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Resumen

Si bien esta bien establecido hace tiempo ya que la dinamica conformacional de una proteina es un factor
esencial para entender su funcién y su evoluciéon secuencial, los métodos y técnicas mas difundidas para
el estudio y estimacion de parametros a partir de la estructura proteica consideran el estado nativo de la
proteina como una entidad rigida y Unica.

Es sabido que la estructura de una proteina condiciona su evolucién, esto es, su divergencia secuencial.
Por consiguiente, una comprension integral del proceso evolutivo a nivel molecular debe estar en relacion
con un entendimiento profundo de la estructura funcional de la proteina. El presente trabajo presenta una
contribucién hacia una consideracion mas realista de la estructura proteica, tomando en cuenta la
dindmica estructural asociada a su estado nativo. Consideramos que es necesario un punto de inflexién
en lo referente a la informacion asociada a la estructura nativa de las proteinas. Con tal fin, desarrollamos
aqui un estudio de la caracterizacion de la diversidad conformacional proteica y su impacto en la
divergencia evolutiva.

Decidimos independizarnos de métodos tedricos para andlisis de dinamica estructural, y utilizar en su
lugar Unicamente estructuras provenientes de cristalizaciones. Nos basamos en el premisa que estructuras
de la misma proteina, cristalizadas en distintas instancias, pueden contener informacion acerca de su
diversidad conformacional.

Como primer paso generamos una base de datos con la coleccién redundante de estructuras
cristalogréficas disponibles para cada dominio proteico: Protein Conformational Diversity DataBase
(PCDB, (Juritz, Alberti, & Parisi, 2011)), disponible en linea en http://www.pcdb.ung.edu.ar. El estudio de la
diversidad conformacional fue efectuado utilizando estructuras cristalograficas de proteinas separadas en
dominios, con el fin de sustraerse de los movimientos entre dominios que, al no representar
necesariamente un reacomodo significativo entre los residuos que componen los nucleos funcionales
proteico, dificultarian el andlisis de las deformaciones estructurales intra-dominios. Estas estructuras, al
pertenecer a la misma proteina, pueden ser consideradas instancias estructurales representativas del
conjunto de conférmeros en equilibrio dindmico que define el estado nativo y sus diferencias estructurales,
evaluadas a partir del célculo de la raiz cuadrada de la desviacion cuadratica media (RMSD, del inglés
Root Mean Square Deviation) son una medida de la diversidad conformacional de la proteina.

Los andlisis indican valores de diversidad conformacional significativos para gran parte de las proteinas
estudiadas, que sugieren la importancia de tomar en consideracion este factor en estudios que involucren
la estructura proteica. Con tal fin se efectuaron estudios para evaluar la influencia de la diversidad
conformacional en ciertas practicas bioinformaticas.

Mediante la aplicaciébn un modelo de evolucibn molecular que toma en cuenta explicitamente los
condicionamientos estructurales de la proteina en estudio, y andlisis estadisticos de maxima verosimilitud,
evaluamos cuan adecuado condice cada conférmero estructural la divergencia secuencial observada en
las familias proteicas. Hemos encontrado que en la mayoria de los casos, el conférmero que une el
ligando, no necesariamente el de menor energia, es el que se condice mejor con la diversidad secuencial
observada. Adicionalmente, al usar la informacion codificada en la totalidad de los conférmeros
estudiados, es cuando se obtienen los mejores valores de maxima verosimilitud.

Estos resultados indican que las sustituciones aminoacidicas derivan en efectos especificos respecto al
conférmero proteico estudiado. Basados en esta afirmacion; en la asuncién de que la estructura proteica
condiciona la diversidad secuencial; y en que las diferencias estructurales entre los conférmeros pueden
presentar valores significativos, decidimos estudiar la incidencia de la diversidad conformacional en la
estimacion de la perturbacion estructural ante un evento mutacional. La medida mas ampliamente
difundida para estudiar este efecto en las proteinas es el valor de AAG [Kcal mol-1]. Muchas lineas de
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investigacion apuntan al desarrollo y a la mejora de algoritmos de prediccién de AAG. Presentamos aqui
resultados que indican que tomar en consideracion la diversidad conformacional de las proteinas se
traduce en un incremento en la precision de las estimaciones tedricas del valor de AAG de una mutacion
en la secuencia proteica en todos los métodos predictivos estudiados.

La capacidad de estimacion del AAG de una mutacion reviste de importancia en numerosos campos, entre
los cuales destaca el de la salud humana. Una aplicacion concreta es la mejora en la prediccion referente
a si una mutacién puede desencadenar un cuadro patolégico o no mediante la desestabilizacién de la
estructura nativa proteica. Con tal fin, procedimos a estudiar la incidencia de la diversidad conformacional
en la capacidad predictiva sobre el efecto patégeno o neutral de una mutacion. Nuestros resultados
indican que, si bien esta capacidad predictiva alin dista de ser precisa, la consideracion de la diversidad
conformacional deriva en un incremento.

Concluimos que la consideracion de la diversidad conformacional es un elemento trascendental para una
compresion integral de la estructura, la funcién y la evolucion proteica. A su vez, son necesarios huevos
enfoques y aplicaciones con el fin de lograr un provecho de la informacién codificada en la diversidad
conformacional.

Como continuacion del presente trabajo, se encuentra en las Ultimas etapas de desarrollo, y disponible en
linea a partir de Abril del 2012, una base de datos de diversidad conformacional de proteina enteras,
derivadas de la base de datos PDB. Esta nueva de base de datos presenta una variedad de informacion
acerca de las proteinas y las estructuras depositadas y permitira efectuar nuevos andlisis y correlaciones
de la diversidad conformacional del estado nativo, asimismo como comparaciones entre la diversidad
conformacional intra e inter dominios.
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Capitulo 1
Introduccion

Los procedimientos y analisis computacionales representan un rol cada vez mas
trascendental en cualquier disciplina cientifica, y la biologia no es una excepcion.
Particularmente, la gestién, el andlisis computacional y el desarrollo de métodos teorico-
computacionales y asentados en bases de datos con informacion de indole biolégica, se
engloban dentro de lo que conocemos actualmente como bioinformatica.

La bioinformética, como todas las ciencias de base tedrica, se sustenta mayormente
de datos de origen experimental, siendo su principal fuente de informacion la
secuenciacion de ADN, la cristalizacion de proteinas y los estudios de interacciones y
regulaciones proteicas. Los continuos progresos tecnoldgicos asi como los avances de
la biotecnologia generan actualmente un crecimiento exponencial en el volumen de
datos bioldgicos disponibles.

El continuo progreso de las técnicas en el campo del secuenciamiento y
cristalizacion de proteinas genera un aumento exponencial en el volumen de las bases
de datos de datos bioldgicas disponibles. En pos de lograr un aprovechamiento eficiente
de esta informacién, son necesarios nuevos enfoques y perspectivas originales a fin de
evaluar, clasificar y vincular esta nueva informacion estructural y secuencial de manera
Optima. Simultdneamente, el grado de avance de las técnicas de biologia computacional
es notorio, y nuevas herramientas y perfeccionamientos emergen continuamente.

Con el fin de aprovechar todo el potencial de estos datos, y asentandose en el
continuo crecimiento de la capacidad de cémputo, es preciso no sélo la mejora y
aplicacion de técnicas de procesamiento de datos orientadas al estudio de sistemas
bioldgicos, sino también el desarrollo de nuevos modelos teoricos.

Dentro de este contexto, los autores consideran que, paralelamente con el desarrollo
y refinamiento de las técnicas de biologia computacional y bioinformatica, es necesario
iniciar un proceso de actualizacion conceptual de la estructura nativa proteica. El avance
experimental en los campos de la cristalografia y el secuenciamiento; los adelantos de
la bioinformatica y la biologia computacional; sumados al aumento de la capacidad de
célculo y almacenamiento computacional componen un escenario fértil para generar un
punto de inflexion en el enfoque y el planteo de ciertos problemas bioinformaticos.

Asi, en el presente trabajo, pretendemos hacer un aporte hacia la incorporacion de

una vision mas realista de la estructura nativa de una proteina.
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Desde las primeras apreciaciones sobre la estructura tridimensional de las proteinas
de Hermann Emil Fischer (Fischer, 1894) hasta hoy, el concepto de estado nativo ha
sido continuamente, y sera, moldeado en base a nuevos modelos propuestos.

Entre finales del siglo XIX y principios del XX, Fischer demostr6 que las proteinas
estaban constituidas por cadenas lineales de aminoéacidos. Sus estudios acerca de la
funcion enzimética de las proteinas fueron los primeros indicios acerca de la
especificidad de la actividad enzimtica. Basado en sus investigaciones, Fischer
propuso la hipétesis de la “Llave y cerradura” como modelo relacional entre la estructura
y la funcion proteica.

En la década de 1930, el modelo de la estructura tridimensional proteica era un tema
latente en las investigaciones de los principales laboratorios de la época y ya se intuia
su relacion respecto a las propiedades biolégicas de las proteinas. Las bases
bioquimicas de la biologia estructural de proteinas se iniciaron con manuscritos clasicos
como los de Mirsky y Pauling (Mirsky & Pauling, 1936; L. Pauling & Coryell, 1936),
orientados al estudio de la importancia de la estructura proteica para la conservacion de
su funcién. Estos investigadores, a pesar de no contar con modelos estructurales
cristalinos de proteinas, intuyeron y definieron el estado nativo de las proteinas como
aquella estructura Unica (“configuraciéon”, segin la nomenclatura de Pauling) que
conferia las propiedades bioldgicas a las proteinas. Por el contrario, cualquier estado no
funcional se denomino “desnaturalizado”. Sin embargo, en 1936 Landsteiner noté que
los anticuerpos presentaban cierto grado de promiscuidad en su union a ligandos
(Landsteiner, 1936). Landsteiner, en 1940, escribia sobre sus investigaciones “Uno
podria deducir que los distintos plegamientos, conjuntamente con los cambios en la
orientacion de los aminoacidos, podria alcanzar hasta el mas amplio espectro de
variaciones estructurales” (Landsteiner, 1936).

En 1940, hace ya 70 afos, Pauling, en base a estudios de anticuerpos y su
promiscuidad, propuso que las proteinas (anticuerpos, particularmente) pueden existir
como un conjunto de estructuras con estabilidades energéticas cercanas (Linus Pauling,
1940). Segun su propuesta, la promiscuidad enzimatica era explicada por la
especificidad diferencial de cada uno estos “isdmeros”. Alun asi, este modelo no fue
aceptado por muchas décadas.

Las investigaciones acerca de la actividad enzimatica y su promiscuidad daban
indicios de que el modelo de “Llave y cerradura” encerraba una simplicidad excesiva. En
1958, Daniel Koshland, en base a sus resultados de la actividad de numerosas enzimas,

propone un nuevo modelo de la actividad enzimética, conocido como el modelo del
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“Ajuste inducido”. En este modelo la estructura proteica es conceptualizada bajo cierto
dinamismo, y el sustrato ejerce un efecto modulador sobre ésta en el proceso de unién.

Los posteriores (y mas exactos) estudios de Max Perutz (luego de haber trabajado
en un proyecto secreto para hacer un portavién de Pykrete y de demostrar que los
glaciares fluyen) acerca de las formas T y R de la hemoglobina (Perutz et al., 1960), y
de cdmo éstas complementaban el modelo propuesto por de Monod (Monod, Wyman, &
Changeux, 1965) explicando su cooperatividad y alosterismo, evidencian ya la
inexactitud en la que se incurre al representar el estado nativo bajo la forma simplista de
una unica estructura.

En 1968 Cyrus Levinthal not6 que, dado el elevado nimero de grados de libertad en
un polipéptido desplegado, la molécula posee una cantidad astrondmica de
conformaciones posibles (Levinthal, 1968). En uno de sus trabajos, estim6 su nimero
aproximadamente entre 3300 y 10143 (Levinthal, 1969). Por mas veloz que una
proteina de 100 amino&cidos “ensaye” cada uno de estos conférmeros hasta dar con el
adecuado (esto es, el de menor energia), tardaria aproximadamente la edad del
universo, cuando en la realidad este proceso ocurre en el rango de milisegundos a
microsegundos. Este concepto se conoce bajo el nombre de la “Paradoja de Levinthal”
(para una informacién mas detallada ver (Zwanzig, Szabo, & Bagchi, 1992)), y apunta a
gue el proceso de plegado proteico se encuentra conducido por la formacion rapida de
interacciones locales que dirigen los subsiguientes pasos de plegado estructural hasta
un minimo, o conjunto de minimos, de energia.

En la década de 1980, la importancia del modelo de embudo para el proceso del
plegado proteico era indiscutible (J. D. Bryngelson & Wolynes, 1989). Adicionalmente,
por la década de 1990, el modelo incorporé el concepto de “embudo rugoso” como
plausible interpretacion de la paradoja de Levinthal (Joseph D Bryngelson, Nelson,
Nicholas, & Wolynes, 1995; Nienhaus, Muller, McMahon, & Frauenfelder, 1997; P. G.
Wolynes, 1997). Este modelo toma en consideracion no solo un minimo de energia, sino
un conjunto de conférmeros estables, situados en minimos locales y separados por
pequefios reordenamientos estructurales, lo que le da su caracter de rugoso al fondo del
paisaje termodindmico. Este Ultimo concepto es inherente a la diversidad
conformacional del estado nativo, y expresa la imposibilidad de escindir la dinamica
estructural con el proceso del plegado proteico.

Posteriores estudios han analizado la relacién entre la diversidad conformacional y
la promiscuidad enzimatica (Copley, 2003; O'Brien & Herschlag, 1999), el pH de
cristalizacién (Bocharov et al., 2008), la divergencia secuencial (Friedland, Lakomek,
Griesinger, Meiler, & Kortemme, 2009; Juritz, Palopoli, Fornasari, Fernandez-Alberti, &
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Parisi, 2012) y la capacidad de evolucién (Nobuhiko Tokuriki & Tawfik, 2009), por
mencionar algunos ejemplos. Estos estudios han puesto en tela de juicio la capacidad
de estudiar ciertos aspectos biolégicos y fisicoquimicos de las proteinas siguiendo el
concepto de rigidez de la estructura y especificidad de la funcién proteica.

El concepto de la “nueva vision” de las proteinas (James & Tawfik, 2003) ha surgido
durante el transcurso de los Ultimos afios. Este concepto se basa en la premisa de que
una secuencia puede adoptar varias estructuras (o0 conférmeros), otorgandole
diversidad estructural, funcional y permitiendo una alta velocidad de evolucién. El
modelo de la “nueva visidn” sugiere que existe una conformacién predominante en la
estructura nativa proteica, con afinidad a un ligando especifico. En menor medida,
conformaciones alternativas en el estado nativo, presentan diversas afinidades por otros
sustratos secundarios. Esta promiscuidad no se desarrolla de forma notoria debido a
gue la conformacién primaria secuestra la mayor parte de la proteina. La actividad
secundaria puede ser incrementada mediante eventos mutacionales que estabilicen las
conformaciones con maxima afinidad para dicha actividad secundaria redistribuyendo
las poblaciones relativas en el equilibrio, pero sélo en cierto grado, dado que se puede
perder la afinidad por el sustrato primario. Ahora bien, luego de un evento de
duplicacion génica, una copia del gen puede evolucionar incrementando su actividad
catalitica hacia el nuevo sustrato, al punto de perder su funcion original. Asimismo,
estas nuevas funciones pueden servir como punto de partido para un nuevo proceso.

Finalmente, los uGltimos trabajos en el tema han demostrado que una descripcion
integrada a la dinamica es esencial para interpretar aspectos biolégicos funcionales de
las proteinas como sus procesos cataliticos (Henzler-Wildman et al., 2007; Wolf-Watz et
al., 2004), reconocimiento proteina-proteina (Fuentes, Der, & Lee, 2004; Lange et al.,
2008; Yogurtcu, Erdemli, Nussinov, Turkay, & Keskin, 2008), procesos
macromoleculares como replicacion del ADN y el plegamiento de proteinas por medio
de chaperonas (Russel et al., 2009), la promiscuidad enzimatica (Khersonsky,
Roodveldt, & Tawfik, 2006), los procesos de transduccién de sefiales (Bai et al., 2010;
Smock & Gierasch, 2009) y la capacidad de las proteinas para desarrollar nuevas
funciones (propiedad conocida como "capacidad de evolucion») (Aharoni et al., 2005;
Nobuhiko Tokuriki & Tawfik, 2009).

Es asi como en el presente trabajo apoyamos el concepto de un estado nativo mejor
representado por un conjunto de confGérmeros proteicos y caracterizado por un equilibrio
dindmico inherente existente entre ellos, y no por el modelo de una sola estructura (B.
Ma, Kumar, Tsai, & Nussinov, 1999). El concepto de una estructura tridimensional rigida
ha sido muy util para comprender ciertos factores asociados a la biologia y a la
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fisicoquimica de la proteina. Pero actualmente sabemos que la proteina debe pasar por
muchos cambios energéticos y estructurales para cumplir su funcion. Audn asi, el
paradigma actual se encuentra basado en wuna relacion estructura—funcion
esencialmente rigida, y los métodos computacionales teéricos asi lo asumen.

Se han efectuado diversos avances en el estudio de los dinamismos proteicos
utilizando distintas técnicas. Entre los métodos experimentales, la resonancia magnética
nuclear (RMN) se encuentra entre los enfoques mas ampliamente utilizados (Lindorff-
Larsen, Best, Depristo, Dobson, & Vendruscolo, 2005). Asimismo, se han obtenido
buenas correlaciones en los analisis comparativos entre las estructuras obtenidas
mediante métodos de dindmica molecular, para simular la dinAmica de proteinas y
aquellas estructuras resueltas por RMN (Best, Clarke, & Karplus, 2005; Prabhu, Lee,
Wand, & Sharp, 2003)

En cuanto a los métodos computacionales, los resultados obtenidos mediante
métodos de célculo como la dindmica molecular de grano grueso (“Coarse-Grained
Molecular Dynamics") y el método de Monte Carlo, usados en combinacion con andlisis
de modos normales, han puesto de manifiesto que éstos constituyen herramientas
validas para explorar la diversidad conformacional de proteinas (Bahar & Rader, 2005;
Chng & Yang, 2008; M Karplus & Kuriyan, 2005; J. Ma, 2005; Tozzini, 2005).

A pesar de estos avances en el campo, la caracterizacion del equilibrio del conjunto
de conférmeros, consistente en el estudio estructural y las caracteristicas
termodinamicas de cada conférmero individual, representa un gran reto a superar.

Un enfoque completamente diferente para abordar la diversidad conformacional es
considerar que las estructuras cristalograficas obtenidas en diferentes instancias
representan conférmeros presentes en el estado nativo de la proteina. Chotia y Lesk
han explorado la relacion entre la divergencia secuencial y la divergencia estructural
(Chothia & Lesk, 1986); Matthews ha estudiado la capacidad de adaptacion de la
estructura proteica a los cambios secuenciales (Matthews, 1996); y Karplus ha
investigado acerca de variaciones de las estructuras cristalizadas (Zoete, Michielin, &
Karplus, 2002).

Actualmente, con miles de estructuras redundantes depositadas en bases de datos
de estructuras (Burra, Zhang, Godzik, & Stec, 2009), la extensién y distribucién de la
diversidad conformacional puede ahora ser explorada en un gran nimero de proteinas,

no accesible mediante las metodologias citadas previamente.
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Objetivos

El objetivo global de nuestro trabajo es relacionar la extensién de la diversidad
conformacional con parametros fisicoquimicos y procesos biolégicos, para lograr una
mayor comprension de la relacién entre diversidad conformacional, estructura, funcién y
evolucion proteica.

Los objetivos especificos son:

l. Disefio y desarrollo de una base de datos de diversidad conformacional

proteica.

Il. Estudiar la influencia de la diversidad conformacional sobre la divergencia

secuencial durante la evolucion.

Il. Estudiar la variacién relativa de la estabilidad proteica a las mutaciones en

funcion de los distintos conférmeros disponibles.

Nuestro primer objetivo se basa en el disefio y desarrollo de una base de datos de
diversidad conformacional proteica basada en comparaciones entre estructuras de las
mismas proteinas cristalizada en distintas instancias. Adicionalmente a la coleccién
redundante de estructuras, nos proponemos vincular las entradas de la PCDB con una
gran variedad de informacién fisicoquimica y biolégica a fin de estudiar correlaciones
entre la extension de la diversidad conformacional y diversos parametros siendo, hasta
nuestro conocimiento, la primera base de datos de estas caracteristicas. En sucesivos
capitulos describiremos el disefio y la funcionalidad a través de red de la base de datos
PCDB, asi como algunos estudios efectuados basados en la misma, para finalmente
enumerar posibles futuras aplicaciones y mejoras. Esta base de datos abre nuevas
posibilidades para el estudio y correlacion de la diversidad conformacional proteica con
diversos y variados parametros.

Un segundo objetivo es estudiar la incidencia diferencial que cada conférmero
estructural ejerce sobre la evolucion en una familia de proteinas. Est4 bien establecido
gue la estructura de la proteina posee un efecto modulador sobre la diversidad
secuencial. Con el concepto de un estado nativo representado por un conjunto de
conformeros en equilibrio, resulta interesante estudiar como la estructura de cada uno
de ellos influye sobre la evolucidbn observada en la naturaleza, y relacionar esta
informacién con caracteristicas termodindmicas (mayor o menor estabilidad) y
biolégicas (union al ligando) de cada conférmero en particular. Para tal fin aplicaremos
el SCPE (Gustavo Parisi & Echave, 2001), un modelo de evoluciéon molecular que toma

en consideracion la estructura de la proteina y los condicionamientos estructurales que
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ésta impone a cada sitio. Del SCPE se derivan matrices de sustitucion sitio-especificas
(M. S. Fornasari, Parisi, & Echave, 2002) que poseen informacion acerca de la
posibilidad de ocurrencia de los 20 amino&cidos en cada sitio de la proteina. Mediante
las técnicas estadisticas de maxima verosimilitud, nuestro objetivo es analizar cuan bien
condice cada una de estas matrices, derivadas de los distintos conférmeros, la
divergencia secuencial observada en la familia de homdlogas.

Asimismo, la posibilidad de disponer de los conférmeros estructurales para una
misma proteina permite efectuar andlisis tedricos para un conjunto de estructuras y
comparar los multiples resultados. Creemos que este enfoque es un primer paso en
tomar en consideracion la informacién de la diversidad conformacional asociada al
estado nativo. En ese sentido, estudiaremos la variacion de la perturbaciéon estructural
ante un evento mutacional en los diferentes conférmeros. Los conférmeros estructurales
que representan el estado nativo poseen caracteristicas termodinamicas diferentes
entre si, por lo que estudios termodinamicos presentaran diferencias en base a qué

conférmero se utilice.
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Capitulo 2
Desarrollo de la base de datos PCDB

2.1 Introduccién

Como mencionaramos anteriormente, uno de los primeros objetivos del presente
trabajo es el desarrollo de una base de datos con de proteinas con distintos grados de
diversidad conformacional. La base de datos PCDB (Protein Conformational Database)
(Juritz et al., 2011), disponible en linea en http://www.pcdb.ung.edu.ar/, representa un
paso en el camino hacia considerar la estructura nativa de una proteina como una
entidad dinamica e integrada por un conjunto de estructuras en equilibrio.

Este servidor recopila casos de diversidad conformacional de dominios. Para cada
dominio representado en la base de datos, PCDB contiene la recopilacion redundante
de todas las estructuras cristalograficas disponibles hasta el momento. La decisién de
analizar las estructuras proteicas descompuestas en dominios se basa en que nuestro
interés radica en la diversidad conformacional del dominio como un todo. Aquellos
movimientos que involucren un desplazamiento o traslacién entre dominios, pueden dar
lugar a valores RMSD significativos sin reflejar un cambio apreciable en la disposicion
de los residuos que componen la unidad de los dominios funcionales.

A su vez, PCDB ofrece una completa coleccién de informacion de tipo bioldgica (e.g.
funcion, localizacién subcelular, longitud, organismo al que pertenece) acerca de todas
las proteinas representadas. De cada una de las estructuras cristalogréficas disponibles
se retine informacién adicional concerniente a las condiciones de cristalizacion (pH de
cristalizacién, presencia o ausencia sustrato, estado oligomérico, etc.). La informacion
recopilada en la PCDB proviene de un gran niumero de bases de datos y servidores
bioinformaticos especializados.

El objetivo de este servidor es reunir informacién y permitir consultas referentes a
todas las estructuras reales disponibles para un mismo dominio. De esta manera es
posible efectuar comparaciones entre estas estructuras, contrastar las diferencias y
similitudes entre ellas, distinguir las partes mas mdviles de las menos mdviles, etc. Y,
adicionalmente, efectuar estudios para correlacionar estos aspectos estructurales con
aspectos biolégicos o fisicoquimicos de la proteina.

Dos caracteristicas fundamentales diferencian la base de datos PCDB de otras
bases de datos ya disponibles conteniendo informacion acerca de diversidad
conformacional (Gerstein & Krebs, 1998; Kamp et al., 2010). En primera medida, PCDB
usa exclusivamente estructuras resueltas experimentalmente. Es decir, no extrae

estructuras tedricas adicionales derivadas a partir de una estructura experimental
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mediante la aplicacion a ésta de métodos computacionales como lo pueden ser modos
normales, dinamica molecular, diversas minimizaciones energéticas, efc.
Adicionalmente, la base de datos de estructuras, agrupa una nutrida y variada coleccién
de datos (fisicoquimicos, biolégicos, de condiciones de cristalizacion) relacionados a
cada una de las estructuras y de los dominios representados. De esta manera es
posible, mediante busquedas o consultas definidas en el servidor en linea, buscar casos
de diversidad conformacional que coincidan con ciertos parametros de interés del
usuario, como lo pueden ser la amplitud de la diversidad conformacional, la clasificacion
estructural de la proteina, presencia o ausencia de ligando, taxonomia, etc. La
informacién contenida en PCDB posibilita un amplio espectro de estudios y de analisis
de correlaciones entre diversidad conformacional y diversos parametros contenidos en
la base de datos, como lo son funcién proteica, localizacion subcelular, parametros GO
asociados, informacion sobre el sitio activo, estado oligomérico y longitud proteica, entre
otros.

Una de las aplicaciones de mayor importancia de la base de datos PCDB es la
posibilidad de reclutar estructuras pertenecientes a una misma proteina, con el objetivo
de aplicar métodos bioinformaticos a distintas de sus estructuras. Consideramos que
las diferencias que se aprecian en los resultados obtenidos son indicio de que es
necesario considerar la diversidad conformacional en métodos tedricos basados en

estructuras proteicas.
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2.2 Implementacion de la base de datos PCDB

A fin de estudiar la diversidad conformacional, se buscaron aquellas proteinas que
han sido cristalizadas dos o mas veces. Para ello se derivaron de la base de datos
CATH (Greene et al., 2007; C. A. Orengo et al., 1997; Pearl et al., 2003) todos los
dominios proteicos que tenian 2 o mas estructuras cristalograficas depositadas. Las
estructuras cristalogréficas resueltas pueden ser consideradas como instancias de la
diversidad conformacional del estado nativo (Best, Lindorff-Larsen, DePristo, &
Vendruscolo, 2006). Se encuentran diferencias estructurales entre cristales de la misma
proteina, ya sean bajo idénticas o diversas condiciones. Es necesario destacar que la
completitud de la descripciéon del estado nativo depende en modo directo de la
disponibilidad de estructuras del dominio en estudio.

Los movimientos de traslacion o rotacion de dominios enteros, o de secciones de
proteinas sin una estructura definida que no forman parte de dominios, suelen conducir
a altos valores de RMSD entre estructuras de proteinas completas. Para evitar
considerar aquellos ejemplos en donde la diversidad conformacional se debe
Unicamente a este tipo de movimientos, y no a deformaciones de la estructura interna
de los dominios funcionales, se decidi6 utilizar estructuras de dominios y no estructuras
de proteinas enteras.

Las estructuras depositadas en la PCDB fueron extraidas de la base de datos
CATH1, guardando su clasificacion estructural. A su vez, la base de datos CATH deriva
de la base de datos “Protein Data Bank”2 (PDB; (Berman et al., 2000).

Se efectuaron en una primera instancia comparaciones estructurales entre los
conférmeros aplicando los algoritmos de los siguientes programas: Mammoth (Ortiz &
Strauss, 2002), TM-Align (Yang Zhang & Skolnick, 2005), LGA (Zemla, 2003) y Profit3.
Varios “scores” de similitud estructurales fueron obtenidos a partir de éstos: MaxSub,
RMSD, TM-Score y GDT. Los valores obtenidos mediante analisis estadisticos de
correlaciéon entre todos los “scores” resultados de estos métodos fueron muy altos, por
lo que decidi6 utilizar solamente un “score”. El seleccionado fue el RMSD, dado que es
més apropiado para la evaluacion de diferencias estructurales, siendo los otros “scores”
esencialmente disefiados para evaluar similitudes estructurales.

Como medida de la diversidad conformacional de cada dominio representado, se
computaron los valores de Root-Mean-Square Deviation (RMSD) en A entre todos los

! http://ww.cathdb.info/
2 http:/Aww.pdb.org/pdb/home/home.do
3 http://www .bioinf.org.uk/software/profit/
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pares posibles de estructuras pertenecientes al mismo dominio. En base a estos datos,
se registraron los valores maximos, minimos y los promedios de RMSD para cada una
de las entradas de la base de datos. En el servidor de la base de datos se encuentran
disponibles todos los parametros estadisticos citados registrados entre todos los pares
de estructura para cada dominio. Consideramos el RMSD méximo y el RMSD promedio
como buenos parametros estadisticos descriptivos de la diversidad conformacional
proteica.

En la base de datos PCDB hay un total de 7.989 dominios proteicos representados.
La cantidad de estructuras contenidas en la base de datos es de 36.581, dando un
promedio de 4,6 estructuras por dominio representado. La minima cantidad de
estructuras registradas por dominio es de 2, y el méximo de estructuras reclutadas para
un dominio determinado es de 39 estructuras. El 21% (1.641) de los dominios
representados poseen mas de 5 estructuras. Esta informacion se muestra en la

Tabla 1.

Las diferencias entre las estructuras pertenecientes al mismo dominio reflejan de
modo directo los movimientos a los que estd sujeta el mismo. El hecho de contar
Unicamente con estructuras provenientes de cristalizaciones y no derivadas por técnicas
computacionales excluye la posibilidad de arribar a conclusiones atribuibles a artefactos
o0 inexactitudes propios de los métodos predictivos tedricos.

Minima cantidad de estructuras por dominio 2
Promedio de cantidad de estructuras por dominio 4.6
Maxima cantidad de estructuras por dominio 39
Cantidad de dominios proteicos representados 7.989
NUmero de estructuras comprendidas 36.581

Tabla 1. Estadisticas acerca de las estructuras que componen la base de datos PCDB.

Al pertenecer todas las estructuras comparadas a la misma proteina, y al mismo
dominio proteico, es esperable que la identidad secuencial entre estas sea del 100%.
AUln asi, existen casos en donde se detectan leves diferencias en las secuencias de las
distintas estructuras de un mismo dominio, causadas bien por gaps o por disimilitudes
en los cortes para obtener los dominios. El origen de estos gaps se debe mayormente a
la existencia de residuos no detectados en los métodos de rayos X. Aln asi, la
influencia de estos gaps es sumamente reducida, puesto que el 70% de los dominios
poseen un 100% de identidad secuencial entre todas sus estructuras, un 87% posee
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una identidad secuencial mayor a al 95%, y solo un 5% presenta un porcentaje de
identidad secuencial menor al 90%. Se decidi6 incluir aquellos dominios con un
porcentaje de identidad menor al 100%, con la posibilidad de filtrar por este criterio en la
pagina de busqueda del servidor. La identidad secuencial se estimé por medio del
programa Profit.

En la Figura 1 se esquematizan los pasos efectuados para el desarrollo de la base
de datos. Asimismo, se detalla toda la informacion disponible para cada uno de los
dominios, y para cada una de las estructuras que representan a cada dominio, y la
fuente de donde se extrajo esa informacion. Mas adelante se describen los servidores y
las bases de datos vinculadas a la PCDB.

Si bien la diversidad conformacional es un factor inherente a la estructura proteica y
esencial para explicar la catalisis enzimatica, existen ciertos factores que pueden
modular su extensién. Al cristalizar una proteina en las mismas condiciones, es
esperable encontrar ciertas diferencias estructurales entre ellas. Adicionalmente,
cuando las condiciones de cristalizacion varian, estas diferencias se acenttan, debido a
desplazamientos del equilibrio dindmico entre los conférmeros. Esto es debido a la
existencia de ciertos factores que modulan la extension de la diversidad conformacional,
como el pH (Bocharov et al., 2008), la variacién del estado oligomérico de la proteina
(Bernardes et al., 2012), mutaciones (Laine, Chauvot de Beauchéne, Perahia, Auclair, &
Tchertanov, 2011) y la presencia de ligandos (Ostermann, Waschipky, Parak, &
Nienhaus, 2000), entre otros. Estos cuatro factores fueron considerados como
moduladores de la diversidad conformacional en la PCDB, vinculando cada estructura
representada en la base de datos con esta informacion concerniente a sus condiciones
de cristalizaciobn. Es posible de esta manera, con la herramienta de buUsqueda,
seleccionar solo aquellos dominios que presenten estructuras que hayan sido
cristalizadas en condiciones heterogéneas para cualquier combinacién de los
pardmetros citados. Asimismo, es posible seleccionar solo aquellos dominios cuyas
estructuras hayan sido cristalizadas en las mismas condiciones respecto a estos
parametros.

En futuras actualizaciones de la PCDB se incluiran mas factores que puedan estar
asociados a la modulacion de la diversidad conformacional, con lo que se espera una
mayor diferenciacion entre las distribuciones de RMSD de la poblacion de dominios con

estructuras cristalizadas en iguales y en diversas condiciones.
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Figura 1. Esquema representativo del desarrollo de la base de datos PCDB
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2.3 Lenguajes de programacion y motores de bases de datos

El sitio de internet de la base de datos ha sido disefiado e implementado mediante
los lenguajes HTML y PHP version 5.3.1.

La base de datos esta basada en el lenguaje SQL, y ha sido desarrollada mediante
el motor de bases de datos MySQL 5.0.76

El gestor y administrador de MySQL utilizado fue el SQLyog Community — MySQL
GUIv8.224.

Las consultas que se envian a la base de datos a través del sitio de internet se
generan dinamicamente mediante lenguaje PHP del lado del servidor en el sitio web,
siguiendo las pautas definidas por el usuario. Las consultas enviadas se efectian
basadas en el lenguaje SQL, y han sido implementadas mediante el motor de base de
datos MySQL.

La base de datos y la pagina de internet a la que acceden sus usuarios se
encuentran alojadas en los servidores de la Universidad Nacional de Quilmes, y son
mantenidos por el equipo técnico establecido para tal fin por dicha institucion.

* http://mww.webyog.com/
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2.4 Servidores, bases de datos y métodos bioinformaticos utilizados

Las estructuras comprendidas en la PCDB han sido vinculadas con otras bases de
datos y servidores, y han sido expuestas a diversos métodos bioinformaticos en pos de
enriquecer la informacion disponible al usuario, referente tanto a las proteinas como a
las estructuras representadas. Esto permite efectuar estudios de correlaciones entre un
amplio espectro de factores y la diversidad conformacional. De esta manera es posible
correlacionar la extensiéon de la diversidad conformacional con parametros tales como
funcién proteica, clasificacion estructural, taxonomia, etc, con el fin de comprender
ciertos aspectos de la dindmica proteica.

Se listan a continuacion las bases de datos y los servidores que han sido utilizados
en el presente trabajo.
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CATH

Todas las estructuras presentes en la PCDB han sido derivadas de la base de datos
de dominios proteicos CATH (Alex D Michie, Orengo, & Thornton, 1996).

Se expone bajo estas lineas fundamentalmente la motivacién del autor a favorecer
CATH sobre otras bases de datos estructurales como punto de partida para la
implementacién de una base de datos de diversidad conformacional.

El servidor CATH5 es una base de datos de estructuras de dominios proteicos. La
base de datos se basa en una clasificacion estructural altamente fiable debido a su
combinacion de criterios tanto estructurales como funcionales, en adicion a sus
controles y refinaciones efectuadas manualmente. Cada proteina presente en esta base
de datos ha sido dividida en dominios, para luego ser asignados a superfamilias de
homoélogos (esto es, dominios que se encuentran relacionados por la evolucién
mediante la existencia de un ancestro pasado comun a todos ellos). Este procedimiento
de clasificacion usa una combinacién de técnicas automatizadas y manuales que
incluyen algoritmos computacionales, empiricos y evidencia estadistica, revision de
bibliografia y analisis por parte de especialistas.

La clasificacion estructural de los dominios proteicos en CATH se basa en un cddigo
de 8 digitos, en donde cada uno representa uno de los 8 niveles de organizacion
vertical, basados en criterios estructurales, secuenciales y funcionales. Los 8 niveles
CATH son detallados en la Tabla 2. La base de datos CATH se caracteriza por su alto
grado de depuracion, utilizando para tal fin técnicas automatizadas asi como también
refinaciones manuales basadas en bibliografia especifica.

® http://www.cathdb.info/
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Clase

Nivel

Criterio

Clase

Determinada por la estructura secundaria y el
empaguetamiento dentro de la estructura proteica.
Existen tres clases principales: 1) “Mayormente hélices
a”; 2) “Mayormente laminas B”; y 3) “Hélices a - laminas 3
combinadas”. Esta Ultima clase incluye combinaciones de
hélices/laminas y de hélices+laminas, como fueron
descriptas por Levitt en 1978 (Levitt, 1978). Una cuarta
clase contiene una diversidad de estructuras de bajo
contenido de estructura secundaria.

Arquitectura

Describe la forma global de la estructura proteica,
determinada por las orientaciones de la estructura
secundaria, ignorando las conexiones entre si. Se asigna
manualmente, usando una descripcion simple del arreglo
de estructura secundaria observado (barril, sGndwich de
3 capas, entre otros arreglos).

Topologia (Familia
de plegamientos)

Las estructuras son agrupadas en funcion de si
comparten una topologia o un plegamiento en el nicleo
del dominio. Esto es, si comparten las estructuras
secundarias y la conectividad entre ellas dentro de su
nucleo estructural. Dominios dentro del mismo nivel
pueden presentar diversas decoraciones al nucleo
comun. Algunas topologias son particularmente pobladas
(C. A. Orengo et al., 1997) como las arquitecturas
“Mayormente lamina B, sandwich de doble capa” y la
“Mayormente hélice a, sandwich de triple capa”.

Superfamilia de
homoélogos

Este nivel agrupa dominios proteicos que se suponen
descendientes de un ancestro comin y pueden por ende
ser descriptos como dominios homélogos. Las similitudes
son identificadas por una alta similitud secuencial o
estructural mediante SSAP. Las estructuras son
clasificadas en la misma superfamilia de homdélogos si
satisfacen uno de los siguientes criterios: valoracion

1) Identidad secuencial >= 35%, superposicion >= 60%.
2) Valor SSAP >= 80.0, identidad secuencial >= 20%.
3) Valor SSAP >= 70.0, igual funcion, segun base de
datos Pfam (Bateman et al., 2004; Finn et al., 2008).

4) Similitud significativa mediante busquedas por HMM-
secuencia y comparaciones tipo HMM-HMM usando SAM
(Hughey & Krogh, 1996), HMMER (Finn, Clements, &
Eddy, 2011) o PRC (Madera, 2008).

>35% de identidad
secuencial

>60% de identidad
secuencial

>95% de identidad
secuencial

>100% de identidad
secuencial

Los dominios dentro de cada Superfamilia de homdlogos
son clasificados de acuerdo a criterios excluyentes de
identidad secuencial.

Tabla 2. Clases jerarquicas de la base de datos CATH, junto con la descripcién del criterio para cada
una. Las primeras cuatro clases incluyen criterios estructurales y secuenciales, mientras que las
Gltimas cuatro se basan en criterios exclusivamente secuenciales.
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Solo estructuras resueltas con una resolucién mejor que 4,0 A son incluidas en la
base de datos CATH, y, consecuentemente, también en la base de datos PCDB.
Aquellas estructuras no proteicas, modelos y estructuras con un porcentaje de atomos
Ca mayor al 30% en referencia al nUmero total de atomos son excluidas también. Este
filtrado se lleva a cabo en CATH mediante el protocolo SIFT (Ng & Henikoff, 2003).

La version de CATH utilizada para la generacion de la base de datos PCDB es la

v3.3, la tltima al momento de su implementacion.
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PDB

De la base de datos PDB6 (Protein Data Bank, H. M. Berman et al., 2000) se ha
extraido numerosa informacion con el fin de completar datos referidos a los dominios
presentes en la PCDB.

A saber, la base de datos PDB es el repositorio a nivel mundial de estructuras
tridimensionales de moléculas biolégicas, incluidas proteinas y acidos nucleicos. Fue
creado en 1971 en el Laboratorio Nacional de Brookhaven, con un total de 7 estructuras
depositadas. Actualmente hay alrededor de 74.000 estructuras depositada y es
actualizado semanalmente. Cuenta con la creacién de la organizacion Worldwide
Protein Data Bank7 (wwPDB) (H. Berman et al., 2003) que trabaja en el procesado y
como centro de distribucién de la informacién de la PDB.

La PDB posee informacion de las estructuras de moléculas bioldgicas cristalizadas
hasta el momento, incluyendo su conformacién tridimensional, su secuencia, funciones
biolégicas asociadas, presencia de ligandos, mutaciones, estado oligomérico,
parametros fisicoquimicos de cristalizacion, entre otros. Mucha de esta informacién fue

aprovechada para nutrir la base de datos PCDB.

® http://www.pdb.org/
" http:/Aww.wwpdb.org/
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MAMMOTH

El programa MAMMOTH (MAtching Molecular Models Obtained from Theory;
(Ortiz & Strauss, 2002) es un programa de comparacion y alineamiento de estructuras
proteicas.

Se basa en un método heuristico para encontrar, en un modo independiente de la
secuencia, el subconjunto maximo entre dos proteinas con el mismo esqueleto de
carbono y conformacion tridimensional. El programa reporta el alineamiento estructural
optimizado en formato PDB, conjuntamente con un valor del significado estadistico del
alineamiento devuelto, basado en la probabilidad de obtener dicha superposicion
estructural por azar, cuando dos plegamientos de esa longitud son comparados.

El proceso esta altamente optimizado y ha sido utilizado para efectuar el gran
numero de cémputos (163.040 célculos) que han debido llevarse a cabo para estudiar la
diversidad conformacional entre todas las estructuras representadas en la base de
datos PCDB.

En la pagina de la base de datos se encuentra disponible el alineamiento estructural
en formato PDB del par de estructuras que presentan el maximo valor de RMSD entre
todos los pares posibles.

También se proporciona el valor maximo, promedio y minimo de RMSD registrado
para cada dominio representado en la base de datos.
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Catalytic site atlas

La base de datos Catalytic Site Atlas8 (CSA, Porter et al., 2004) es una base de
datos con documentacion de sitios activos y residuos cataliticos de enzimas. En esta
base de datos se encuentra definida una clasificacion de residuos cataliticos incluyendo
Unicamente aquellos involucrados directamente en aspectos de una reaccion catalizada
por la enzima.

Todas las estructuras presentes en la PCDB se vincularon con la base de datos
CSA. Aguellas estructuras que cuentan con informacion de sitios cataliticos en CSA
presentan estos datos en el servidor en linea de la base de datos PCDB. De esta
manera, es posible estudiar la diversidad conformacional de los sitios cataliticamente
activos.

La informacién de CSA se basa en dos tipos de datos. En primer lugar, ingresos
anotados manualmente, derivados de literatura. Las referencias para cada una de estas
entradas son suministradas por la base de datos CSA. En segundo lugar, ingresos
homoélogos a estos primeros, obtenidos mediante basquedas tipo PSI-BLAST (Altschul
et al., 1997). Una secuencia se considera homéloga cuando su alineamiento secuencial
presenta un valor de e-value mejor que 5 x 10-5 respecto a un ingreso previo. De esta
manera, los residuos equivalentes, que alinean secuencialmente con los residuos
cataliticos en la secuencia original, son registrados como sitios cataliticos.

Es posible acceder a los datos de la base de datos CSA mediante un cédigo PDB,
Swiss-Prot9, o un nimero EC10. Se listan de cada ingreso los sitios cataliticos, usando
la numeracién de residuos segun PDB. Cada sitio es, adicionalmente, etiquetado segun
“Referencia de literatura” o bien “PSI-BLAST". En este ultimo caso, es posible a su vez
seguir el vinculo hasta la entrada original, basada en literatura.

La version utilizada de CSA fue la 2.2.12, la ultima al momento de la implementacion
de la PCDB, y la ultima también al momento de la generacion del presente documento.

8 http:/Mww .ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/CSA/
® http://www.uniprot.org/
1% hitp://Avww.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/
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UniProt

La base de datos UniProtll (Jain et al., 2009) es el centro medular de la coleccion
de informaciéon funcional de proteinas. Sus datos son conocidos por su precision,
consistencia y riqueza. Se considera en esta base de datos informacion concerniente a
la secuencia aminoacidica, nombre de la proteina, descripcion, taxonomia, términos de
ontologia bioldgica, indicaciones de la calidad de la anotacion, entre otros.

La base de datos PCDB presenta para cada dominio representado el codigo UniProt
(bajo el nombre de Accession number). De esta manera el usuario puede vincular los
dominios recuperados en una busqueda o mediante la navegacion de la base de datos
con UniProtKB12 para extraer informacion adicional. Adicionalmente, se vinculd
mediante este cddigo informacion concerniente a localizacion subcelular, funcion, a

Esta base de datos consiste en dos secciones, una seccién conteniendo ingresos
anotados manualmente con informacion basada en literatura y refinada mediante
andlisis computacionales (UniProtKB), y una seccién con informacion basada
puramente en métodos computacionales (Swiss-Prot).

En pos de reducir la redundancia y maximizar la fidelidad de las secuencias, todas
las proteinas codificadas por el mismo gen son agrupadas en una misma entrada

UniProt. Diferencias entre diversos secuenciamientos son reportadas y analizadas.

1 hitp://Aww.uniprot.org/
12 hitp://vww.uniprot.org/help/uniprotkb/
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Enzyme Commission

Para aquellos dominios asociados a enzimas, el usuario puede extraer de la base de
datos PCDB la clasificacion de la Enzyme Commissionl3 (A. Bairoch, 2000). La
clasificacion EC representa una categorizacion vertical de reacciones enzimaticas, y son
utilizadas comunmente como identificadores de enzimas o genes de enzimas en el
andlisis de genomas completos.

El método de asignacion del cédigo EC se basa en un esquema de clasificacion de
reacciones enzimaticas, conocido bajo el nombre de RC (de sus siglas en inglés,
Reaction Classification). Cada reaccion en la base de datos EC primeramente se
descompone en pares reactivos. Cada par es luego alineado estructuralmente para
identificar el centro de reaccién, las regiones coincidentes y las regiones no
coincidentes. El nimero RC representa los patrones de conversion de los atomos en
estas tres regiones. La precision de este método es del 90%, resultando altamente

confiable en la clasificacion final.

3 hitp://Aww.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/
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Gene Ontology

El proyecto Gene Ontologyl4 (GO) (Ashburner et al., 2000; Consortium, 2008) es
una colaboracion multidisciplinaria que tiene como objetivo lograr una descripcion
consistente de los productos génicos a través de numerosas bases de datos.

La base de datos PCDB provee a los usuarios la lista de términos GO asociados a
cada uno de los dominios representados, asi también como el GO ID (rotulado como
GO Accession en la PCDB) asociado al mismo. Esto permite efectuar busquedas
subsecuentes en la base de datos GO en caso de requerir mas informacion acerca de
un dominio particular encontrado en PCDB.

Se han desarrollado en el marco de esta colaboracion tres vocabularios
estructurados que describen los productos génicos en términos de sus procesos
biolégicos asociados, componentes celulares y funciones de manera dependiente de la
taxonomia.

El proyecto comenzé en el afio 1998 como una colaboracion entre tres bases de
datos de organismos (FlyBasel5 [de Drosophila]; The Saccharomyce Genome
Databasel6 y Mouse Genome Databasel7). El nimero de bases de datos contenidas
fue aumentando y, actualmente, las principales bases de datos secuenciales de
animales, plantas y microorganismos forman parte en el proyecto GO.

El uso de términos GO por las bases de datos facilita la uniformidad de busquedas
entre ellas. Los vocabularios controlados son estructurados de tal manera que pueden
ser consultados a diversos niveles, lo que convierte a los términos GO en un parametro
clave a la hora de busqueda de informacion respecto a una proteina de interés, motivo

por el cual se incorporoé la base de datos GO a la PCDB.

% hitp://ww.geneontology.org/
2 hitp://lybase.org/

18 http://www.yeastgenome.org/
7 hitp://Aww.informatics.jax.org/
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PQS

El servidor Protein Quaternary Structurel8 (Henrick & Thornton, 1998), mantenido
por el grupo Macromolecular Structure Database (MSD) del European Bioinformatics
Groupl19 (EBI), provee al usuario de una herramienta de analisis de la unidad biologica
para una entreada PDB. En el presente trabajo se vincularon las estructuras de la PCDB
con el servidor PQS a fin de obtener informacién acerca del estado oligomérico de las
mismas.

El estudio del estado cuaternario es importante en la comprension de la funcion
bioldgica de una proteina. El servidor PQS es un recurso disponible en linea que
presenta las coordenadas de los estados cuaternarios para las estructuras contenidas
en el Brookhaven Protein Data Bank (PDB).

De la cristalografia de una macromolécula se obtiene un conjunto de coordenadas
gue no son independientes de la simetria cristalografica. Las coordenadas depositadas
describen los atomos necesarios para el refinamiento de los datos observados
experimentalmente. Sin embargo, estas coordenadas no necesariamente describen la
molécula completa en estudio, o pueden incluir multiples copias de la molécula. En una
entrada PDB las coordenadas depositadas generalmente consisten en el contenido de
la unidad asimétrica (ASU), es decir, la fraccion de la celda de la unidad cristalografica
que no tiene simetria cristalografica. El servidor PQS dispone de un procedimiento
automatizado que ha sido disefiado para reconocer la existencia de varias copias en el
cristal, o aquellos casos en donde la simetria es necesaria para generar una lista de
puntos que describen la totalidad de la macromolécula en estudio. Hay varias
posibilidades relacién entre las coordenadas cristalograficas depositados Unicos y la
macromolécula en estudio:

() El contenido de la ASU define una sola copia de la macromolécula.

(i) El contenido de la ASU consiste en mas de una copia de la macromolécula.

(lii) Los contenidos de la ASU requieren operaciones cristalograficas de simetria que
deben aplicarse a la generacién de la macromolécula completa.

(lv) Una combinacién de los anteriores, incluidas las copias mdltiples y las
transformaciones de simetria.

Para cada estructura PDB, todos los contactos atomicos entre residuos a una
distancia menor a 3,7 A entre todas las cadenas, incluyendo cada uno de las 27
posibles traducciones de la celda unidad por operacion de simetria, son calculados

18 http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pgs/
9 hitp://Avww.ebi.ac.uk/
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utilizando los algoritmos CCP4 (Collaborative_Computational Project, 1994) y WHATIF
(Vriend, 1990). Un conjunto cuaternario potencial es construido en base a la adicion
progresiva de las cadenas monoméricas que se consideran para contribuir al
ensamblado. La seleccion de la cadena se basa en el nimero de contactos entre las
cadenas que se encuentran y el nimero de residuos en cada cadena. Este algoritmo es
recursivo, permitiendo la deteccién de las estructuras cuaternarias donde los contenidos
de la ASU no estan en contacto con todos los elementos de simetria relacionados en el
montaje final. Todos los conjuntos de potenciales estan disponibles en el servidor con la
anotacién asignada automaticamente.

Posteriormente, en una segunda fase, se determina si los contactos proteicos
encontrados son especificos (un oligbmero macromolecular verdadero) o no especificos
(cristal packing). Las caracterizaciones estructurales de las interfaces proteina-proteina
han estudiadas ampliamente estudiadas y se han relacionado con muchas propiedades:
hidrofobia, analisis estructurales, preferencias de los residuos, nimero de enlaces de
hidr6geno, etc. Para discriminar entre contactos no especificos (cristal packing) y una
interaccion proteina-proteina funcional, el valor del area superficial accesible al solvente
(ASA) es ampliamente utilizado. El valor de A(ASA) fue estimado para cada complejo
potencial cuaternario, y se calcul6 la diferencia media sobre el nimero de cadenas que
se asocian para formar el conjunto completo. Para aquellas entradas PDB de las que se
tiene informacion acerca del estado cuaternario, la diferencia de superficie accesible por
cadena oscila entre los 370 y los 4750 A2 para homo-dimeros y entre los 640 y los 3230
A2 para los hetero-dimeros (S. Jones & Thornton, 1995). El servidor aqui descripto
utiliza un punto de corte de A(ASA) de 400 A2 por cadena para clasificar a los
interacciones proteina-proteina. El proceso completo de discriminacién utiliza una
puntuacién empirica ponderada con aportes del valor de A(ASA), el nimero de residuos
enterrados en la interfaz, la energia de solvatacién, el nimero de puentes salinos

presentes en la interfase y la presencia de puentes de tipo di-sulfuro.
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Procognate

La base de datos Procognate20 (Bashton, Nobeli, & Thornton, 2008) es una base de
datos de ligandos asociados a los dominios estructurales de enzimas representadas en
CATH (Greene et al., 2007), SCOP21 (Structural Classificarion Of Proteins) (Lo Conte,
Brenner, Hubbard, Chothia, & Murzin, 2002) y Pfam22 (Protein Family) (Finn et al.,
2008). Procognate presenta un alto grado de depuracion de informacion, mediante
técnicas tanto automaticas como manuales, y fue elegida para integrar la PCDB debido
a la confiabilidad y exactitud de sus datos.

Los ligandos aqui presentados han sido identificados mediante informacion extraida
de las bases de datos ENZYME23 (A. Bairoch, 2000) y KEGG24 (M Kanehisa & Goto,
2000; Minoru Kanehisa, Goto, Kawashima, & Nakaya, 2002) y comparados con los
ligandos extraidos de la base de datos PDB mediante coincidencias de grafo para
evaluar su similitud quimica. Aquellos ligandos involucrados en reacciones conocidas en
ENZYME y KEGG para una enzima en particular son asignados a estructuras ya
referidas a un codigo EC.

Se han vinculado las estructuras presentes en la PCDB con la base de datos
Procognate a fin de obtener informacion acerca del tipo de ligando presente en cada
entrada de la PCDB.

2 hitp://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/procognate/
2L hitp://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/

2 hitp://pfam.sanger.ac.uk/

3 hitp:/lexpasy.org/enzyme/

2 hitp://www.genome.jp/keqa/
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Capitulo 3
Servidor en linea de la base de datos PCDB

3.1 Funcionalidad

El servidor de la base de datos PCDB25 fue disefiado para reclutar ejemplos de
dominios proteicos que exhiban diversidad conformacional y relacionar la misma con
propiedades fisicoquimicas y/o bioldgicas.

Es posible restringir los resultados de la basqueda en funcién de una variedad de
parametros: extension de la diversidad conformacional, diferencias en las condiciones
de cristalizacion de las distintas estructuras representantes del dominio proteico (pH,
ligandos), etc. La busqueda puede ser también limitada mediante un cédigo PDB o por
una clasificacion de dominios CATH, para reclutar solo las entradas de la PCDB que
coincidan con la clasificacion ingresada. El campo para completar las restricciones se
encuentra en la parte superior de la solapa “Search”.

Asimismo, es posible efectuar una busqueda sin restricciones, cuyo resultado sera la
base de datos completa. El usuario puede descargar la informacion presentada en los
resultados de las busquedas en formato .csv para un posterior tratamiento de los datos

La pagina de inicio del servidor de la base de datos se exhibe en la .Figura 2.

% hitp://www.pcdb.ung.edu.ar/

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quimes



Protein Conformational Database..

Search Browse Tutorial About the authors

About PCDB g%rrent Release PCDB

Last release: 2011 - August

PCDB is a database of protein conformational diversity For each represented domain, the database
contains the redundant compilation of all corresponding different crystallographic structures. These
structures represent the solved structure of the same domain under different condiions and can be o ) _
conseguently considered as different instances of the protein native fold. As a measure of the Fistralaase: 2010 -Octobar
conformational diversity we use the RMSD obtained comparing the structures depasited for each domain.
The represented domains were extracted from CATH database and aflerwards cross linked with 7,889 domains represented
additional information fram several sources and methods. This database makes possible the study of

correlations between the extension of conformational diversity registered in domains and a collection of 36,581 structures represented
physicochemical and biological parameters of the polypeptide, such as protein function, presence of
ligands, mutations, structural classification, taxonomy, among others. Currently the database contains

36,581 structures, distributed in 7,989 domains.

Questions or suggestion

Please contact us

SBG Group Home Page

Citation

If you use PCDB please cite

Juritz, Ezequiel Ivan; Fernandez Alberti, Sebastian; Parisi, Gustavo Daniel. PCDB: A database of protein
onal diversily. Nucleic Acids Res. 2011 Jan;39(Database issue)D475-9. Epub 2010 Mov 21.

Figura 2. Pagina de inicio del servidor de la base de datos PCDB.

Adicionalmente a las busquedas, otra modalidad de utilizar la base de datos consiste
en la navegacion a través de la misma. Para esto se sigue la clasificacion estructural
CATH (Whitney, 1997) de los dominio pasando por los 8 niveles de jerarquia. A medida
gue el usuario seleccione un determinado nivel (C, A, T, H, S35, 060, L95, 1100) se
mostraran los posibles niveles inmediatamente inferiores. Cada uno de los niveles
inferiores se presentara como un hipervinculo que el usuario puede utilizar para ingresar
al mismo. A su vez, se listaran también todos los dominios pertenecientes a la
clasificacion actual, junto con una serie de datos relevantes, como familia proteica a la
gue pertenece el dominio, el RMSD maximo registrado entre sus pares de estructuras, y
la clasificacion estructural CATH completa.
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Se detallan a continuacion los diversos métodos y opciones para restringir las

busquedas.

3.2 Efectuar una bisqueda en la base de datos PCDB

Una de las maneras de utilizar el servidor en linea de la base de datos PCDB
consiste en efectuar una busqueda de dominios representados en la misma, que
cumplan con ciertos requisitos definidos por el usuario. Es posible delimitar las
bisquedas por medio de combinaciones de un amplio espectro disponible de
pardmetros y criterios. La pagina de busqueda de la base de datos tal cual como se
encuentra en linea de muestra en la Figura 3. Uno de los posibles criterios para limitar
las busquedas efectuadas, por ejemplo, es por la extension de la diversidad
conformacional exhibida por el dominio. Esto es, el valor de RMSD presentado por los
pares de estructuras acumuladas de tal dominio. Esta funcidn puede ser de utilidad, por
ejemplo, para el usuario que se encuentre interesado en estudiar casos extremos de
diversidad conformacional, que superen determinado valor de RMSD. De esta manera
puede efectuar una busqueda estableciendo como valor minimo de diversidad
conformacional 7 A, por ejemplo. Una busqueda delimitada por un minimo de 7 A
resultard en 99 dominios cuya diversidad conformacional supera dicho valor. De manera
similar, es posible limitar los resultados a aquellos dominios que expresen una
diversidad conformacional menor a cierto margen. Se pueden limitar los dominios
arrojados también por un cédigo PDB [labc o 1abcA] o CATH [1abcA00, compuesto por
el cédigo PDB, y en donde el quinto caracter representa la cadena y el nimero final el
numero de dominio] que sea de interés por el usuario, o por una clasificacion estructural
CATH deseada. La clasificacion estructural CATH se compone de 8 digitos, cada uno
asociado a cierta jerarquia vertical, y es tratada con mayor profundidad mas adelante.
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Protein Conformational Database:. ... s o aimes ssees e

Browse Tutorial About the authors

When holding the mouse over a checkbox you will have a brief description ofthe parameter selected.

PCDB Search

Search by causes of conformational diversity Search by extension of conformational diversity

[T mutations [ Ligands =] Oligomeric State [l pH [7] Neither between A and A
Search by code Limit by sequential percentage identity

PDB code or CATH code Sequential identity between domain structures above %%

Figura 3. Pagina de busqueda del servidor de PCDB. Se exhiben aqui las diversas formas en que el usuario
puede limitar una busqueda sobre la base de datos.

3.2.1 Limitar por posibles causas de diversidad conformacional.

Una de los métodos de filtrar los resultados de una blusqueda se basa en las
condiciones de cristalizacion de las diversas estructuras representantes de los dominios
proteicos. Las condiciones comprendidas actualmente por PCDB comprenden presencia
0 ausencia de mutaciones, presencia 0 ausencia de ligandos, diferencias en el estado
oligomérico de la proteina cristalizada y diferencias en el pH de la cristalizacion. Esta
opcion esta orientada a recuperar aquellos dominios que han sido cristalizados varias
veces en condiciones homogéneas o bien heterogéneas para estos parametros citados.

A modo de ejemplo, si uno esta interesado en estudiar la diversidad conformacional
proteica causada por cambios en el estado oligomérico, debe activar el cuadro
“Oligomeric State” dentro del campo “Search by causes of conformational diversity” en la
solapa “Search”. De esta manera, PCDB desplegara en el resultado de la blsqueda
solo aquellos dominios en donde existen estructuras cristalizadas en distintos estados
oligoméricos. Las otros cuadros disponibles en el campo “Search by causes of
conformational diversity” son “Mutations”, “Ligands”, “pH” y “Neither”. El cuadro
“Mutations”, en caso de estar activado, limitard el resultado a aquellos dominios
proteicos en donde haya al menos una estructura cristalizada con alguna mutacion y
otra sin ninguna mutacion o con una mutacion. El cuadro “Ligands” en caso de estar
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activado, limitara el resultado a aquellos dominios en donde haya al menos una
estructura que haya sido cristalizada con ligando y una estructura que haya sido
cristalizada sin ligando. El cuadro “pH”, al activarse, limitara el resultado a aquellos
dominios representados en PCDB en donde haya al menos dos estructuras cristalizadas
con una diferencia de mas de 1 (una) unidad de pH. El cuadro “Neither”, por otro lado, al
activarse, limita el resultado sélo a aquellos dominios en donde las estructuras han sido
cristalizadas bajo idénticas condiciones de los parametros citados.
La descripcion de cada uno de estos campos se resume en la Tabla 3.

Cuadro Efecto

“Mutations” Limita a aquellos dominios proteicos cristalizados tanto con como
sin mutaciones

“Ligands” Limita a aquellos dominios proteicos cristalizados tanto con como
sin ligando

“Oligomeric State” | Limita a aquellos dominios proteicos cristalizados en diversos
estados oligoméricos

“pH”" Limita a aquellos dominios proteicos cristalizados en diferentes
condiciones de pH, presentando una diferencia igual o mayor a 1
unidad de pH

“Neither” Limita a aquellos dominios proteicos cristalizados en idénticas

condiciones de los parametros citados

Tabla 3. Factores influyentes en la diversidad conformacional que son considerados en la base de
datos PCDB.

3.2.2 Limitar por extension de la diversidad conformacional.

Es posible restringir los dominios reclutados por la PCDB en una buisqueda en
funcién de la amplitud de la diversidad conformacional registrada en el mismo. La
amplitud de la diversidad conformacional de una proteina esta definida, como ya se ha
explicado, mediante los valores de RMSD entre las distintas estructuras pertenecientes
a dicha proteina. Especificamente, la diversidad conformacional de una proteina en la
PCDB esta determinada por el maximo valor de RMSD registrado entre pares de sus
estructuras.

En el campo “Search by extention of conformational diversity” de la solapa “Search”
es posible definir el rango de extension de diversidad conformacional fijando el valor
minimo y el valor méximo de RMSD, en unidades de A. En caso de dejar algtin campo
vacio (minimo o m&ximo), esta variable no ser restringido a ningun valor. Estos valores
se aplican al RMSD maximo registrado entre las estructuras de los correspondientes a

los dominios representados.
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3.2.3 Limitar por cédigo PDB o por cédigo CATH.

Dentro del campo “Search by code” es posible especificar un codigo PDB (1abc) o
un codigo CATH (1abcA00) para recuperar aquellos dominios de la PCDB en donde
alguna estructura coincide con el cédigo buscado.

3.2.4 Limitar por cédigo de clasificacion estructural CATH.

En el campo “Limit search by CATH structural classification” es posible limitar los
dominios expuestos en los resultados de la busqueda de acuerdo a cualquier
combinacion de los 8 niveles de clasificacion estructural de dominios de la base de
datos CATH. Se encuentran en este campo los 8 cuadros correspondientes a los 8
niveles de clasificacion estructural CATH (C; A; T; H; S35; 0O60; L95; 1100). Estos
campos pueden ser completados con la identificacién de un nivel estructural CATH para
limitar los resultados a los dominios que corresponden ese nivel estructural. Estos
campos pueden completarse en cualquier combinacion, aunque lo mas frecuente es

limitar solo entre el primer nivel (C) y el cuarto nivel (H).

3.2.5 Informacion de salida.

En el campo “Format Output Information”, dentro de la solapa “Search”, se enumera
la informacion que contiene la PCDB sobre cada uno de los dominios representados en
la base de datos. Esta informacion se ha recopilado mediante vinculaciones con
numerosas bases de datos y métodos de biologia computacional, enumerados y
descriptos en el capitulo 2. Activando y desactivando cada cuadro, es posible
personalizar el conjunto de datos que cada usuario se encuentra interesado en extraer
de los dominios que resultaran de la blusqueda a efectuar.

El campo esta dividido teméaticamente a fin de facilitar la navegacion visual del

usuario, como se aprecia en la Figura 4.
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Format Output Information

GENERAL

representative structure number of conformers || CATH ID of conformers structures || Causes of conformational diversity
CONFORMATIONAL DIVERSITY EXTENSION

max PCD registered [4] D min PCD registered [A] D average PCD registered [A] D Pair of domain structures exhibiting max PCD
D Sequential identity percentage

IDENTIFICATION

D Accession number |:| Entry name D InterPro D Protein family E‘ Protein name D Gene name
STRUCTURAL CLASSIFICATION

Elc Ba Er En [Flsas Floso Eles Elroo

FUNCTION

D EC numbers D G0 Accession D GO0 terms D Catalytic residues D Pathway

INTERACTION

[T interacts with

TAXONOMY

D Organism D Organism ID

LENGTH

|:| Domain length |:| Protein length

OTHERS

D Keywords |:| Features

LOCATION

[7] subcelutar ocations

ADMONAL INFORMATION

D Allergen D Catahytic_activity D Function D Pathway D Subcellular location I:l Temperature dependence D pH dependence

Figura 4. Pagina en donde se da formato a la salida de una busqueda. Se listan aqui los datos
disponibles al usuario para los dominios que resulten de una busqueda. Adicionalmente, muchos de
estos datos son identificaciones de otras bases de datos, con lo que es posible vincularlas a fin de
profundizar sobre un dominio en particular.
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3.2.6 Enviar la basqueda.

Una vez establecidos los parametros de la busqueda a realizar, tanto las
restricciones de los parametros en los que el usuario esta interesado y la informacion de
salida que desea compilar, al presionar el botén de “Search” de la pestafia del mismo
nombre a fin de dar inicio a la bdsqueda. El botdn se encuentra en la parte inferior de la
pestafia, y se encuentra destacado con un circulo de color rojo en la Figura 5.

Organism Organism ID
Domain length Protein length

OTHERS

7] Keywords [ Features

LOCATION

[7] subcellular locations

ADITIONAL INFORMATION

[T miergen  [Z] catanytic_activity [Z] Function [C] Pathway [ Subceliularlocation  [Z] Temperature dependence  [=] pH dependence

‘: g Search E ‘ Reset

Figura 5. Se destaca con un 6valo de color rojo la ubicacion en la pagina de “Format output”’ del boton
“Search”, cuya funcion es enviar la blsqueda a la base de datos, definida con los parametros
previamente fijjados.
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3.2.7 Resultados de la busqueda.

En la pagina siguiente se presentara, en formato de tabla de doble entrada, la
informacién requerida de aquellos dominios que coinciden con los parametros de
busqueda previamente definidos. En la Figura 6 se presenta a modo de ejemplo el
resultado de una bulsqueda sin restricciones y con la informacion de salida

predeterminada.

Protein Conformational Database.: ... s sws cine s s

Home: Search Browse Help FAQ Tutorial About the authors

—
- Download Results as CSV B
———

Download max

D repr PCD Protein names

structures Al

102IA00 2 245 Nuclear RNA export factor 1 (Tip-associating protein) (Tip-associated protein) (MRNA export factor TAP)

2 || 2gpusoo 5 |633 Estrogeni-related receptor gamma (Estrogen recepl

n 3) (ERR gamma-2) (Nuclear

ptor subfamily 3 group B member 3

Estrogen-related receptor gamma (Estrogen receptor-related protein 2) (ERR gamma-2) (Nuclear receptor subfamily 2 group B member 2

Coe0

Figura 6. Ejemplo de los resultados de una busqueda en la PCDB. En este caso, los resultados aqui
mostrados se obtuvieron mediante una busqueda sin restricciones, y los datos de salida solicitados son
aquellos que vienen seleccionados por defecto en la pagina. Se destaca con un 6valo de color rojo el
botén para descargar los resultados como una tabla de doble entrada en formato CSV (comma
separated value). Con una flecha de color rojo se indica la columna con los vinculos que permiten
descargar el alineamiento entre el par de estructuras que presentan el mayor valor de RMS. El
alineamiento de descarga en formato PDB.

Dos posibilidades adicionales presenta la pagina correspondiente a la presentacion
de los resultados. La primera consiste en descargar bajo formato .csv (“‘comma
separated values”) un archivo con la informacién solicitada de los resultados expuestos.
Esto se efectla mediante un boton situado por encima de la tabla exhibida, con la
leyenda “Download Results as CSV”. Dicho botén se destaca en la Figura 6 mediante
un circulo de color rojo.

La segunda, consiste en que el usuario puede descargar a un archivo el
alineamiento estructural del par de estructuras que presentan el maximo RMSD entre
todas las estructuras dadas de cualquier dominio. El formato del archivo a descargar es
PDB, y el alineamiento estructural es derivado del programa Mammoth. Esto se efectla
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mediante un botén de color verde disponible para cada dominio presentado al usuario,
situado en la primera columna hacia la izquierda de la tabla presentada, con el
encabezado de “Download superposed structures”. Dicha columna se encuentra
destacada con una flecha de color rojo en la Figura 6.

3.3 Navegacion por la base de datos PCDB.

Existen dos maneras de utilizar la base de datos PCDB. Una es efectuando una
bisqueda de acuerdo a algun criterio o combinacién de criterios, como ya se ha
explicado en la seccién anterior. La segunda forma consiste en navegar por la base de
datos, siguiendo la estructura de 8 niveles de la clasificacion CATH. La pestafia
“Browse” de la base de datos PCDB permite esta funcionalidad. Una vez seleccionada
esta pestafia, el primer paso consiste en elegir una de las 4 Clases de la clasificacion
CATH (nivel C). Las 4 Clases de CATH son:

1. Mayormente Hélices a.

2. Mayormente Laminas 3.
3. Heélices a - Laminas p Combinados.
4. Estructuras secundarias restantes.

Una vez elegida alguna de las 4 Clases, se expondran 3 campos: “Current structural
classification” (“Clasificacion estructural actual”), “Select Architecture” (“Seleccionar
Arquitectura”) y “Domains belonging to current structural classification” (“Dominios
pertenecientes a la clasificacion estructural actual”). En la Figura 7 se presenta un
recorte de pantalla de la pestafia “Browse” luego de seleccionar la Clase 1. La

informacién que provee cada uno de los campos presentados se detalla a continuacion.
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3.3.1 Clasificacion estructural.

Este campo indica la ubicacion actual del usuario dentro de la base de datos PCDB.
En la medida que el usuario navega por la base de datos PCDB, este campo se
actualizara indicando el nivel estructural CATH que se esta exponiendo en pantalla. En
el ejemplo de la Figura 7, la clasificacién en donde el usuario se encuentra es “Clase 1”.

Protein Conformational Database- ... e s oums s s

Search Browse Tutorial About the authors

Current structural classification

Class 1

Select Architecture

=

ENER N

Domains belonging to current structural classification

number e
Cl|A|ll T || H [[535[|060||La5||I100 of ) Protein family Protein names
ax
structures
s ” " Muclear RMA export factor 1 (Tip-associating protein) (Tip-
T|f10f & |10 1 1 il 1 2 245 NXF family
associated protein) (MRNA export AP
o Holliday junction ATP-d
11 a |10 1 2 2 RuvA famil
7 [ [ ]

Figura 7. Pagina de navegacion de la PCDB, cuando el usuario ha seleccionado la Clase 1
(Mayormente Hélices a).
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3.3.2 Seleccionar Arquitectura.

En este campo se listan los niveles inmediatamente inferiores disponibles en la base
de datos PCDB. El usuario puede elegir uno de los niveles aqui expuestos para
continuar con la navegacion sobre la base de datos.

En el caso del presente ejemplo la pagina listara las Arquitecturas (Nivel A) para la
Clase 1 (Nivel C) elegida por el usuario. Una vez elegida una de las Arquitecturas
listadas, el rotulo cambiara a “Select Topology”, dado que la base de datos estara
listando las Topologias (Nivel T) disponibles dentro de la Arquitectura elegida por el
usuario.

3.3.3 Dominios pertenecientes a la clasificacion estructural actual.

Dentro de este campo se enumeran todos los dominios comprendidos bajo la
clasificacion actual. De los dominios listados se detalla la siguiente informacion: los 8
niveles de clasificacion estructural CATH a la que pertenece el dominio, el nimero de
estructuras disponibles en la base de datos PCDB para el dominio listado, el valor
maximo de RMSD computado entre los pares de estructuras, la familia de proteinas a la
gue pertenece el dominio y los nombres de las proteinas asociadas. Se describen

brevemente estos campos en la

Tabla 4.

Campo Informacion suministrada

C Clase a la que pertenece el dominio listado

A Arquitectura a la que pertenece el dominio listado

T Topologia a la que pertenece el dominio listado

H Superfamilia de homoélogos a la que pertenece el dominio
listado

S35 Nivel S35 al que pertenece el dominio listado

060 Nivel O60 al que pertenece el dominio listado

L95 Nivel L95 al que pertenece el dominio listado

1200 Nivel 1100 al que pertenece el dominio listado

number of structures Numero de estructuras disponibles en PCDB del dominio
listado

RMSD max RMSD méaximo registrado entre par de estructuras del
dominio listado

Protein family Familia proteica a la que pertenece el dominio listado

Protein names Nombres de proteinas asociadas al dominio listado

Tabla 4. Informacion presentada al usuario de todos los dominios que pertenecen a la clasificacion
actual cuando se ejecuta la opcion de navegacion de la PCDB.
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Capitulo 4
Diversidad conformacional en la base de datos PCDB.
4.1 Introduccion

A fin de evaluar la extension de la diversidad conformacional de los dominios
proteicos representados en la base de datos PCDB, se procedié a calcular los valores
de Root-Mean-Square Deviation (RMSD) entre cada par de estructuras representantes
del mismo dominio proteico. Para tal fin se utilizé el programa Mammoth (MAtching
Molecular Models Obtained from Theory; (Ortiz & Strauss, 2002), disefiado para
encontrar la maxima superposicién entre dos estructuras proteicas. Este programa
calcula el valor de RMSD minimo entre dos estructuras y guarda el alineamiento
estructural correspondiente en formato PDB. El MAMMOTH fue utilizado aplicando los
parametros definidos por defecto, y es descripto con mayor profundidad en otro capitulo.
Se aplicd el algoritmo del MAMMOTH a todos los pares posibles de estructuras
relacionadas al mismo dominio. La base de datos consta de 7.989 proteinas, con un
total de 36.581 estructuras y el nimero de cédmputos de RMSD llevados a cabo
asciende a un total de 163.040 célculos. Estos calculos fueron realizados en el cluster
de célculos del grupo de trabajo Structural Bioinformatic Group de la Universidad
Nacional de Quilmes. Todos los archivos generados por el programa, incluyendo la
superposicién del par de estructuras, fueron almacenados. Aguellos alineamientos que
presentan la maxima divergencia estructural por dominio se encuentran disponibles en
el servidor en linea para ser descargados por los usuarios de la base de datos en
formato PDB.

El minimo valor de RMSD registrado en la PCDB es de 0,0 A, y el maximo presenta
un valor de 26,7 A. El promedio global de RMSD entre los pares de estructuras
pertenecientes a la misma proteina es 1,3 A. Estos valores se resumen en la Tabla 5.

Minimo RMSD registrado 0,0A
Promedio RMSD registrado 1,3A
Méaximo RMSD registrado 26,7 A

Tabla 5. Estadisticas de los valores de RMSD registrados entre pares de estructuras del mismo
dominio.
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Diversidad conformacional registrada en la PCDB
1000

800
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Casos

400 ~

200 H
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Figura 8. Distribucion de RMSD entre pares de estructuras de los dominios proteicos representados en
la base de datos PCDB.

La distribucion de valores de RMSD entre los pares de estructuras que componen
los dominios representados en la PCDB se expone en la Figura 8. Se aprecia una
tendencia hacia valores relativamente bajos de RMSD, algo esperable tratdndose de
comparaciones de la misma secuencia. Aun asi, se distinguen una gran proporcion de
casos que exhiben de mediana a alta diversidad conformacional: un 40% de los
dominios estudiados presentan un RMSD mayor a 1 A, y un 20% presenta un valor
mayor a 2 A. Mas de un 5% presenta un RMSD mayor a 4 A. Basandonos en estudios
previos (Burra et al., 2009), consideramos que dos estructuras presentan diversidad
conformacional cuando su RMSD supera el valor de 1 A.
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4.2 Diversidad conformacional bajo condiciones homogéneas y heterogéneas.

Con el fin de explicar la diversidad conformacional observada en la base de datos
PCDB, se efectuaron analisis de correlacion entre diversos parametros para estudiar la
incidencia de éstos en la extensién de la diversidad conformacional.

De esta manera, las estructuras contenidas en la base de datos PCDB se
encuentran vinculadas con ciertos datos de la proteina y pardmetros de las condiciones
de cristalizacién: presencia o ausencia de mutaciones; presencia 0 ausencia de
ligando/s; estado oligomérico y pH de la cristalizacion. Dentro de las mejoras que
estamos realizando actualmente, se incluye incrementar el nUmero de estos datos a
considerar para ampliar las posibilidades de estudio. Adicionalmente, cada dominio
representado esta asociado a un valor que indica si las estructuras que lo representan
presentan valores idénticos o diferentes para cada uno de los datos mencionados. En
caso de que las estructuras representantes de un domino hayan sido cristalizadas todas
en el mismo estado oligomérico, por ejemplo, el dominio serd& homogéneo para ese
parametro. Un dominio puede obviamente presentar valores homogéneos para ciertos
datos y heterogéneos para otro. Si un dominio presenta valores homogéneos para todos
los datos, significa que todas las estructuras presentes en la base de datos han sido
cristalizadas bajo las mismas condiciones con respecto a los parametros aqui
considerados. Es posible efectuar busquedas en la base de datos limitando para
heterogeneidad en cualquier combinacion de estos datos, como se explica en el capitulo
3.
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Dominios con estructuras cristalizadas en
iguales o en diversas condiciones

 Dominios con datos
36% homogéneos para todos los
pardmetros

E Dominios con datos
heterogéneos en al menos un
parametro

Figura 9. Porcentaje de dominios representados en la PCDB, compuestos por estructuras
cristalizadas en varias instancias bajo las mismas condiciones (en color azul oscuro) o bajo
condiciones diversas (en color rojo claro).

Al discriminar los dominios representados en la PCDB en funcion de la
homogeneidad o heterogeneidad de los pardmetros estudiados, se aprecia una
divergencia entre aquellos dominios cuyas estructuras derivan de instancias de
cristalizaciones en condiciones diversas, con respecto a aquellos dominios cuyas
estructuras provienen de cristalizaciones en condiciones idénticas. Coincidentemente
con lo esperado, un mayor grado de diversidad conformacional se expone en aquellos
dominios con valores heterogéneos para algun parametro. Este dato es de gran
trascendencia, y representa una de las relaciones fundamentales a ser estudiadas
mediante la PCDB. La diversidad conformacional se exhibe en la estructura nativa de
una proteina, y esta definida por fluctuaciones dinamicas de su estructura. A su vez, al
efectuar cambios en ciertas condiciones (pH, presencia de ligandos, estado oligomérico,
entre otros) la estructura nativa de la proteina se reacomoda para adaptarse a las
nuevas condiciones. Estos reacomodos se traducen en alteraciones de las
concentraciones relativas entre conférmeros presentes en el estado nativo, asi también
como la apariciéon de nuevos conférmeros y la desaparicion de otros (Bernardes et al.,
2012; Bocharov et al., 2008; Laine et al., 2011).

Como se expone en la Figura 9, de los 7.989 dominios representados en la base de
datos PCDB, el 36% (2.875 dominios) poseen datos homogéneos en todos los
parametros evaluados (mutaciones, presencia de ligandos, estado oligomérico y pH de
cristalizacioén). Esto es, todas las estructuras de estos dominios han sido cristalizadas en
idénticas condiciones para estos parametros. El restante 64% (5.114 dominios) poseen
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estructuras que han sido cristalizadas en diversas condiciones para al menos uno de

estos parametros.

Comparacion del valor promedio del RMSD de
distintas poblaciones de la PCDB

PCDB completa

1.6

1.4 1 [ Dominios con estructuras cristalizadas
en condiciones idénticas

1.2 A

107 Il Dominios con estructuras cristalizadas
en condiciones diversas

0.8

0.6

Promedio RMSD [A]

0.4

0.2 A

0.0

Figura 10. Comparacion del valor promedio de RMSD de diversas poblaciones de dominios de la PCDB.
En gris claro se grafica el promedio de RMSD entre las estructuras de todos los dominios de la base de
datos. En negro, el promedio de RMSD entre las estructuras de dominios que presentan instancias de
cristalizacién con condiciones diversas. En color gris oscuro, el promedio de RMSD entre las estructuras
de dominios que presentan instancias de cristalizacion con condiciones idénticas.

Las dos poblaciones de dominios (homogéneos y heterogéneos en condiciones de
cristalizacion), como se aprecia en la Figura 10, difieren en la extension de su diversidad
conformacional. Sus distribuciones fueron sometidas al test estadistico Mann—Whitney,
y la discrepancia entre la distribucion de las dos poblaciones es estadisticamente
significativa, presentando un valor de Z-score de 21,8. En la Figura 11.a se detalla la
distribucién de los valores de RMSD para aquellos dominios con estructuras
provenientes de condiciones homogéneas, y en la Figura 11.b se exhibe la distribucion
de valores de RMSD para aquellos dominios con estructuras cristalizadas en instancias
diversas bajo condiciones diferentes. Se nota una tendencia hacia valores de RMSD
més grandes por parte de la poblacién de dominios con estructuras cristalizadas bajo

diversas condiciones.
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Es interesante resaltar que en la distribucion de la Figura 11.a los dominios
cristalizados en condiciones homogéneas presentan casos con RMSD altos, indicando
la presencia de diversidad conformacional (aproximadamente 200 casos con RMSD
mayor a 5). Como se menciono anteriormente es muy probable que existan parametros
adicionales (por ejemplo tipo de solvente en la cristalizacion) causales de la diversidad
conformacional no considerados en este trabajo. La inclusion de nuevos parametros a la
informacién de la PCDB es una de las lineas en las que los autores se encuentran

trabajando.
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a. Histograma de valores RMSD en poblacion de
dominios con pardmetros homogéneos
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b. Histograma de valores RMSD en poblacién de
dominios con parametros heterogéneos
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Figura 11. Se grafica la distribucién de los valores de RMSD [A] entre los pares de
estructuras de aquellos dominios cuyas estructuras han sido obtenidas siempre en
iguales condiciones (a) o en condiciones diversas (b). Se denota una mayor
ocurrencia de valores de RMSD altos en la segunda poblacion.
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a. Proporcion acumulada de valores de RMSD
de diversas poblaciones de dominios
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Figura 12. (a) Se grafica el porcentaje acumulado de valores de RMSD totales en funcion del RMSD de
las poblacién total de dominios de la PCDB, de la poblacion con estructuras cristalizadas en iguales
condiciones y de la poblacion de dominios con estructuras cristalizadas en condiciones diversas. Se
aprecia que la poblacion de dominios con condiciones heterogéneas se condice con valores mayores
de RMSD. (b) Comparacion entre la distribucion de valores de RMSD entre las tres poblaciones de
dominios (total, homogénea y heterogénea). Se distingue la tendencia de la poblacién de dominios
homogénea hacia valores menores de RMSD.

En la Figura 12.a se comparan las proporciones acumuladas de la poblaciéon de
dominios con estructuras con datos homogéneos para los pardmetros estudiados, con la

poblacion de dominios con estructuras con datos heterogéneos, y con toda la base de
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datos PCDB. En la Figura 12.b se detallan las distribuciones de los valores de RMSD
presentados por cada una de estas poblaciones. En ambas figuras se aprecia la mayor
diversidad conformacional expuesta por la poblacibn de dominios con estructuras
cristalizadas bajo diversas condiciones en referencia a la poblacion de dominios

compuestos por estructuras cristalizadas bajo idénticas condiciones.

4.3 Incidencia de diversos parametros sobre la diversidad conformacional.

Con el fin de tasar la incidencia y el peso relativo de cada uno de los parametros
estudiados en la extension de la diversidad conformacional proteica, estudiamos las
distribuciones de RMSD para cada pardmetro en forma individual. Se compar6 la
diversidad conformacional observada por poblaciones compuestas por dominios cuyas
estructuras han sido cristalizadas en condiciones diversas respecto a determinado
parametro.

Las poblaciones comparadas fueron cinco. Aquellos dominios cuyas estructuras
fueron cristalizadas bajo iguales condiciones componen la poblacién “Homogénea”.
Aquellos dominios cuyas estructuras fueron cristalizadas en condiciones diferentes
exclusivamente respecto a las mutaciones, componen la poblacion “Heterogénea
respecto a mutaciones”. Andlogamente ocurre con las poblaciones Heterogénea
respecto a ligandos, Heterogénea respecto a estado oligomérico y Heterogénea
respecto a pH. Aquellos dominios en donde se encuentran estructuras cristalizadas en
condiciones diversas para todos los parametros componen la poblacion “Heterogénea
respecto a todos”. Los resultados obtenidos a partir de este estudio se exhiben en la
Tabla 6.
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RMSD maximo
Poblacion RMSD promedio (media)
(media)
Heterogénea respecto a 25 12
todos
Homogénea 0,9 0,7
Heterogénea respecto a 15 11
pH
Heterogehea rgspecto a 11 0.8
estado oligomérico
Heterogenea respecto a 0.9 0.7
ligandos
Heterqgenea respecto a 0.9 0.7
mutaciones

Tabla 6. Valores de RMSD de poblaciones de dominios con estructuras cristalizadas bajo condiciones
diversas para distintos pardmetros considerados.

La primera conclusién que se extrae de los resultados aqui expuestos, es la
marcada diferencia de diversidad conformacional exhibida entre la poblacion
Homogénea y la poblacion Heterogénea con respecto a todos. De aqui se desprende
una reafirmacion del hecho que los parametros contemplados por la base de datos
PCDB efectivamente provocan cambios conformacionales en la estructura proteica.
Este dato confirma el enfoque basal del presente trabajo, e insta a ampliar las lineas de
investigacion en este sentido. Tanto el valor minimo como el valor promedio del RMSD
calculado entre las estructuras de los dominios que conforman estas dos poblaciones
presentan valores significativamente alejados: una media de 2,5 A para el valor maximo
de RMSD en la poblacion Heterogénea contra una media de 0,9 A en la poblacién
Homogénea. En cuanto a los valores promedios, la primera poblacién presenta una
media de 1,2 A mientras que la segunda presenta una media de 0,7 A.

De la comparacién entre las poblaciones heterogéneas solo para un parametro en
particular, se observa que aquellos dominios con estructuras cristalizadas en
condiciones diversas respecto pH son los que presentan una mayor diversidad
conformacional, tanto si consideramos el maximo RMSD como si consideramos el
RMSD promedio. Las poblaciones Heterogénea respecto a ligandos y Heterogénea
respecto a mutaciones presentan una diversidad conformacional similar.

La separacion entre los valores correspondientes a la poblaciéon con estructuras

cristalizadas en condiciones homogéneas, la poblacion con heterogeneidad en ligandos
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y la poblacién con heterogeneidad en mutaciones es muy reducida. La presencia de
mutaciones es sabido que puede o0 no inducir un cambio conformacional, en
dependencia de la ubicacion y la sustitucién en cuestion. Aln asi, consideramos que
existen numerosos factores no tenidos en cuenta en el presente trabajo que pueden

ejercer una modulacion sobre la diversidad conformacional..
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Capitulo 5
Efecto de la diversidad conformacional en la divergencia secuencial
5.1 Resumen

Esta bien establecido que la conservacion de la estructura a través de la evolucion
se manifiesta en la divergencia secuencial observada en una familia de homdlogos. La
conservacion de determinados entornos fisicoquimicos en pos de mantener el
plegamiento proteico, y por ende la funcion bioldgica, origina un patrén de sustitucién
sitio-especifico distinguible en alineamientos de secuencias homologas. Adicionalmente,
y como ya hemos mencionado, es importante destacar el hecho que el estado nativo de
una proteina no se representa de forma adecuada mediante una Unica estructura, sino
gue es mejor descripto por un conjunto de conférmeros asociados a un equilibrio
dindmico entre si. A continuacién se presenta nuestro estudio acerca de la influencia de
la diversidad conformacional en la divergencia secuencial y en la evolucion proteica.

Como punto de partida, derivamos de la base de datos PCDB una serie de 900
proteinas con diferentes grados de diversidad conformacional. Con el propdésito de
desarrollar un modelo de evolucion molecular estructuralmente condicionado y que
contemple la diversidad conformacional, exploramos la influencia de diversas
conformaciones dentro de la diversidad secuencial.

Hemos encontrado que la presencia de diversidad conformacional ejerce una fuerte
modulacién dentro del patron de sustitucion secuencial. A pesar de que los conférmeros
comparten muchos de los sitios condicionados estructuralmente, en promedio 30% de
estos sitios son especificos de un determinado conférmero. Hemos encontrado que en
el 76% de las proteinas estudiadas, un conférmero es significativamente mejor que los
restantes en la prediccion de la diversidad secuencial. Es particularmente interesante
notar que en la mayoria de los casos este conférmero es el asociado al ligando,
participando en la funcién bioldgica de la proteina.

Adicionalmente, mostraremos que la mejor descripcion de la diversidad secuencial
observada en proteinas homodlogas se obtiene utilizando la totalidad del conjunto de
conférmeros disponibles en nuestra base de datos.

La existencia de un patrén de sustitucion sitio-especifico diferencial para cada
conférmero indica que la diversidad conformacional puede jugar un papel central en una

mejor comprension de la evolucion proteica.
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5.2 Introduccién

La secuencia proteica es una fuente de informacion utilizada en una gran diversidad
de campos, tales como evolucién molecular, bioinformatica estructural y protedmica
entre otros. Esta informacién puede ser derivada de patrones de sustitucién sitio-
especificos codificados en alineamientos, dada por la probabilidad diferencial de
encontrar la ocurrencia de un aminoacido en diferentes posiciones de la cadena
polipeptidica. Un mayor entendimiento de los origenes de los patrones de sustitucion
puede representar un avance en el estudio de los mecanismos subyacentes a los
procesos evolutivos. Este es uno de los principales ejes para desarrollar y perfeccionar
herramientas bioinformaticas que se basan en informacion secuencial. El
descubrimiento de que la conservacion de la estructura proteica esta intimamente
relacionada con la diversidad secuencial es la base fundamental de este campo de
investigacion (Lesk & Chothia, 1980; Chothia & Lesk, 1986). A medida que las proteinas
evolucionan, son blanco de presiones selectivas para conservar sus estructuras
condicionando su divergencia secuencial. Esto indica la presencia de informacion
codificada en sus patrones de sustitucion secuenciales observados en la naturaleza.
Esta informacion es usada para busquedas de relaciones evolutivas usando
exclusivamente informacion secuencial.

Una de las primeras herramientas que implicitamente captura la importancia de esta
informacién fue el uso de profiles para busquedas de proteinas con homologia distante
(Gribskov et al, 1987), que inmediatamente fue seguida por el uso de Modelos Ocultos
de Markov (HMM, de sus siglas en inglés Hidden Markov Models) (R Hughey & Krogh,
1996; K. Karplus et al., 1997). Los profiles provienen de alineamientos multiples
secuenciales, y son matrices de dimensiones (longitud de secuencia) x (20) que
representan la frecuencia relativa de cada uno de los 20 aminoacidos por cada una de
las posiciones de la cadena polipeptidica. Cuando las firmas estructurales fueron
consideradas explicitamente, ambas metodologias aqui mencionadas aumentaron su
desempefio en busquedas de homodlogos remotos, reconocimiento de plegado, y
asignacion de modelos estructurales (Gribskov et al. 1988; Luthy, McLachlan, and
Eisenberg 1991; Eisenberg et al. 1992; Luthy, Bowie, and Eisenberg 1992). Esta vision
apoya la idea que diferentes ambientes proteicos modulan diferencialmente el patron de
sustitucion aminoacidico (Overington et al. 1990; Overington 1992), y que la inclusion de
la informacion estructural en pos de mejorar la descripcion de los patrones de
sustitucion se condice con el conocido mecanismo que aumenta la ocurrencia de ciertos

aminoacidos en determinados elementos de estructura secundaria (Guzzo 1965; Levitt
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1978). Como en el caso de los profiles y los HMMs, los modelos evolutivos
incrementaron su capacidad al considerar explicitamente en el modelado de los
patrones de sustitucion secuencial informacion derivada de la estructura proteica.
Muchos de estos modelos han sido desarrollados considerando una variedad de
propiedades estructurales referidas al plegado proteico y su estabilidad termodinamica,
a potenciales derivados de informacion evolutiva, propiedades de ambientes
fisicoquimicos, estructura cuaternaria y perturbaciones originadas en mutaciones no
sinbnimas (Koshi and Goldstein 1995; Bastolla, Roman, and Vendruscolo 1999;
Dokholyan and Shakhnovich 2001; Parisi and Echave 2001; Fornasari, Parisi, and
Echave 2007; Kleinman et al. 2010).

A pesar de que las relaciones entre los patrones de sustituciones y la estructura
proteica estan bien establecidas, y han sido ampliamente utilizadas en el campo de la
bioinformética, la mayor parte de las conclusiones fueron obtenidas describiendo el
estado nativo proteico aceptando la visibn de una Unica estructura. Como
mencionaramos anteriormente (ver Introduccion), la evidencia experimental indica que
esta vision debe ser reformulada para introducir la nocién de un grupo de conférmeros
en equilibrio dentro del concepto del estado nativo (Volkman et al. 2001; James and
Tawfik 2003; Henzler-Wildman et al. 2007; Lange et al. 2008). Esta nocién ha sido
previamente usada para explicar la heterogeneidad en las propiedades de unién de la
seroalbumina bovina (Karush, 1950). Una descripcion mas formal fue incluida en el
modelo Monod-Wyman-Changeux de regulacion alostérica propuesto en 1965 (Monod
et al.,, 1965). La idea fue extendida posteriormente en el concepto de embudos de
plegado (folding funnels) (J. D. Bryngelson & Wolynes, 1989; Joseph D Bryngelson et
al., 1995), explicando las vias de plegado proteico, con un fondo rugoso representando
una coleccion de isémeros conformacionales. De acuerdo a esta vision, las poblaciones
de estos conférmeros siguen distribuciones estadisticas y las barreras energéticas que
los separan definen el equilibrio conformacional (B. Ma et al., 1999; Nienhaus et al.,
1997). La extension de la diversidad conformacional esti entonces relacionada con el
grado de rugosidad en la base del embudo, incluyendo la distribucion y las alturas de las
barreras entre los conférmeros. Las proteinas que exhiben una mayor rigidez en su
estructura (como lo pueden ser proteinas con relativamente baja diferencias entre sus
conférmeros), estaran asociadas a paisajes mas suaves e uniformes, mientras que
aquellas proteinas mas flexibles, presentaran paisajes rugosos y mas complejos.
Adicionalmente, se ha demostrado que el equilibrio relativo entre la poblacién de
conférmeros esté relacionado con el tipo de plegamiento proteico (O Keskin, Jernigan, &
Bahar, 2000), con la presencia de ciertas mutaciones (Sinha & Nussinov, 2001), como
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asi también con la historia evolutiva de las proteinas (Maguid, Fernandez-Alberti, Parisi,
& Echave, 2006). La idea de embudos de plegado “estaticos” fue extendida
posteriormente con la nocién de embudos dinamicos al incluir el efecto del ambiente en
su descripcion (S Kumar, Ma, Tsai, Sinha, & Nussinov, 2000). Los paisajes dinamicos
apoyan las hipotesis de seleccion conformacional de unién, segun la cual el ligando
escoge la conformacion con mayor afinidad, asi como el caso de la seleccion entre
anticuerpos y antigenos (Footet & Milstein, 1994). Mas alin, a pesar de que el
conférmero de mayor afinidad con el ligando puede corresponderse con una
conformacién con una energia relativamente alta, los conférmeros que pertenecen a
una poblacion escasamente poblada en el estado nativo pueden también unir al ligando
y desplazar el equilibrio hacia conformeros con mayor afinidad a éste (S Kumar et al.,
2000). La descripcion de los paisajes dinamicos ofrece una vision clave para
comprender las relaciones entre estructura, funcion y dinamica (James & Tawfik, 2003;
Nobuhiko Tokuriki & Tawfik, 2009), y se condice con los Ultimos datos experimentales
gue describen el comportamiento proteico (Boehr, McElheny, Dyson, & Wright, 2006;
Hilser, 2010). Estos conceptos nos proporcionan claras elucidaciones de datos
experimentales y han reemplazado el bien conocido y casi establecido modelo de llave-
cerradura (Fischer, 1894) asi también como el modelo inducido para describir las
interacciones entre las proteinas y sus ligandos (Koshland, Ray, & Erwin, 1958).

Considerando el estado nativo proteico como un conjunto de conférmeros, asi como
también los condicionamientos que la conservacion de la estructura impone a la
diversidad secuencial, nos conlleva a la subsecuente existencia de un patrén de
sustitucion caracteristico para cada conférmero. Siguiendo con esta idea, la informacién
secuencial contenida en un alineamiento de proteinas homélogas puede representar
una combinacion compleja de diversos condicionamientos estructurales impuestos por
las conformaciones que pueblan el estado nativo de las proteinas.

Por todo lo expuesto anteriormente, en esta parte del presente trabajo nos
propusimos estudiar el efecto que puede tener la diversidad conformacional en el patrén
de sustitucion secuencial originado a partir de los condicionamientos estructurales. Para
tal fin, estimamos la diversidad conformacional de un grupo de proteinas extraidas de la
base de datos PCDB desarrollada por el autor (Juritz et al, 2011). Como
mencionaramos en el capitulo 2, el procedimiento empleado esta validado por trabajos
previos que han demostrado la correspondencia entre deformaciones estructurales
detectadas bajo condiciones de cristalizacion diferentes y cambios conformacionales
relacionados a la flexibilidad propia del esqueleto proteico, expresado por las diferencias
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estructurales entre cristalizaciones bajo las mismas condiciones (Best et al., 2006; Zoete
et al., 2002).

Para cada proteina con mas de dos estructuras, estimamos el patron de sustitucion
por medio del SCPE (Structurally Constrained Protein Evolution), un modelo de
evolucién molecular desarrollado por nuestro grupo de trabajo (Gustavo Parisi &
Echave, 2001). El modelo calcula una matriz de sustitucion sitio-especifica para cada
una de las posiciones de la cadena polipeptidica blanco (M. S. Fornasari et al., 2002).
Mediante técnicas de méxima verosimilitud estadistica, se estimé la influencia de cada
conformero en el patron de sustituciobn encontrado en alineamientos de proteinas
homoélogas.

Nuestros resultados indican que la diversidad conformacional modula fuertemente el
patrén de sustitucion derivado de los condicionamientos estructurales. La mejor
descripcién del patron de sustitucién observado, por otro lado, se obtiene mediante el
uso de todos los conférmeros para la proteina.

A pesar de que cada conférmero tiene sus propios condicionamientos estructurales,
encontramos que en el 76% de las proteinas estudiadas, un Unico conférmero se
encuentra asociado al mejor valor de maxima verosimilitud obtenido, y supera
significativamente al resto de los conférmeros. Interesantemente, en el 62% de los
casos, este conformero es el involucrado en la unién del ligando, y s6lo en un 25% se

corresponde con el conférmero de menor energia del conjunto.

5.3 Set de datos utilizado

Dado el alto costo computacional asociado a los calculos de maxima verosimilitud
utilizados en esta parte del trabajo, se derivaron de la PCDB 900 proteinas
monodominio elegidas al azar, con diferentes grados de diversidad conformacional. El
promedio de conférmeros disponibles para cada una de estas proteinas es de 4,3.

Se tom6 el RMSD méaximo (RMSDmax) entre los Ca de diferentes conformeros de la
misma proteinas como medida de la diversidad conformacional. Los valores de
RMSDmax registrados en las proteinas del set de datos utilizado se encuentran entre un
minimo de 0 A y un méaximo de 22,65 A. El valor promedio de RMSDmax entre pares de
conférmeros para cada proteina es de 7,5 A. Méas del 40% de las proteinas en el
conjunto de datos muestran un valor de RMSDmax por encima de 0,4 A, que es el valor
comunmente observado entre diferentes cristales de una proteina obtenida bajo las

mismas condiciones de cristalizacion.
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El ASA (area accesible al solvente) para cada residuo en cada estructura se obtuvo
usando el programa NACCESS26, desarrollado por el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Universidad College de Londres.

5.4 Simulaciones SCPE

Las matrices de sustitucion sitio-especificas se obtuvieron utilizando el SCPE
(Structurally Constrained Protein Evolution Model) (Gustavo Parisi & Echave, 2001), un
modelo de evolucibn molecular que toma en cuenta explicitamente los
condicionamientos estructurales de la estructura proteica. El SCPE simula la evolucion
de proteinas mediante la introduccion de mutaciones al azar en una secuencia proteica
de estructura conocida. Las mutaciones son aceptadas o no, de acuerdo a una
evaluacién del nivel de perturbacion estructural generado, utilizando para tal fin un
puntaje basado en la diferencia energética introducida por la mutacién. La puntuacion
de cada mutacion se compara con un parametro (1) que es una medida representativa
de la presion selectiva para la aceptacion de las sustituciones no sinénimas. El principal
resultado de una simulacion SCPE es un conjunto de matrices de sustitucion
aminoacidicas de caracter sitio-especifico, obtenidas por conteo de las mutaciones
aceptadas (M. S. Fornasari et al., 2002). Para el presente trabajo se ejecutaron 8000
simulaciones SCPE mediante céalculos independientes para cada estructura, con un
valor predeterminado de A de 0,25 y un tiempo de divergencia media de 20
sustituciones no sindénimas por sitio. Estos valores paramétricos fueron evaluados
previamente como el mejor conjunto de valores para diferentes proteinas no
relacionadas.

Para el estudio particular de los sitios mutacionales, fue utilizado un valor de A de
0,0001; que implica una completa relajacion de la presién selectiva respecto a
condicionamientos estructurales. De esta manera, la sustitucion de las matrices
obtenidas estd dominada por el proceso que subyace a las mutaciones, definido en el
SCPE mediante un modelo empirico de sustitucién de codones (Schneider, Cannarozzi,
& Gonnet, 2005).

% http://www.bioinf.manchester.ac.uk/naccess/
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5.5 Computos de méxima verosimilitud

Los célculos del examen estadistico de maxima verosimilitud (ML, de sus siglas en
inglés Maximum Likelihood) requieren como datos de entrada un modelo de evolucion,
un alineamiento multiple y el arbol filogenético correspondiente a las secuencias alli
representadas. El programa HYPHY27 (Pond, Frost, & Muse, 2005) fue utilizado con
secuencias de comandos personalizadas para permitir la inclusion de las matrices de
sustitucion sitio especificas generadas a partir del modelo SCPE. Un alineamiento de
secuencias homologas para cada proteina en el conjunto de datos se obtuvo de la base
de datos HSSP28 (Sander & Schneider, 1993). Cada alineamiento contiene como
minimo 20 secuencias proteicas con un porcentaje de identidad secuencial mayor al
35%, y es referido a la secuencia con estructura cristalografica conocida.

Una inferencia filogenética se realizé para cada alineacion mediante el enfoque de
maxima parsimonia segin PROTPARS29 (J Felsenstein, 1989). EI modelo JTT (D.T.
Jones, Taylor, & Thornton, 1992) fue utilizado como un modelo de referencia sin
restricciones estructurales por ser un modelo de evolucién molecular ampliamente
utilizado y aceptado. Para evitar conflictos por residuos faltantes en estructuras
cristalogréficas, los calculos de maxima verosimilitud fueron computados Unicamente
sobre aquellos residuos compartidos por todos los conférmeros de cada proteina en el
conjunto de datos. Se considera que un modelo es superior al otro cuando su valor de
maxima verosimilitud es mayor, y esta diferencia es estadisticamente significativa. Las
comparaciones entre los modelos se analizaron mediante el coeficiente AIC (de sus
siglas en inglés Akaike information criterion) (Akaike, 1974) y una clasificacién de los
modelos estimados se calcularon utilizando AAIC (Burnham & Anderson, 2002). Un
valor de AAIC <2 se tomd como medida superior del umbral de tolerancia del modelo.

Para cada proteina estudiada, se identificaron los sitios condicionados
estructuralmente (SCS, del inglés Structurally Constrained Sites), comparando los
resultados de los modelos SCPE y JTT para cada sitio individual. Si el modelo SCPE en
un sitio representa mejor el patrén de sustitucion que JTT, el sitio es considerado SCS.
En caso contrario, se define como un sitio sin restricciones estructurales (UCS, de las
siglas en inglés Unconstrained Sites). Los sitios en donde la performance de los dos
modelos es indistinguible se denominan sitios mutacionales (MS, de sus siglas en inglés
Mutational sites). Los sitios SCS se estimaron para cada proteina con una sola

z http://www.hyphy.org
% http://swift.cmbi.kun.nl/swift/hssp/
2 http://cmgm.stanford.edu/phylip/protpars.html:
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estructura o estructuras mdultiples. En este Ultimo caso, se registraron aquellos sitios
SCS comunes a todas las estructuras, asi también como aquellos sitios SCS

especificos de determinada conformacion.

5.6 Conférmeros que unen ligando y conformeros de minima energia

Para estudiar las relaciones entre la presencia de ligando, la diferencia de energia
relativa entre conférmeros, el nidmero de contactos interatobmicos y los valores de
maxima verosimilitud obtenidos para las diferentes estructuras, se ha utilizado un
conjunto de 55 proteinas (y 320 estructuras correspondientes), extraidos del set de
datos original. Estas proteinas cumplen con las condiciones necesarias para su analisis.
Por ejemplo, la energia relativa entre los conférmeros para cada proteina se calcula
utilizando el potencial obtenido por Ferrada y Melo (Ferrada & Melo, 2009), que requiere
longitudes superiores a 90 residuos. También se ha asignado la ocurrencia de ligandos
afines al conjunto resultante, utilizando para tal fin la base de datos Procognate
(Bashton et al., 2008). Los ligandos afines depositados en esta base de datos son los
gue participan en la funcion biol6gica de las proteinas. Cada proteina presente en el
conjunto de datos contiene al menos un conférmero con y un conférmero sin ligando
(datos extraidos de la base de datos PCDB). El nimero de contactos en cada estructura
se determind utilizando la definicion de contacto desarrollado por el grupo de trabajo de
Berrera (Berrera, Molinari, & Fogolari, 2003), que también es utilizado por el programa
SCPE (Gustavo Parisi & Echave, 2001).

5.7 Resultados

5.7.1 Evolucién bajo condicionamientos estructurales

Nuestro interés radica en el analisis del impacto de la diversidad conformacional de
las proteinas en el patron de sustitucion aminoacidico observado en la naturaleza. Para
dilucidar esta relacion, es importante saber en qué medida la informacién estructural
opera en el proceso evolutivo de las proteinas. Para tal fin se computaron calculos de
méxima verosimilitud (Joseph Felsenstein, 1981) entre los alineamientos derivados de la
base de datos HSSP y sus estimaciones filogenéticas correspondientes. En primer
lugar, se efectuaron comparaciones entre las estimaciones de maxima verosimilitud
obtenidos utilizando dos modelos de evolucion de proteinas, el modelo SCPE (Gustavo
Parisi & Echave, 2001) y el modelo JTT (D.T. Jones et al., 1992). El SCPE es un modelo

de evolucion que considera explicitamente la conservacién de la estructura de la
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proteina para simular la divergencia secuencial. Por esta razén, el SCPE es clasificado
dentro de los modelos “constrained” o condicionados por la estructura. El principal
resultado de una simulacién SCPE es un conjunto de matrices de sustitucion sitio-
especificas. El modelo demostré ser adecuado para la deteccion de firmas derivadas de
las limitaciones estructurales de las familias de proteinas (Gustavo Parisi & Echave,
2004). Por otro lado, JTT es un modelo bien establecido y utilizado ampliamente en el
campo de la evolucion molecular, que utiliza una matriz de sustitucion Unica para todos
los sitios estudiados. Esta matriz se deriva de la acumulacion de sustituciones de
aminoacidos a partir de un gran numero de proteinas. En consecuencia, JTT se
considera como un modelo “unconstrained” o sin restricciones estructurales, en el
sentido que no toma en cuenta de forma explicita las limitaciones estructurales
especificas. Los célculos de maxima verosimilitud nos permiten comparar la capacidad
de ambos modelos para describir el patron de sustitucién real observado en el
alineamiento. Como se mencioné anteriormente, la comparacién de modelos se realizd
utilizando los criterios de Akaike de Informacion (AIC, (Akaike, 1974)) y su significacion
estadistica se evalud posteriormente con el método de Burnham y Anderson (Burnham
& Anderson, 2002). En los casos en donde el SCPE supera al modelo JTT, se espera
gue las restricciones estructurales sean un componente importante en el alineamiento
de secuencias. Al contrario, cuando el modelo JTT supera al SCPE, puede ocurrir
debido a dos situaciones diferentes. Por un lado, es posible que el alineamiento no logre
comprender la suficiente informacion estructural. Por otro lado, una tendencia
fisicoquimica u otro determinante del modelo de sustitucion podria ser mejor descrito
por el modelo JTT. Adicionalmente, es posible también que ambos modelos expliquen
igualmente bien el patrén de sustitucion encontrado.

El set de datos aqui utilizado estd compuesto por un conjunto redundante de 3.896
dominios de la base de datos CATH (Greene et al., 2007), que pertenecen a 900
proteinas de diferentes familias estructurales extraidos de la base de datos PCDB
(Juritz et al., 2011). Mediante calculos de maxima verosimilitud para cada dominio, se
encontr6 que el modelo SCPE supera al modelo JTT en el 89% de los casos. Este
resultado sugiere que las proteinas presentan posiciones condicionadas por parametros
estructurales que ejercen un efecto modulador sobre la diversidad secuencial. Esta
hipotesis fue explorada con mas detalle, realizando estimaciones de méxima
verosimilitud y evaluaciones estadisticas por posicién para calcular el porcentaje de los
sitios donde el modelo SCPE supera a JTT. Se encontr6 un promedio de 37% de estos
sitios por proteina estudiada, identificados como sitios SCS (Figura 13 y Figura 14). Por
otro lado, el modelo JTT supera al SCPE en promedio en sélo el 12% de los sitios,
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llamados UCS. Los sitios en donde los dos modelos de evolucion explican igual de bien
la divergencia secuencial, son llamados sitios mutacionales (MS).
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Figura 13. Comparacion entre la distribucion de ocurrencia de diferentes clases de sitio en las
estructuras estudiadas en nuestra base de datos. La clasificacion de los sitios se deriva de la
comparacion entre el valor de méxima verosimilitud obtenido mediante un modelo evolutivo que
contempla informacion estructural (SCPE) y otro modelo que no considera esta informacién (JTT).
Los sitios donde el modelo SCPE supera a JTT se denominan sitios estructuralmente condicionados
(SCS, de sus siglas en inglés Structurally Constrained Sites) y aquellos en los que el modelo JTT
supera al SCPE, son sitios no restringidos (UCS, de sus siglas en inglés Unconstrained Sites). Los
sitios en donde los resultados de ambos modelos son indistinguibles estadisticamente se
denominan sitios mutacionales (MS, de sus siglas en inglés Mutational Sites), ya que no estan
sometidos a una presion selectiva de caracter estructural o fisicoquimica.
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Figura 14. Ejemplo, usando la representacion de mallas y varas, de la distribucién de diferentes clases
de sitio en una proteina que denota una evoluciéon bajo limitaciones estructurales (proteina receptora
morfogenética 6sea de tipo 1A, codigo PDB 1goo, cddigo CATH 1gooB00). La figura muestra la
distribucion relativa de los sitios estructuralmente condicionados (SCS; en color rojo), los sitios no
restringidos estructuralmente (UCS; en color azul) y los sitios mutacionales (MS; en color amarillo). Las
limitaciones estructurales en el proceso de sustitucion a lo largo de la evolucion explican por qué los
sitios tipo SCS suelen corresponderse con los residuos enterrados, mientras que los sitios tipo UCS
son, en su mayoria, expuestos a solventes.

Las posiciones clasificadas como SCS son las posiciones proteicas que evolucionan
bajo limitaciones estructurales de tipo terciario. Es evidente que limitaciones
estructurales adicionales podrian influir en la divergencia de proteinas, como las
interacciones proteina-proteina (M. S. Fornasari et al., 2002), plegamiento (Drummond
& Wilke, 2008) o la agregacion de proteinas (Monsellier & Chiti, 2007). Las limitaciones
estructurales en el SCPE surgen en funcion del nimero de contactos entre los atomos
de los residuos. En la Figura 15 se muestra la distribucién de sitios SCS y UCS en
funcion del namero de contactos. La mayoria de los sitios SCS presentan entre cuatro y
seis contactos por residuo, mientras que los sitios UCS poseen una media de uno.
Adicionalmente, hemos notado que los sitios SCS suelen corresponder a los residuos
més ocultos al solvente, mientras que los sitios UCS son en su mayoria expuestos al

solvente Figura 14..
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Comparacién del nimero de contactos entre sitios SCSy UCS
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Figura 15. Distribucion de los sitios estructuralmente condicionados (SCS) y los sitios no
restringidos (UCS) en funcion del nimero de contactos entre a&tomos de residuos. La mayoria de
los sitios de tipo SCS tienen en promedio 5 contactos, mientras que los sitios restringidos
presentan sélo un contacto como media.

Comparacion del valor de ASA entre los sitios SCSy UCS
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Figura 16. Comparacion entre la distribucién de la exposicion al solvente de los sitios
estructuralmente condicionados (SCS) y los sitios no restringidos (UCS). La mayoria de los sitios
tipo SCS estan mas enterrados en el nlcleo proteico, mientras que UCS son en su mayoria solvente
expuestos, encontrandose en el contorno exterior proteico.
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Es interesante notar que la mayoria de los sitios (45% en promedio) no puede ser
clasificado como sitios SCS ni como sitio UCS (Figura 14, en color amarillo), pues se
encuentran igual de bien descritos por ambos modelos. Para el estudio de sus
propiedades se llevé a cabo un conjunto independiente de simulaciones SCPE, pero sin
imponer restricciones estructurales. En estas condiciones, los patrones de sustitucion
resultantes corresponden al modelo de sustitucion de codones empirico utilizado por
SCPE en el proceso de mutacion (A. Schneider et al., 2005). Esto significa que las
matrices de sustituciébn obtenidas por estas simulaciones no contienen informacion
acerca de las limitaciones estructurales o fisicoquimicas. Se encontré de esta manera
gue el 89% de los sitios que son explicados igualmente bien por los dos modelos (SCPE
y JTT), también se explican igualmente bien por estas matrices de sustitucion
mutacionales. En consecuencia, estos sitios se denominan sitios mutacionales (MS), y
de acuerdo a nuestros resultados, evolucionan bajo ninguna otra restriccion mas alla del
proceso netamente mutacional.

En este punto, es interesante analizar como los sitios de SCS, siendo en promedio
solo el 37% del total, pueden lograr una interpretacion mas exacta que el modelo JTT en
el 89% de las 3.896 estructuras estudiadas. La razon de dicha diferencia se puede
encontrar en el calculo de la diferencia del valor de méxima verosimilitud promedio por
sitio (MLgcpr — MLjrr). Hemos encontrado un valor de 2,47 para los sitios SCS, valor
gue representa una mejora considerable en la descripcidon de la evolucion de estos sitios
de acuerdo con el criterio AIC. Por lo tanto, estas mejoras obtenidas en los SCS son lo
suficientemente significativas como para conducir a una mejora generalizada en toda la
estructura. Sin embargo, la mayoria de los sitios (45% en promedio) son igualmente
bien descriptos por los dos modelos, lo que significa que ni las consideraciones
estructurales ni los aspectos fisicoguimicos son necesarios para explicar la evolucion
observada de estos sitios. Veremos mas adelante que la consideracion de la diversidad

de conformacion va a alterar esta opinion.
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5.7.2 Evolucién bajo escasos o nulos condicionamientos estructurales

Como se ha mencionado anteriormente, encontramos que el modelo JTT supera al
SCPE en el 11% de los dominios CATH de nuestro set de datos. Para estos casos, las
limitaciones estructurales pueden estar ausentes, o bien el SCPE no describe de modo
acertado su modelo de sustitucion. El andlisis individual de estas estructuras ha
demostrado dos causas principales que explican el desempefio observado de los
modelos. Por un lado, hemos encontrado que en ciertos casos estas estructuras estan
asociadas con grandes ligandos, alojados en cavidades vastas, enterradas en la
proteina. Este tipo de interaccion (proteina-ligando) no se considera en el modelo
SCPE, que sblo considera interacciones entre aminoacidos. Por lo tanto, la evolucién de
los residuos dentro de las limitaciones estructurales relacionados con la union de los
ligandos grandes no seria asi simulada correctamente en el SCPE. Por otra parte,
hemos constatado que la mayor parte de las estructuras que pertenecen a este grupo
corresponden a proteinas clasificadas como “estructuras sueltas” o “loosy”, indicando la
ausencia de estructura secundaria o de limitaciones estructurales. La Figura 17 muestra
ejemplos de proteinas. Algunas de estas proteinas tienen muy pocos elementos
estructurales secundarios, grandes bucles, o pliegues con baja densidad entre los
residuos o los contactos de largo alcance. En estos casos, la distribucién de sitios SCS
y UCS se invierte en relacion con las proteinas estructuradas, previamente analizadas,
mientras que la distribucion de los sitios MS sigue siendo esencialmente la misma
(Figura 18). Por lo tanto, la mayor parte de los residuos de estas proteinas son sitios no
condicionados estructuralmente o sitios mutacionales. El modelo JTT deriva sus
probabilidades de sustitucion de proteinas diferentes, y subsecuentemente de una
diversidad de entornos estructurales y funcionales. Esta informaciéon generalizada
explica mejor en promedio el modelo de sustitucién encontrado en sitios sin limitaciones
estructurales (en promedio un 30%), pero aun asi muestra un sesgo de sustitucion con
algun tipo de patron fisicoquimico. Como los sitios mutacionales son explicados con
desempefio comparable por los tres modelos (SCPE, JTT y mutacionales), es la
fraccion de los sitios UCS la que explica la evolucidon de proteinas con bajo contenido

estructural.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quimes



Figura 17. Proteinas presentando evolucion bajo poca o ausencia de condicionamientos estructurales.
a) proteina NHP6A (PDB 1CG7; CATH 1cg7A00). b) Troponina T (PDB 1j1d; CATH 1j1dB00). c)
Dihydroorotato Deshidrogenasa B (subunidad PYRK) (PDB lep2; CATH 1ep2B03). En todos los casos
la representacion esquematica de la izquierda y la representacion en mallas y varas de la derecha se
obtuvieron mediante PyMOL. En color rojo se representan los sitios tipo SCS, en amarillo los sitios tipo
MS amarillo y en azul los sitios tipo UCS.
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Composicién de las distintas clases de sitios para proteinas
con escasos o nulos condicionamientos estructurales
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Figura 18. Distribucion de la ocurrencia en las distintas clasificaciones de residuos en proteinas que
exhiben una evolucion bajo escasos o nulos condicionamientos estructurales.

5.7.3 Evolucién y diversidad conformacional

Con el fin de estudiar el efecto de la diversidad conformacional en la divergencia
secuencial de proteinas homologas, se utilizd la misma coleccion de estructuras
redundantes previamente descripta para describir el patron de sustitucion de 900
proteinas. En este sentido, disponemos en promedio de 4,3 estructuras por proteina
para describir la influencia del conjunto de conférmeros en el proceso de sustitucion a
evaluarse con técnicas de maxima verosimilitud. Como mencionaramos en el capitulo 2,
como una medida de la diversidad de conformacion se utilizé el maximo valor de RMSD
(RMSDmax) derivado de una comparacion de todos contra todos entre todas las
estructuras recolectadas para cada proteina desde la base de datos PCDB. La
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distribucién de estos valores se muestra en la Figura 19, y coincide con la distribucion
de estudios previos en un conjunto de datos mas grandes (Burra et al., 2009).

Diversidad conformacional en
el set de proteinas estudiadas
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Figura 19. Distribucion del RMSD [A] maximo calculado entre las estructuras de las 900 proteinas
estudiadas.

Utilizando el mismo método ya explicado anteriormente para clasificar los sitios, fue
calculado el nimero de sitios SCS, UCS, y MS para cada proteina como la suma de la
cantidad de sitios diferentes en todas las diferentes conformaciones. La Figura 21
muestra la distribucién obtenida de estas tres clases. Comparando con las
distribuciones presentadas en la Figura 13, se aprecia que el promedio del nimero total
de SCS se incrementa del 37% al 48% cuando todos los conférmeros del conjunto son
considerados. Al comparar las dos distribuciones esta claro que la principal
consecuencia de considerar la diversidad conformacional es un incremento en el
numero de sitios SCS, que representan ahora la mayoria de los sitios de las proteinas.
Por otra parte, los sitios SCS pueden ser clasificados como: (a) sitios SCS compartidos
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por todas las conformaciones (un 73% del total de sitios SCS), es decir, sitios que
pueden ser clasificados como sitios SCS en todas las conformaciones de la proteina, y
(b) sitios SCS distintivos de una Unica conformacién (27% del total de sitios SCS), es
decir, sitios que pueden ser clasificados como SCS en sélo una de las conformaciones
del conjunto. Para estudiar la relacién entre el porcentaje de estos sitios y la extension
de la diversidad conformacional, se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman
con una distribucién log-log entre RMSDmax y el porcentaje de sitios SCS totales. Un
valor de 0,36 se obtuvo utilizando los sitios SCS recogidos en todas las conformaciones.
Sin embargo, una mejor correlacion (0,48) se obtiene al considera el porcentaje de SCS
especificos de las diferentes conformaciones individuales. Este ultimo valor,
evidentemente, refleja mejor la relacion entre la movilidad del estado nativo proteica y
las limitaciones estructurales en la evolucion.

Aungue la mayoria de los conférmeros comparten la mayoria de los sitios SCS,
nuestros resultados indican que el modelo de sustitucion de un conjunto de secuencias
homologas contiene informacion sobre la dinamica de las proteinas. Por esta razén, la
consideracion explicita de la diversidad conformacional de proteinas mejora la
descripcion del modelo de sustitucion de aminoacidos observado. De hecho, la mejor
descripcién del proceso evolutivo, en términos de los célculos de maxima verosimilitud,
puede ser obtenida usando el mejor valor de méxima verosimilitud por posicién entre
todas las conformaciones de cada proteina. La consideracién del mejor valor obtenido
por maxima verosimilitud por posicion entre todas las conformaciones de cada proteina
resulta en un aumento de hasta un 25% por cada sitio (en promedio 1,7% por cada sitio,
Figura 20) en comparacion con los mejores valores obtenidos mediante un Unica
conformacioén del conjunto disponible para cada proteina. Adicionalmente, la correlacion
tipo log-log entre el RMSDmax y la diferencia entre el mejor valor de méxima
verosimilitud y el promedio obtenido por todas las conformaciones tiene un coeficiente
de correlaciéon de Spearman de 0,498, lo que indica una vez mas la relacién entre el

dinamismo de las proteinas y las limitaciones de la secuencia evolutiva.
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Composicion de las distintas clases de sitios por proteina
al considerar todos los conférmeros
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Figura 21. Distribucién de la ocurrencia de las distintas clases de sitios cuando son considerados
todos los conformeros de las proteinas estudiadas.

Incremento en el valor de maxima verosimilitud
al considerar todos los confdrmeros
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Figura 20. Incremento registrado en el valor de maxima verosimilitud por sitio. Se grafica como la
diferencia porcentual entre el valor calculado considerando una sola conformacion, y
considerando la mejor conformacion en términos de méxima verosimilitud de todas las
estructuras consideradas.
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Aunque la mejor descripcion del patron de sustitucién se obtiene utilizando todas las
conformaciones de cada proteina, es importante sefialar que en el 76% de las proteinas
se encontré que una sola conformacion supera estadisticamente al resto en términos de
la prueba de maxima verosimilitud y de AIC. La importancia de la existencia de esta
"mejor conformacién” tiene que ver con su influencia para explicar la divergencia
secuencial. Esta caracteristica podria estar asociada con una mayor presion selectiva
en su evolucién, por lo tanto, estos conformeros podria ser importante desde el punto de
vista bioldgico. Con el fin de obtener una comprension mas profunda de este hallazgo,
se estudid la relacién entre la presencia de una mejor conformacién, las energias
relativas entre los distintos conférmeros y la presencia de los ligandos. Se utilizé un
potencial (Ferrada & Melo, 2009) para calcular las energias relativas entre los
conférmeros y la base de datos Procognate (Bashton et al., 2008) para asignar la
presencia de los ligandos para cada conformacion del conjunto. El potencial estadistico
ha sido utilizado con éxito en diferentes contextos como prediccion de estructura de
proteinas, evaluacion de la calidad estructural e identificacion de errores, el
reconocimiento de plegamientos, y el disefio de proteinas.

Hemos encontrado que la mejor conformacién podria corresponder a la
conformacién con el minimo de energia en sélo el 28% de los casos; pero, por otro lado,
en el 62% se corresponde con la conformacion con el ligando unido. Estos resultados
podrian indicar que conférmeros con ligandos unidos, a pesar de ser menos
representados en el conjunto de conférmeros en equilibrio, son responsables de una
fuerte presion selectiva que influye en el patron de sustitucién secuencial durante la
evolucion.

Los datos aqui presentados sugieren que nuevos modelos de evolucién molecular y
herramientas y aplicaciones bioinforméticas deberian ser desarrolladas considerando

explicitamente estas tendencias
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Conclusiones

En el estudio del comportamiento de los sitios en las distintas conformaciones de
una proteina, hemos detectado que ciertos sitios son estructuralmente condicionados en
su divergencia secuencial en todas o algunas de las conformaciones (sitios SCS, del
inglés Structurally Constrained Sites), mientras que algunos no lo son en ninguna (UCS,
del inglés Unconstrained Sites). A pesar de que los conférmeros comparten la mayoria
de sus sitios tipo SCS, casi el 30% de ellos son especificos para cada conformacion.
Esto significa que un alineamiento de secuencias de proteinas homologas contiene
informacién conformacional acerca de las proteinas, una observaciéon que esta de
acuerdo con los hallazgos previos que describen que el dinamismo es una caracteristica
conservada en la evolucién de proteinas (Maguid, Fernandez-alberti, & Echave, 2008;
Maguid et al., 2006). Hemos encontrado que la mejor descripcién del patrén de
sustitucion observado en la naturaleza para una proteina se obtiene cuando todas sus
conformaciones estructurales son consideradas. Se obtiene una mejora significativa en
los valores de méaxima verosimilitud por posicién cuando se considera el mejor valor por
cada sitio entre todos los conférmeros respecto a cuando se considera solo el mejor
conformero. El promedio en el incremento del valor de méaxima verosimilitud es del
1,7%, y el aumento alcanza el 25% en algunos casos, testimonio de la mejora en la
sustitucion de las matrices sitio especificas mediante la incorporacion de informacion
adicional proveniente del conjunto de conférmeros. Sin embargo, las diferentes
conformaciones del conjunto no tienen el mismo impacto en el patrén de sustitucién. Es
interesante notar que entre todas las conformaciones, en el 76% de las proteinas una
Unica conformacion supera al resto en términos de calculos de maxima verosimilitud. En
un estudio mas profundo de este resultado, hemos relacionado la distribucion de los
conférmeros a dos de los principales factores (energia relativa y la presencia de
ligandos) que influyen en el equilibrio entre los conférmeros de acuerdo a la hipétesis de
pre-equilibrio (C.-jung Tsai, Kumar, Ma, & Nussinov, 1999). Hemos encontrado que la
"mejor conformacién" es asociada mayormente con la conformacién de unién del
ligando méas que con la conformacién de la energia relativa méas baja. En consecuencia,
la conformacion de la energia mas baja, que normalmente se asocia con una baja
actividad de unién (Kantrowitz & Lipscomb, 1990; Velyvis, Yang, Schachman, & Kay,
2007), tiene menor influencia en la divergencia secuencial que otros conférmeros,
menos poblados en el equilibrio pre-existente, apoyando la funcion biolégica debido a la
union de ligandos afines. Es posible que la mejor conformacion sea una conformacion

compacta, con un mayor nivel de contactos entre los residuos, favoreciendo la aparicion
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de sitios SCS. En general se establece que la llamada "conformacién cerrada" se asocia
con la capacidad de union y la actividad bioldgica (Gutteridge & Thornton, 2005). Sin
embargo, en nuestra base de datos la mejor conformacion se asocia con la
conformacion con el nimero relativo méas alto de contactos solo en el 25% de los casos.
De esta forma, el sesgo reportado en los patrones de sustitucién, especificos para cada
conformacion, podria reflejar el resultado de la diferencia de presiones selectivas
durante la evolucién, pudiendo no presentar ninguna relacién con el nivel de
compactacion de los conférmeros

Nuestros resultados estan de acuerdo con las ideas previas que explican las
tendencias generales en la evolucion de las proteinas y el plegamiento de proteinas, en
particular, la teoria de la "frustracion minima" (minimum frustration) (Joseph D
Bryngelson et al.,, 1995). De acuerdo con este punto de vista, las sustituciones
aminoacidicas son seleccionadas para la ocurrencia de interacciones de las cadenas
laterales, de tal manera que se favorezca el estado plegado de la proteina. Sin
embargo, una pequefia fraccion de residuos energéticamente "frustrados" pueden
permanecer, y han sido asociados con los residuos de unién (Ferreiro, Hegler, Komives,
& Wolynes, 2007). De manera similar, y aunque los conférmeros comparten la mayoria
de los sitios SCS, hemos encontrado sitios SCS especificos de conférmeros menos
poblados (de mayor energia), y, por lo tanto, energéticamente frustrados. Las
simulaciones SCPE no incluyen las funciones selectivas para discriminar los residuos
funcionales, utilizando este término en la forma clasica para indicar residuos
relacionados con la catdlisis y la unién. Sin embargo, como la funcién de la proteina se
basa en la diversidad conformacional (M Karplus & Kuriyan, 2005), el modelo de
sustitucion conférmero especifico desarrollado en este trabajo podria indicar la
existencia de una clase mas amplia de "residuos funcionales", relacionados con el
dinamismo necesario para mantener la actividad biolégica. Por otra parte, en una
determinada familia de proteinas con residuos altamente conservados que participen en
la catalisis y/o en la union de ligandos, se espera cierta diversificacion funcional que
puede estar relacionada con la presencia de promiscuidad de sustrato, asi como con la
especificidad maltiple (N Tokuriki & Tawfik, 2009). Esta divergencia funcional puede ser
explicada en términos de muestreo conformacional de los residuos cataliticos o de union
debido a rearreglos locales (flexibilidad de los lazos y cadenas laterales) y globales
(movimientos de dominio o transiciones de plegamiento) entre el conjunto de
conférmeros. Diferentes mutaciones que ocurren durante la evolucion podrian afectar a
la poblacién relativa de los conférmeros, originando de esta manera la divergencia

funcional (Buyong Ma, Shatsky, Wolfson, & Nussinov, 2002). La informacion asociada a
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los sitios SCS conférmero especificos podria ayudar en la estimacion del espacio
secuencial definido por un conjunto dado de conférmeros, y podria representar una
herramienta clave en la caracterizacion de grupos funcionales o subfamilias (Abhiman &
Sonnhammer, 2005).

Otro hallazgo interesante es que los sitios estructuralmente condicionados
representan hasta un 37% de los sitios en promedio teniendo en cuenta una Unica
estructura, y un maximo de 48% cuando la diversidad conformacional se tiene en
cuenta. Adicionalmente, se observo que la distribucidon de los sitios estructurales es muy
amplia (abarca desde el 20% al 90%). A pesar de que esta fuera del alcance del
presente trabajo, la cantidad de limitaciones estructurales ha sido recientemente
relacionada con la tasa de evolucion de las proteinas. Por el momento, una de las
correlaciones mas fuertes y consistentes entre los datos gendmicos y las tasas de
cambio evolutivo es el nivel de expresion de los genes. Estimaciones anteriores han
establecido que las limitaciones estructurales podrian explicar hasta un 10% de la
variacion de la tasa de evolucién . Sin embargo, estudios mas recientes indican que
caracteristicas particulares de la estructura y de la funcién, asi como también la tasa de
traducciéon pueden contribuir comparablemente para explicar las tasas de evolucion. La
observacion de que cada conformacidbn modula diferencialmente el patrén de
sustitucion, y que la diversidad conformacional implica en promedio el 48% de los
residuos de una proteina, es indicio de que las restricciones estructurales son pilares
fundamentales en la divergencia de las proteinas, y que desempefia a su vez un papel

crucial en la comprension de las tasas de evolucion.
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Capitulo 6
Diversidad conformacional y estimacion de la estabilidad proteica

6.1 Resumen

La estimacién teérica de los efectos de una mutacién en la estabilidad de la
estructura de proteinas es un tema clave en la biologia computacional. En este trabajo
se describe coémo tomar en cuenta la informacion codificada en la diversidad
conformacional proteica aumenta la precision de los calculos tedricos de AAG. Para tal
fin, hemos utlizado un conjunto de datos compuesto por los valores de AAG
experimentales calculados para 1.993 mutaciones puntuales de 89 proteinas distintas.
Hemos calculado teéricamente el efecto de estas mutaciones en la estabilidad de la
estructura de proteinas con las aplicaciones bioinforméticas mas difundidas para el
célculo de AG. A continuacion, se relacioné cada proteina presente en el conjunto de
datos con la Base de Datos de Diversidad Conformacional PCDB, con el fin de obtener
la compilacién redundante de todas las estructuras cristalograficas disponibles para
cada una de estas proteinas. Se computaron los mismos célculos teéricos pero teniendo
en cuenta no sélo una estructura, sino todos los conférmeros disponibles derivados de
la PCDB.

La comparacion de los resultados obtenidos demuestra que considerar la diversidad
conformacional del estado nativo incrementa la correlacién entre los valores tedricos y

experimentales de AAG.

6.2 Introduccién

Una mutacién puntual es un cambio de una base por otra en la secuencia de ADN.
Debido a la naturaleza redundante del cédigo de codones, algunas mutaciones a nivel
de ADN no se traduciran en un cambio de la secuencia de la proteina (mutacion
sinénima). Por otro lado, muchas mutaciones en la secuencia de ADN codificante se
traducen en un cambio aminoacidico en la secuencia proteica.

La prediccién del efecto que una mutacion puntual tendra sobre una proteina es un
campo de estudio de gran importancia en la actualidad. Es por esto que muchos
esfuerzos se estadn haciendo en pos de aumentar nuestra capacidad de predecir los
efectos de mutaciones puntuales (Capriotti, Farisell, & Casadio, 2004; Capriotti,
Fariselli, Calabrese, & Casadio, 2005; Cheng, Randall, & Baldi, 2006; Frenz, 2005). Han
sido desarrollado varios métodos computacionales para estimar los cambios de
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estabilidad causados por la sustitucién de las cadenas laterales de las proteinas (AAG =
AGwild type - AGmutated). La mayoria de ellos se basan en el andlisis de la
perturbacién energética y/o estructural inducido a la estructura nativa de la proteina por
las mutaciones estudiadas. A pesar de ser computacionalmente muy demandantes, los
primeros métodos disefiados utilizaban un modelo en donde se incluian todos los
atomos de la molécula en la estimacion del AAG (Bash, Singh, Langridge, & Kollman,
1987). Luego se desarrollaron potenciales simplificados, acoplados con busquedas
conformacionales limitadas (C. Lee, 1994; C. Lee & Levitt, 1991) y el uso de distintos
tipos de potenciales, como aquellos basados en interacciones hidrofébicas (Koehl &
Delarue, 1994), en los tipos de estructura secundaria (Munoz & Serrano, 1994), en los
contactos establecidos entre los residuos (Miyazawa & Jernigan, 1994) y aquellos
basados en el conocimiento (Sippl, 1995). Estos métodos permiten el estudio del efecto
termodinamico de diferentes mutaciones en las proteinas en un tiempo computacional
razonable. Recientemente, los enfoques basados en un aprendizaje automatico han
sido implementados para la prediccion de AAG en proteinas. Algunos de estos métodos
pueden utilizar como entrada bien la estructura de la proteina o su secuencia (Khan &
Vihinen, 2010).

La estabilidad de una proteina se puede describir como su capacidad para perder su
estado estructural nativo. La forma tradicional de cuantificar la estabilidad de una
proteina es mediante el calculo de la variacion de la Energia libre de Gibbs en el

proceso de plegado (AGpleg), como se ilustra en la Figura 22.

Estado desplegado Estado plegado o nativo
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Figura 22. EI AG de plegado de una proteina representa el nivel de estabilidad del estado plegado
respecto al estado desplegado. Se calcula mediante la diferencia entre la energia libre de Gibbs entre
el estado plegado y el estado deplegado.

Asimismo, una forma de estudiar la medida en la que afecta una mutacién a la
estabilidad de la proteina es mediante el calculo la variacién del valor de AGpleg entre
la proteina wild type y la proteina mutada. Este valor se simboliza AAG, y de acuerdo a
las leyendas de la Figura 23, se define como se describe en la Ecuacién 1.

— Plegado—Desplegado __ Plegado—Desplegado __ Plegado __ Desplegado
AAG = AGWT AGmut - AGWT—mut AGWT—mut

Ecuacion 1. Calculo de la variacion de la Energia Libre de Gibbs del proceso de plegado
de una proteina. El subindice “WT” hace referencia a la proteina no mutada (“Wild
Type”), mientras que el subindice “Mut” hace referencia a la proteina mutada.

Desplegado
AG, %

X VA
Estado desplegado
AG}I:legado—Desplegado ‘ AG;legado—Desplegado
Estado plegado o nativo 3
l > I
i AG;ﬁefado >
X VA

' 1
proteica reviste gran importancia en numerosas aplicaciones biotecnoldgicas y en
aéreas de la salud.

Existen numerosos programas orientados a calcular el valor del AAG para una
proteina respecto a una mutacion, utilizando una diversidad de enfoques, como
funciones de energia fisica efectiva (Gilis & Rooman, 1997; Saraboji, Gromiha, &
Ponnuswamy, 2006; Topham, Srinivasan, & Blundell, 1997), potenciales empiricos de
energia (Bava, Gromiha, Uedaira, Kitajima, & Sarai, 2004; M Michael Gromiha et al.,
1999), métodos de aprendizaje automatico (Guerois, Nielsen, & Serrano, 2002) y
potenciales estadisticos de energia (Capriotti et al., 2004, 2005).

Si bien estos métodos toman como parametro la estructura tridimensional de una
proteina, ninguno toma en cuenta la diversidad conformacional en ninguna medida. Es

decir, se asume rigida la estructura del estado nativo.
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Esta bien establecido que la divergencia secuencial de una proteina se encuentra
condicionada por la diversidad conformacional de su estructura nativa. A su vez, como
mostraramos en el capitulo anterior, a pesar de que los distintos conférmeros de una
proteina comparten muchos de sus sitios estructuralmente restringidos, cada uno
presenta un patron de clasificacién de sitios SCS, UCS y MS propio. La presencia de
diferencias estructurales entre los conférmeros genera la presencia de un patrén de
sustitucion secuencial conférmero-especifico. Consecuentemente, la robustez de una
proteina a las mutaciones puede depender del conférmero considerado para su
estimacion. Un andlisis del efecto de una mutacion sobre un estado nativo considerado
como una Unica estructura dista mucho de ser la vision mas realista con la que
podemos trabajar. El estado nativo debe ser contemplado con una dindmica asociada,
para tener en cuenta los efectos de la mutacion en todos los conférmeros de la proteina
estudiada.

La hipétesis central en este trabajo es que la diversidad conformacional puede tener
una incidencia respecto a la estimacion del valor de AAG. Nuestro aporte aqui consiste
en tomar en consideracion la diversidad conformacional de las proteinas en la

estimacion de la perturbacién estructural inducida por una sustitucion.

6.3 Metodologia

Se vincularon las entradas de proteinas de un solo domino de la base de datos
PCDB con la base de datos termodindmica Protherm30 (H. Zhou & Zhou, 2002).
Protherm posee valores de AAG de un gran nimero de mutaciones puntuales sobre
diversas proteinas. Un set de datos de 1993 mutaciones puntuales no sinénimas con
valores de AAG determinados experimentalmente, cada una asociada a varias
estructuras derivadas de la PCDB, fue reclutado de esta manera. Estas 1993
mutaciones pertenecen a 91 proteinas distintas, con 619 conférmeros estructurales en
total. La cantidad de estructuras reclutadas por cada proteina oscila entre 2 y 37.

Se descartaron las proteinas con 2 o mas dominios con el objetivo de evitar
incongruencias entre un valor de AAG experimental calculado en base a una proteina y
un valor de AAG tedrico estimado en base a uno solo de sus dominios.

Por convencion, el AAG se calcula efectuando (AGmut - AGwild-type), como se
sefiala en la Ecuacion 1. Por ende, un valor negativo en el AAG de una mutacion es

indicador de que ésta genera un efecto desestabilizante en la estructura proteica.

% http://www.protherm.eu/
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Se efectuaron los calculos de AAG para las mutaciones pertenecientes al set de
datos previamente descripto utilizando 3 (tres) programas ampliamente difundidos para
tal fin: FoldX (Lewontin, 1974; Risch & Merikangas, 1996; Stitziel, Binkowski, Tseng,
Kasif, & Liang, 2004; Suh & Vijg, 2005), I-Mutant (Sunyaev, Ramensky, & Bork, 2000) y
D-Mutant(Stenson et al., 2003).

En una primera fase, se estimaron los valores de AAG utilizando para eso una sola
estructura (seleccionada al azar entre todos los confGrmeros disponibles) para cada
sustitucion evaluada. Para obtener resultados estadisticamente significativos, fueron
tomadas 10 sub-muestras. Cada sub-muestra estd compuesta por una estructura
tomada al azar entre todos los conférmeros disponibles de un polipéptido.
Posteriormente, para evaluar el valor de AAG de una mutacion utilizando una sola
estructura, se procedié a promediar los 10 valores de AAG observados. Se evalué la
correlacion de los valores teéricos computados por cada uno de los programas por los
valores experimentales

En una segunda fase, se estimé el valor de AAG para la mutacién correspondiente a
cada una de sus estructuras vinculadas, a fin de considerar no sélo una estructura sino
un conjunto de conférmeros para describir el estado nativo proteico.

Se calcularon valores estadisticos para cada una de las mutaciones: el valor minimo
de AAG obtenido para entre todas las estructuras, el valor promedio, el valor maximo, y
el valor méas cercano al AAG experimental.

Finalmente, se compararon las correlaciones obtenidas entre los datos
experimentales y los teoricos, ya sea considerando solo una estructura o algun
parametro estadistico derivado de las multiples estructuras.

Al estimar la correlacién entre los valores experimentales y teéricos considerando
solo una estructura, se generaron series de poblaciones de estructuras aleatorias para
cada mutacion, se calcul6 la correlacion para cada una de ellas y se utiliz6 el promedio

de las correlaciones.
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6.4 Resultados y discusion

Los valores de AAG de las 1993 mutaciones estudiadas presentan valores
comprendidos entre -6.8 kcal/mol y 5.0 kcal/mol, con un promedio de 1.0 kcal/mol. La
distribucién de los valores de AAG experimentales se representa en la Figura 24.

Distribucion de valores AAG experimentales

140

120

100
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Figura 24. Distribucion de los valores de AAG experimentales de las 1993 mutaciones
pertenecientes al set de datos derivados de la base de datos Protherm.

El primer resultado notable es la diferencia entre los valores de AAG obtenidos para
distintos conférmeros de una proteina, cuando se evalla una mutacion en particular. La
distribucién de estas diferencias se esquematiza en la Figura 25. Se han detectado
diferencias mayores 5 kcal/mol, lo que es un claro indicio de la importancia del
conformero utilizado al efectuar estimaciones teoricas.
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Diferencias en el valor de A(AG) entre conférmeros
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Diferencias de A(AG) entre conférmeros [kcal mol'l]

Figura 25. Distribucién de las diferencias entre los valores de AAG de las mutaciones estudiadas
obtenidos a partir de distintos conférmeros de la proteina.

El ASA relativo de un residuo representa un criterio Util para discriminar en residuos
ubicados en la superficie de la proteina. Un residuo que presenta un valor de ASA
relativo mayor a 25, es considerado como un residuo de superficie, mientras que un
residuo que presenta un valor de ASA mayor a 25, se considera un residuo
perteneciente al ndcleo estructural de la proteina. Al comparar la distribucién de los
AAG de estos dos tipos de residuos, se observan dos comportamientos distintos, como
se aprecia en la Figura 26.
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Comparacion entre el DDG obtenido a partir de mutacion de
residuos superficiales o del nacleo estructural

0.25
—@— N(cleo
Q eee ¢ Superficie
020 T : .o
% :o
o [ ] L]
@ . A
O 015 4 o .
() . s
o .
c .
© N
3] .
o N
S :
& ]

AAG experimental [kcal mol™]

Figura 26. Distribucion diferencial de los valores de AAG obtenidos a partir de mutaciones de
residuos de la superficie y de residuos del nicleo estructural de la proteina.

Se evalud la existencia de relaciones entre el grado de exposicion al solvente del
residuo mutado y el nivel de desestabilizaciébn que genera en la estructura proteica.
Para tal fin se efectuaron célculos del Area Accesible al Solvente (ASA, del inglés
“Accessible Solvent Area”) de los residuos mutados mediante el programa Naccess,
desarrollado por el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad

College de Londres.. Se utilizd el valor relativo del ASA. En la Figura 27 se aprecia que,

a menores valores de ASA (esto es, cuando el residuo mutado se encuentra dentro del
nucleo estructural de la proteina) se corresponden mayores valores de AAG. Cuando el

ASA del residuo es grande, es decir, cuando el residuo esta altamente expuesto al
solvente (y sus contactos con el resto de los residuos son pocos), el valor de AAG se

acerca a 0.
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Este resultado es esperable, puesto que las mutaciones en el nucleo estructural de
la proteina suelen tener un efecto mayor que aquellas mutaciones sobre residuos de su
superficie (M. M. Gromiha, Oobatake, Kono, Uedaira, & Sarai, 2000), debido a su mayor
numero de contactos y su consecuente menor tolerancia a las sustituciones.

Las correlaciones ente los valores experimentales de AAG y los calculados

tedricamente por los programas I|-Mutant, Fold-X y D-Mutant utilizando una sola

Relacion entre DDG y ASA

—— AAG experimental
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Figura 27. Relacion entre ASA relativa, derivada de calculos con el programa Naccess, y el valor
promedio de AAG de todos los conférmeros considerados para evaluar una mutacion.

estructura por mutacion son de 0,53; 0,57 y 0,52 respectivamente. Estas correlaciones

de presentan en la Figura 28.

Las correlaciones ente los valores experimentales de AAG y los calculados
tedricamente por los programas I-Mutant, Fold-X y D-Mutant utilizando el promedio de
todos los valores de AAG calculados para cada conférmero mejoran notablemente,
obteniéndose los valores de 0,59; 0,64 y 0,60 respectivamente. Se grafican estos

valores en la Figura 29.
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Al comparar las correlaciones presentadas en la Figura 28 y las presentadas en
laFigura 29, se aprecia la mejora obtenida al considerar la informacion codificada en la
diversidad conformacional, sobre todo cuando se utiliza el programa Fold-X.

Las correlaciones entre los minimos y los maximos valores de AAG obtenidos entre
todos los conférmeros para una determinada proteina y los valores experimentales, no
presentan una mejora significativa respecto a la correlacion al utilizar una sola

estructura.
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a) Correlacion AAG experimental - AAG tedrico
I-Mutant (una sola estructura)

AAG tedrico S
[kcal/mol]
Correlacion Spearman
0,53
AAG experirsnental [kcal/mol]
b) Correlacion AAG experimental - AAG tedrico
Fold-X (una sola estructura)
AAG tedrico
[kcal/mol]
5 4
Correlacion Spearman
0,57 -5
AAG experimental [kcal/mol]
c) Correlacion AAG experimental - AAG tedrico
D-Mutant (una sola estructura)
AAG tedrico 3 )
[kcal/mol]
5 %

Correlacion Spearman
0,53

-5
AAG experimental [kcal/mol]

Figura 28. Correlacion entre los valores de AAG experimentales y AAG tedricos segln los métodos (a)
I-Mutant, (b) Fold-X y (c) D-Mutant, utilizando s6lo una estructura por mutacion.
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a) Correlacion AAG experimental - AAG tedrico
I-Mutant (promedio de todos los conférmeros)

AAG tedrico
[kcal/mol]

Correlacion Spearman *
0,59 3
-5
AAG experimental [kcal/mol]
b) Correlacién AAG experimental - AAG tedrico Fold-X
(promedio de PCDB)
AAG tedrico
[kcal/mol]
5 a4
y 3
Correlacion Spearman X 4 x %
0,64 * .
AAG experimental [keal/mol]
c) Correlacion AAG experimental - AAG tedrico
D-Mutant (promedio de todos los conformeros)
AAG tedrico
[kcal/mol]
-5 e

X

Correlacion Spearman X x
0,60

-5
AAG experimental [kcal/mol]

Figura 29. Correlaciones obtenidas por los métodos (a) I-Mutant, (b) Fold-X y (c) D-Mutant, utilizando
todos los conférmeros disponibles derivados de la PCDB.
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Correlaciéon Spearman
Método de
prediccién  de | Estadistico de AAG tedrico utilizado AAG tedrico
AAG
AAG experimental
una sola estructura 0,53
promedio de todas las estructuras 0.59
I-Mutant disponibles en PCDB ’
conférmero con valor de AAG mas 0.70
cercano al experimental '
una sola estructura 0,57
promedio de todas las estructuras 064
Fold-X disponibles en PCDB ’
conférmero con valor de AAG mas 0.86
cercano al experimental '
una sola estructura 0,52
promedio de todas las estructuras 0.60
D-Mutant disponibles en PCDB ’
conférmero con valor de AAG mas 072
cercano al experimental '

Tabla 7. Comparacion entre las correlaciones de Spearman obtenidas entre los valores experimentales
de AAG segun Protherm y los valores de AAG teoricos estimados segun diferentes métodos,
considerando y no considerando la diversidad conformacional derivada de la base de datos PCDB.

Adicionalmente, hemos encontrado que, al utilizar los valores de AAG del
conférmero estructural que mas se aproxima al valor experimental, la correlacion mejora
notablemente, como se aprecia en la Tabla 7. Se logra alcanzar un coeficiente de
correlacion de Spearman de 0,86 con el método Fold-X. Los métodos |-Mutant y D-
Mutant también mejoran significativamente su correlacion entre los valores teéricos y los
experimentales al seleccionar el conférmero con el valor de AAG mas cercano al valor
experimental.

Aunque este resultado puede parecer trivial, es necesario enfatizar dos aspectos.
Por un lado, si bien esperable cierto aumento, los autores destacan el alto incremento

en el valor de coeficiente de correlacién obtenido.
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Por otro lado, este resultado deja abierta la pregunta acerca de cuales son las
caracteristicas comunes (si es que las hay) de los conférmeros que otorgan el mejor
valor de AAG. Muchos esfuerzos apuntan a mejoras en los algoritmos y parametros
utilizados por los métodos de prediccioén teérica de AAG. Otra perspectiva para abordar
la capacidad de estimacion del AAG puede ser una correcta seleccion del conférmero o
los conférmeros a utilizar.
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Capitulo 7
Diversidad conformacional y prediccién del efecto de las mutaciones
7.1 Resumen

Un mejor entendimiento de los factores que conllevan a una mutacion a manifestar
una enfermedad constituye un pilar para los avances a futuro en el area de la salud
humana (Wang & Moult, 2001). Asi como la funcién de la proteina es mejor explicada
mediante la existencia de conjunto de conférmeros en un equilibrio dinAmico, creemos
que el estudio del efecto de una sustitucion aminoacidica sobre una la estructura de una
proteina puede ser mejor comprendido mediante su analisis todos los conférmeros
estructurales que pueblan su estado nativo.

El objetivo del presente trabajo es analizar si la discriminacién entre aquellas
sustituciones aminoacidicas relacionadas a una enfermedad y aquellas no relacionadas
(variaciones polimérficas o neutras) presenta una mejora al tomar en consideracion
todas las estructuras disponibles de una proteina. Para tal fin, se utilizé6 una coleccién
de 803 sustituciones aminoacidicas (482 relacionadas a enfermedades y 323
variaciones neutrales) en 119 proteinas distintas, que muestran diferentes grados de
diversidad conformacional. Estas proteinas fueron tomadas de la base de datos de
diversidad conformacional de proteinas PCDB. Se estimé el valor del AAG, tratado en el
capitulo anterior, para cada sustitucibn aminoacidica en todas las estructuras
disponibles en la PCDB para cada una de las proteinas. Se encontré que el valor
estimado para el AAG de una sustitucion aminoacidica depende en gran medida la
conformacion utilizada en la estimacion. Considerando como desestabilizante un valor
umbral de AAG de * 2Kcal/mol (esto es, un valor de AAG < -2kcal/mol o bien AAG >
2kcal/mol), hemos encontrado que el 35% de las sustituciones aminoacidicas
estudiadas pueden dar lugar a resultados tanto neutros como desestabilizantes, en
dependencia del conférmero utilizado. Al considerar el valor umbral de AAG
desestabilizante en = 1 Kcal/mol, el mas difundido en la bibliografia, el porcentaje de
resultados ambiguos asciende a 58%.

Asimismo, los resultados indican que la consideracion de la diversidad
conformacional aumenta el rendimiento de la prediccion de la enfermedad relacionada
con sustituciones aminoacidicas sobre la base de analisis de AAG. Hemos encontrado
que los distintos conférmeros correlacionan de diferentes maneras con el fenotipo
asociado a la sustituciéon (enfermedad o neutra) y que, en la mayoria de los casos,
existe un conférmero por proteina que presenta una correlacion perfecta con el fenotipo

correspondiente. Nuestros resultados indican que el uso de la diversidad conformacional
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reviste de gran importancia para comprender la relacion entre las sustituciones
aminoacidicas, sus efectos en la estabilidad de las proteinas y su correspondencia con
fenotipos relacionados a enfermedades.

7.2 Introduccién

Los polimorfismos no sinénimos de nucleétido simple (nsSNPs, de sus siglas en
inglés non synonymous Single Nucleotide Polymorphism) representan el tipo mas
frecuente de variacién genética en humanos. La base de datos Humsavar31 clasifica
aproximadamente 65.000 nsSNPs del genoma humano como a) variantes relacionados
a una enfermedad o b) variantes neutras (esto es, no relacionados a ninguna
enfermedad), segun estudios y reportes de literatura especializada. 40% de los nsSNPs
registrados en esta base de datos estan relacionados con algun tipo de enfermedad. El
resto de las mutaciones puntuales registradas no causan ningun efecto manifiesto sobre
la proteina en cuestion. Por otro lado, algunas mutaciones puntuales tienen un efecto
sobre una variedad de aspectos de la proteina (Lofgren & Banerjee, 2011; Orosz, Olah,
& Ovadi, 2009; Shah, Bonapace, Hu, Strisciuglio, & Sly, 2004), como lo pueden ser su
estructura, su funcion, su capacidad de unién a ligando, etc. Particularmente, ciertas
sustituciones pueden conducir a una enfermedad, debido a que la proteina, por distintas
razones, pierde su actividad (Almeida-Souza et al., 2010; Orosz et al., 2009).

Esté bien documentado que los polimorfismos de nucleétido pueden causar pérdida
de funcién en diversas maneras. A pesar ser una de las menos frecuente (Wang &
Moult, 2001; Yue, Li, & Moult, 2005), la causa mas evidente de enfermedad a raiz de un
nsSNPs es la sustitucion de residuos involucrados directamente en la funcién proteica,
como lo pueden ser residuos pertenecientes al sitio activo, a sitios de unién a sustrato
ylo a reguladores alostéricos (Lofgren & Banerjee, 2011). Cuando la unidad funcional
estd formada por un complejo de proteinas, un nsSNP ubicado en residuos de la
interfase de unién interproteica puede alterar la funcién y provocar una enfermedad
(Almeida-Souza et al., 2010; Orosz et al., 2009). Otro posible mecanismo esta
relacionado con la perturbacion de la estabilidad proteica. La sustitucion de residuos
puede sostener un efecto de desestabilizacién de la estructura nativa (Wang & Moult,
2001; Yue et al.,, 2005). A su vez, numerosos nsSNPs que presentan un efecto
estabilizante de la estructura proteica nativa han sido asociados a enfermedades (Ling
et al., 2010). Por otra parte, el origen de la patogenia causada por nsSNPs se relaciona

3 http://www.uniprot.org/docs/humsavar
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también con modificaciones anémalas post-traduccionales (Alonso, Mederlyova, Novak,
Grundke-Igbal, & Igbal, 2004) y agregacion proteica (C M Dobson, 2001).

Aln asi, estudios previos demuestran que en el 80% de los casos en que una
mutacion simple conlleva a una enfermedad, es debido a la pérdida de estabilidad en la
estructura proteica (R Casadio, Vassura, Tiwari, Fariselli, & Luigi Martelli, 2011).
Aproximadamente s6lo un 10% de los casos restantes se compone de mutaciones que
afectan de manera directa ciertos aspectos de la funcion molecular, y el restante 10%
de mutaciones que producen efectos no identificados en la proteina, como lo pueden
ser aquellas mutaciones que favorecen el agregado de proteinas.

Es asi que la prediccion del efecto termodindmico en la estabilidad proteica
producido por sustituciones aminoacidicas es un campo de estudio de gran complejidad
y que involucra una amplia variedad de causas y efectos. En este trabajo, nuestro
objetivo consiste en aportar una mejora a los métodos de prediccion de enfermedades
causadas por la pérdida de estabilidad de la proteina debido a mutaciones puntuales.

La estabilidad de la estructura proteica se puede estimar mediante una medicion de
la variacion de energia libre de Gibbs (AG) entre el plegado y desplegado estado de la
proteina, como se ha explicado en detalle en el capitulo anterior.

Es posible establecer un criterio tedrico para discriminar, con cierto grado de
tolerancia, aquellas sustituciones relacionadas a enfermedades y aquellas sustituciones
neutras, analizando el valor del AAG inducido por el cambio de residuos en la proteina
(Reumers, Schymkowitz, & Rousseau, 2009). Esto se basa en la nocién de que las
sustituciones aminoacidicas mas perjudiciales para las proteinas estan asociadas con
perturbaciones termodinamicas de la estructura proteica por encima de un cierto umbral
de AAG (aproximadamente de * 1 kcal/mol).

La precision y la exactitud de estos métodos ha demostrado ser en promedio
moderada. En la mayoria de los métodos, la prediccion del efecto termodinamico de la
sustitucion puntual sobre la proteina se estima utilizando una Unica estructura de la
proteina en estudio. Este enfoque aparentemente subestima el concepto bien
establecido de que el estado nativo de una proteina estd mejor representada por un
conjunto de conférmeros (James & Tawfik, 2003). Desde un punto de vista practico, la
diversidad conformacional podria ser descrita utilizando varias estructuras
experimentalmente disponibles de la misma proteina derivadas de la base de datos
PCDB. Estas estructuras de la misma proteina pueden ser consideradas como
instancias de la dinamica proteica del estado nativo, y representan conférmeros

estructurales de la proteina (Best et al., 2006). De esta manera, estimamos que la
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descripcién del estado nativo de la proteina sera mas o menos completa dependiendo
de las estructuras experimentales disponibles

En el presente trabajo, se investigd como la presencia y extension de la diversidad
conformacional afecta a la estimacién del AAG en proteinas, tanto con sustituciones
neutrales cono en sustituciones relacionadas a enfermedades. Tomando en
consideracion las estructuras cristalograficas disponibles para una cierta proteina, se
estimoé en qué medida el efecto de una misma sustitucion aminoacidica puede divergir

en diferentes conférmeros.

7.3 Metodologia

Se parti6 de un set de datos de 3.678 mutaciones en proteinas monodominio,
provenientes de la base de datos Humsavar32. 2.281 de estas mutaciones estan
relacionadas con un fenotipo asociado a una enfermedad, mientras que las restantes
1.395 son mutaciones neutras que no se encuentran asociadas a ninguna enfermedad.

Estas 3.678 mutaciones del set de datos inicial se encuentran distribuidas en 226
proteinas distintas. Con el objetivo de tomar en consideracion la diversidad
conformacional de estas proteinas, se vincularon estas 226 proteinas con la base de
datos PCDB, a fin de reclutar todas las estructuras disponibles resueltas al momento
para cada proteina..

Se vinculé cada una de las proteinas presentes en el set de datos con la base de
datos PCDB, con el fin de extraer todas las estructuras cristalograficas disponibles para
cada proteina del set de datos. La vinculacion se efectia mediante bdsquedas limitadas
por el codigo PDB de la proteina en estudio. Luego de este proceso, se reclutaron un
total de 1.773 estructuras a partir de las 226 proteinas; resultando en un promedio de
7,8 estructuras reclutadas por proteina. Fue registrado un maximo de 70 estructuras por
proteina, y un minimo de 2.

Se procedid a calcular el RMSD entre los pares de estructuras de proteinas
obtenidas de la base de datos PCDB mediante el software Mammoth.

Se utilizaron programas de célculo tedrico para computar los valores de AAG de las
mutaciones referidas en el set de datos inicial. Se emplearon cinco diversos programas
para calcular el efecto de las mutaciones, ampliamente difundidos: Fold-X (Schymkowitz
et al., 2005), I-Mutant (Capriotti et al., 2005), D-Mutant (Hongyi Zhou & Zhou, 2002),
Pop-Music (Gilis & Rooman, 2000) y Automute (Masso & Vaisman, 2010). Las

%2 http://www.uniprot.org/docs/humsavar

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quimes



configuraciones de los programas utilizados, en todos los casos, fueron establecidas
con los valores predeterminados por defecto.

En una primera fase, se utilizé una sola estructura de la proteina para estudiar una
mutacién en particular. Esto es, el procedimiento tradicional para el calculo de AAG de
una proteina ante una mutacion.

En una segunda fase, se procedié a computar el AAG de la mutacion en todas las
estructuras reclutadas de la vinculacion con la PCDB. De esta manera, la informacion
codificada en este conjunto de valores de AAG, representa una medida de la
perturbacion estructural de la mutacion en todo el conjunto de conférmeros estructurales
del estado nativo. Por criterios propios de cada programa (e.g. longitud de la cadena,
anomalias en las numeraciones de los atomos), muchas estructuras no son admitidas
como entrada para el célculo de AAG. En la Tabla 8 se resumen la cantidad de
mutaciones estudiadas y el nimero de calculos de AAG efectuados por cada programa
utilizado.

Se establecié un valor umbral de AAG, a fin de disgregar aquellas mutaciones que
desestabilizan en tal grado a la estructura de la proteina que ocasionan la pérdida de su
funcién, y aquellas mutaciones en donde la consecuencia en la estabilidad proteica no
es lo suficientemente grande como para hacer esta inferencia. Los valores umbrales
aplicados para el presente trabajo dependen del programa utilizado, y fueron
establecidos en base a bibliografia especifica de los autores de cada programa. Los
valores umbrales para cada programa se encuentran especificados en la Tabla 8. Una
mutacién que introduce un AAG por fuera de dicho rango umbral (ya sea superior o
inferior), es considerada como potencialmente asociada a un cuadro patolégico.
Aquellas mutaciones cuyo AAG computado se encuentra por debajo de él, son

clasificadas como mutaciones con efecto neutro.
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Rango de AAG NG d Ndamero de célculos de AAG Ndamero de célculos de AAG sin
Uumero de
i [Kcal/mol] ) considerando la diversidad consideracion de la diversidad
Método . mutaciones . .
considerado ) conformacional conformacional
estudiadas ) y o »
neutral (vinculacion a PCDB) (sin vinculacion a PCDB)
1.742 mutaciones
(496 neutras;
Fold-X (-2,1]21) 26.802 1.742
1.246 relacionadas a
enfermedad)
1.720 mutaciones
(483 neutras; 1.237
I-Mutant (-0,810,8) _ 26.327 1.720
relacionadas a
enfermedad)
1.743 mutaciones
(497 neutras; 1.246
D-Mutant (-1,411,4) _ 26.986 1.743
relacionadas a
enfermedad)
1.001 mutaciones
(212 neutras; 789
POPMUSIC (-0,610,6) ] 15.531 1.001
relacionadas a
enfermedad)
1,117 mutaciones
Clasificacion
. (308 neutras; 809
AUTOMUTE propia del 16.701 1.117
relacionadas a
programa
enfermedad)

Tabla 8. Numero de mutaciones estudiadas y calculos de AAG realizados por los distintos programas utilizado. Se
detallan asimismo los rangos umbrales de AAG clasificados como neutrales para cada programa utilizado.
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En base a los valores obtenidos de AAG para una mutacién en una dada estructura
proteica, y con lo expuesto anteriormente, es posible inferir si esa mutacion puede estar
asociada a una enfermedad, debido a la disminucion de la funcién biol6gica de la misma
por pérdida de estabilidad, razén primaria de las enfermedades ocasionadas por
mutaciones puntuales. Vale mencionar que el valor calculado de AAG puede ser tanto
desestabilizante (en los casos en donde el AG de la proteina no mutada es mayor que
dicho valor en la proteina mutada), asi también como estabilizantes (cuando el valor de
AG de la proteina mutada es mayor que dicho valor en la proteina no mutada). En el
presente trabajo, sostenemos que una mutacion que manifiesta un valor de AAG
suficientemente alejado del 0 (esto es, altamente estabilizante 0 desestabilizante), debe
ser considerada como desestabilizante y, por lo tanto, posiblemente asociada a un
fenotipo patogénico. Esto se sustenta, en parte, por el hecho de que una sustitucion
aminoacidica que estabilice demasiado un conférmero en particular puede perturbar el
equilibrio dindmico del estado nativo, inhibiendo la funcién biol6gica.

En la segunda fase, al disponer de un cierto nimero de estructuras sobre las cuales
computar el calculo de AAG para cada mutacion en una cierta proteina, se tomaron
varios valores estadisticos: El valor promedio de todos los AAG calculados a partir de
todas las estructuras de dicha proteina respecto a la sustitucion estudiada, el valor
maximo, el valor minimo, y el mayor valor absoluto.

Una vez calculados los valores de AAG para cada mutacion en la primera fase, se
clasificaron las mutaciones en neutras o asociadas a enfermedad de acuerdo a si caian
dentro o fuera del valor umbral establecido para cada método usado. Se determiné el
Matthews Correlation Coefficient (MCC), la precision, la especificidad y la sensibilidad
para comparar cuan bien se ajustan la clasificacion tedrica de cada uno de los
programas utilizados con los datos derivados de la base de datos Humsavar,

considerando y no considerando la diversidad conformacional.

Se detallan en la Ecuacion 2 las formulas de los estadisticos utilizados para efectuar

las comparaciones.

= (pv)(nw) — (nf)(pf)
Vv +nf)(pv + pf)(nv + nf) (nv + pf)

pv +nv
pv+nv+pf+nf

Precision =
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nv

Especificidad = p—
- pv
Sensibilidad =
pv +nf

Ecuacion 2. Férmulas de los estadisticos utilizados. pv = Positivos verdaderos. pf = Positivos falsos. nv
= Negativos verdaderos. nf = Negativos falsos.

7.4 Resultados
7.4.1 Dversidad conformacional

En la Figura 30 se expone la distribucién de los valores de RMSD maximos
obtenidos por el programa Mammoth entre un los pares de conférmeros estructurales
para cada una de las proteinas utilizadas en el presente trabajo. El promedio de RMSD
entre todos los pares posibles de estructuras de la misma proteina es 2,5 A;
presentando un minimo de 0,0 A y un méaximo de 21,6 A. Se aprecia un méximo de

RMSD méaximo registrado entre un par de
conférmeros estructurales de la misma proteina

18

16

14 -

12 ~

Casos

0 2 4 6 8 10
RMSD [A]

Figura 30. Distribucion del RMSD maximo registrado (representativo de la diversidad
conformacional proteica) entre pares de conférmeros estructurales de la misma proteina.



casos en 0,6 A, asi también como la presencia de casos con diversidad conformacional
mayor a 4 A. Teniendo en cuenta que el promedio registrado de RMSD entre dos
estructuras resueltas de la misma proteina cristalizada bajo las mismas condiciones
oscila entre 0,1 Ay 0,4 A (Burra et al., 2009), a partir de la distribucién de la Figura 30,
llegamos a la conclusion de que el set de datos utilizado contiene proteinas con

diversidad conformacional entre moderada y extrema.

7.4.2 Diferencias en los valores de AAG obtenidos

Nuestros resultados indican que las variaciones de los AAG obtenidos a partir de
distintos conférmeros, para una misma mutacion de una misma proteinas, son

altamente significativos. En la Figura 31 se exponen los porcentajes acumulados de las

Variaciones del AAG obtenido para una mutacion
en dependencia del conférmero utilizado

1.2

v

1.0 - e e s e e et ¢ e e e
. .

084 [/

o
= [
E 0.6 - [
8 Fold-X
<< 0.4 A = — |-Mutant
N D-Mutant
PopMusic
02 1 2/ | eesecccnse Automute
0.0 ~
T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Variacion maxima del AAG entre conférmeros[kcal/mol]

Figura 31. Distribucién acumulada de los valores de las variaciones de AAG obtenidos mediante
distintos métodos entre distintos conformeros de una misma proteina.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quimes



variaciones de los AAG obtenidos mediante distintos métodos en dependencia del
conférmero utilizado. Se aprecia que ciertos métodos, particularmente el Fold-X, son
mas susceptibles a la estructura utilizada que otros métodos. Este hecho se debe al
algoritmo utilizado y a los pardmetros que cada método contempla a la hora de efectuar
el célculo.

Nuestros resultados indican que muchas mutaciones son consideradas como
altamente desestabilizantes para ciertos conférmeros de la proteina, mientras que en
otros conférmeros, esa misma mutacion no produce alteracion significativa de la
estabilidad proteica.

En la Figura 32 se compara el nimero de mutaciones en donde todos los
conférmeros de la proteina mutada dan lugar a valores de AAG desestabilizantes, el
numero de mutaciones en donde todos los conférmeros de la proteina mutada dan lugar
a valores de AAG desestabilizantes, y el nimero de mutaciones en donde hay
conférmeros que son desestabilizados y otros que no lo son, para los programas Fold-X,
I-Mutant y PopMusic, los 3 métodos computacionales que mejor se correlacionan con
los valores experimentales segun la Tabla 9 (ver mas adelante). Cabe aclarar que estos
métodos no fueron aplicados exactamente al mismo conjunto de mutaciones, puesto
gue cada método efectla sus propios filtros sobre los datos de entrada. Aun asi, el 90%
de las proteinas utilizadas son compartidos entre las poblaciones utilizadas para todos
los métodos.

Es interesante notar la alta proporcién de resultados que dan una y otra prediccion,
en funcién del conférmero proteico utilizado. Este hecho indica la importancia de tomar

en cuenta la informacién de la diversidad conformacional en estimaciones estructurales.
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Valores ambiguos de AAG en dependencia del conférmero utilizado
para distintos métodos utilizados

Il Desestabilizantes & Neutrales
1000 - pmmm Todas Desestabilizantes
[ Todas Neutrales
800
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200
0 .

FOLD-X I-MUTANT POPMUSIC

Figura 32. Comparacion del nimero de mutaciones clasificadas como desestabilizantes para todos sus
conformeros, como neutrales para todos sus conférmeros y aquellas en donde hay conférmeros
desestabilizantes y otros neutrales (mutaciones con resultados ambiguos de AAG).
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AAG [kcal/mol]

Figura 33. Comparaciones de los valores de AAG obtenidos para distintas mutaciones en dos proteinas
(Regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica y la Proteina de la region Y
determinante del sexo) utilizando para su estimacion dos conférmeros distintos de cada proteina. Las
mutaciones estudiadas se representan sobre el eje horizontal. Se grafica en barras negras los valores
obtenidos en base a un conférmero, y en barras rojas los valores obtenidos en base al otro conférmero

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
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Sustituciones estudiadas

utilizado. Se aprecian significantes diferencias en ciertas mutaciones estudiadas.

F109S

A113T

P125L

En la Figura 33 se muestran dos casos proteinas, con dos conférmeros disponibles

cada una. Se aprecia en este grafico, por ejemplo en las mutaciones S91G, G95E y

G95R cémo una misma mutacion puede ejercer distintos efectos sobre conférmeros

distintos. Cabe destacar que no se asume que las estructuras disponibles completan

todos los confGrmeros presentes en el estado nativo.
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Figura 34. Ejemplo que muestra como la diversidad conformacional afecta a la estimacion del
valor de AAG y la MCC. La proteina de fructosa-bifosfato aldolasa B (P05062). Los dos
conférmeros pertenecientes a esta proteina presentan un RMSD de 1,3 A. En la parte superior de
la figura se muestra una representacion grafica de los dos conférmeros con los acidos mutados
amino en color amarillo. Los gréaficos de barra representan los valores AAG (en rojo para las
mutaciones asociadas a enfermedades y en azul para las mutaciones neutras). Se sefiala el valor
correspondiente de MCC para cada conformacion. Las flechas negras indican las predicciones
equivocadas basadas en el intervalo de referencia de = 2kcal/mol. Como los cambios
estructurales producen variaciones en AAG, los conférmeros presentan valores de MCC diversos.
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Fold-X [-Mutant D-Mutant POP-Music
(21]2,0) (0810.8) (14]1,4) (06106 | AUTOMUTE
sin con sin con . con sin con . con
pcos | pco | pcos | pcos | SMPPB pepg | pcos | pcos | SMPCPB | pepB
MCC 024 | 031 | 018 | 019 | 019 | 021 | 025 | 032 | 009 | 016
Precision 054 | 067 | 060 | 063 | 047 | 051 | 068 | 080 | 041 | 071
Sensibilidad para | o 46 |\ 065 | 059 | 067 | 031 | 038 | 07 | o085 | 027 | 087
enfermedad
Sensibilidad para 0,80 072 0,60 0,53 0,87 0,84 0,6 0,48 0,82 0,27
neutras
Especificidad 0,88 0588 0,79 0,78 0,86 0,86 0,86 0,86 0,80 0,77
para enfermedad
Especificidad | 35 | 038 | 037 | 039 | 033 | 035 | 035 | 045 | 028 | 042
para neutras

Tabla 9. Se exhibe aqui las mejoras en diversos pardmetros que se obtienen al considerar mas de una
estructura en la prediccion de estabilidad de una mutacidon en una proteina. Se detalla bajo cada
método de prediccion de DDG el valor umbral utilizado para decidir si una mutacion es
desestabilizante o no.

Fueron efectuadas una serie de comparaciones entre los valores estadisticos

obtenidos en la primera y en la segunda fase, con el fin de evaluar si la inclusién de la

diversidad conformacional se traduce en un incremento en la correlacién entre los

valores obtenidos tedricamente y aquellos experimentales.

Se presenta en la Tabla 9 la comparacion entre dichos resultados. Estos mismos

valores comparados mediante un grafico de barras se presenta en la Figura 35. Se

aprecia una mejora significativa en la correlacion obtenida al incluir los conférmeros

estructurales. Este hecho que sugiere que la informacion codificada en la diversidad

conformacional puede abrir una linea de investigacion para incrementar la capacidad de

prediccion del efecto de mutaciones sobre una proteina.
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Comparacion entre el rendimiento al considerar y no considerar las
estructuras derivadas de la PCDB
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PMutant (14119 POPMUSIC (-0.6 | 0.6) Peve
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Figura 35. Comparacion entre los valores de MCC (Matthews Correlation Coefficient) y la precision para los métodos de prediccién de enfermedades,

considerando o no la diversidad conformacional contenida en la base de datos PCDB. Se denota siempre un mejor desempefio en todos los métodos al
incluir explicitamente la informacion codificada en la diversidad conformacional.
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7.5 Conclusiones

En primer término es necesario destacar que las diferencias entre los valores de
AAG en dependencia del conférmero utilizado para evaluar una sustitucion dada en una
cierta proteina no son despreciables. Este resultado pone en tela de juicio el nivel de
confiabilidad con el que debe evaluarse un valor de AAG obtenido a partir de una sola
estructura y pone de manifiesto la importancia de considerar mas de una estructura en
la aplicacion de métodos de prediccion teoricos.

En todos los métodos se ha logrado una mejora sobre todos los parametros
estadisticos estudiados al considerar la diversidad conformacional proteica en la
prediccion de si una mutacion conllevara a una enfermedad o no. En ciertos métodos de
prediccion de enfermedades estas mejoras son mas significativas que en otros. Esta
diferencia es atribuible a las diferencias entre los algoritmos de cada método de
prediccién, en donde se le confiere importancia a diversos parametros.

Si bien incluso es posible que en algunos métodos el incremento en el costo
computacional debido a la vinculacion con la base de datos PCDB y a los célculos
adicionales no se justifiquen, los resultados no dejan de ser alentadores, instando a
seguir esta linea de investigacion a fin de perfeccionar la inclusién de la informacién
codificada en la diversidad conformacional para efectuar diversas predicciones por
métodos computacionales.

A su vez, las estructuras disponibles en la actualidad, utilizadas en el presente
trabajo, pueden no ser una completa descripcion del estado nativo. Estimamos que el
incremento en el volumen de estructuras y/o el avance de los métodos tedricos de
dindmica molecular pueden lograr una descripcién mas completa en el futuro.

Consideramos que esta mejora se puede incrementar mediante técnicas mas

complejas de introducir informacion codificada en la diversidad conformacional.
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Conclusiones

En este estudio hemos encontrado que el uso de la informacién codificada en la
diversidad conformacional estructural mejora el desempefio de métodos de biologia
computacional y modula la divergencia de secuencias de proteinas.

Nuestros resultados demuestran la relevancia de considerar la diversidad
conformacional al estudiar el mecanismo de evolucién de las proteinas, y, por lo tanto,
la posibilidad de desarrollar mejores modelos de evolucion molecular.

Adicionalmente, el estudio del patrén de sustitucion, asi como la comprension de la
conservacion de la heterogeneidad en las secuencias son temas centrales en diversas
técnicas de bioinformatica. Sugerimos en este contexto que la consideracién de la
diversidad conformacional y el sesgo que exhiben en el patrdn de sustitucion
aminoacidico constituye un pilar fundamental de la proxima generacion de herramientas
de biologia computacional.

El vinculo entre el patron de sustitucion de residuos y la extension de la diversidad
conformacional es un campo prometedor para aumentar nuestro entendimiento sobre la
evolucién de proteinas y, sin embargo, es un campo no explorado aun. Adicionalmente,
y siguiendo la linea de investigaciones previas, otro objetivo consiste en enriquecer el
volumen de estructuras en la base de datos PCDB considerando proteinas homélogas
cercanas, con el fin de aumentar la representacion de los distintos conférmeros del
dominio representado.

Adicionalmente, la consideracién de distintos conférmeros para la prediccion de la
perturbacién estructural que una mutacién puntual ejerce sobre una proteina mejora la
correlacion con los datos experimentales. Esto puede ser debido a que los calculos de
AAG experimentales son un promedio de todos los conférmeros estructurales presentes
en el estado nativo de la estructura proteica en estudio. A pesar de los avances en las
técnicas teoricas de calculo de AAG, es necesario avanzar en la consideracion de la
diversidad conformacional para lograr una aproximacioén mas realista.

La predicciéon de si una mutacion puede conllevar a un fenotipo patogénico es una
aplicacion del célculo tedrico del AAG. La importancia y la aplicaciébn de estas
investigaciones en el campo de la salud son trascendentales, y muchos estudios
abordan el incremento de esta capacidad predictiva. Nuestros resultados, basados en
una variedad de predictores de valores de AAG, indican que esta capacidad puede ser
aumentada al tomar en consideracion la diversidad conformacional de las proteinas,
derivada de la base de datos PCDB.
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Consideramos que este hecho puede representar una nueva linea de investigacion
bioinforméatica para incrementar la capacidad predictiva de los métodos tedrico-

computacionales en general.

Perspectivas

Nuestro interés radica en incrementar la disponibilidad en la cantidad y diversidad de
datos bioldgicos y estructurales disponibles para cada proteina representada en la base
de datos, en pos de mejorar las posibles correlaciones encontradas entre diversidad
conformacional y un amplio espectro de parametros fisicoquimicos. Una de nuestras
metas a corto plazo es introducir la secuencia de alineamientos para cada proteina
depositada, para obtener informacion evolutiva, como la conservacion relativa en
diferentes posiciones y las tasas de evolucion.

Un estudio a futuro consiste en explorar mediante métodos evolutivos la relacion
entre la robustez a las mutaciones y el tipo de plegamiento, para estudiar las relaciones
entre determinadas patologias y ciertos tipos de plegamientos, que posiblemente
presenten una robustez disminuida a las mutaciones, y por ende sean mas propensos al
desarrollo de enfermedades.

Este tipo de andlisis puede terminar en el desarrollo de herramientas
computacionales para predecir el efecto de las mutaciones sobre la funcién biolégica
considerando explicitamente su diversidad conformacional y estudiar su correlacién con
el establecimiento de enfermedades.

Mi tesis de posgrado estarad fundamentada en estos estudios preliminares, y tendra
como objetivo a largo plazo el desarrollo de un método para prediccion de
enfermedades por mutaciones puntuales en proteinas a partir del estudio del efecto de
éstas sobre la estabilidad de las estructuras de sus conférmeros.

Adicionalmente, este método a desarrollar incluira informacién concerniente a los
sitios cataliticamente activos de cada proteina, datos ya incluidos para tal fin en la base
de datos PCDB. La consideracion de la diversidad conformacional y de los sitios activos
supondra una mejora significativa en el desempefio respecto a los métodos actuales de

prediccion de enfermedades.
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