417.

[28] C. H. Makhoul, E. N. Trifonov, J. Biomol. Struct. Dyn.
2002, 20, 413-420.

[29] T. A. Thanaraj, P. Argos, Protein Sci. 1996, 5, 1973—1983.

lll Escuela de Verano sobre Historia de la Quimica
Sobre Atomos y Moléculas: 150 Afios después del Congreso de Karlsruhe

Logrono, 14 -

de la Universidad
de La Rioja 2010

CONFERENCIANTES
Prof. Pedro J. Campos (Director)
Universidad de La Rioja, Logrono

Prof. Javier Garcia-Martinez
Universidad de Alicante

Prof. Eduardo J. Fernédndez Garbayo
Universidad de La Rioja, Logrofio

Prof. Nazario Martin .
Universidad Complutense, Madrid

Prof. Javier Ordénez ;
Universidad Autonoma, Madrid

Profa. Inés Pellén
Universidad del Pais Vasco-EHU, Bilbao

Prof. Fernando Peral
UNED, Madrid

Prof. Joaquin Pérez Pariente
CSIC, Madrid

Prof. Pascual Roman
Universidad del Pais Vasco-EHU, Bilbao

An. Quim. 2010, 106(2), 96-103 www.rseq.org

Contacto: httg:Hfundaclon.unIrlo|a.es.’cursosdeva rano/historiaguimica

16 julio, 2010

EVZA UNIVERSIDAD DE LA RIOJA

Vicerrectorado de Estudiantes

© 2010 Real Sociedad Espafiola de Quimica —103



