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Les parvalbumines musculars, proteines presents en els vertebrats in-
feriors, han estat estudiades tant per raigs X com per d’altres meétodes
espectroscopics. Aquests estudis han demostrat el caracter globular d’aques-
tes proteines, €l seu alt grau d’ordre (409, d’helicitat) i una alta pro-
porcié de residus Phe en el seu interior. Recentment ha estat descobert
que les parvalbumines lliguen fortament dos ions Ca++ per molécula,
situaci6 que permet una possible analogia funcional d’aquestes protei-
nes amb la troponina C, proteina reguladora present en els miisculs dels
vertebrats superiors. L’aplicaci6 de l'espectroscopia RMN ha de servir
per a la identificacié6 dels canvis conformacionals associats amb els pro-
cessos de captacié i cessi6 dels ions de calci en aquestes proteines, la
qual cosa permet una aproximacié als canvis moleculars associats amb
la seva funcié.

En el present treball exposem els resultats d'experiments preliminars
amb RMN, de proté a 100 i 270 MHz, sobre dues parvalbimines (de
carpa i llug), amb el proposit de visualitzar els canvis conformacionals
associats amb la preséncia d'un agent quimic desnaturalitzant, el clo-
rur de guanidina, i amb l'climinacié progressiva dels ions de calci for-
tament lligats. D’altra banda, ha estat investigada la possibilitat d’utilit-
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zar la RMN com una técnica, juntament amb la determinacié de 1'estruc-

tura primaria de la proteina, per a establir la preséncia de grups acetils
N-terminals.

RESULTATS 1 DISCUSSIO

Espectre de la proteina desnaturalitzada. — L’espectre de la proteina
desnaturalitzada amb clorur de guanidina presenta diverses caracteris-
tiques interessants: en primer lloc la pres¢éncia d’un senyal atribuit al
grup acetil N-terminal. La seva pres¢éncia ha estat confirmada posterior-
ment per métodes quimics.

Seguint el me¢tode de McDoNALD i PHILLIPS, hom ha simulat 1'espectre
de la proteina desnaturalitzada. En comparacié amb J’espectre experi-
mental, és observat un desplacament general dels pics. La correccié
d’aquest efecte pot ésser feta tenint en compte que és pres com a refe-
réncia interna el senyal metil del DSS i que la preséncia de clorur de
guanidina afecta el desplacament quimic.

Una altra discrepancia és observada vers la zona de 2,55 ppm que
hem d’atribuir als residus Asp. Aquesta diferéncia és deguda segurament
al valor excessivament alt donat a l'amplada a mitja alcada del grup
—CH: del residu Asp. Les parvalbimines contenen un elevat nombre
de residus Asp (10/108 i 14/108 en les corresponents a llug i carpa res-
pectivament). L'estudi per RMN d'una gran varietat de parvalbiimines
podra permetre d’obtenir un millor valor per a aquesta amplada.

Espectre de la proteina nativa. — L'aspecte general de I'espectre de la
proteina nativa és bastant diferent del préviament discutit. Hi sén obser-
vats un gran nombre de senyals discrets, els quals resulten de l'efecte de
les diferents i especifiques interaccions moleculars en les estructures na-
tives sobre els desplacaments quimics de cada grup de protons equi-
valents.

A causa de I'alt contingut en Phe (10/108 residus) per a les parvalbu-
mines de llug i carpa, pot ésser predit que les interaccions hidrofobi-
ques entre residus aromatics i alifatics, especialment grups metils, han
d’ésser particularment fortes i determinants de la cohesié global de la
molécula. Aquest cas és de les parvalbimines de carpa, com ha estat
demostrat per raigs X: 18 residus alifatics no polars (7 Leu, 4 Ile, g Val
i 4 Ala) sén interns, i hom els troba en un embolcall aromatic de 8 re-
sidus Phe interns. L’explicacié dels desplacaments observats en les pro-
teines natives respecte a les desnaturalitzades pot ésser intentada sobre
la base de la pertorbacié magnética deguda al caricter aromatic dels
residus Phe, sobretot en les regions de l'espectre situades en camp fort.

La magnitud de l'’efecte degut a un anell benzénic ha estat predita
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semiquantitativament per JonnsoN i Bovey fent servir el concepte de
I'espira de corrent. El model de J. i B. ha estat aplicat satisfactoriament
per predir tant els efectes inter- o intramoleculars com els deguts al
solvent.

El model de J. i B. fou aplicat a la parvalbiimina de carpa utilitzant
les coordenades conegudes per raigs X. L’aproximacié dels residus aro-
matics de la fenilalanina per un anell benzénic sembla justificada en
una proteina en qué d’altres tipus de residus aromatics no compten. Els
efectes d’aquests residus sén molt més importants que d’altres efectes de
seqiiéncia. Aixd justifica de prendre només aquests per a predir l'es-
pectre.

L’espectre de la proteina nativa aixi calculat fou comparat amb el
registrat experimentalment. La concordanca entre els espectres calculat
i experimental és bastant satisfactoria per a desplacaments lleugers. No
hi ha concordanga aparent per als grans desplagaments, perd el nombre
de senyals molt desplagats és el mateix. En particular el senyal situat
més lluny és el metil de la Val 106, tedricament situat a —1.03 ppm,
que en l'espectre experimental figura a — o.35 ppm.

Dues explicacions possibles poden ésser donades per a aquestes dis-
crepancies: 1) L’estructura en solucié és diferent de la que té en el
cristall. Una simple separacié de dues heélixs, possible en una estructura
més disgregada, com és ara la que hom troba en solucié, pot donar lloc
a canvis sensibles. 2) En dissolucié, ’equilibri entre rotamers de les ca-
denes laterals de la valina pot estar alterat, igualment que la seva ci-
nética.

El model de J. i B. fa aparents dos tipus d’interaccions entre residus
aromatics i alifatics: 1) Interaccions entre residus proxims. En particular,
interaccions entre un residu aromaitic trobat en posici6 d’'una hélix «
i un alifatic situat en posicions nt (4 o 5) en la mateixa hélix, alter-
nanga tipica en les heélix . 2) Interaccions entre residus llunyans en la
seqiiéncia. S6n especialment interessants les que hom efectua entre re-
sidus de segments d’heélixs diferents. Aquestes interaccions podrien tenir
un paper important en el manteniment de l'estructura tercidria. En la
parvalbimina estudiada, sén observades tres intenses interaccions d’aques-
ta classe, una de les quals, la Val 106-Phe 30, podria jugar un paper im-
portant en la funcié de la molécula, com a variadora de la posicié del
fragment d’hélix F, adjacent a la regié EF, que és un dels dos punts
d’unié del calci.



