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Abreviaturas

CBP: Proteina de unién a CREB

TAD: Dominio de transactivacion

CTD: Dominio carboxilo-terminal

Dmax : Distancia maxima dentro de una molécula
DBD: Dominio de unién a DNA

FRET: Transferencia de energia de resonancia de Forster
IDP: Proteina Intrinsecamente Desestructurada
IDR: Region Intrinsecamente Desestructurada
Kotf: tasa de disociacion

Kon: tasa de asociacion

MD: Dindmica Molecular

MLOs: Organulos sin membrana

MoRF: Elementos de reconocimiento molecular
NLS: Dominio de sefalizacion nuclear

NMR: Resonancia magnética nuclear

PPu: Hélice de poliprolina Il

PRD: Dominio rico en prolina

PRE: Incremento de relajacion paramagnética
PTMs: Modificaciones postraduccionales

RDC: Acoplamiento dipolar residual

Rn: Radio hidrodinamico

SAXS: Dispesion de rayos X de pequefio angulo
SLiM: Motivos lineares cortos

TAD: Dominio de transactivacion

TET: Dominio de tetramerizacion



Resumen

Las IDPs son proteinas sin estructura estable que cumplen una gran variedad de
funciones, muchas de ellas, imprescindibles para la célula. Debido a sus
caracteristicas estructurales, requieren de técnicas diferentes de las clasicas
para su estudio y pueden interaccionar de forma especifica con numerosas
proteinas, DNA y RNA. Su interaccion especifica con los diferentes ligandos es
de baja afinidad, y por tanto, facilmente reversible, de forma que son proteinas
con gran relevancia en sefalizacion y regulacion. También son importantes
desde el punto de vista evolutivo y en el desarrollo de medicamentos. En algunos
casos, cambian su estado de plegamiento al interaccionar a través de ciertas
regiones, aumentando asi el nimero de conformaciones en que se encuentran.
A esto hay que sumarle las diferentes modificaciones postraduccionales que
pueden sufrir, dando lugar a multiples estructuras para una misma proteinay a
diferentes funciones.

Summary

IDPs are proteins without stable structure, which perform multiple functions, many
of them, essential for the cell. Due to their structural properties, they require
structural techniques different from those wused in classical structure
determination. They can interact specifically with many different proteins DNA
and RNA. Their specific interaction with different is with low affinity, therefore,
easy to reverse, giving them relevant roles in signaling and regulation. They are
also important from an evolutive perspective and in drug development. Some
IDPs change their folding state upon interaction through some regions, increasing
the number of conformations. In addition, they may suffer different types of
postranslational modifications that lead to multiple structures for a unique protein
and, therefore, different functions.

Palabras clave: Proteinas Intrinsecamente Desestructuradas, IDPs, estructura
de proteinas, interacciones con ligandos, p53.

Keywords: Intrinsically Disordered Proteins, IDPs, protein structure, ligand
interactions, p53.



1.Introduccién

Hasta hace relativamente poco tiempo, se creia que las proteinas tenian siempre
una estructura tridimensional definida y que esta estructura era la que
determinaba su funcion. El descubrimiento de las proteinas intrinsecamente
desestructuradas (IDPs) supuso un cambio en la forma de entender el
funcionamiento de las proteinas (Uversky, 2011).

En diversos trabajos (Jirgensons, 1966); (Kriwacki, et al, 1996); (Romero, et al,
1998), se han ido encontrando datos sobre estas proteinas, sin embargo, no se
planted la idea de que una proteina sin estructura fija pudiera ser funcional hasta
unos afios atras. Con las IDPs se demostré que esto no siempre es asi. En la
altima década, ha ido aumentando la informacion sobre este tipo de proteinas,
gracias al desarrollo de nuevas técnicas, ya que algunas de las mas usadas en
biologia estructural clasica, como la cristalografia de rayos x, no son utiles con
las proteinas que no tienen una estructura fija (Oroguchi, et al, 2011).

Las IDPs se caracterizan por no tener una estructura tridimensional estable bajo
condiciones fisiolégicas, pudiendo cambiar su estructura bajo condiciones
concretas (Schlessinger, et al, 2007), y por tener un gran numero de
conformaciones posibles (Dosztanyi, et al, 2010). También hay proteinas que no
carecen por completo de estructura tridimensional, sino que tienen regiones
intrinsecamente desestructuradas (IDRs). Con frecuencia, estas regiones se
encuentran en los extremos de las proteinas y pueden tener una longitud muy
variable. También pueden encontrarse en dominios internos, pero en estos
casos, suelen ser regiones de menor tamafio y pueden aparecer también
separando dominios (Oldfield, et al, 2019).

Aparecen con bastante frecuencia tanto en eucariotas como en procariotas y
también en virus. En el caso de los eucariotas, las proteinas o regiones de
proteinas sin estructura terciaria son especialmente abundantes. Ademas, tanto
en eucariotas como en virus suelen encontrarse IDPs de mayor tamafio, en
comparacion con otros organismos. Se cree que esto puede deberse a que estos
organismos tienen procesos de sefializaciébn y regulacion de una mayor
complejidad. También se ha observado que las IDPs se encuentran con mayor
frecuencia en ciertas estructuras celulares, como pueden ser el nucleosoma o
los ribosomas (Peng, et al, 2015). Dentro de las arqueas se ha encontrado una
mayor proporcion de IDPs en las que crecen en medios extremos y en las
simbidticas, por lo que se cree que utilizan estas proteinas como una forma de
adaptacion (Xue, et al, 2010).

2. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es efectuar una revision bibliografica sobre
diferentes aspectos de las proteinas intrinsecamente desestructuradas y su
importancia bioldgica.

3. Metodologia

La informacion que se recoge en este trabajo fue obtenida a partir de fuentes
bibliograficas obtenidas de PubMed Central®, (NCBI) y de Google Scholar. Las
imagenes de las figuras se redisefiaron con Paint 3D, RasMol
(http://www.openrasmol.org/) y BioRender (https://biorender.com/).



http://www.openrasmol.org/
https://biorender.com/

4. Resultados

4.1. Técnicas para el estudio de las IDPs.

El estudio de las caracteristicas estructurales de las IDPs no puede hacerse
mediante las técnicas clasicas, sino que es necesario recurrir a otras técnicas o
a la combinacion de varias. Esto se debe en gran medida a que no pueden
cristalizarse (Receveur-Bréchot & Durand, 2012), por tanto, la cristalografia de
rayos X no es util debido a que las regiones sin estructura no se pueden ver en
los mapas de densidad electrénica. Solo puede emplearse, en algunos casos
para conocer regiones que interaccionan, al cristalizar la proteina globular a la
qgue se unen (Cordeiro, et al, 2017).

Respecto a la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) y la
criomicroscopia electrénica si son utiles para conocer posibles conformaciones
y el grado de flexibilidad de algunas proteinas, pero no permiten resolver
estructuras, solo conformaciones (Powers, et al, 2019).

-La criomicroscopia electronica se basa en la obtencion de imagenes en
dos dimensiones, con un microscopio electronico, de una molécula (proteina,
RNA o DNA), de forma que si se conoce la orientacion de las moléculas
correspondientes a cada imagen, se puede obtener una imagen tridimensional
(Nogales & Scheres, 2015). Ademas, la muestra se mantiene a bajas
temperaturas con hielo vitreo (Bai, et al, 2015). El problema con las IDPs es que
la flexibilidad de la estructura disminuye bastante la resolucién (Nwanochie &
Uversky, 2019), que a la vez, esta limitada por la cantidad de electrones
empleada porque estos causan dafos en la muestra. Los dafios se minimizan
con la baja temperatura, pero no se pueden eliminar completamente (Henderson,
2015).

Detector

fr2
Muestra  _\o de*®
Aoy

Haz de rayos-X monocromatico

-——

Figura 1. Esquema de un SAXS. En la imagen se puede observar un haz de rayos-X
monocromatico que atraviesa la muestra, generando un angulo de refraccién que queda
registrado en el detector.

-La dispersion de rayos X de pequefio angulo (SAXS, del inglés small
angle, X-ray scattering) es una técnica que permite estudiar, entre otros,
proteinas y hanocompuestos, tanto con estructura como sin ella. Es una técnica
muy versatil y efectiva sobre diferentes tipos de muestras, independientemente
de que formen cristales o no. Permite conocer el peso molecular; la distancia
maxima dentro de una molécula (Dmax) 0 el radio de giro (Kikhney & Svergun,
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2015), un parametro que mide la distancia media de los atomos al centro de una
molécula, permitiendo estudiar los cambios de tamafio a lo largo del tiempo
(Tanner, 2016). La técnica consiste en hacer incidir un haz de rayos X
monocromatico sobre un capilar o cubeta con una disolucion para conocer el
angulo de dispersién observado sobre un detector (figura 1). El &ngulo varia con
el nimero de moléculas en la disolucion y con la diferencia entre la densidad de
electrones del soluto y de la molécula, esto Ultimo se conoce como contraste y
suele ser bajo debido a que no suele haber atomos pesados en las proteinas
(Bernardd & Svergun, 2012). Ademds, se asume que las moléculas de la
disolucidn son isotrépicas, puesto a que pueden estar en todas las orientaciones.
La disolucién puede ser monodispersa, si todas las moléculas son iguales, o
polidispersa, si son diferentes. En el caso de las IDPs, las disoluciones se
consideran polidispersas. Esto implica que para resolver la estructura, hay que
utilizar medias y no datos simples, por lo que el proceso se complica (Kachala,
et al, 2015).

-La_espectroscopia de NMR es una de las técnicas mas utiles para
obtener datos estructurales de alta resolucion de las IDPs (Eliezer, 2009). Esto
se debe a que, a pesar de no tener estructura fija, si se le puede asignar un
desplazamiento quimico a cada atomo (Salmon, et al, 2010). Los
desplazamientos quimicos son medidas del entorno magnético del nacleo de
cada atomo. Dan informacion sobre diferentes caracteristicas, como pueden ser
estructuras secundarias, la presencia de puentes de hidrogeno o los angulos de
torsion de las cadenas laterales (Nerli, et al, 2018). Dependen de los angulos de
torsién ¢ (el angulo entre un carbono a y un nitrogeno) y y (el &ngulo entre un
carbono y un carbono a), por lo que cambian con la estructura secundaria, de
forma que al calcular los valores para cada atomo y compararlos con los
obtenidos experimentalmente, se puede conocer la estructura secundaria mas
probable. Existen diferentes bases de datos para hacer esto ultimo, pero los
datos varian en funcion de las condiciones experimentales (Kjaergaard, et al,
2011).

-Otra medida que se usa con frecuencia, en el caso de las IDPs, es el
acoplamiento dipolar residual (RDC, Residual Dipolar Coupling). Se basa en el
efecto que se da entre nucleos proximos, debido a que se comportan como
dipolos, al hacer un alineamiento parcial en un medio anisotrépico. (Kosol, et al,
2013). Un medio anisotropico se caracteriza por tener diferentes propiedades
en funcion de la direccion en que se midan. Un ejemplo de medio anisotrépico
podria ser la sustancia blanca del tejido nervioso, en relacion a la direccion de
difusién del agua (Beaullieu, 2002) o un gel de poliacrilamida. El alineamiento
que se consigue al emplear un medio de estas caracteristicas, junto a una campo
magnético, permite medir la direccion de los enlaces en relacion a la orentacion
de la proteina (Bax & Tjandra, 1997) (Mohana-Borges, et al, 2004). También
aporta datos sobre la estructura secundaria y la posicion relativa de elementos
con cierta distancia dentro de la molécula (Esteban-Martin, et al, 2010). Sin
embargo, al depender tanto de estructuras cercanas como de estructuras mas
alejadas espacialmente, puede dar lugar a errores (Jensen, et al, 2013).

-El método méas comun para estudiar interacciones entre residuos mas
alejados y la formacion de estructuras terciarias es medir el incremento de
relajacibn _paramagnética (PRE, del inglés, Paramagnetic Relaxation
Enhancement). Esto se hace al unir un marcador a un aminoacido, generalmente




mediante el uso de enlaces tiol. En el caso de haber interacciones entre residuos,
la distancia entre los nucleos y el marcador se hace mas pequeiia (Konrat, 2014).
Esta medida puede afectar a la estabilidad de la estructura y a otros parametros,
como pueden ser los desplazamientos quimicos, por la introduccion del
marcador. Debido a ello, es comun utilizarla de forma complementaria al estudio
de la secuencia aminoacidica y a otras técnicas, como el SAXS (Sibille &
Bernardo, 2012).

-Otras técnica que pueden ser Utiles son el FRET (Ferreon, et al, 2010),
espectrometria de masas (Beveridge, et al, 2013) o el dicroismo circular
(Chemes, et al, 2012).

Tabla 1. Comparativa de la utilidad de las técnicas clasicas vy recientes comentadas en
el estudio de las IDPs.

Técnica Utilidad Inconvenientes

Cristalografia de rayos X En casos limitados, No suele ser util
depende de las
interacciones con
proteinas globulares

NMR Aporta datos de alta Puede desviarse de la
resolucion, tanto de | estructura real,
estructuras cercanas como = especialmente entre
de rediduos alejados é&tomos alejados
dentre de la proteina

Criomicroscopia Permite conocer Baja resolucion, puede

electronica conformaciones obviar conformaciones
menos frecuentes

SAXS Aporta datos de la | No aporta datos de gran

estructura tridimensional resolucion, estd mas
orientado a conocer la
geometria de la proteina

4.2. Caracteristicas estructurales.

La estructura de las IDPs esta definida en gran medida por la secuencia de
aminoacidos, que definen la flexibilidad de la proteina y su capacidad de
plegarse. Suelen estar formadas por una mayor proporcion de aminoacidos
hidrofilicos, mientras que es poco frecuente que tengan residuos aromaticos o
aminoacidos hidrofébicos (Dyson, 2016). Estas caracteristicas son importantes
para mantenerse sin estructura dentro de la célula. La carga neta que pueden
tener estas proteinas, junto a la baja hidrofobicidad, hacen que haya cierto grado
de repulsion y un menor numero de interacciones hidrofébicas en comparacion
con las que hay en otras proteinas, de forma que las IDPs podrian mantenerse
sin estructura terciaria (Uversky, et al, 2000).

La secuencia aminoacidica de las IDPs suele ser diferente a la de proteinas
globulares, especialmente en las proteinas que no se pliegan nunca (Vymétal, et
al, 2019). Hay aminoacidos que aumentan el nivel de desorden. Son
aminoacidos polares que aparecen con mayor frecuencia en proteinas sin
estructura (Ala, Arg, Ser). Ademas, las IDPs también tienen con mayor
frecuencia Gly y Pro, que hacen menos estables las estructuras terciarias,
mientras que los aminoacidos aromaticos son menos frecuentes (Campen, et al,
2008). Si bien la estructura de las IDPs depende de los aminoacidos que las
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forman, no dependen tanto como se creia de la secuencia, sino de las
propiedades fisicas (Hansen, et al, 2006).

Al no tener una conformacién fija, las caracteristicas estructurales y de
interaccion dependen en gran medida de la carga y de la distribucién de los
aminoacidos dentro de la proteina (Forman-Kay & Mittag, 2013). Un aumento de
la carga neta, producida por una mayor proporcion de aminoacidos con carga, y
gue genera un aumento de la carga neta por residuo; puede hacer que las
proteinas pasen de una estructura globular a una fase con diferentes grados de
desestructuracion, en el caso de que las proteinas sean polianfolitos (Mao, et
al, 2010), es decir, polimeros formados por monémeros con cargas positivas y
por mondmeros con cargas negativas (Johner & Joanny, 2018). Esto se da
porque las proteinas, cuando estan en un solvente, presentan tanto
interacciones intracatenarias como interacciones individuales de cada residuo
con el solvente. La estructura globular es la mas favorable solo si la suma de
todas las interacciones intracatenarias son mayores que las individuales de cada
residuo con el solvente (Raos & Allegra, 1996).

Las IDPs sufren modificaciones postraduccionales con bastante frecuencia, y
entre ellas una de las mas comunes son la fosforilaciones; y si éstas se dan en
suficientes residuos, la proteina puede pasar de ser un polianfolito, que suele ser
lo mas comun en IDPs, a un polielectrolito (Lei, et al, 2018). Las secuencias con
estas caracteristicas suelen ser menos propensas a tener estructuras globulares,
esto es debido a que hay pocas interacciones intracatenarias. También se
pueden dar casos intermedios, en los que se forman estructuras globulares
locales dentro de la proteina (Das, et al, 2015).

Figura 2. Hélice de poliprolina Il obtenida a partir de la estructura de la GTPasa de
Thermus thermophilus (TT1381) (Kukimoto-Niino, et al, 2004) y aislada con RasMol. En
las imagenes a) y b) se puede ver la estructura secundaria de la hélice de poliprolina Il
con diferentes representaciones. En la imagen ¢) pueden verse los angulos diédricos
del enlace peptidico caracteristicos de esta estructura.

Otro factor que condiciona la estructura de las IDPs, podria ser la preferencia
que pueden tener estas proteinas por adoptar la conformacion hélice de
poliprolina Il (PPu) (figura 2.), que depende de la composicién aminoacidica. Las
PPu son estructuras secundarias con forma de hélice levagira y sin puentes de
hidrégeno. Esto ultimo, permite que tengan un mayor grado de interacciones con
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solventes y, por lo tanto, contribuirian a que las proteinas estén en
conformaciones desplegadas (Narwani, et al, 2017). El Rn es el radio que tendria
una esfera con un grado de difusion igual al de la proteina, o cualquier otra
molécula, que se quiera estudiar. En las proteinas globulares, no es una medida
exacta; pero en el caso de las IDPs se puede utilizar para conocer el grado de
compactacion de la estructura (Marsh & Forman-Kay, 2010).

Otro aspecto importante a la hora de estudiar la estructura de cualquier proteina,
es el comportamiento del agua circundante. Una forma de conocer esto es
haciendo simulaciones de dindmica molecular (MD), que permiten estudiar
diferentes parametros de forma mas sencilla que mediante técnicas
experimentales (Karplus & McCammon, 2002). A través de estas simulaciones,
se ha observado que el agua se acumula alrededor de las IDPs (0 IDRS) en
mayor medida que en las proteinas globulares (Salvi, et al, 2019), probablemente
por la mayor carga neta que tienen estas proteinas (Aggarwarl & Biswas, 2018).
Ademas, tienen un mayor numero de interacciones mediante puentes de
hidrogeno y una mayor mobilidad de las moléculas de agua (Rani & Biswas,
2015). Esto es especialmente relevante, debido a la posibilidad de que pueda
estar implicado con los cambios conformacionales. También se ha observado
gue algunas IDPs pueden estar relacionadas con la respuesta a la desecacion,
como las proteinas LEA en el caso de las plantas (Zamora-Brisefio, et al, 2018)
o las TDPs en el caso de los tardigrados (Boothby, et al, 2017).

4.3. Reqgiones relacionadas con la funcion.

Las IDPs contienen, con cierta frecuencia, regiones cortas responsables en gran
medida de su funcién. Algunos de los elementos que aparecen con mas
frecuencia en estas regiones son los llamados motivos lineares cortos (SLIMs),
los elementos de reconocimiento molecular (MoRFs) (Sharma, et al, 2018) y
también las secuencias de baja complejidad (Calabretta & Richard, 2015). Las
proteinas, o regiones de proteinas, pueden contener varios de estos motivos a
la vez. Ademas, estan reguladas por splicing alternativo (Babu, et al, 2012), que
puede dar lugar a IDPs con dominios funcionales de este tipo especificos de
tejido (Buljan, et al, 2012).

-Los SLiMs son secuencias cortas conservadas muy abundantes en IDPs.
Son de pequefio tamafio, no suelen tener mas de 10 aminoacidos y tienen
diferentes funciones, como puede ser mediar interacciones en los procesos de
sefalizacion (Strome, et al, 2018). Con frecuencia, estas frecuencias solo son
funcionales cuando se encuentran en IDPs o en IDRs (Gouw, et al, 2017). Su
pequefio tamafio hace que al interactuar con ligandos, la afinidad sea mas baja,
de forma que la interaccion pueda ser puntual. Ademas, en estas secuencias
solo un par de aminoacidos suelen tener relevancia en cuanto a mantener la
funcion (Neduva & Russell, 2005).

-Los MoRFs tienen estructuras muy variables, que les permiten
interaccionar con mdultiples ligandos. Esto, sumado a que puede haber varios
dentro de la misma proteina, permite que una unica IDP intervenga en diferentes
rutas de sefializacion, actuando como nexo de union entre ellas (Wright & Dyson,
2015). Tienen una mayor proporcion de residuos hidrofébicos en comparacion
con la estructura completa de las IDPs y una mayor cantidad de aminoacidos
aromaticos (Yan, et al, 2016). A pesar de ello, su composicion aminoacidica es
mas parecida a la de las IDPs que a la de las proteinas globulares. Al igual que
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los SLiMs, los MoRFs se asocian al splicing alternativo y se cree que se regulan
por fosforilacion (Mohan, et al, 2006). Se han encontrado tres tipos de MoRFs.
Los a-MoRFs forman hélices a cuando interaccionan, los B-MoRFs forman
laminas B y los I-MoRFs, que no forman estructuras estables (Radivojac, et al,
2007).

-Las secuencias de baja complejidad consisten en repeticiones de un
mismo aminodcido o en secuencias formadas por pocos aminoacidos diferentes
(Haerty & Golding, 2010). Se ha observado que las repeticiones en tandem de
aminoacidos aumentan el grado de desorden de las proteinas, sin que
necesariamente tenga que haber secuencias exactas, por lo que los
aminoacidos de las IDPs pueden, también, tener una mayor variabilidad (Jorda,
et al, 2010).

4.4. Tipos de IDPs.

Dentro de las proteinas intrinsecamente desestructuradas se han encontrado
tres tipos, también descritos como flavors, en base a la composicion
aminoacidica, la funcion y la posicion de las secuencias: son los flavors C, Sy
V. Estos nombres vienen del método utilizado para predecir el nivel de desorden
en cada tipo de IDP. (Buljan, et al, 2014) (Ando, et al, 2013). Ademas, los
diferentes tipos se han podido relacionar con diferentes funciones. El flavor C se
ha asociado a proteinas con cargas mas neutras que funcionan como dominios
de uniodn a azlcares. Las proteinas del tipo S tienen cargas negativas y suelen
tener funcidn de union a otras proteinas, mientras que las proteinas con flavor V
suelen tener cargas positivas y formar parte de los ribosomas (Vucetic, et al,
2003).

4.5. Estabilidad.

Una de las dudas que existen actualmente sobre las IDPs es como pueden
mantenerse en la célula sin tener estructura terciaria, ya que normalmente las
proteinas se degradan al perder su estructura. Se ha estudiado la sensibilidad
de las IDPs a algunas de las proteasas mas comunes y se ha observado que
pueden ser degradadas al igual que las proteinas globulares. Esto podria indicar
que tienen algun tipo de mecanismo de proteccion frente a las proteasas
(Suskiewicz, et al, 2011). También se ha comprobado el efecto de las variaciones
ambientales. Con el aumento de la temperatura, las IDPs sufren cambios
estructurales, pudiendo llegar a plegarse. Pero estos cambios, a diferencia de
los que suelen darse en las proteinas con estructura terciaria, son reversibles.
Otros factores, como pueden ser el pH o la presencia de iones parece que
producen el mismo efecto (Uversky, 2009). También se ha observado (in vitro),
gue no pierden su actividad al ser sometidas a bajas temperaturas. Se cree que
esto se debe a la falta de estructura fija, e indirectamente, a las caracteristicas
mencionadas antes: baja hidrofobicidad y carga neta (Tantos, et al, 2009).

4.6. Hipo6tesis de plegamiento.

No esta claro por qué las proteinas intrinsecamente desordenadas son tan
comunes. Hay diferentes hipétesis. Una de las mas aceptadas se basa en la
capacidad de las IDPs de adoptar diferentes conformaciones, permitiendo asi la




interaccién con un mayor namero de ligandos. Otras hipotesis se basan en que
los monOmeros con superficies de interaccion grandes, en el caso de las
proteinas con estructura, necesitan un mayor tamafio para ser estables
(Gunasekaran, et al, 2003). Las IDPs permitirian una mayor superficie de
interaccion en proteinas de menor tamafo.

La falta de estructura terciaria puede suponer una ventaja. Gracias a la
flexibilidad que aporta esta caracteristica, pueden cambiar su forma
dependiendo del medio y de las interacciones que se den. En otros casos, como
por ejemplo en sefalizacion, no es necesario que haya cambios en la estructura.
Es suficiente con la secuencia linear de los aminoacidos, o con estructuras
secundarias de caracter local, para llevar a cabo una funcién; de forma que
algunas IDPs no se pliegan, independientemente de si estan interaccionando
con ligandos o no (Wright & Dyson, 1999).

Hay bastantes teorias sobre como se pliegan las IDPs tras unirse a sus ligandos.
Las hipdtesis con mayor aceptacion son la de selecciéon conformacional y la
hipotésis de plegamiento y unién acoplados.

-La hipétesis de seleccién conformacional sugiere que las IDPs pueden
adquirir una conformacion tridimensional como consecuencia de la unién con los
ligandos (Ganguly, et al, 2012). Segun esta teoria, las IDPs tienen ciertas
estructuras secundarias aisladas que pueden facilitar la interaccidén con ligandos
al requerir menos energia para la interaccion. Cuando estas zonas interaccionan
con los ligandos, el resto de regiones de la proteina, mas flexibles y con menor
preferencia por una conformacion u otra, serian inducidas a adoptar una
disposicion en concreto (Fuxreiter, et al, 2004).

-En la_hipdétesis plegamiento y unién acoplados, el plegamiento ocurre sin
gue sea necesaria la union a ligandos. Se ha comprobado que en algunos casos
las IDPs se pliegan sin ligandos, simplemente utilizando un medio con un
solvente que permita estabilizar la proteina (Kiefhaber, et al, 2012).

-En paralelo, ha surgido la idea de que las dos teorias no son excluyentes,
dando lugar a una nueva hipoétesis, el modelo sinérgico. Segun este modelo, las
dos hipdtesis anteriores participarian en el plegamiento de las IDPs,
dependiendo de diferentes variables como pueden ser la concentracion de IDPs,
el nivel de plasticidad de la proteina o la tasa de plegamiento requerida en un
momento dado (Espinoza-Fonseca, 2009).

4.7. Funciones de las IDPs.

Las IDPs juegan un papel importante en funciones como la regulacion de la
transcripcion y de la traduccién con mayor frecuencia que otras proteinas con un
grado de desorden menor, como puede ser el caso de la mayoria de enzimas
(Tompa, 2012). Aunque pueden interaccionar con un gran namero de ligandos,
incluso con algunos con estructuras totalmente diferentes, pueden “seleccionar”
con qué moléculas interactuar. Para ello, pueden ocultar los residuos que
interaccionan con mayor facilidad. Un ejemplo de esto es la proteina p27, que
tiene algunas regiones con estructura secundaria mientras no esta unida a
complejos ciclina (Uversky, 2011), (Abbastabar, et al, 2018). Ademas, suelen
estar implicadas en la regulacion del ciclo celular. Los ligandos con los que
interactdan las IDPs suelen ser acidos nucleicos o proteinas de membrana (Fink,
2005). Es poco frecuente que aparezcan como proteinas de membrana, debido
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a su composicién aminoacidica. Sin embargo, participan en algunos procesos
que si pueden afectar a la membrana. Un ejemplo de esto son proteinas que
intervienen en el trafico vesicular, como pueden ser la a-sinucleina o la
complexina, y que pueden interaccionar con la membrana y modificar su
topografia (Snead & Eliezer, 2019).

4.7.1. Modificaciones postraduccionales.

Las IDPs tienen un numero de modificaciones postraduccionales (PTMs)
excepcionalmente alto (Xie, et al, 2007). Las modificaciones postraduccionales
pueden ser enzimaticas o no. En el caso de las enzimaticas las mas comunes
son fosforilaciones, acetilaciones y metilaciones, que suelen aparecer en
dominios con cierta especificidad con uniones deébiles a las enzimas. En el caso
de las PTMs no enzimaticas, suelen tener bastante relevancia las especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno. Estas modificaciones suelen afectar a la
estructura, e implicitamente a la funcioén, especialmente si modifican la carga
(Theillet, et al, 2014). Los cambios en la funcién estan determinados por
modificaciones en las propiedades de la secuencia primaria (por la modificacién
de aminoacidos), cambios en la estabilidad de la estructura, introduccion de
estructuras secundarias o por la alteracion de las interacciones entre zonas
alejadas de la proteina (Bah & Forman-Kay, 2016). Los cambios estructurales
pueden producir un cambio en la fase de la proteina, ocasionando cambios en el
estado de desorden (figura 3) o generando estados de separacion de fases
(figura 4) (Darling & Uversky, 2018).

En el caso de la separacion de fases, las IDPs pueden participar en la
organizacién espacial de ciertas funciones al formar organulos sin membrana
(MLOs, del inglés membrane-less organelles), relacionados con proteinas
desestructuradas con motivos repetitivos que generan numerosas interacciones
de baja afinidad (Owen & Shewmaker, 2019).
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Figura 3. Cambios en el grado de desorden ocasionados por modificaciones
postraduccionales. Estos cambios son producidos por los cambios en las propiedades
termodinamicas de la proteina. Modificado de (Bah & Forman-Kay, 2016).
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Figura 4. Las IDPs pueden formar organulos sin membrana (A, B) que gracias a las
modificaciones postraduccionales pueden separar espacialmente algunas funciones
celulares mediante interacciones a través de las modificaciones (C). Modificado de (Bah
& Forman-Kay, 2016).

4.7.2. Interaccion con acidos nucleicos.

Una de las funciones mas frecuentes de las IDPs es la interaccion con acidos
nucleicos. Pueden tener funciones muy diversas que abarcan desde la
remodelacion de la cromatina, como ocurre con las colas de las histonas gracias
a la fosforilacion de serinas (Turner, et al, 2018); hasta el reconocimiento de sitios
de union especificos de los factores de transcripcion o la interaccion de factores
de transcripcién, como puede ser la dimerizacién de RXR (receptor x retinoide)
(Zhao, et al, 2000).

Con frecuencia, los factores de transcripcion contienen IDRs (Watson & Stott,
2019). Muchas IDRs actian como subdominios de proteinas que regulan la
afinidad de por el DNA al aumentar el nimero de interacciones inespecificas,
facilitando también el movimiento de las proteinas a lo largo del DNA, gracias a
un mecanismo conocido como transferencia entre segmentos, mediante colas o
proteinas linker desordenadas (Vuzman & Levy, 2012). Segun este modelo, los
factores de transcripcion se desplazan a través del DNA y pueden moverse entre
diferentes moléculas (figura 5) (Rudolph, et al, 2018), en funcién de la distancia
entre las moléculas y de la longitud de la cola N-terminal, que determina la
afinidad de la proteina por el DNA o por el linker (Vuzman, et al, 2010).
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Figura 5. Modelos de desplazamiento de proteinas en el DNA. En laimagen a), se puede
ver un factor de transcripcion desplazandose mediante el mecanismo de transferencia
entre segmentos, a través de una cola N-terminal desordenada. De esta forma, la
proteina puede desplazarse entre las diferentes moléculas de DNA. En el caso de la
imagen b), el mecanismo funciona a través de una proteina con un linker (en rojo),
también sin estructura, que une dos regiones del factor de transcripcién. Imagen
modificada de (Vuzman & Levy, 2012).

El RNA también interacciona con cierta frecuencia con proteinas
desestructuradas, incluyendo al RNA ribosémico, aunque en menor proporcion.
Los lugares en los que se dan estas interacciones son especialmente ricos en
aminoacidos con carga (Srivastava, et al, 2018). Estas interacciones estan
relacionadas con la formacion de ultraestructuras (MLOs), como pueden ser
granulos que se forman al acumularse mRNA (Calabretta & Richard, 2015), por
ejemplo, los P-bodies (Standart & Weil, 2018).

4.7.3. Interacciones proteina-proteina.
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Figura 6. En laimagen a) se ve la interaccion entre dos proteinas globulares, que sigue
una cinética exponencial simple. En las imagenes b) y c) se ve la interaccion de una
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IDP, simplificada, que puede tener varios estados intermedios. En el caso b), la proteina
desestructurada se pliega y posteriormente se une al ligando, en el caso c) la unién se
da antes del cambio conformacional. También podria ocurrir que el proceso ocurra sin
cambios conformacionales.

Las interacciones proteina-proteina de las IDPs es algo diferente a las que
ocurren con proteinas globulares. Esto se debe a que al interaccionar, la IDP
sufre un cambio conformacional, independientemente de que sea antes o
después (figura 6) (Dogan, et al, 2014. De esta forma, se pasa de una reaccién
con un paso en el que se unen las dos proteinas a una reaccion con mas pasos
intermedios y mas estados, en los que la IDP puede estar unida o no y tener una
conformacion u otra (figura 7) (Gianni, et al, 2016).

&

@. ry &
X

Figura 7. Las interacciones pueden darse con la IDP en diferentes conformaciones, que
pueden cambiar al unirse o no. Esto implica que ademas puede haber un nimero de
estados variable al estudiar la interaccion y que la cinética puede ser de diferentes tipos
en las diferentes fases, de forma que los valores k varien de forma diferente al cambiar
la concentracion de las proteinas segun la conformacion en que se encuentre la IDP.

Ademas, al aumentar la concentracion de la IDP libre en la misma conformacion
qgue cuando se une, la afinidad por el ligando aumenta, aunque no esta claro si
esto se debe a un aumento de kon (tasa de asociacion) o por una disminucion de
Koit (la tasa de disociacion) (Shammas, et al, 2016). También se ha observado,
gue cuando se forman complejos ternarios, esto es, cuando el ligando se une
simultdneamente a otra proteina, la constante de disociacion cambia (Toto, et al,
2014). El cambio se debe a que tanto kon como kott S€ hacen mas pequefias, sin
embargo la disminucion de kot es mayor. Esto implica que las interacciones
proteina-proteina de las IDPs tienen regulacion alostérica (Shammas, et al,
2014).

4.7.4. Requlacion alostérica.

La regulacion alostérica es algo bastante comun en IDPs, especialmente en las
que participan en vias de sefalizacion. EIl modo de interaccion puede ser positivo
0 negativo, es decir, la union de otras proteinas puede facilitar o hacer mas dificil
la interaccion que da lugar a un complejo ternario (Ferreon, et al, 2013). La
regulacion alostérica puede ocurrir dentro de una Unica region, como resultado
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de una modificacion post-traduccional o del plegamiento al interaccionar con una
proteina; o en la IDP completa (Berlow, et al, 2018). Los cambios limitados a una
region no son determinantes para la afinidad por el ligando, ya que pueden
compensarse con cambios en otras regiones. Esto implica que el grado de
afinidad por el ligando se debe en mayor medida a cambios en las regiones y no
a cambios estructurales de la proteina completa (Hilser & Thompson, 2007). Es
interesante también, introducir el concepto de alosterismo dinamico. El
alosterismo dinamico consiste en la regulacion alostérica originada por cambios
en los niveles de entropia, y no Unicamente por cambios en la estructura. La
diferencia en la entropia puede deberse a variaciones en el grado de flexibilidad
de la proteina (Popovych, et al, 2006).

4.8. Ejemplo de IDP: la proteina p53.

Si bien a lo largo de esta memoria se han ido comentando la importancia de las
IDPs y de los dominios IDRs en las interacciones de proteinas con otras
proteinas, acidos nucleicos y en general diferentes ligandos esenciales para
regular funciones como la transduccion de sefiales o la regulacion de la
transcripcion, en este apartado pasamos a ver el ejemplo de la proteina p53.

Se trata de un factor transcripcional que regula multiples procesos como pueden
ser el ciclo celular, la reparacion del DNA, senescencia, apoptosis ,etc. (Xue, et
al, 2013). Como se muestra en la figura 8, esta formada por un dominio de
transactivacion N-terminal (TAD), un dominio rico en prolina (PRD), un domino
de sefalizacidon nuclear (NLS), un dominio C-terminal regulador (CTD)
desestructurados y por un dominio de unibn a DNA (DBD) y otro de
tetramerizacion (TET) plegados (Krois, et al, 2018). P53 sufre una serie de
fosforilaciones y se une al factor CBP mediante el dominio TAD para iniciar la
transcripcion cuando hay dafo en el DNA o algun problema en el ciclo celular,
mientras que de forma habitual se une a MDM2, para ser ubiquitinizada y
degradada en el proteosoma (figura 9). En ambos casos, la union ocurre a través
de un cambio conformacional en el dominio TAD (Ithuralde & Turjanski, 2016),
que consiste en la formacion de una hélice a. Ademas, p53 se hace mas flexible
cuando esta en forma de tetramero y sin unirse al DNA (Wells, et al, 2008).

1 61 95 312 393
[ NTAD [PRD]  DNA-Binding Domain  |NLS|TET] CTD]

Figura 8. Dominios de p53. EI NTAD, PRD, NLS y CTD (en naranja) son IDRs mientras
que los dominios en blanco son regiones con estructura (Krois, et al, 2018).

Esta proteina es un caso particularmente relevante porque, ademas de ser una
proteina muy estudiada, refleja bastante bien varios aspectos de interés a cerca
de las IDPs. P53 tiene un gran numero de isoformas. Estas isoformas, ademas,
estan sometidas a PTMs, mutaciones, splicing, etc. (Uversky, 2016) Cada una
de estas isoformas puede tener funciones diferentes (Olivares-lllana &
Fahraeus, 2010), o como puede ser el caso de algunas mutaciones, pueden
conllevar una pérdida de la funcion (Ghosh, et al, 2017). En muchos casos, las
IDPs estan relacionadas con la apariciéon de enfermedades debido a la pérdida
de la funcion, ocasionada por un plegamiento erroneo o por PTMs, o0 a algun
cambio en su regulacion. Algunos ejemplos de esto pueden ser la relacién de
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p53 con el desarrollo de varios tipos de cancer, o la relacion de otras IDPs con
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares o con la diabetes (Uversky,
et al, 2008).
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Figura 9. En la imagen a) se puede ver como p53 se une a CTD (el dominio C-terminal
de la subunidad mayor de la RNA polimerasa Il) y se produce la transcripcion. Esto
ocurre cuando hay algun problema con el ciclo celular o cuando hay dafio en el DNA,
de forma que se activan genes de reparacion del DNA o se induce la apoptosis. En la
imagen b) se puede ver lo que ocurre en condiciones normales. MDM2 ubiquitiniza a
p53, que es degradada en el proteosoma.

4.9. Las IDPs en el desarrollo de nuevos medicamentos y evolucion.

Debido a estas caracteristicas, y especialmente a los numerosos ligandos y a las
funciones de sefalizacion y regulacion que pueden tener, las IDP son buenas
dianas para el desarrollo de medicamentos (Wang, et al, 2011). Para ello,
pueden utilizarse moléculas que se unan a la IDP y que la inhiban o que impidan
su plegamiento o a un ligando, de forma que no pueda unirse o impidiendo la
union. Alternativamente, también pueden utilizarse como diana proteinas que
modifican a la IDP o que estan relacionadas con una ruta de sefalizacién en la
que participe (Ambadipudi & Zweckstetter, 2016). A pesar de ello, también tienen
ciertos inconvenientes. El mayor problema radica en la baja afinidad de union de
las IDP, que se traduce en una baja afinidad por el medicamento (Metallo, 2010).

Otro punto interesante es que, generalmente, las IDPs tienen tasas de evolucion
mayores que las proteinas globulares. También hay ciertas excepciones, como
puede ser el caso de IDPs con funcones de union a RNA o que actuan como
chaperonas, en las que si hay regiones relativamente conservadas (Vacic &
lakoucheva, 2012). Las inserciones y delecciones son mas frecuentes en el DNA
que codifica IDPs. Esto, ademas del cambio estructural que conlleva, puede
implicar que los lugares en que ocurren las PTMs cambien, dando lugar a
funciones diferentes (Brown, et al, 2011). Otra caracteristica del DNA que
codifica este tipo de proteinas es que tiene mayores contenidos G-C y una mayor
cantidad de islas CpG, mas susceptibles de sufrir transiciones C-T (Forcelloni &
Glansanti, 2020). En el caso de los eucariotas, se cree que las IDPs pueden
contribuir a el desarrollo de proteinas con nuevas funciones sin que eso conlleve
un incremento del tamafo del genoma (Niklas, et al, 2018).
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4.10. Situacion actual.

Como se puede comprobar en las diferentes bases de datos, el conocimiento
sobre las IDPs, a pesar de haber aumentado exponencialmente en la ultima
década, es muy bajo en relacién al que se tiene sobre proteinas globulares.
Actualmente, la mayoria de articulos sobre IDPs se centran en diferentes
funciones, o en el uso de técnicas 0 nuevos algoritmos para predecir la
estructura; también en el desarrollo de medicamentos, aunque esto Ultimo esté
menos estudiado y suela centrarse en el uso de otros medicamentos que ya se
usaban previamente. También cabe la posibilidad de utilizar este tipo de
proteinas en biotecnologia, en base a las caracteristicas biofisicas, aunque
actualmente esto estd muy poco desarrollado. En general, quedan bastantes
datos sin conocer sobre las IDPs, como pueden ser el mecanismo de
plegamiento y de interaccién o el mecanismo de regulacion, particularmente
interesante en el desarrollo de medicamentos.

5. Conclusiones
Tras la revision bibliografica sobre las IDPs podemos concluir:

1- Las IDPs cambiaron la forma de entender la relacién funcién-estructura y su
estudio implicé el desarrollo de nuevas técnicas de resolucion de estructuras,
que en algunos aplicables a otras proteinas.

2- Pese a ser ignoradas durante bastante tiempo, se comprob6 que no son una
excepcion, sino que son relativamente abundantes en muchos organismos,
especialmente en eucariotas y que desempeiian funciones imprescindibles para
el funcionamiento de la célula.

3- Las caracteristicas estructurales proporcionan a las IDPs una gran capacidad
para interaccionar con otras proteinas y para tener un papel importante dentro
de muchas rutas de sefalizacion y de regulacion. Estdn sometidas a
modificaciones que las convierten en proteinas muy versatiles. En muchos
casos un cambio que altere la funcién de estas proteinas puede asociarse con
el desarrollo de enfermedades.

4- Las IDPs tienen bastante potencial para su estudio como dianas de
medicamentos.

5- Las mutaciones de las IDPs pueden tener relevancia a la hora de desarrollar
nuevas funciones, desde el punto de vista evolutivo.

Conclussions
After the bibliographic review about IDPs, we can conclude:

1- IDPs changed the way we understand the function-structure correlation and
their study entailed the development of new techniques to solve protein
structures, in some cases applicable to other proteins.

2- Despite being ignored for some time, studies showed that IDPs aren’t an
exception, they are relatively abundant in some organisms like eukaryotes and
they play important roles to the correct function of the cell.

3- Structural features give IDPs a great ability to interact with other proteins and
an important role in signaling and regulation pathways. They are subject to many
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modifications that gives them a great versatility. In many cases, changes that
alter the function of those proteins can be asociated with the development of
diseases.

4- IDPs are potential targets in drug discovery.

5- From an evolutive perspective, IDPs’ mutations can be relevant to develop
new functions.
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