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1. RESUMEN

El presente seminario de investigacion presenta una metodologia novedosa para identificar
los residuos claves para la preservacion del estado nativo de las proteinas. La metodologia
utilizada se baso en el analisis de los cambios conformacionales posibles entre los distintos
conférmeros en equilibrio dinamico en el estado nativo de varias proteinas, empleando el
andlisis de modos normales con un potencial sensible al tipo de interacciones especificas
entre los aminoacidos. Esta metodologia resulta en una mejora respecto a trabajos
anteriores, ya que se incorpora la capacidad de distinguir los distintos tipos de mutaciones
y se extiende a la posibilidad de estudiar el conjunto de cambios conformacionales posibles
entre todos los distintos pares de conférmeros existentes en el estado nativo. Los resultados
obtenidos mostraron que varios de los residuos claves obtenidos son importantes por su
participacion en interacciones entre estructuras secundarias, sitios activos y/o cavidades
relacionadas con la funcion bioldgica, asi como por su conservacion evolutiva y su relacion
con patologias reportadas. Este trabajo representa un primer paso prometedor para encarar
un estudio mas abarcativo, considerando un mayor numero de proteinas, analisis mas
detallados de conservaciéon evolutiva y la variacion del impacto sobre los cambios
conformacionales entre las diferentes mutaciones especificas por sitio, clasificadas segun
las propiedades fisicoquimicas de los residuos.

2. INTRODUCCION

Segun la teoria neutra de la evolucion molecular [Kimura-1974], los residuos mas relevantes
para la funcion de las proteinas varian mas lentamente que los menos importantes. En base
a este concepto se han desarrollado métodos computacionales orientados a la asignacién
de funciones bioldgicas de proteinas basados en la secuencia, tales como los métodos de
busqueda de similitud de secuencia, y basados en la estructura, tales como los métodos
que utilizan perfiles y modelos ocultos de Markov (Hidden Markov Models) [Thornton-2005].
Sin embargo, estos métodos no proporcionan una informacién completa sobre la naturaleza
de la relacidn secuencia-estructura-funcién y se requiere informacion adicional relacionada
con la dinamica de las proteinas [Bahar-2004, Benkovic-2006, Orengo-2008, Gerstein-
2004, Uniprot-2010, Walsh-2010].

La dinamica de proteinas suele estar comunmente asociada a la funcion biolégica
estableciendo un puente en la relacidon estructura-funciéon. Actualmente se cuenta con
suficiente evidencia tedrica y experimental que soporta la preexistencia de poblaciones de
conférmeros en equilibrio dinamico sobre la superficie de energia libre de una proteina
[Wolynes-1991, Tawfik-2009]. Bajo este concepto de dinamismo, el estado nativo de una
proteina puede ser representado como una distribucion no uniforme de poblaciones de
conférmeros en equilibrio dinamico [Noussinov-2004]. Esta coexistencia de conférmeros
con diferentes afinidades por el ligando y/o roles en la funcion biolégica es la base del
modelo de seleccion conformacional o pre-equilibrio. Las barreras energéticas que separan
estos conférmeros son comunmente superadas por las fluctuaciones térmicas. Por lo tanto,
las vibraciones de las proteinas, en condiciones de equilibrio térmico, modulan la diversidad
conformacional y la poblacidon relativa de los conféormeros. Las diferencias en las
propiedades estructurales y dinamicas de los conférmeros pueden tener importantes
consecuencias funcionales, indicando que la diversidad conformacional de proteinas esta
intimamente ligada a su funcién bioldgica.



La dinamica vibracional especifica de cada conféormero es responsable de los cambios
conformacionales que posee la proteina y, por esta razén, las vibraciones asociadas a los
cambios conformacionales suelen ser conservadas evolutivamente. Esto permite la
posibilidad de identificar posiciones claves en la proteina cuyas mutaciones pueden afectar
significativamente estas vibraciones.

Los modelos tedricos utilizados en la actualidad para analizar la flexibilidad y dinamica de
proteinas son basicamente dos: dinamica molecular (MD, del inglés Molecular Dynamic) y
analisis de modos normales (NMA, del inglés Normal Mode Analysis) [Mc Cammon-1987,
Montgomery-1988, Brooks-1995, Karplus-1995]. Por un lado, los métodos de MD consisten
en propagar numéricamente las ecuaciones de movimiento de las macromoléculas. Estos
metodos permiten estudiar el movimiento anarmoénico de las proteinas embebidas en
solvente explicito, lo cual permite identificar el efecto de interacciones proteina-solvente
especificas, asi como el analisis de entropias conformacionales y barreras de energia libre.
Sin embargo, tanto los requerimientos particulares de cada sistema de estudio como su alto
costo computacional impiden la utilizacion sistematica de MD para un gran conjunto de
proteinas. Por otro lado, el NMA consiste en una descomposicion del movimiento
vibracional de la proteina en términos de movimientos armonicos en torno a la posicién de
equilibrio donde el solvente no suele ser considerado. Cada modo normal representa el
desplazamiento relativo de los atomos de la proteina de acuerdo con una frecuencia
caracteristica del modo. Esto permite el analisis simultaneo de los movimientos
vibracionales a distintas escalas de tiempo.

La implementacion tradicional tanto de MD como NMA suele utilizar campos de fuerza de
Mecanica Molecular que consideran interacciones especificas entre todos los atomos de la
proteina. Estos son potenciales de interaccion empiricos entre todos los atomos de la
estructura y se basan en la particién de la energia total en contribuciones de distinto tipo,
como ser, estiramientos de enlaces, movimientos de flexion angulares, rotaciones en torno
a angulos dihedros, interacciones coulémbicas, dipolo-dipolo, puentes de hidrégeno, y van
der Waals [Brooks-2004, Case-2003]. El calculo del potencial y sus derivadas representa la
principal contribucién al costo computacional de ambas metodologias. En el caso de NMA
debe también considerarse el requerimiento computacional para la diagonalizacién de la
matriz de derivadas segundas del potencial. En el presente trabajo se estudia la dinamica
involucrada en el cambio conformacional de un set que involucra varias proteinas. Esto
impide el uso de MD y NMA a partir de campos de fuerza de Mecanica Molecular que tengan
en cuenta todos los atomos de la molécula. Por tal motivo, utilizamos NMA basados en la
utilizaciéon de potenciales de grano grueso (coarse grained) [Bahar-2006]. Estos modelos
permiten representar a una proteina como una red tridimensional de resortes entre
residuos.

Los métodos basados en NMA que utilizan modelos de red elastica (ENM, del inglés Elastic
Network Model) [Orozco-2008] han demostrado ser en gran medida eficientes para explorar
la dinamica global de proteinas comunmente asociadas a las transiciones conformacionales
[Chirikjian-2009]. Ademas, se observa que solo unos pocos modos normales de baja
frecuencia son necesarios para lograr una buena descripcion de la mayoria de los cambios
conformacionales asociados a la funcién biolégica de las proteinas [Sanejouand-2001]. En
particular, utilizamos el modelo de redes anisotropicas (ANM, del inglés Anisotropic Network
Model) [Bahar-2001] que permite la adecuada descripcion de los modos de mas baja
frecuencia en proteinas.



NMA desacopla los movimientos complejos y las fluctuaciones de las proteinas en una
combinacion lineal de osciladores armdnicos independientes, es decir, los modos normales,
cada uno de los cuales implica los movimientos concertados de muchos atomos. De esa
manera, se pueden identificar movimientos de dominio a gran escala, involucrados en la
conexion de los diferentes estados conformacionales relacionados con la funcién. El efecto
de las mutaciones sobre estos modos colectivos y funcionalmente relevantes ha sido
previamente estudiado desde diferentes puntos de vista [Bahar-2000], [Thirumalai-2006],
[Maguid-2005]. La comprension molecular de la funcién biolégica requiere la identificacion
de la red de residuos que participan en la dinamica relacionada con la funcién, como la
unién del sustrato y la liberacién de productos, regulaciones alostéricas y plegado.

En los ultimos afios, el grupo de investigacion de la Universidad Nacional de Quilmes,
dirigido por el Prof. Sebastian Fernandez-Alberti, ha desarrollado un método que permite la
identificacion de redes de residuos dinamicamente importantes para la diversidad
conformacional de proteinas [Fernandez-Alberti-2016]. Brevemente, el método se basa en
la previa seleccion de modos normales involucrados en el cambio conformacional debido a
la union al ligando. El efecto de mutaciones puntuales sobre el subespacio definido por
estos modos se analiza introduciendo perturbaciones locales en el modelo de red elastica
de la proteina. Esto permitié identificar posiciones claves cuyas mutaciones perturban
significativamente a este subespacio vibracional. Estas posiciones claves representan
residuos dinamicamente importantes para el cambio conformacional de unién al ligando.
Finalmente, se constaté que estos residuos dinamicamente importantes se encuentran
conservados evolutivamente. Es asi como esta linea de estudio permite identificar residuos
criticos para la funcion de las proteinas a través de su participacion en la relacion secuencia-
estructura-funcion asociada a la preservacion de la diversidad conformacional.



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En el contexto anteriormente expresado, el presente seminario propone analizar el efecto
de mutaciones sobre la diversidad conformacional de proteinas evaluando su impacto sobre
las vibraciones involucradas en los cambios conformacionales.

El objetivo principal de esta investigacidon es la adaptacion y utilizacion de métodos
computacionales que permitan predecir el efecto de mutaciones sobre la dinamica
vibracional responsable de la diversidad conformacional de las proteinas con el fin de
identificar sitios relevantes para su preservacion.

Para tal fin, se proponen los siguientes objetivos especificos:

- Definir los subespacios de modos normales que participan de los cambios
conformacionales requeridos para garantizar el equilibrio dinamico entre los distintos
conférmeros que caracterizan al estado nativo de las proteinas.

- Estudiar la respuesta de los subespacios de modos normales que participan de
forma activa ante mutaciones puntuales en los distintos residuos que componen la
proteina.

- Explorar las variaciones de los subespacios vibracionales para identificar los
residuos claves de las proteinas y relacionarlos con su implicancia funcional.

Con el fin de realizar un analisis mas detallado sobre la conservacion de la diversidad
conformacional y su implicancia funcional, se incluyeron en el analisis de cada proteina
datos de conservacién evolutiva de los sitios relevantes mediante la busqueda en la base
de datos ConSurf-DB [Ben-Tal-2020], [Ben-Tal-2009] y datos sobre cavidades de las
proteinas mediante la busqueda en la base de datos CaviDB [Parisi-2022].



4. MARCO METODOLOGICO

El método actual [Fernandez-Alberti-2016], desarrollado por el grupo de trabajo, permite
predecir sitios dinamicamente relevantes para preservar el cambio conformacional apo-
holo. En este trabajo, el método fue adaptado para predecir sitios dinamicamente relevantes
para conservar el espacio conformacional representado por conjuntos de conférmeros
existentes obtenidos de la base de datos de diversidad conformacional (CoDNaS) [Parisi-
2016], i.e. no solo el par apo-holo. Por otro lado, se incorporé un modelo de calculo de
modos normales que considera las interacciones especificas entre los distintos tipos de
residuos. Este permite simular de manera mas precisa el efecto de mutaciones respecto a
los trabajos anteriores, que consideraban las mutaciones como simples perturbaciones de
constantes de resorte locales sin hacer distincién entre los distintos tipos de residuos
mutados.

4.1 SELECCION DEL CONJUNTO DE PROTEINAS

CoDNasS es una base de datos redundante de distintas estructuras para la misma proteina,
curada y ampliamente relacionada con distintas bases de datos. A partir de la misma,
explorando familias de proteinas homodlogas con diversidad conformacional basada
experimentalmente, se seleccionaron sets de proteinas que abarcan distintos grados de
extensién de la diversidad conformacional. Cada proteina en CoDNaS tiene asociado un
valor maximo de la raiz de la desviacién cuadratica media (RMSD, del inglés Root Mean
Square Deviation) derivado de la comparacion de todos los conformeros que pertenecen a
una proteina dada.

Este RMSD es considerado como un valor de la disimilitud estructural entre un par de
proteinas alineadas y se calcula como

N 42
RMSD = [&i=L71
\[ N

donde N es la cantidad de residuos y d; es la distancia euclidiana entre los Ca en la posicion
i-ésima medida en A (Armstrong).

(Ec. 4.1.1)

En el presente trabajo, se ha utilizado el valor de RMSD como medida de la disimilitud
estructural entre pares de conféormeros de una misma proteina. A partir de ello, se
seleccionaron proteinas cuyos conformeros presenten entre si un RMSD global mayor a
0,8 A con el fin de garantizar la diversidad conformacional para cada proteina estudiada.

4.2 ANALISIS DE MODOS NORMALES
4.2.1 Modelos de Redes Anisotrépicas (ANM)

El modelo tedrico utilizado para NMA en este seminario es el Modelo de Redes
Anisotrépicas (ANM) debido a que resulta ser una alternativa de bajo costo computacional
para NMA. Originalmente, este modelo considera a la proteina como una red tridimensional
de resortes con una unica constante de fuerza armonica. Los carbonos alfa y beta (Ca y
CPB) del backbone proteico son tomados como los nodos de la red. Al considerar solo los
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Ca y CB se reduce significativamente el numero de grados de libertad del sistema. Por otro
lado, el modelo considera a la estructura cristalografica como la correspondiente estructura
de equilibrio. Por tal motivo el método no requiere la minimizacion del sistema para la
obtencién del Hessiano. De este modo, también se reduce significativamente el costo
computacional de los calculos.

Para determinar si dos nodos deben estar unidos por un resorte, se fija un radio de corte rc
en A tal que

si |r]-°—ri°| Sr=kj;=y
si |r]-°—ri°| >1.=kj;=0

donde rjo y 7 son las posiciones de equilibrio de los residuos j e i, respectivamente (Figura
X1) y k;; es la constante del resorte cuyo valor depende de la constante de fuerza y y del
radio de corte r.. Segun este planteo, entonces, se contemplan tanto uniones entre dos
residuos adyacentes como entre cualquier par de residuos dentro del radio . definido. Esto
significa que no se discierne entre uniones del tipo covalente, puente de hidrogeno e
interacciones de Van der Waals.

Si consideramos dos residuos i y j unidos por un resorte, el potencial elastico armoénico al
cual estan sujetos sera:
2

V= %ku(sl] - Sg) = %kl} {[(x] - xi)z + (y] - yi)z + (Z] - Zl')z]E - Sg} (EC 421)

dondes;; = 1; —1; y s =’ — . r; y r; son las posiciones instantaneas fuera del equilibrio

de los residuos j e i.

LEU 156

wes" A,

Figura 1. Representacion esquematica de los nodos en el ANM. Cada nodo se conecta a sus vecinos
mediante resortes, dependiendo del radio de corte . si"j es la distancia de equilibrio entre los sitios iy j, cuyas

posiciones de equilibrio son r? y rj". Los vectores fluctuacion Ar;, Ar; y la distancia entre los residuos s;;, se
grafican con linea punteada.

La primera y segunda derivada del potencial V con respecto a las componentes de r; son:



av ov sl-oj

Sij
(Ec. 4.2.2)
2
9%V 0%V xi—x;) S
(Ec. 4.2.3)
Ecuaciones analogas se obtienen para las componentes yy z de r;.
Para el caso en que s;; = s?j las Ec. 4.2.2 y 4.2.3 se reducen a:
v 0
axl- B
(Ec. 4.2.4)
2
BZV — k.. (XJ — X
dx? Y sizj
(Ec. 4.2.5)
y las segundas derivadas cruzadas:
(')ZV _ 62V - k.. (x] - xl)(y] - yl)
axlayj 6x1(')yl H Sizj
(Ec. 4.2.6)

El potencial elastico en la posicion de equilibrio s}, V (s7;) = 0.

Para el caso general de N residuos unidos por M resortes, las ecuaciones de las segundas
derivadas del potencial pueden ser organizadas en una matriz Hessiana 3Nx3N, H.

Hyy Hipz .. Hix
H = H:21 HZN
HNl HNZ I—INN
(Ec. 4.2.7)
donde cada superelemento ij-€simo (i # j) H;; de H es
(')ZV/axlax] (')ZV/(')xl(')y] (')ZV/(')xlaZ]
HU = OZV/aylax] OZV/aylay] OZV/OyLGZ]
OZV/OZiax]- GZV/leay] OZV/GZiOZj
(Ec. 4.2.8)

Para el caso de los superelementos H;;, las ecuaciones Ec. 4.2.5y 4.2.6 pasan a ser,

62V_k” (xj—xl-)z
-
ax? Y Zj sk

(Ec. 4.2.9)



Y - z (= )(yj ¥i)

0x;0y; ax,ayl
(Ec. 4.2.10)

donde la sumatoria se realiza sobre todos los vecinos del residuo i (j = 1,M) conectado por
resorte.

Finalmente, los modos normales del ANM se obtienen diagonalizando la matriz H.
QHQ=A

donde Q es la matriz de autovectores Q; de H, esto es, los modos normales. A es la matriz
diagonal de autovalores A, y Q es la matriz traspuesta de Q. Los autovalores A, representan
los cuadrados de las frecuencias w; de los modos individuales Q,,

(Ec. 4.2.11)

Los modos normales Q, representan movimientos armonicos colectivos que involucran
desplazamientos concertados de un conjunto de atomos y su movimiento puede escribirse
como

Qi = Ay cos(wt)
(Ec. 4.2.12)

siendo A, la amplitud del autovector, asociado a la frecuencia wy,.

Como consecuencia del sistema de referencia utilizado aparecen seis frecuencias cero en
la diagonalizacion, las cuales estan asociadas con las tres direcciones de traslacién pura
de un cuerpo rigido y los tres angulos que definen la rotacion en un cuerpo rigido. Es decir,
existen 6 direcciones de movimiento que corresponden a caracteristicas de cuerpo rigido
exclusivamente y no dan informacion de las vibraciones internas, quedando entonces 3N —
6 autovalores distintos de cero.

El conjunto de modos normales {Qy}r=13v-¢ €S UN conjunto ortonormal que, como tal,
forman una base de los posibles desplazamientos del sistema en el entorno de la
conformacion de equilibrio. Cuando se expresa un modo normal en el sistema de
coordenadas cartesianas describe una fluctuacién concertada de los atomos del sistema
que vibran con la misma frecuencia. Los perfiles de los modos de baja frecuencia revelan
los mecanismos de movimientos colectivos o globales que involucran el desplazamiento de
grandes bloques o dominios de las proteinas [Erman-1998, Covell-1999]. Los residuos con
movimiento mas restringido en dichos modos (sus minimos) suelen tener un
comportamiento critico, por ejemplo, como centros de movimientos tipo "bending", que
gobiernan el movimiento concertado de dominios completos [Erman-1998, Covell-1999,
Bahar-2000, Bahar-2002a, Bahar-2002b, Covell-2002a, Covell-2002b, Jernigan-2004,
Bahar-2003]. Trabajos anteriores evidencian que el ANM reproduce adecuadamente las
amplitudes de movimiento relativo de los residuos descriptas por los modos de baja
frecuencia [Covell-1999, Kbneller-1999, Maritan-2004]. Estos modos involucran el
desplazamiento global de un gran numero de residuos y por lo tanto experimentan un
potencial efectivo insensible al detalle de las interacciones individuales especificas de cada
par de residuos involucrados [Thirumalai-2006]. Por el contrario, los modos de alta
frecuencia definen fluctuaciones mas localizadas y su correcta descripcion requiere de un
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tratamiento diferencial de las interacciones entre pares de residuos especificos. [Erman-
1998].

4.2.2 Modelo ENCoM

En el presente trabajo se utilizd el analisis de modos normales mencionado anteriormente
con diferencia en la funcién potencial utilizada. Esta diferencia consistio en utilizar el modelo
ENCoM [Najmanovich-2014, Najmanovich-2021], el cual desarrolla una funcién energética
potencial distinta a la mencionada anteriormente (Ec. 4.2.13) y una posterior
parametrizacion con el fin de maximizar la habilidad predictiva del algoritmo en términos de
superposicion y prediccion de mutaciones. Este nuevo potencial ya no sélo considera como
nodos los Ca y Cp, sino que tiene en cuenta otras interacciones, a saber:

Vencom = z Vi(r,mo) + z V,(0,6,) + z Vs(¢, do) + z V4(rij'rij,0)

enlaces angulos angulos i—j<3
diedros
— 2 2 2
= Z a; (r—rp)° + Z az(6 — 6p)° + Z asz(¢ — ¢o)
enlaces angulos angulos
dihedros
r 12 r 10
ij,0 ij,0
e Y o vafs() -o(22)
e Tij Tij
i<j-3

(Ec. 4.2.13)

donde r corresponde a las posiciones de los residuos en un conférmero y r,, las posiciones
de los residuos en la conformacion en equilibrio; 6 y 6, corresponden a los angulos de los
residuos en un conférmero y en la conformacién en equilibrio respectivamente; ¢ y ¢,
corresponden a los angulos diedros de los residuos en un conformero y en la conformacion
en equilibrio respectivamente; r;; y 1, corresponden a la distancia entre los residuos i y j
en un conférmero y en la conformacion en equilibrio, respectivamente, cuando la distancia
entre ellos es menor a 3 A. Los términos a son utilizados para la parametrizacion con a; =
[107%,108] para i = [1,4].

La principal diferencia entre este potencial y el de ANM yace en los términos g;; que

modulan las interacciones no enlazantes entre pares de aminoacidos segun el area
superficial en contacto. Especificamente,

N; Nj
Bij = z Z ET (k)T 1) Skl
X 1

(Ec. 4.2.14)

donde ey representa una energia de interaccion por pares entre los tipos de atomos

T(k) y T(l) de los atomos ky I respectivamente de los aminoacidos iy j que contienen N; y
N; atomos cada uno.
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4.3 VECTOR DIFERENCIA ENTRE CONFORMEROS - PROYECCION SOBRE LA
BASE DE LOS MODOS NORMALES

El vector diferencia (V) entre un par de estructuras (llamadas estructura 1y 2) de una misma
proteina describe el cambio conformacional involucrado en la misma. Para el calculo de
este vector se define cada elemento de este como

(yi —x)
Vi=o———

XY=
(Ec. 4.3.1)

donde x; e y; son las coordenadas de los Ca de la estructura 1y 2 respectivamente; y N es
el numero de residuos.

A continuacion, el vector normalizado V se proyecta sobre la base de los modos normales
de la estructura 1, segun:

3N-6 3N-6 / 3N 3N-6
Vo = Z (V-QQx = Z (viQu) |Qk = z ¢k Qx
=1 =1 \j=1 =1
(Ec. 4.3.2)
con
3N
Ck = Z(Vijk)
=1
(Ec. 4.3.3)

4.4 NUMERO DE PARTICIPACION Y SUBESPACIO DE MODOS NORMALES

El hecho de que los modos normales proporcionen una descripcion arménica desacoplada
de las vibraciones de las proteinas es fundamental para identificar los movimientos
vibracionales de equilibrio individuales que participan en los cambios conformacionales. No
obstante, la identidad de los modos normales debe rastrearse después de pequefias
perturbaciones y esta no es una tarea sencilla, ya que pueden introducir reordenamientos
en su orden de frecuencia. Ademas, la complejidad de la funcion energética potencial de
una proteina puede hacer que varien sustancialmente y, eventualmente, que se mezclen
fuertemente. Con el fin de minimizar estos efectos, en el presente trabajo no nos ocupamos
de los modos normales individuales, sino de los subespacios de modos normales asociados
a los cambios conformacionales.

El grado de deslocalizacion de V;, (Ec. 4.3.2) entre los diferentes modos normales de un
conférmero se puede obtener evaluando el numero de participacién (M) de modos como:

3N—6 -1
M= ( (Ck)4>
k=1
(Ec. 4.4.1)
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El numero de participacion se ha introducido originalmente como metodologia para describir
la medida de deslocalizacién espacial de un vector de modos normales [Bell-1970, Elliott-
1999, Zuniga-2011]. En ese caso, M tiene un valor de 3N ante una traslacion pura, y un
valor igual a uno para un modo altamente localizado. Mas alla de estos dos extremos, M
puede utilizarse para definir la deslocalizacidon en situaciones intermedias. Es decir, este
numero puede representar una medida de la deslocalizacion de un vector de modos
normales sobre la base de las coordenadas cartesianas atomicas. El valor de M,
redondeado al entero mas alto y cercano, contiene informacion sobre el numero de modos
necesarios para describir la direccion del cambio conformacional. Valores de M = 3N — 6
reflejan que el cambio conformacional se extiende entre todas las vibraciones del
conférmero, es decir, el espacio completo de los modos normales es necesario para lograr
una buena representacion del cambio conformacional. Valores de M = 1 indica que un unico
modo normal domina la direccion del cambio conformacional. De esta forma, los primeros
M modos ordenados por el indice f de valores decrecientes de (c,)? (Ec. 4.3.3) definen el

subespacio minimo (S), de modos {ka}k_1 W necesarios para lograr una buena descripciéon

del cambio conformacional. De este modo, S contiene los modos normales implicados en
el cambio conformacional entre las 2 estructuras analizadas.

4.5 SIMULACION DE MUTACIONES PUNTUALES

La utilizaciéon del modelo de potencial ENCoM sensible a mutaciones, permite analizar el
impacto de mutar cada aminoacido por los 19 restantes del conjunto de aminoacidos
esenciales, generando asi un nuevo conférmero por cada variante. Las mutaciones se
generaron mediante el programa Modeller [Sali-2016]. Para cada mutacion se utilizdé una
minimizacién de dos pasos. El primero optimiza solo el residuo mutado con el resto de la
proteina fijada. El segundo paso optimiza los atomos vecinos no mutados. Luego de cada
mutacion calculamos nuevamente los modos normales segun el modelo ENCoM.

4.6 COMPARACI()N DE LOS SUBI?SPACIOS DE MODOS NORMALES ENTRE
PROTEINA WILD-TYPE Y PROTEINA MUTADA
El procedimiento se basa en la construccion de la matriz Grammiana de los vectores
proyeccion (pjsis) de cada elemento correspondiente al subespacio de modos normales S
(3N x M) original sobre el subespacio de modos normales después de la mutacion, S' (3N x
M). Siendo {ka}k:LM el set de modos normales relevantes funcionalmente antes de la
mutacion y {Qifk}k=1,M el set de modos normales calculados después de la mutacion del
residuo i. Donde M es el numero de participacidn para cada proteina, es decir el nimero de
modos normales que contribuye al cambio conformacional. El vector p]-Sis formado a partir
de la proyeccion de cada vector de modos normales Q; sobre la base del subespacio

generado por {ka} es calculado mediante la siguiente férmula:

k=1, M

M
p]SiS = Z(Q} - Qi) Qy
=1
(Ec. 4.6.1)

13



La matriz Grammiana, G (M x M), formada por el set de vectores pjsls_ L S8 calcula como
=14

la matriz del producto interno, cuyas entradas estan dadas por
Gy = (pﬁis : pjsis)
(Ec. 4.6.2)
La diagonalizacion de la matriz G,
LLGLg = Ag
(Ec. 4.6.3)

nos permite utilizar los autovalores de G, {A}r=1 m, COMO una medida de la similitud entre
los dos subespacios. Dado que todos los autovalores de G (Grammiano) varian entre O y 1
[Krzanowski-1979], se puede definir una similitud de los dos subespacios como

ESiS — Zl]\(/[ }‘k
M

(Ec. 4.6.4)

Por lo tanto, 'S representa la similitud entre los subespacios de modos activos antes y

después de la mutacion de un residuo. Un valor de &S igual o cercano a 1 determina que
la perturbacién en ese residuo no modifica el subespacio de modos normales que
contribuye al cambio conformacional y, por ende, la mutacién no afectaria a la diversidad
conformacional. Cuanto menor sea el valor de £, mayor sera el efecto de la mutacién del
residuo i-ésimo sobre el subespacio de modos asociados con el cambio conformacional. Es
decir, la diversidad conformacional requerida por la proteina se vera afectada.

El valor de Esis aumenta con la dimensionalidad del subespacio S. Esto dificulta la

comparaciéon estadistica de &5 obtenido a partir de subespacios de distintas
dimensionalidades. Con el fin de resolver este problema, para cada proteina del set de
datos se normalizaron los valores de £5°S como:
sts
I it i
score O_S

(Ec. 4.6.5)

donde &5'S y ¢S son el promedio y la desviacién estandar de ¢5'S evaluados sobre todos los
residuos de la proteina.

4.7 CARACTERIZACION DE RESIDUOS DINAMICAMENTE IMPORTANTES EN EL
CAMBIO CONFORMACIONAL

Finalmente, definimos los residuos dinamicamente relevantes o residuos claves como

aquellos dentro del 10% de los valores mas bajos de Zﬁciore para cada par de estructuras en
el conjunto de proteinas estudiadas.

Los residuos dinamicamente relevantes obtenidos para los distintos pares de estructuras
de cada proteina fueron caracterizados, utilizando la base de datos UniProt, desde el punto
14



de vista de sus propiedades fisicoquimicas, la presencia de mutaciones anotadas en la
base de datos y sus efectos en la funcionalidad de la proteina, y las interacciones, tanto en
la propia estructura (participacion en cavidades, sitios cataliticos, estructuras secundarias
relevantes, etc.) como con otras subunidades y en la interacciéon con ligandos, con el fin de
entender su relevancia en la funcién biolégica de la proteina. Para tal fin, se incluyé el
analisis de conservacion evolutiva de dichos residuos utilizando la base de datos ConSurf-
DB [Ben-Tal-2020], [Ben-Tal-2009]. Esta base de datos utiliza un modelo no probabilistico
basado en la realizacién de alineamientos multiples de secuencia, la utilizacion del método
de vecinos cercanos (Neighbor-Joining) [Nei-1987] para la construccién de arboles
filogenéticos a partir de los cuales se obtienen las tasas evolutivas para cada posicion en
la secuencia de la proteina, y la creacién de una matriz de sustitucion a partir de una
metodologia Bayesiana [Pupko-2004] para obtener grados discretos de conservacion en
una escala del 1 al 9, donde 1 es altamente variable y 9 es altamente conservado, para
cada residuo de la proteina.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 CARACTERIZACION DEL SET DE PROTEINAS

Partiendo de la base de datos de diversidad conformacional CoDNaS, se procedié a una
depuracion utilizando distintos criterios. En primer lugar, se seleccionaron aquellas
proteinas que poseyeran un minimo de 3 estructuras cristalizadas con el fin de garantizar
la diversidad conformacional. En segundo lugar, se descartaron aquellas proteinas en las
cuales alguna de las estructuras presentaba discontinuidades en su secuencia de
aminodacidos. Esto conduciria a la existencia de estructuras que, correspondiendo a la
misma proteina, tuvieran distinto numero de residuos. En tercer lugar, se seleccionaron las
estructuras que no presentaran mutaciones o, en su defecto, sila mayoria de las estructuras
cristalizadas poseian un mismo tipo de mutacion, se descartaron aquellas que no tenian
esa mutacion. En cuarto lugar, se eliminaron estructuras cuyo valor de RMSD con alguna/s
de las demas estructuras pertenecientes a la misma proteina sea menor a 0.8 A. Esto es,
consideramos que valores de RMSD menores a 0.8 A implican la inexistencia de un cambio
conformacional significativo en la proteina. Esto condujo a la seleccién de un conjunto de 7
proteinas representativas con un numero variable de conférmeros cada una (Figura 2.a).

En el histograma de RMSD (A) que se muestra en la Figura 2.b es posible notar que la
distribucién presenta un méaximo para RMSD cercanos a 1,5 A, una media de 2,1 A y una
desviacion estandar de 1,0 A.

El valor del numero de participacion (p-number), indica el numero minimo de modos
normales necesarios para una correcta descripcién del vector diferencia V entre
conférmeros. Este permite definir el subespacio de modos activos correspondientes al
cambio conformacional observado en los distintos pares de estructuras. La distribucion de
p-number obtenidos para las proteinas analizadas presenta un promedio de 36 con una
desviacion estandar de 30. En la Figura 2.c se muestra la distribucion del porcentaje que
representan los valores de p-number sobre la cantidad de modos normales. De esta manera
se observa el porcentaje del espacio total que representa el subespacio de modos activos.
Cabe destacar que en ningun caso el subespacio de modos activos supera el 20% del total
de modos normales y que, en la mayoria de los casos, el numero de participacion involucra
s6lo un 5% del total de modos normales, lo cual comprueba que es necesario solamente
unos pocos modos normales para describir el movimiento de un grupo colectivo de atomos
en la proteina.
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Figura 2. Caracterizacion del conjunto de proteinas. a) Numero de conférmeros por proteina. b)
Distribuciéon de RMSD global entre conférmeros. ¢) Distribucidon de nimero de participacion sobre la cantidad
de modos normales.
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5.2 IDENTIFICACION DE RESIDUOS EN POSICIONES CLAVES

El calculo de los modos normales obtenidos para el sistema presentando la mutacion
puntual de un residuo es comparado con el calculo de modos normales de la proteina
original. Ambos sets de modos definen distintos subespacios de modos activos, cuya
comparacion permitié cuantificar la respuesta a la mutacién del residuo considerado. Los
valores relativos de las respuestas a mutaciones en los distintos residuos que componen
una proteina permitieron definir el conjunto de residuos activos.

Con el fin de ejemplificar los resultados que se obtuvieron a partir del procedimiento
desarrollado en este seminario de investigacion, se presentan los resultados obtenidos para
5 de las 7 proteinas que forman el conjunto de proteinas de estudio. En la Figura 3 es
posible observar el porcentaje de coincidencia de los residuos claves obtenidos para cada
proteina segun la cantidad de cambios conformacionales en los que se encuentran como
residuos relevantes para mantener la diversidad conformacional. Tomando en cuenta el
porcentaje de coincidencia de los residuos claves obtenidos para todos los cambios
conformacionales posibles de cada proteina, se obtuvo una media del 7 + 6 %; mientras
que tomando en cuenta el porcentaje de coincidencia de los residuos claves obtenidos para
todos los cambios conformacionales menos uno, se obtuvo una media del 11 £ 14 %. A fin
de abarcar un numero 6ptimo de residuos activos presentes en el mayor numero posible de
cambios conformacionales, se seleccionaron hasta el 12% de los residuos activos totales
que coinciden en el mayor numero de cambios conformacionales. Esto es, residuos activos
presentes en una cantidad de cambios conformacionales menor, no fueron considerados
por tratarse de residuos especificos relacionados con un bajo numero de cambios
conformacionales. Para cada una de las proteinas analizadas, se detalla a continuacion la
respuesta a las mutaciones y el set de residuos activos relacionados con su implicancia
estructural y funcional.
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5.3 UNG_HUMAN - Uracil-ADN glicosilasa

La proteina UNG_HUMAN (PDB ID: 1AKZ), también conocida como uracil-ADN glicosilasa,
tiene como funcion principal eliminar los residuos de uracilo (U) del ADN que pueden surgir
como resultado de la incorporacion incorrecta de nucleétidos de dUMP por parte de la ADN
polimerasa o debido a la desaminacion de 5-metilcitocinas (C) en Homo sapiens. La enzima
AID (del inglés activation-induced cytidine deaminase) es expresada por las células B de H.
sapiens y cambia citocinas por uracilos en el ADN, lo cual puede llevar a un mismatch que
sera reparado por la maquinaria de correccion de errores de la célula o a una escision de
bases mediada por UNG_HUMAN. Esto permite que el mecanismo de reparacion del ADN
de la célula introduzca mutaciones al reparar ese error. Algunas mutaciones pueden darse
en las secuencias de las cadenas pesadas y livianas de los paratopes, llevando a la
generacion de un BCR (receptor de células B) de mayor afinidad (hipermutacion somatica).
Por otra parte, debido a que en las regiones génicas cercanas a los dominios constantes
del BCR se encuentran secuencias con alto contenido C-G, cuando alguna de estas
regiones se encuentre en transcripcion activa ocurriran varios cambios de C por U y esas
bases seran removidas. Esto genera multiples nicks en ambas cadenas de dichas regiones
génicas que conducen a la accion del mecanismo de reparacion de la doble hebra (DSBR,
del inglés Double Strand Break Repair), el cual recombina las regiones cercanas a los sitios
de lesion. De esta forma, se produce el cambio de una clase de receptor a otra (cambio de
clase) [Qiu-2020].

Debido a la relevancia de la funcién de la proteina UNG_HUMAN en la diversidad
secundaria y el cambio de clase del receptor de las células B de los seres humanos, se
sabe que mutaciones en el gen de la proteina pueden generar un sindrome de
inmunodeficiencia poco comun caracterizado por niveles séricos de IgM normales o
elevados con ausencia de IgG, IgA e IgE, lo cual resulta en una profunda susceptibilidad a
infecciones bacterianas [Durandy-2003].

A partir de la simulacion de los efectos de mutaciones en los subespacios de modos
normales, se calcularon los coeficientes de correlacion de Spearman entre los valores

normalizados de &% (Ec. 4.6.5), promediados sobre el conjunto de las 19 mutaciones
posibles para cada sitio i, de los distintos cambios conformacionales (Figura 4.a). Esto
indica un alto grado de coincidencia del impacto relativo de las distintas mutaciones por sitio
para los distintos cambios conformacionales. Sin embargo, en la Figura 4.b es posible
observar que el cambio conformacional que involucra las estructuras 2HXM_A 'y 1AKZ_A
es mas susceptible a las mutaciones. Por otra parte, los valores de RMSD globales (Figura
4.d), asi como los valores de RMSD posicionales (Figura 4.c) entre cada par de estructuras
involucradas evidencian la disimilitud estructural entre ellas y, por ende, la existencia de 3
cambios conformacionales identificados para UNG_HUMAN.

En la Figura 4.e es posible observar que no existe correlacién lineal entre los valores de
perturbacion promedio y RMSD posicional para ninguno de los cambios conformacionales
analizados, lo cual indica que el impacto que las mutaciones de cada residuo tienen sobre
el subespacio vibracional involucrado en un cambio conformacional no esta asociado al
grado de desplazamiento estructural de ese residuo durante dicho cambio conformacional.
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A partir de la metodologia empleada, se lograron obtener 22 residuos claves por conférmero
para UNG_HUMAN, resultando 6 de ellos presentes en todos los cambios
conformacionales analizados, a saber: M82, F84, F85, R113, G155, G295, segun
numeracién en PDB.

Tal como puede observarse en la Figura 5.a, los residuos claves M82, F84 y F85 forman
parte de una estructura de loop al final de la cadena aminoacidica, poseen propiedades
hidrofdbicas y los ultimos dos forman parte de una cavidad en la proteina segun la base de
datos CaviDB (Figura 5.b). A pesar de ser residuos claves para todos los cambios
conformacionales analizados y sin presentar correlacién entre el RMSD posicional y los
valores de perturbacion, este grupo de residuos poseen un RMSD posicional elevado
respecto al resto de los residuos de la proteina (Figura 4.c).

Por otra parte, los residuos claves R113, G155 y G295 poseen anotaciones de mutaciones
en la base de datos UniProt, reportadas por Durandy et al. como causantes del sindrome
de inmunodeficiencia hiper-IgM de tipo 5 (HIGMS5). Estos residuos se ubican en regiones
distantes entre si dentro de la proteina formando parte de distintas estructuras secundarias.
El residuo R113 es un aminoacido cargado positivamente que forma parte de la misma
cavidad mencionada anteriormente, siendo parte de una hélice-a, y posee interacciones del
tipo puente de hidrogeno con otra hélice-a adyacente (Figura 5.c). Estas interacciones
podrian ser la causa de la relevancia del residuo R113 en la diversidad conformacional de
la proteina y, por ende, en su funcién biolégica. El residuo G155, por su parte, posee
caracteristicas polares y se encuentra formando parte de un /oop en el core de la proteina,
cuyo RMSD posicional es significativamente inferior a los demas loops. A su vez, este
residuo forma parte de un sitio activo ubicado en el interior de un tunel formado por la
estructura secundaria de la proteina (Figura 5.e y 5.f), siendo una posicién altamente
conservada segun la base de datos ConSurf. Estas observaciones concuerdan con la teoria
neutra de la evolucion molecular y la hipétesis de que, mediante esta metodologia, es
posible identificar residuos dinamicamente relevantes para preservar la diversidad
conformacional. Finalmente, el residuo G295 también posee caracteristicas polares y forma
parte del extremo de una hélice-a con bajo RMSD posicional (Figura 5.d), pero no forma
parte de ningun sitio activo ni se encuentra conservado evolutivamente. Sin embargo, la
mutacion anotada para esta posicion en UniProt indica causa de HIGMS, con lo cual este
residuo también es relevante para la funcionalidad de la proteina.
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Figura 5. Residuos claves e interacciones estructurales en UNG_HUMAN. a) Residuos claves M82, F84
y F85. b) Visualizacién de la superficie que conforma la cavidad en la que participan los residuos claves F84
y F85. c¢) Residuo clave R113 y sus interacciones con otros residuos. d) Residuo clave G295 y sus
interacciones con otros residuos. e) Visualizacion de la superficie que conforma la cavidad en la que se
encuentra el sitio activo, en rojo el residuo clave G155; imagen realizada con el visualizador PyMOL. f)
Cavidad en forma de tunel en la que se encuentra el residuo clave G155; imagen tomada de la base de datos
CaviDB. Las imagenes a), b) y c) fueron realizadas con el visualizador GLmol [Rose-2021].

23



5.4 HutP - Proteina anti-terminacion de union a ARN

Las enzimas Hut de Bacillus subtilis permiten el transporte y degradacion de histidina para
ser utilizada como fuente de carbono, energia y nitrégeno cuando este aminoacido se
encuentra disponible en el medio en altas concentraciones [Bender-2012]. Dichas enzimas
se encuentran codificadas en el genoma de B. subtilis en forma del operén hutPHUIG
(Figura 6.a). Este operdn es regulado por un terminador de la transcripcion situado entre
los marcos abiertos de lectura de HutP y HutH (Figura 6.b), impidiendo, asi, la transcripcion
de los genes que codifican para las enzimas de transporte y degradacién de histidina. Ante
la acumulacion de histidina intracelular, un hexamero de HutP (PDB ID: 1WPS) se une a
este aminodacido obteniendo una conformacion que le permite la union al ion Mg*2. Luego
de la union de estos dos ligandos, la proteina HutP obtiene una conformacioén que le permite
la unién a dos regiones ricas en G-C de hutC. La unién de HutP a la horquilla terminadora
de la transcripcion hutC permite la desestabilizacion de esta y, consecuentemente, la
continuacion de la transcripcion del resto del operon hutPHUIG.

a
hutP
hutU hut! hutG
BB
(1 kb)

b

+1)

hutP
hgltOA cre hutC
CodY depa Hutp
(100bp)

Figura 6. a) Operén hutPHUIG: hutP, proteina reguladora anti-terminacion de union a ARN; hutH, histidasa;
hutU, urocanasa; hutl, propionato de imidazolona hidrolasa; hutG, formiminoglutamato hidrolasa; hutM,
transportador de histidina. b) Mecanismo de regulacién de la transcripcion del operén hutPHUIG: luego
del sitio de inicio de la transcripcion (region operadora hutO,a) se encuentra la proteina reguladora anti-
terminacion de unién a ARN (hutP); downstream a ésta se encuentra la region de union de hutP (hutC) y, a
continuacion, el resto de los marcos abiertos de lectura del operon hutPHUIG. Figura obtenida de Bender R.
A. (2012).

El valor de perturbacion, promediado sobre las 19 mutaciones posibles por sitio para todos
los cambios conformacionales posibles, evidencia correlaciéon entre varios de estos
cambios conformacionales, pero no en la totalidad de los casos. (Figura 7.a). Esto indica
que las mutaciones afectan de forma heterogénea al conjunto de cambios
conformacionales, lo cual también es posible observar en la Figura 7.b, demostrando la
utilidad de abarcar la mayor parte posible del espacio conformacional de la proteina para el
analisis del efecto de mutaciones sobre su dinamismo. Por otra parte, los valores de RMSD
globales (Figura 7.d), asi como los valores de RMSD posicionales (Figura 7.c) entre cada
par de estructuras involucradas evidencian una fuerte disimilitud estructural entre ellas vy,
por ende, la existencia de 6 cambios conformacionales identificados para HutP.
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Al igual que en UNG_HUMAN, la Figura 7.e muestra que no existe correlacion lineal entre
los valores de perturbacion promedio y RMSD posicional para ninguno de los cambios

conformacionales analizados.
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Figura 7. Caracterizacion de HutP. a) Coeficientes de correlaciéon entre valores de perturbacién promedio
de los modos normales para los distintos cambios conformacionales. b) Distribucion de los valores de
perturbacion promedio por posicién para los distintos cambios conformacionales; se destacan con triangulos
negros hacia arriba los valores de perturbacion de los residuos claves que se comparten para los 6 cambios
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conformacionales y con triangulos negros hacia abajo los que se comparten para 5 de los 6 cambios
conformacionales. ¢) Distribucién de los valores de RMSD posicionales para los distintos cambios
conformacionales; se destacan con la misma configuracion de triangulos negros que en b) los valores de
RMSD posicionales de los residuos claves. d) Valores de RMSD globales entre los distintos conférmeros. e)
Coeficientes de correlacion entre los valores de perturbacion promedio y RMSD posicional para cada cambio
conformacional.

A partir de la metodologia empleada, se lograron obtener 13 residuos claves por conférmero
para HutP, resultando 1 de ellos (residuo 1148) en una posicidn relevante presente en todos
los cambios conformacionales analizados, y 4 de ellos (residuos M45, K58, T78 y 1120) en
posiciones relevantes para 5 de los 6 cambios conformacionales analizados. Todos estos
residuos se encuentran altamente conservados evolutivamente segun la base de datos
ConSurf.

Tal como puede observarse en la Figura 8.a, el residuo clave 1148 corresponde a un
aminoacido de caracter hidrofébico que forma parte del final de una lamina-8 en el extremo
C-terminal de la proteina, formando una interaccién de interfase del tipo puente de
hidrégeno con una hélice-a de la misma cadena, probablemente estabilizando ambas
estructuras secundarias. Ademas, este residuo forma parte de una cavidad, segun la base
de datos CaviDB (Figura 8.b). Por otra parte, la lamina-8 y la hélice-a con las que dicho
residuo clave interacciona forman parte de la unién del ligando histidina, que se situa en la
interfase entre dos cadenas de la proteina interaccionando con ambas cadenas (Figura
8.c). Segun la relevancia a nivel estructural y funcional de este residuo clave, resulta
coherente con la hipdtesis planteada en este trabajo que el mismo se encuentre altamente
conservado, tal como se observo en la base de datos de conservacion evolutiva ConSurf.

Por otro lado, el residuo clave M45 corresponde a un aminoacido de caracter hidrofébico
que se ubica en un loop entre una hélice-a y una lamina-B interaccionando con varias
estructuras mediante puentes de hidrogeno (Figura 8.d). Posiblemente, notando el alto valor
de RMSD posicional que posee este residuo (Figura 7.c), se trate de una region con alta
libertad de movimiento para un gran conjunto de residuos, siendo la lamina-@ la region de
la proteina que posee las interacciones con el ARNm y permitiendo, asi, parte del
movimiento que produce la relajacion de la horquilla en el ARN. Por otra parte, el residuo
clave K58 corresponde a un aminoacido de caracteristicas basicas que se ubica en una
hélice-a interaccionando con otra hélice-a adyacente que contiene al residuo clave T78
(Figura 8.e). Este ultimo, por su parte, corresponde a un aminoacido de caracter polar que
se ubica en el centro de la hélice-a mencionada. Por ultimo, el residuo clave 1120
corresponde a un aminoacido de caracter hidrofébico ubicado en la lamina-3 de la proteina
interaccionando con otros residuos dentro de esta propia estructura (Figura 8.f).

26



Figura 8. Residuos claves e interacciones estructurales en HutP. a) Residuo clave 1148 y sus
interacciones con otros residuos. b) Cavidad en la que se encuentra el residuo clave 1148; imagen tomada de
la base de datos CaviDB. c) Interacciones con el ligando histidina; en verde se resalta el ligando y en rojo se
resalta el residuo clave 1148. d) Residuo clave M45 y sus interacciones con otros residuos. e) En verde se
resalta el residuo clave K58 y en naranja el residuo clave T78, ambos con sus interacciones con otros
residuos. f) Residuo clave 1120 y sus interacciones con otros residuos. Las imagenes a, c, d, e y f fueron
realizadas con el visualizador GLmol.
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5.5 MetJ — Represor del regulén met

La proteina Metd (PDB ID: 1MJK) consiste en un homodimero que, al unirse al ligando S-
adenosilmetionina (SAM), adopta una conformacion que le permite unirse a una secuencia
palindrémica repetitiva de 8 pares de bases (AGACGTCT), conocida como “caja met’,
presente en distintos operadores en el genoma de Escherichia coli. De esta forma, el
represor MetdJ regula de forma global varios genes ubicados en distintas regiones del
genoma relacionados a la biosintesis del aminoacido metionina, ya que estos genes
codifican enzimas involucradas en la biosintesis de este aminoacido y en la transformacion
de metionina a SAM [Phillips-1992, Reitzer-2014]. A su vez, la expresion de esta proteina
es autorregulada, ya que en la region promotora del gen metJ también se encuentra una
caja met [Zakin-1984]. Este mecanismo de regulacion ocurre cuando E. coli crece en un
medio con alta concentracion de metionina.

A partir de la simulacién de mutaciones en los subespacios de modos normales, se observo
una fuerte correlacién entre los distintos cambios conformacionales (Figura 9.a 'y 9.b). Esto
indica que las mutaciones afectan de forma homogénea al conjunto de conférmeros
analizados para esta proteina. Por otra parte, al igual que en las proteinas anteriores, los
valores de RMSD globales (Figura 9.d), asi como los valores de RMSD posicionales (Figura
9.c) entre cada par de estructuras involucradas evidencian la disimilitud estructural entre
ellas y, por ende, la existencia de 21 cambios conformacionales identificados para MetJ.
Tampoco en esta proteina se observa correlacion lineal entre los valores de perturbacion
promedio y RMSD posicional para ninguno de los cambios conformacionales analizados
(Figura 9.e)
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Figura 9. Caracterizacion de MetJ. a) Coeficientes de correlacion entre valores de perturbacién promedio
de los modos normales para los distintos cambios conformacionales. b) Distribucion de los valores de
perturbacion promedio por posicion para los distintos cambios conformacionales; se destacan con triangulos
negros hacia arriba los valores de perturbacion de los residuos claves que se comparten para todos los
cambios conformacionales, y con triangulos negros hacia abajo los que se comparten para 19 6 20 cambios
conformacionales. c¢) Distribucién de los valores de RMSD posicionales para los distintos cambios
conformacionales; se destacan con triangulos negros hacia arriba los valores de RMSD posicionales de los
residuos claves que se comparten para todos los cambios conformacionales, y con tridngulos negros hacia
abajo los que se comparten para 19 6 20 cambios conformacionales. (ContinGia pagina 27)
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Figura 9. Caracterizacion de MetJ. (Continuacion) d) Valores de RMSD globales entre los distintos
conférmeros. e) Coeficientes de correlacion entre los valores de perturbacién promedio y RMSD posicional
para cada cambio conformacional.
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A partir de la metodologia empleada, se lograron obtener 16 residuos claves por conférmero
para MetR, resultando 5 de ellos (residuos W3, G5, G15, G67, Y104) en posiciones
relevantes presente en todos los cambios conformacionales analizados, 1 de ellos (residuo
G96) en una posicion relevante presente en 20 de los 21 cambios conformacionales, y 1 de
ellos (residuo R42) en una posicion relevante para 19 de los 21 cambios conformacionales
analizados.

El residuo clave W3 corresponde a un aminoacido de caracter hidrofdbico, altamente
conservado, presente en el extremo N-terminal de la proteina interaccionando con una
hélice-a que participa en la union a SAM (Figura 10.a). Adyacente a este residuo se
encuentra el residuo clave G5 que corresponde a un aminoacido de caracter polar que no
posee interacciones relevantes desde el punto de vista funcional ni estructural, lo cual es
coherente con su grado de conservacion evolutiva promedio. Por otra parte, el residuo clave
G15 corresponde también a un aminoacido de caracter polar que se encuentra en una
estructura de loop con alto RMSD posicional (Figura 9.c) y posee interacciones con el
esqueleto de fosfatos del ADN (Figura 10.b). Debido a la relevancia funcional de este
residuo es de esperar que se encuentre altamente conservado evolutivamente, tal como lo
confirma la base de datos ConSurf. De la misma manera, el residuo clave G67 corresponde
a un aminoacido de caracter polar relevante desde el punto de vista funcional, ya que
interacciona mediante puente de hidrégeno con el ligando SAM (Figura 10.c), siendo
altamente conservado evolutivamente. Por otro lado, el residuo clave Y104 corresponde a
otro aminoacido de caracter polar, presente en el extremo C-terminal de la proteina, que
mantiene interacciones del tipo hidrofébicas y puentes de hidrégeno con otros loops y se
encuentra altamente conservado evolutivamente.

Por otra parte, el residuo clave G96, presente en 20 de los 21 cambios conformacionales,
corresponde a un aminoacido de caracter polar ubicado al final de una hélice-q,
posiblemente dandole estabilidad a la misma, pero sin interacciones relevantes desde el
punto de vista funcional. Este residuo se encuentra moderadamente conservado
evolutivamente. Mientras que el residuo clave R42, presente en 19 de los 21 cambios
conformacionales, corresponde a un aminoacido de caracter basico ubicado en una hélice-
a y presenta multiples interacciones del tipo puente de hidrégeno con la propia estructura
secundaria, con otra estructura de loop de la proteina y con el ligando SAM (Figura 10.d).
Debido a la relevancia desde el punto de vista estructural y funcional, es de esperar que
este residuo se encuentre conservado evolutivamente, tal como lo indica la base de datos
ConSurf.
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Figura 10. Residuos claves e interacciones estructurales en MetJ. a) Residuo clave W3 y sus
interacciones con otros residuos. b) Residuo clave G15 y sus interacciones con el esqueleto de fosfatos del
ADN (resaltado en verde). ¢) Residuo clave G67 y sus interacciones con otros residuos y con el ligando SAM
(resaltado en amarillo). d) Residuo clave R42 y sus interacciones con otros residuos y con el ligando SAM
(resaltado en amarillo). Todas las imagenes fueron realizadas con el visualizador Glmol a partir de la
estructura cristalizada con ligando 1CMA.
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5.6 DsbC — Proteina intercambiadora de tiol:disulfuros

DsbC (PDB ID: 1JZD) consiste en una disulfuro isomerasa que se encuentra en el
periplasma de E. coli. Se trata de un homodimero con forma de V similar a la forma que
adoptan las inmunoglobulinas. Como el ambiente periplasmico es oxidativo, proteinas con
grupos tioles libres secretadas a este espacio subcelular seran expuestas a la sulfenilaciéon
de sus cisteinas y, posteriormente, a la oxidacion irreversible de estos grupos funcionales
a acido sulfinico y sulfénico. DsbG y DsbC son parte de un sistema reductor periplasmico
que controla el nivel de sulfenilacion de cisteina y proporciona equivalentes reductores para
rescatar proteinas secretadas oxidativamente dafadas. Actua transfiriendo su enlace
disulfuro a otras proteinas y se reduce en el proceso. Finalmente, DsbC es reoxidada por
DsbD para volver a tener su sitio catalitico activo [Collet-2009, Metcalf-2002].

A partir de la simulacién de mutaciones en los subespacios de modos normales, se observo
una fuerte correlacion entre los distintos cambios conformacionales (Figura 11.a'y 11.b).
Esto indica que las mutaciones afectan de forma homogénea al conjunto de conférmeros
analizados para esta proteina. Por otra parte, los valores de RMSD posicionales (Figura
11.c), asi como los valores de RMSD globales (Figura 11.d) entre cada par de estructuras
involucradas evidencian la disimilitud estructural entre ellas y, por ende, la existencia de 6
cambios conformacionales identificados para DsbC.

En la Figura 11.e es posible observar que no existe correlacion lineal entre los valores de
perturbacion promedio y RMSD posicional para ninguno de los cambios conformacionales
analizados, lo cual quiere decir que las diferencias en los subespacios de modos normales
se deben efectivamente a la mutacion simulada y no a diferencias estructurales entre los
conférmeros de la proteina.
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Figura 11. Caracterizacion de DsbC. a) Coeficientes de correlacion entre valores de perturbacion promedio
de los modos normales para los distintos cambios conformacionales. b) Distribucion de los valores de
perturbacion promedio por posicién para los distintos cambios conformacionales; se destacan con triangulos
negros los valores de perturbacion de los residuos claves. c) Valores de RMSD globales entre los distintos

conformeros. d) Distribucion de

los valores de RMSD posicionales para

los distintos cambios

conformacionales; se destacan con triangulos negros los valores de RMSD posicionales de los residuos
claves. e) Coeficientes de correlacion entre los valores de perturbacion promedio y RMSD posicional para
cada cambio conformacional.
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A partir de la metodologia empleada y teniendo en cuenta que las estructuras utilizadas
para esta proteina contenian una mutacion en la posicion 121 anotada en la base de datos
UniProt, se lograron obtener 20 residuos claves por conformero para DsbC, resultando 4
de ellos (residuos P23, D53, M66, A172) en posiciones relevantes presente en todos los
cambios conformacionales analizados y 1 de ellos (residuo Q20) en una posicion relevante
presente en 5 de los 6 cambios conformacionales.

El residuo clave P23 (Figura 12.a) corresponde a un aminoacido de caracter hidrofobico
que forma parte de un loop. Si bien forma parte de una cavidad (Figura 12.c), este residuo
no posee interacciones con otras estructuras y, como es de esperar, se encuentra muy
poco conservado evolutivamente. Por otro lado, formando parte de la misma cavidad, se
ubica el residuo clave D53 (Figura 12.b) correspondiente a un aminoacido de caracter acido
que forma parte de un loop de alto RMSD posicional (Figura 11.c), cuya estructura posee
varios puntos de interaccion con la otra cadena del homodimero. Todos los residuos que
conforman dicho loop fueron obtenidos como residuos claves para alguno o varios
conférmeros, siendo el residuo D53 el que coincide para todos los conférmeros de la
proteina.

Por otra parte, el residuo clave M66 (Figura 12.d) corresponde a un aminoacido de caracter
hidrofébico ubicado en una hélice-a que interacciona con una lamina- dentro de la misma
cadena. Mientras que el residuo clave Q20 (Figura 12.e) corresponde a un aminoacido de
caracter polar que se encuentra en una lamina-f y mantiene interacciones con esta
estructura posiblemente estabilizandola. Tanto el residuo M66 como el residuo Q20 forman
parte de una misma cavidad (Figura 12.g) que tiene interaccion con el ligando MES (&cido
2-etanosulfonico), segun anotaciones en la base de datos PDBe-KB.

Finalmente, el residuo clave A172 (Figura 12.f) corresponde a un aminoacido de caracter
hidrofébico que se ubica en una hélice-a, manteniendo interacciones con dicha estructura
y formando parte de un sitio activo con interaccion directa con el ligando MES.

A pesar de la relevancia estructural y funcional de los residuos claves mencionados,
ninguno se encuentra conservado evolutivamente segun la base de datos ConSurf. Resulta
interesante utilizar otros métodos de conservacion evolutiva para el andlisis de esta
proteina.
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Figura 12. Residuos claves e interacciones estructurales en DsbC. a) Residuo clave P23 y sus
interacciones con otros residuos. b) Residuo clave D53 y sus interacciones con otros residuos. c)
Visualizacion de la superficie que conforma la cavidad en la que participan los residuos claves P23 y D53. d)
Residuo clave M66 y sus interacciones con otros residuos. e) Residuo clave Q20 y sus interacciones con
otros residuos. f) Visualizacién de la superficie que conforma la cavidad en la que participan los residuos
claves M66 y Q20 y el sitio activo dentro de la misma, del cual forma parte el residuo clave A172. Todas las
imagenes fueron realizadas con el visualizador GLmol.
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5.7 Hsp20 — Heat shock protein

La proteina Hsp20 (PDB ID: 4YL9) pertenece a la superfamilia de las Heat shock proteins
y se encuentra en el organismo Sulfolobus solfataricus que pertenece al dominio Archaea.
Se trata de una proteina que funciona como chaperona para evitar la agregacién de
proteinas mal plegadas durante el estrés térmico. En el extremo N-terminal se encuentra
una hélice-a mediante la cual interaccionan los tetrameros de Hsp20. El cuerpo de la
proteina estd compuesto por dos laminas-f3 enfrentadas que conforman la regién por la cual
se une a las proteinas mal plegadas, siendo la regién estructural mas conservada de las
Hsp. Esta region ademas interviene en la formacién de dimeros, los cuales son estables en
solucion y se pueden unir entre si formando oligdmeros simétricos que pueden contener 4-
18 dimeros. Estos oligdmeros se pueden organizar en distintas conformaciones para unirse
a distintas proteinas malformadas. La region C-terminal de la proteina tiene un motivo lle-
X-lle que participa en la formacion de los oligdmeros mediante interacciones hidrofébicas
con un surco hidrofébico de otro dimero [Yun-2015].

A partir de la simulacion de mutaciones en los subespacios de modos normales, no se
obtuvo una correlacién entre los distintos cambios conformacionales (Figura 13.a). Esto
indica que las mutaciones afectan de forma heterogénea al conjunto de conférmeros
analizados, lo cual también es posible observar en la Figura 13.b, demostrando la utilidad
de abarcar la mayor parte posible del espacio conformacional de la proteina para el analisis
del efecto de mutaciones sobre la misma. Por otra parte, los valores de RMSD globales
(Figura 13.d), asi como los valores de RMSD posicionales (Figura 13.c) entre cada par de
estructuras involucradas evidencian una fuerte disimilitud estructural entre ellas y, por ende,
la existencia de 5 cambios conformacionales identificados para Hsp20.

En la Figura 13.e es posible observar que no existe correlacion lineal entre los valores de
perturbacion promedio y RMSD posicional para ninguno de los cambios conformacionales
analizados, lo cual quiere decir que las diferencias en los subespacios de modos normales
se deben efectivamente a la mutacion simulada y no a diferencias estructurales entre los
conférmeros de la proteina.
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Figura 13. Caracterizacion de Hsp20. a) Coeficientes de correlacion entre valores de perturbaciéon promedio
de los modos normales para los distintos cambios conformacionales. b) Distribuciéon de los valores de
perturbacion promedio por posicién para los distintos cambios conformacionales; se destacan con triangulos
negros hacia arriba los valores de perturbacion de los residuos claves que se comparten para 4 de los 5
cambios conformacionales y con triangulos negros hacia abajo los que se comparten para 3 de los 6 cambios
conformacionales. c¢) Distribucién de los valores de RMSD posicionales para los distintos cambios
conformacionales; se destacan con la misma configuraciéon de triangulos negros que en b) los valores de
RMSD posicionales de los residuos claves. d) Valores de RMSD globales entre los distintos conférmeros. e)
Coeficientes de correlacion entre los valores de perturbacion promedio y RMSD posicional para cada cambio
conformacional.
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Se obtuvieron 11 residuos claves por conférmero para Hsp20, resultando 2 de ellos
(residuos G10 y G107) en posiciones relevantes presentes en 4 de los 5 cambios
conformacionales analizados, y 4 de ellos (residuos M30, G34, A77, Y104) en posiciones
relevantes presentes en 3 de los 5 cambios conformacionales analizados.

Segun las observaciones realizadas por Cai-Hong et al., se consideran los residuos 16y 20
como residuos claves para la actividad de la proteina, debido a sus propiedades
hidrofébicas, y se encuentran presentes en una estructura de hélice-a. Esta estructura
puede presentar una relajacion en los residuos 16-17 que disparan un cambio
conformacional que resulta en un movimiento del tipo bending y la disrupcién de la hélice-
a para favorecer conformaciones mas flexibles que presenten mayor actividad (Figura
14.a). Si bien la metodologia empleada en el presente trabajo no revel6 estas posiciones
como residuos claves, si se obtuvieron residuos cercanos en las posiciones 15 y 18 de
caracteristicas acidas y basicas, y considerados como residuos claves para 1 6 2 cambios
conformacionales respectivamente (Figura 14.b). A su vez, el residuo clave G10, de
caracter polar, también se encuentra dentro de la hélice-a estableciendo interacciones con
la cadena de otro dimero cuando la proteina se encuentra formando un tetramero. Cabe
destacar que el residuo G10 forma parte de la misma cavidad que el residuo 15, segun la
base de datos CaviDB. Asimismo, todos los residuos que conforman la hélice-a no se
encuentran conservados desde el punto de vista evolutivo, lo cual resulta comprensible al
observar la alta flexibilidad que requiere esta estructura para formar distintos oligébmeros
que permitan el reconocimiento de distintas proteinas mal plegadas.

Por otra parte, Cai-Hong et al. destacaron que, tanto la mutacién del residuo A102D que
lleva al reemplazo del aminoacido original con propiedades hidrofébicas por un aminoacido
de caracter acido, asi como la delecion de los ultimos residuos donde se encuentra el motivo
lle-X-lle (residuos 111-113), conllevan a la disminucion en la actividad de la proteina debido
a la incapacidad de formar oligdmeros mayores que octadmeros, lo cual reduce las
combinaciones posibles para el reconocimiento de proteinas mal plegadas. Mediante
nuestra metodologia, se obtuvo el residuo A102 (Figura 14.c) como un residuo clave
presente en el cambio conformacional dado por los conformeros 4YLC_G-4YLC_A, siendo
el cambio conformacional que presentd mayor perturbacion del subespacio de modos
normales (Figura 13.b). Este residuo forma parte de 2 cavidades y se encuentra altamente
conservado evolutivamente (Figura 14.d). Ademas, se obtuvieron los residuos L109 y 1111
(Figura 14.e) como residuos claves del cambio conformacional dado por 4YLC_G-4YLC B,
siendo otro cambio conformacional que también implic6 grandes perturbaciones del
subespacio de modos normales. Estos ultimos residuos no forman parte de ninguna
cavidad, pero también se encuentran conservados evolutivamente.

El residuo clave G107 corresponde a un aminoacido de caracter polar que se ubica en un
giro-B e interacciona con la propia lamina-B, probablemente manteniendo su estructura.
Ademas, la estructura de la cual forma parte posee interacciones con el giro- analogo de
la otra cadena perteneciente al mismo dimero (Figura 14.f). Este residuo se encuentra
altamente conservado segun la base de datos ConSurf. Por otro lado, el residuo clave Y104
corresponde a un aminoacido de caracter polar que se ubica en la misma lamina- que el
residuo mencionado anteriormente. Este residuo, que se encuentra levemente conservado,
mantiene interacciones con un /loop dentro de la misma cadena, probablemente
manteniendo las dos laminas-$ enfrentadas (Figura 14.9).

El residuo clave M30 corresponde a un aminoacido de caracter hidrofdbico que se ubica en
la misma lamina-B mencionada anteriormente interaccionando directamente, mediante
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puentes de hidrogeno, con el residuo clave A77 ubicado en un loop de la otra cadena
perteneciente al mismo dimero (Figura 14.h). Este ultimo residuo también corresponde a
un aminoacido de caracter hidrofébico y, de la misma forma que el residuo anterior, ninguno
de los dos se encuentra conservado evolutivamente. Por ultimo, el residuo clave G34
corresponde a un aminoacido de caracter polar que también se ubica en la misma lamina-
B ya mencionada y no posee interacciones con residuos cercanos. Este residuo tampoco
se encuentra conservado evolutivamente.
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Figura 14. Residuos claves e interacciones estructurales en Hsp20. a) Relajacion de la hélice-a en
residuos 16 y 17 resaltados; imagen realizada a partir de la estructura cristalizada 4YLB. b) Residuos claves
G10, 15y 18, resaltados de izquierda a derecha, y sus interacciones con otros residuos; imagen realizada a
partir de la estructura cristalizada 4YLB. c¢) Residuo clave A102 y sus interacciones con otros residuos; imagen
realizada a partir de la estructura cristalizada 4YLB. d) Cavidades en las que se encuentra el residuo clave
A102; imagen tomada de la base de datos CaviDB. e) Resaltados de izquierda a derecha, residuos claves
1113 y 1111 y sus interacciones con otros residuos. f) Residuo clave G107 y sus interacciones con otros
residuos. g) Residuo clave Y104 y sus interacciones con otros residuos. h) Resaltados de izquierda a derecha,
residuos claves A77, M30 y G34 y sus interacciones con otros residuos. Las imagenes a), b) y c) fueron
realizadas a partir de la estructura cristalizada 4YLB, mientras que el resto de las imagenes fueron realizadas
con la estructura cristalizada 4YL9. Todas las imagenes, excepto la imagen d, fueron realizadas con el
visualizador GImol.
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6. CONCLUSION

En el presente seminario de investigacién presentamos una metodologia que permitid
identificar residuos claves para preservar el estado nativo de las proteinas, definido como
el conjunto de conférmeros en equilibrio dinamico entre si. La metodologia presenta
avances importantes respecto a la previamente desarrollada en trabajos anteriores. Por un
lado, se incorporé la capacidad de distinguir los distintos tipos posibles de mutaciones
utilizando un potencial sensible al tipo de interacciones especificas entre los distintos
aminodacidos. Por otro lado, la metodologia se ha extendido a la posibilidad de estudiar el
conjunto de cambios conformacionales posibles entre todos los distintos pares de
conférmeros existentes en el estado nativo, cuando los trabajos previos solo se limitaron a
cambios conformacionales de tipo apo-holo. Esta nueva metodologia permite una
comparacion mas directa con los efectos de mutaciones reportados experimentalmente v,
a su vez, una mayor exploracion de alternativas de residuos claves.

Los resultados obtenidos mostraron que varios de los residuos claves, identificados como
tales en la mayoria de los cambios conformacionales, resultan ser a) residuos cuyas
mutaciones han sido reportadas experimentalmente como causantes de patologias; b)
presentan un alto grado de conservacién evolutiva; c) participan de interacciones entre
elementos de distintas estructuras secundarias; d) participan de sitios activos y/o cavidades
relacionadas con la funcion bioldgica.

Por estos motivos, consideramos que la presente tesina representa un primer paso
prometedor para encarar un estudio mas abarcativo. Esto es, a) considerando un mayor
numero de proteinas con diversidad conformacional reportada; b) incorporando analisis
detallados de correlacion entre el grado de conservacion de los residuos cuyas mutaciones
afectan los subespacios vibracionales involucrados en los cambios conformacionales del
estado nativo y la conservacion evolutiva; y c) incluyendo analisis detallados de la variacion
del impacto sobre los cambios conformacionales entre las diferentes mutaciones
especificas por sitio, clasificadas segun las propiedades fisicoquimicas de los residuos.
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