
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis Doctoral

Estructuras, simetrías y paisajes
energéticos en la familia de

proteínas con repeticiones de
Ankirina

Parra, Rodrigo Gonzalo

2016-03-23

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Parra, Rodrigo Gonzalo. (2016-03-23). Estructuras, simetrías y paisajes energéticos en la familia
de proteínas con repeticiones de Ankirina. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires.

Cita tipo Chicago:

Parra, Rodrigo Gonzalo. "Estructuras, simetrías y paisajes energéticos en la familia de
proteínas con repeticiones de Ankirina". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad
de Buenos Aires. 2016-03-23.

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


Universidad de Buenos Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Qúımica Biológica
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de Perla . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
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4.2. Topoloǵıa proteica y plegado . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 116

4.3. 3 repeticiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 118

4.4. 4 repeticiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124

4.5. 5 repeticiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131

4.6. 6 repeticiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 137

4.7. Plegabilidad Jerárquica, ¿Un proxy hacia la dinámica del plegado proteico? . . 140
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Estructuras, Simetŕıas y Paisajes Energéticos en la Fa-

milia de Protéınas con Repeticiones de Ankirina

Resumen

Las protéınas repetitivas están compuestas por repeticiones en tándem de motivos estruc-

turales. Estas unidades interaccionan entre śı de forma tal que coalescen en arquitecturas del

tipo solenoidal o toroidal. Por su simplicidad topológica constituyen modelos útiles para el

estudio del plegado de protéınas. Esta tesis se centra en el estudio de los miembros de la

familia de protéınas con repeticiones de Ankirina (ANKs) que contienen entre 3 y 34 copias

de un motivo de 33 residuos de largo. Siendo principalmente descriptas como mediadoras de

interacciones protéına-protéına, las ANKs poseen una versatilidad para el reconocimiento de

otras moléculas comparable a la de los anticuerpos. A pesar de su simplicidad estructural,

las protéınas repetitivas presentan varios desaf́ıos inherentes a su no globularidad. Las repeti-

ciones pueden ser muy degeneradas en sus secuencias dificultando la detección y definición

de ĺımites entre ellas, siendo este un problema aún no resuelto en este campo de estudio.

Dado que las estructuras están mucho más conservadas que las secuencias, hemos desarrol-

lado un método, llamado “Teselado proteico” capaz de detectar repeticiones estructurales de

forma objetiva, rigurosa y eficiente. Dicho algoritmo es independiente de la secuencia de las

moléculas analizadas y es además generalizable a todos los tipos de protéınas repetitivas. Su

aplicación a distintas clases de protéınas nos permitió caracterizar sus periodicidades y espec-

tro de simetŕıas. Hemos aplicado nuestro algoritmo a todos los miembros de la familia ANK.

Haciendo uso de nociones de la teoŕıa de paisajes energéticos y con la hipótesis de que las

repeticiones constituyen unidades de plegado, fuimos capaces de definir el largo y la fase de

las repeticiones en todos los casos. Este estudio representa el primer caso reportado en que

una estrategia de anotación de las unidades repetitivas consistente es aplicada a lo largo de

toda una familia, lo cual permite realizar análisis comparativos al nivel de las repeticiones in-

dividuales. Los análisis subsiguientes muestran que las repeticiones ANKs pueden clasificarse

en 3 tipos diferentes que corresponden a las repeticiones ubicadas en la región N-terminal,

interna o C-terminal. Cada tipo de repetición muestra patrones de conservación en secuencia
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y en su enerǵıa de plegado espećıficos de su tipo. Pudimos observar además que los niveles de

conservación de la secuencia y de la enerǵıa de plegado se encuentran correlacionados de forma

lineal y positiva, lo cual indica que aquellas secuencias parecidas al consenso que se obtiene a

partir del alineamiento múltiple de secuencias son más plegables que aquellas que se alejan del

mismo. Existe una red de interacciones conservadas y energéticamente favorables en todas las

repeticiones internas de las ANKs que conectan aquellos residuos más conservados en secuencia

y que por tanto constituyen un núcleo de estabilidad estructural de las mismas. Al analizar en

cambio todos los elementos que no forman parte de la estructura canónica de las repeticiones

(inserciones y deleciones), las regiones cercanas a las mismas, se encuentran enriquecidas en

interacciones frustradas, es decir, son desfavorables para el plegado de las mismas. Lo ante-

rior sugiere que la presencia de inserciones y deleciones indica adaptaciones funcionales de

las protéınas en que se encuentran. Este enriquecimiento de interacciones frustradas se ob-

serva también en los sitios de interacción con otras protéınas. Finalmente hemos estudiado la

dinámica de plegado de estas moléculas usando métodos basados en estructura. Hemos carac-

terizado los mecanismos de plegado de varios miembros de la familia ANK y relacionando los

mismos con los patrones energéticos previamente descriptos a partir de los estados nativos.

Nuestros resultados ofrecen nuevas perspectivas acerca del funcionamiento de las protéınas

de la familia ANK y pueden ser de gran utilidad para aquellos interesados en el diseño de

este tipo de moléculas para diferentes fines y el entendimiento biof́ısico de estas moléculas en

forma general.

Palabras clave: protéınas con repeticiones de ankirina, simetŕıas, repeticiones, plegado

proteico, frustración local, dinámicas moleculares.
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Structures, Symmetries and Energy Landscapes in the

Ankyrin Repeat Protein Family

Abstract

Repeat proteins are composed of specific structural motifs that are tandemly repeated.

These units interact between each other leading to solenoidal or toroidal architectures. Given

their topological simplicity these molecules constitute useful models to study the protein fold-

ing problem. This thesis is focused in studying the Ankyrin Repeat Protein Familiy (ANKs).

Proteins from this family contain between 2 and 34 copies of a structural motif of 33 residues

long. Being mainly described as protein-protein interactors, the ANKs have a high versatility

to recognize other molecules, comparable to that of antibodies. Despite their structural sim-

plicity, repeat proteins present several challenges that are inherent to their non-globularity.

Repeats can be highly degenerated in their sequences difficulting their detection and the

definition of limits in between them. Given that the structure is more conserved than the

sequence, we have developed a method called “Protein tiling” that is able to detect structural

repetitions in an objective, rigorous and efficient manner. This algorithm is independent from

the sequences of the proteins being analyzed and also it is generalizable to other repeat pro-

tein families and types. Its application to different protein classes allowed us to characterize

their periodicities and symmetry spectra. We have applied the Protein Tiling algorithm to all

the members in the ANK family. Using notions from the energy landscapes theory and the

hypothesis of repeats as protein folding units, we were able to define the length and phase for

the repeating units in all the ANKs. This study represents the first reported case in which a

consistent repeats annotation strategy is applied to a whole family which allows to perform

comparative analysis of repeats as individual units. Subsequent analysis showed that ANK

repeats can be classified into 3 different types that correspond to repetitions localized at the

N-terminal, internal or C-terminal regions. Each repeat type shows specific sequence and ener-

gy conservation patterns. We observed that the conservation degree at the sequences and the

energy patterns are linearly and positively correlated, indicating that those sequences that are

similar to the consensus obtained from the multiple sequence alignment are more foldable than
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those that have more differences with it. There exists a network of conserved interactions along

all internal ANK repeats that connect those residues that are highly conserved in sequence and

hence constitute a structural stability core for the overall structure. On the contrary, when

analyzing those elements that do not belong to the canonical repeats structure (insertions

and deletions), those regions that are close to them are enriched in frustrated interactions,

i.e. where local folding is unfavorable. The latter suggests that the presence of insertions and

deletions indicate functional adaptations of the proteins in which they are contained. This

enrichment of frustrated interactions is also observed at the interaction sites of ANKs with

other proteins. Finally we have studied the folding dynamics of several ANK members using

state of the art computational methods. We have characterized the folding mechanisms of

several members in the ANK family and related those with the energetic patterns previously

described from the native states. Our results offer new insights into how ANK proteins func-

tion and can be of great value to those researchers that are interested in using these type

of molecules for protein design with different aims and for the biophysical understanding of

these molecules in general.

Keywords: ankyrin proteins, symmetry, repetitions, protein folding, local frustration,

dynamic simulations.
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adultez.

A Marcia, el amor de mi vida. Por existir y caminar a mi lado.

A la educación pública. Porque cada peso que directamente o indirectamente se invirtió en
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a web-server for genome-wide cis-regulatory modules prediction”Bioinformatics. 2015 Dec 12.

pii: btv726.

2. (2015) R Espada, RG Parra, T Mora, AM Walczak, D Ferreiro. Capturing coevolutionary

signals in repeat proteins. BMC Bioinformatics 2015 July 2;16:207. doi:10.1186/s12859-015-

0648-3.

3. (2013) CO. Rohr*, RG Parra* , P Yankilevich and C Perez- Castro. “INSECT: In Silico

SEarch for Co-ocurring Transcription factors.” *Jointly first author.. Bioinformatics Oxford

Journals (2013). doi: 10.1093/bioinformatics/

9



Opiniones / En el marco de actividades en sociedades cient́ıficas:

1. (2014) RG Parra, FL Simonetti, MA Hasenahuer, GJ Olguin-Arellana, AK Shanmugan.

Highlights from the 1st ISCB Latin American Student Council Symposium 2014. BMC Bioin-

formatics. 2015, 16 (Suppl 8)A1. Doi:10.1186/1471-2105-16-S8-A1.

2.(2014) Mishra T, Parra RG, Abeel T. “The upside of failure: how regional student groups

learn from their mistakes.”. PLoS Comput Biol. 2014 Aug 7;10(8):e1003768. doi: 10.1371/jour-

nal.pcbi.1003768

3. (2015) K Wilkins, M Hassan, M Francescatto, J Jespersen, RG Parra, B Cuypers, D

DeBlasio, A Junge, A Jigisha and F Rahman. Highlights from the eleventh ISCB Student

Council Symposium 2015. Submitted BMC Bioinformatics.

Aceptadas:

1. Parra RG, Schafer N, Radusky L, Tsai MY, Guzovsky AB, Wolynes PG, Ferreiro DU.

Protein Frustratometer 2 A tool to localize energetic frustration in protein molecules, now

with electrostatics. Aceptada en Nucleic Acids Research Web Server Issue 2016.

2. Turjanski P, Parra RG, Espada R, Becher V, Ferreiro DU. Protein Repeats from First

Principles. Aceptada en Scientific Reports.

10



Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Plegado de Protéınas y Paisajes Energéticos

De las macromoléculas encontradas en la biosfera (ácidos nucleicos, ĺıpidos, azúcares y

protéınas) las protéınas son quizás las más fascinantes de ellas, no solo por la belleza y di-

versidad de sus estructuras, sino por la complejidad del comportamiento que emerge de la

composición de su estructura primaria, es decir, de la composición y orden relativo de los

elementos que las componen, unos 20 aminoácidos.

Es fascinante pensar en lo mucho que hemos avanzado en nuestro entendimiento del micro

mundo de estas peculiares moléculas. Merecedor de 2 premios Nobel, Sanger fue una de las

mentes más influyentes en nuestro avance en la comprensión de como funcionan las biomolécu-

las. En 1951, reportó por primera vez la secuencia precisa de aminoácidos que compońıan una

protéına, espećıficamente la correspondiente a la insulina [Sanger and Tuppy, 1951]. Poste-

riormente, en 1977, hizo pública la secuencia del genoma del bacteriófago φ-X174 [Sanger

et al., 1977]. En poco más de medio siglo, gracias al aporte de innumerables cient́ıficos hemos

descubierto el código que relaciona la información contenida en los genomas y cómo ésta es

transferida desde éstos, en un lenguaje de 4 letras, a las protéınas, cuyo lenguaje consta de

20. Tal es la fuerza del descubrimiento de este código, que hoy en d́ıa existen bases de datos

muy grandes en donde la información de los genomas de cientos de organismos es depositada,

al tiempo de que las porciones que corresponden a los genes son asociadas de forma uńıvoca

a las protéınas que éstos codifican. Gracias a la existencia de este código genético, podemos

11



saber de forma precisa, qué cambios ocurrirán en la secuencia de aminoácidos dado un cambio

en la secuencia del ADN correspondiente al gen que la codifica.

Sin embargo, a pesar del gran avance que todo lo anterior implica, todav́ıa hay un nivel

de complejidad superior de estas moléculas que aún no comprendemos en su totalidad. Una

vez codificada su secuencia de aminoácidos, una protéına es capaz de adoptar un conjunto de

estructuras definidas que constituyen su llamado estado nativo. El proceso mediante el cual

las protéınas adoptan una estructura espacial definida a partir de su estructura primaria, se

conoce como “plegado proteico“. Dicho proceso es robusto, de forma que cada vez que una

protéına es sintetizada en el interior de una célula (bajo las mismas condiciones fisiológicas)

esta adoptará el mismo conjunto de estructuras, correspondiente a su ensamble nativo. En

1969, Cyrus Levinthal señaló que, debido al gran número de grados de libertad en una cadena

polipept́ıdica desplegada, la molécula tiene un número astronómico de posibles conforma-

ciones. Si una protéına de 100 residuos buscara su estado nativo probando conformaciones el

azar, necesitaŕıa de un tiempo mayor a la edad del universo para alcanzar a la conformación

correcta. El hecho de que la mayoŕıa de las protéınas se plieguen en el orden de segundos

o minutos, hace necesario que haya algún tipo de heuŕıstica que baje considerablemente la

dimensionalidad del problema y permita que las protéınas se plieguen en tiempos compatibles

con los tiempos en que funcionan los sistemas biológicos de los que forman parte [Levinthal,

1968].

La clave de todo este problema es comprender que las protéınas son sistemas evoluciona-

dos y como tales, tiene propiedades particulares respecto de los poĺımeros que se pueden

generar mediante combinaciones aleatorias de los aminoácidos naturales. Si se analizara el

universo de posibilidades de generar poĺımeros aleatorios de un largo determinado, se obser-

vaŕıa que la mayoŕıa de ellos no son capaces de adoptar una estructura definida. Dentro de

dicho espacio, sólo una fracción reducida de los mismos seŕıa capaz de adoptar una estructura

definida después de algún tiempo (tan grande como se quiera), denominados poĺımeros ter-

modinámicamente plegables. Sólo una fracción ı́nfima de estos últimos seŕıa capaz de adoptar

una estructura en tiempos biológicamente significativos, denominados poĺımeros cinéticamente

plegables a los cuales corresponden las protéınas (Fig. 1.1).
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Figura 1.1: Descripción esquemática del espacio de secuencias de poĺımeros aleatorios. Las difer-
entes regiones se muestran sólo a modo ilustrativo y no están en escalas que representen las fracciones
reales que ocupan en el espacio de secuencias.
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En 1987, Peter Wolynes presentó la teoŕıa de “Paisajes Energéticos“ en la que explica

que las protéınas son sistemas evolucionados de forma que las interacciones presentes en el

estado nativo son mucho más favorables que las interacciones aleatorias durante el proceso

de plegado. De esta forma, cada vez que se establece una interacción nativa en la cadena

polipept́ıdica, la enerǵıa baja más de lo que lo haŕıa en el caso de formarse una interacción

aleatoria. Como consecuencia de esta cooperatividad entre las interacciones nativas, la forma

global del paisaje energético de las protéınas naturales tiene la forma de un embudo corrugado

(Fig. 1.2) en donde existe un fuerte sesgo energético hacia el estado nativo.

Una protéına no se pliega probando interacciones al azar sino que lo hace minimizando

sus conflictos energéticos bajando por el paisaje energético hacia la base en donde converge

a un conjunto de estructuras de mı́nima enerǵıa que constituyen el “estado nativo“. Esto se

conoce como “Principio de mı́nima frustración“. Este principio no excluye que puedan existir

conflictos energéticos remanentes en el ensamble nativo y por el contrario, es posible encontrar

residuos que están en conflicto energético con la estructura en la que se encuentran, es decir,

están energéticamente frustrados. Estos conflictos, han sido seleccionados evolutivamente y

se ha descripto que la frustración que se mantiene en los estados nativos de protéınas tiene

implicancias funcionales y ayuda a que la protéına pueda visitar los distintos estados que

conforman el ensamble nativo o funcional [Ferreiro et al., 2014]. Un concepto muy importante

que se deriva de todo lo dicho anteriormente es que las protéınas no están optimizadas para

plegarse, sino que están optimizadas para funcionar. Si bien las secuencias de las protéınas

modernas han sido seleccionadas de forma que poseen paisajes energéticos con un fuerte sesgo

hacia un grupo de estructuras, ciertos conflictos energéticos espećıficos son mantenidos en

lugares estratégicos de forma de ser útiles para que la molécula lleve a cabo su función. Si bien,

en los últimos años se ha avanzado mucho en el campo de la predicción de la estructura de una

protéına a partir de su secuencia, todav́ıa mucho camino queda por recorrer en cuanto al diseño

de una secuencia que pueda plegarse de una forma determinada y sea capaz de llevar a cabo una

función determinada. ¿Cómo alterar el orden de aminoácidos de una protéına para modificar

sus propiedades? ¿Cómo diseñar una protéına que se pliegue de una forma determinada y

dónde ubicar los conflictos energéticos para que sea capaz de realizar una función? ¿Cómo
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Figura 1.2: Esquema de un paisaje energético con forma de embudo que describe el proceso de
plegado de una protéına natural. El ancho del embudo representa la entroṕıa conformacional; la
profundidad del embudo representa el cambio total en la enerǵıa entre el estado desplegado y el
estado nativo. Esta figura fue extráıda de [Liu et al., 2012] la cual es una modificación de la original
que aparece en [Onuchic et al., 1995]
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predecir el impacto que mutaciones puntuales en un gen tendrán en la estructura y la función

de la protéına para la que éste codifica? Son algunas de las preguntas que aún debemos

responder dentro del paradigma de “La secuencia codifica la estructura, la estructura codifica

la dinámica y la función“.

1.2. Protéınas Repetitivas

Una gran porción de protéınas naturales contienen motivos repetitivos en sus secuencias,

los cuales corresponden con motivos estructurales y funcionales. Estas protéınas pueden clasifi-

carse a grandes rasgos en 5 clases (Fig. 1.3) de acuerdo al largo de la unidad repetitiva [Kajava,

2012]. Aquellas protéınas con las repeticiones más pequeñas, menores a 5 residuos pueden for-

mar agregados insolubles con estructuras cristalinas (clase I) o largas hélices enrolladas de

estructuras fibrosas como el colágeno (clase II). En el extremo con repeticiones más largas

podemos encontrar las protéınas de la clase “collares de cuentas“ (beads on a string) con

repeticiones de más de 50 residuos, que pueden formar dominios que pliegan de forma inde-

pendiente (Clase V). En el medio de estos dos extremos encontramos aquellas repeticiones

de entre 5-40 residuos que pueden formar estructuras abiertas del tipo solenoide (clase III)

o estructuras del tipo toroidal cuya estructura se cierra dejando los extremos en proximidad

(clase IV). Las clases III y IV constituyen los tipos más estudiados de protéınas repetitivas

debido a la importancia funcional fundamental de muchos de los miembros que las componen.

Cada clase dentro de esta clasificación se divide a su vez en subclases que representan familias

o superfamilias, donde los miembros de las mismas se asumen relacionados evolutivamente.

Las estructuras de las protéınas del tipo solenoide están compuestas por repeticiones con

largos entre ∼30 y ∼50 pudiéndose diferenciar por la composición de elementos de estructura

secundaria de las mismas desde el tipo todo β (por ejemplo las protéınas anti-congelamiento),

pasando por aquellas con composición mixta α/β (por ejemplo, las protéınas de la familia

leucine rich) hasta las protéınas del tipo todo α (por ejemplo las familias Armadillo y HEAT).

Los solenoides se caracterizan por tener algunos de los dominios de plegado autónomo más

grandes, en muchos casos con más de 500 residuos plegándose en una única estructura. Los

toroides por su lado tienen su largo restringido debido a su naturaleza cerrada. Los casos más
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conocidos de estructuras toroidales corresponden a los TIM-Barrels o β-Barrels cuyo número

de unidades repetitivas es constante. Quizás un tipo de plegado toroidal más interesante

corresponde a los β-Propellers que pueden mantener su estructura cerrada con una cantidad

variable de repeticiones.

Una de las diferencias principales de las protéınas repetitivas con respecto de las globulares

es que las interacciones entre los residuos que las componen se dan principalmente de forma

local dentro de las repeticiones o entre repeticiones vecinas. Esta caracteŕıstica de localidad de

las interacciones transforma a estas moléculas en un útil modelo para el estudio del problema

del plegado de protéınas. La estructura modular de sus estructuras hace que sea más fácil

cuantificar y localizar el efecto de perturbaciones locales en la secuencia y cómo éstas se

propagan en las estructuras.
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Figura 1.3: Clasificación de las protéınas repetitivas basada en la topoloǵıa de la unidad repetitiva
y la relación de simetŕıa entre las diferentes repeticiones. Esta clasificación fue acuñada inicialmente
por Kajava [Kajava, 2012], recientemente extendida en la publicación de la base de datos RepeatsDB,
desarrollada en el grupo de Tosatto [Di Domenico et al., 2013]

Sin embargo, no fue hasta hace poco que este tipo de moléculas adquirieron notoriedad

dentro del mundo proteico. Si bien constituyen un modelo interesante y simplificado desde

el punto de vista estructural, plantean nuevos desaf́ıos, dado que la mayoŕıa de los métodos
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bioinformáticos se han diseñado para ser aplicados en topoloǵıas del tipo globular. La simetŕıa

tanto a nivel primario como terciario sumado a la variabilidad en largos, de acuerdo a la

cantidad de repeticiones en protéınas dentro de una misma familia, hacen que muchos métodos

que son aplicados de forma rutinaria sobre familias globulares, deban ser adaptados para

ser aplicados en protéınas repetitivas. Incluso lo que puede parecer la tarea más sencilla

para el análisis y estudio de estas protéınas, que es definir donde empiezan y terminan las

repeticiones, no es una tarea trivial. Esta dificultad se debe principalmente a que las secuencias

que codifican para repeticiones de la misma clase, pueden ser muy divergentes de forma tal

que la periodicidad observada a nivel estructural es indetectable al nivel de la secuencia de

aminoácidos. La gran variabilidad secuencial que se observa en muchos casos hace que no

exista actualmente un método estándar para detectarlas a partir de la secuencia y una gran

cantidad de elementos repetitivos no son capaces de ser identificados o lo son de forma parcial.

1.3. La familia de Protéınas con Repeticiones de Anki-

rina

Las repeticiones de Ankirina fueron identificadas por primera vez en el regulador del ciclo

celular Swi6/Cdc10 y en la protéına de señalización Notch en Drosophila [Breeden and Nas-

myth, 1987]. Su nombre se debe a la protéına del citoesqueleto Ankirina, la cual contiene 24

copias de este tipo de repeticiones [Lux et al., 1990]. Desde entonces este tipo de protéınas

han sido abundantemente descriptas. Las protéınas con repeticiones de Ankirina (ANKs) se

encuentra en los tres súper reinos, incluyendo bacterias, arqueas y eucariotas como aśı también

en numerosos tipos de virus. A pesar de su presencia a lo largo de todo el árbol de la vida, se

ha descripto que este tipo de moléculas están particularmente enriquecidas en los organismos

eucariotas. Los dominios modulares de protéınas como las ANKs, que pueden funcionar co-

mo andamiajes para las interacciones moleculares, están involucradas en numerosos caminos

metabólicos que contribuyen a la gran complejidad de los organismos multicelulares [Marcotte

et al., 1999]. En el caso de las ANKs presentes en bacterias y virus, se ha observado que en la

mayoŕıa de los casos, se encuentran enriquecidas en aquellos patógenos que se replican den-
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tro de organismos eucariotas [Voth, 2011]. Se ha sugerido que la presencia de estas protéınas

en dichos patógenos podŕıa ser resultado de eventos de transferencia horizontal [Bork, 1993],

aunque dada la alta divergencia de las secuencias de las mismas respecto de sus contrapartes

eucariotas, no se descarta que eventos de evolución convergente pudieran haber ocurrido.

El número de repeticiones ANK por protéına puede variar. Si se analizan los números

producto de hacer detecciones con los modelos ocultos de Markov (HMM) provenientes de las

bases de datos de PFAM [Bateman et al., 2004] y SMART [Schultz et al., 2000], se observa

que la cantidad de repeticiones puede ir desde 1 a 34 (en la protéına ORF EAA39756 del

organismo Giardia lamblia), con una mayoŕıa de protéınas que contienen 6 o menos unidades

(Fig. 1.4). Los análisis en base a las detecciones realizadas por SMART sugieren que el número

más común de repeticiones es dos, mientras que el número de repeticiones más común según

las detecciones de PFAM, es tres [Mosavi et al., 2004]. Sin embargo, las repeticiones terminales

son dif́ıciles de detectar debido a la alta divergencia de secuencia que muestran respecto de

las repeticiones internas. Esta variación en secuencia se debe principalmente a la divergencia

de los residuos hidrofóbicos del marco canónico de los ANKs.

A lo largo de su historia evolutiva, las repeticiones terminales han ido reemplazando di-

chos residuos hidrofóbicos por residuos polares que facilitan la interacción con el solvente.

Adicionalmente, las repeticiones terminales aparecen truncadas, lo cual representa otra difi-

cultad para su detección. Por esta razón la cantidad de repeticiones en protéınas ANK puede

ser mayor en una o dos unidades a los números mostrados en la Fig. 1.4.

Las repeticiones ANK se encuentran formando arreglos repetitivos únicos o combinados

con dominios globulares dentro de la misma protéına. Cada repetición se pliega en una es-

tructura que consiste de dos hélices antiparalelas seguidas por un β-hairpin o un loop largo.

Las repeticiones consecutivas se apilan para formar un dominio con forma de L, que asemeja

una mano en forma de copa donde los β-hairpins representaŕıan los dedos (de ah́ı que también

sean llamados fingers) y las hélices la palma. La estructura global de los dominios ANK es

ligeramente curva, lo cual es evidente en las estructuras que contienen muchas repeticiones

(ejemplo la protéına D34 que se observa en la Fig. 1.5).

Las protéınas ANK actúan principalmente como interactores proteicos y no se conocen
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Figura 1.4: Distribución de número de repeticiones en ANKs según las predicciones usando los
HMMs provenientes de las bases de datos de SMART (gris) [Schultz et al., 2000] y PFAM (negro)
[Bateman et al., 2004]. Figura extráıda de [Mosavi et al., 2002]

miembros de la familia con actividad enzimática [Sedgwick and Smerdon, 1999,Mosavi et al.,

2002]. Debido a su versatilidad para reconocer estructuras de las más variadas formas, los

dominios ANK se encuentran en protéınas con muy diversas funciones como señalización

célula-célula, integridad del citoesqueleto, regulación de la transcripción y del ciclo celular,

respuesta inflamatoria, desarrollo y varios fenómenos de transporte, entre otros. Ejemplos de

protéınas que contienen dominios ANK son la familia de supresores tumorales INK4 p15, p16,

p18, y p19, como también la protéına 53BP2, que es un regulador de la protéına supresora de

tumores p53. Otra molécula conocida, que contiene repeticiones ANK es Notch, involucrada

en múltiples decisiones del destino celular. Los factores de transcripción NFκB que regulan

la respuesta inflamatoria son inhibidos por IκB que contiene 6-7 repeticiones ANK. Varios

miembros de la familia de canales catiónicos TRPV, que funcionan como receptores sensibles

al fŕıo y calor o actúan como sensores mecánicos, contienen dominios ANK. En la Fig. 1.5 se

observan las estructuras de varios miembros de la familia ANK.

La secuencia consenso de las repeticiones ANK contiene algunas firmas de aminoácidos que

definen la forma de la repetición (Fig. 1.6). El motivo más prevalente es el TPLH que aparece

en las posición 4-7 respecto de la fase definida por Peng (se denomina fase al aminoácido en que

se considera que las repeticiones comienzan y terminan dado un arreglo de varias repeticiones)

[Mosavi et al., 2002]. La Prolina en la posición 5 inicia un giro que es responsable de la forma de

L de la estructura de los ANKs, que es estabilizada por puentes de hidrógeno entre las cadenas
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Figura 1.5: Representaciones como caricaturas de varios miembros de la familia ANK. Se uso el
método de color arco iris para colorear los residuos. Se muestran los nombres comunes de cada
molécula y entre paréntesis los identificadores de PDB con su respectiva cadena.

laterales de la Histidina en la posición 7 en la primer hélice y la Treonina de la posición 4

en la región hairpin/loop. Adicionalmente, las Glicinas conservadas en las posiciones 13 y 25

contribuyen a la terminación de las hélices, favoreciendo la transición a los loops intermedios y

hairpin respectivamente. Los residuos no polares 9 y 18 (intra repetición) conjuntamente con

las posiciones 8, 10, 17, 20 y 22 (inter repeticiones) y sumando las posiciones 6 y 21 conforman

el núcleo hidrofóbico. Estos últimos son reemplazados generalmente por residuos polares en

las repeticiones terminales.

1.3.1. Diseño de ANKs por consenso

La gran cantidad de secuencias conocidas para diferentes ANKs y su diversidad ilustra la

versatilidad de este motivo. A lo largo de la evolución, las ANKs han mantenido la forma de

L en su estructura que funciona en forma de andamiaje para interacciones protéına-protéına.

Por dicha razón, el motivo ANK es muy atractivo como un modelo de diseño basado en

consenso para la ingenieŕıa y diseño de protéınas. Estrategias de diseño basado en consenso han
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Figura 1.6: Secuencia consenso de una repetición ANK, según el grupo de Peng. Abajo, contenido
de información medido a partir del alineamiento de secuencias de las repeticiones ANK, según
Peng [Mosavi et al., 2002].

sido aplicadas previamente en varios tipos de protéınas con buenos resultados. Las protéınas

del tipo “dedos de zinc“ fueron de las primeras en ser diseñadas para unir secuencias de

ADN espećıficas [Desjarlais and Berg, 1993]. El alineamiento de 13 Pythasas fúngicas fue

usado para crear una Pythasa consenso con una actividad enzimática normal pero con una

termoestabilidad significativamente mayor [Lehmann et al., 2000]. Otro ejemplo es el del

motivo WW de 33 residuos de largo, cuya secuencia consenso fue determinada a partir de

aproximadamente 60 dominios WW conocidos y que posteriormente estudios estructurales de

alta resolución mostraron que este dominio WW protot́ıpico era capaz de plegarse en forma

correcta [Macias et al., 2000]

Varios grupos han sido exitosos en el diseño de ANKs por consenso [Mosavi et al., 2002,Binz

et al., 2003,Tripp and Barrick, 2003,Main et al., 2003]. El grupo de Peng [Mosavi et al., 2002]

usó el diseño por consenso para generar protéınas compuestas por 1-4 unidades repetitivas

idénticas (1ANK, 2ANK, 3ANK y 4ANK) a partir de unas 4200 secuencias de repeticiones

ANK derivadas de la base de datos de PFAM. La caracterización biof́ısica de estas moléculas

mostró que aquellas compuestas por 3ANK y 4ANK eran monoméricas y capaces de plegarse

correctamente, a diferencia de 2ANK que se encontraba plegada sólo de forma parcial y de

1ANK que se encontraba completamente desplegada. Estudios de desnaturalización térmica
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de 3ANK y 4ANK revelaron además que estas moléculas diseñadas poseen termoestabilidades

muy altas. Las estructuras de alta resolución obtenidas por difracción de rayos X, mostraron

que ambas protéınas poseen estructuras bien empaquetadas y altamente regulares con una red

de puentes de hidrógeno periódica. Estos resultados demostraron que las secuencias consenso

derivadas de forma estad́ıstica contienen en śı mismas toda la información estructural nece-

saria para la arquitectura ANK, tanto para las interacciones internas de cada repetición, como

de repeticiones vecinas. El grupo de Plückthun por su lado [Binz et al., 2003] generó su propio

diseño consenso a partir de las secuencias disponibles en la base de datos de Smart, que en su

momento correspond́ıan a unas 229 repeticiones a lo que además incluyeron información de

10 estructuras de alta resolución correspondientes a diferentes ANKs. La estrategia además

incluyó incorporar repeticiones N y C terminales adaptadas, a las que llamaron “capuchones“

que fueron derivados de la estructura de la protéına GABPB. Adicionalmente, permitieron la

incorporación de aminoácidos no consenso (excepto Glicina, Prolina o Cistéına) en las posi-

ciones 2, 3, 5, 13, 14 y 33, correspondientes a la hélice más corta y la región del β-hairpin.

Generaron variaciones aleatorias en las posiciones descriptas mediante la generación de libr-

eŕıas y seleccionaron 6 miembros con 4, 5 y 6 repeticiones que fueron caracterizadas biof́ısica-

mente, las cuales mostraron estar bien plegadas con alta estabilidad. La estructura del miembro

con 5 repeticiones, llamado E3 5, fue dilucidada mediante cristalograf́ıa de rayos X, la cual

mostró una estructura regular con las cadenas de los residuos bien empaquetadas [Kohl et al.,

2003]. A pesar de las diferencias en el diseño, 3ANK, 4ANK y E3 5 son capaces de plegarse

en forma correcta y con estabilidades mayores a cualquier otra protéına ANK previamente

descripta. Estos resultados demuestran que los análisis estad́ısticos a partir de bases de datos

de secuencias son una forma efectiva para diseñar marcos proteicos altamente estables que

sirven como base para diseñar luego, protéınas para mediar interacciones protéına-protéına

espećıficas. Varios grupos, con el de Plückthun a la cabeza han generado una gran variedad de

moléculas de este tipo, capaces de reconocer y unirse a diversas protéınas [Pluckthun, 2015].

Sin embargo, ninguno de estos diseños es tan eficiente y versátil como sus contrapartes nat-

urales a la hora de funcionar como interactores proteicos, principalmente debido a una falta

de flexibilidad en el andamiaje estructural y aunque algunas estrategias ya han sido aplicadas

para compensar esto [Schilling et al., 2014] todav́ıa el diseño de interactores espećıficos se basa
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principalmente en la aleatorización de posiciones de bajo contenido de información y posterior

mejoramiento de las propiedades biof́ısicas de las moléculas generadas.
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1.4. Objetivos

Objetivo General:

En este trabajo de tesis proponemos estudiar de forma general los miembros de la familia

de protéınas con repeticiones de Ankirina (ANK) para profundizar el entendimiento de sus

relaciones secuencia-estructura-dinámica-función. Analizaremos los patrones de conservación

tanto de sus secuencias como de sus estructuras derivadas experimentalmente y evaluaremos

el impacto de los mismos en la dinámica de plegado de varios miembros de la familia a partir

de simulaciones computacionales. Debido a que las protéınas repetitivas son un caso especial

dentro del mundo proteico que desaf́ıa la aplicabilidad de las herramientas bioinformáticas

t́ıpicas, este trabajo alterna entre la aplicación de métodos estándar de la bioinformática y

la bioloǵıa computacional y el desarrollo de métodos propios. El estudio de esta familia de

protéınas en particular permitirá ampliar los hallazgos aqúı encontrados a otras topoloǵıas de

protéınas repetitivas y a familias proteicas en general.

Objetivos Particulares:

1) Generar una base de datos de protéınas con repeticiones de Ankirina en donde se

depositen los datos primarios referentes a secuencias, estructuras y datos termodinámicos

experimentalmente derivados. Medidas secundarias derivadas tanto de las secuencias como de

las estructuras también serán depositadas en la base de datos.

2) Desarrollo de un método y estrategia para detección consistente de repeticiones estruc-

turales en protéınas.

3) Análisis de la conservación de motivos en secuencia, estructurales y energéticos a lo

largo de los miembros de la familia ANK.

4) Análisis de la dinámica de miembros de la familia ANK mediante simulaciones com-

putacionales del plegado del tipo grano grueso usando métodos basados en estructura.
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Caṕıtulo 2

Teselado Proteico: Simetŕıas y

Periodicidades en Estructuras de

Protéınas

De acuerdo a la teoŕıa de paisajes energéticos, las protéınas son moléculas peculiares que

poseen paisajes energéticos con forma de embudos, en contraste con poĺımeros aleatorios donde

los paisajes energéticos son excesivamente rugosos [Bryngelson et al., 1995]. Debido a que los

aminoácidos en las protéınas naturales parecen estar distribuidos de forma aleatoria [Weiss

et al., 2000], tienen que existir correlaciones de alto nivel en las secuencias que conlleven a

formas de plegado estables. La teoŕıa de paisajes energéticos predice que es más fácil que una

protéına posea un paisaje energético con forma de embudo si existen simetŕıas en las estruc-

turas que conforman su estado nativo [Wolynes, 1996]. Que los paisajes energéticos posean

una morfoloǵıa del tipo embudo y la consecuente posibilidad de que la cadena polipept́ıdica

pueda adquirir una estructura espacial estable, implica que patrones estructurales relativa-

mente independientes entre śı pueden formarse en diferentes partes de la molécula, los cuales

pueden coalescer hacia el ensamblado de estructuras de orden superior. Esto reduce enorme-

mente el problema de la búsqueda conformacional planteada por Levinthal [Levinthal, 1968],

organizando de forma repetitiva y eficiente bloques fundamentales, relativamente pequeños

para la construcción de las estructuras globales, también denominados “foldones“ [Panchenko

et al., 1996]. La mera existencia de repeticiones o unidades fundamentales no garantiza que el
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sistema sea simétrico, sino que además estas unidades deben organizarse en patrones de orden

superior. Lo anterior significa que la existencia de periodicidades puede implicar cierto grado

de simetŕıa pero pueden existir repeticiones sin la necesidad de existencia de simetŕıas a un

nivel global de la molécula. Es por esto que la detección de repeticiones y patrones repeti-

tivos es un primer paso en el entendimiento de su ensamblaje en estructuras complejas. Estos

mosaicos estructurales, simétricos y periódicos podŕıan ser parte de paisajes energéticos con

múltiples embudos anidados que coalescen en un paisaje energético global, simplificando aśı el

proceso del plegado en protéınas de esta clase [Wales, 1998,Ferreiro and Wolynes, 2008, Itoh

and Sasai, 2009].

Múltiples algoritmos se han usado para caracterizar repeticiones en secuencias de protéınas

[Luo and Nijveen, 2013,Kajava, 2012]. La mayoŕıa de esos métodos están basados en el auto

alineamiento de la estructura primaria, mientas que otros implementan análisis espectrales de

caracteŕısticas pseudo-qúımicas de los aminoácidos [Luo and Nijveen, 2013]. Debido a que la

misma unidad estructural puede ser codificada por secuencias que parecen completamente no

relacionadas entre śı, no es de sorprender que los métodos basados en secuencias fallen al inferir

repeticiones estructurales cuando la similitud en secuencia es baja. En contraste a los métodos

basados en secuencia, sólo existe un puñado de métodos para detectar repeticiones a partir

de estructuras proteicas. Éstos usualmente buscan repeticiones mediante alineamientos de la

estructura consigo misma [Shih and Hwang, 2004,Abraham et al., 2008]. Algunos métodos in-

cluyen sofisticadas transformaciones de las matrices de alineamiento que mejoran la detección

y caracterización de repeticiones estructurales [Murray et al., 2004,Taylor et al., 2002]. Otros

métodos, basados en estrategias de aprendizaje computacional, pueden reconocer regiones

repetitivas en estructuras del tipo solenoide con una gran velocidad de cómputo [Walsh et al.,

2012]. Aunque múltiples familias con motivos repetitivos han sido descriptas [Marcotte et al.,

1999, Kajava, 2012], todav́ıa no existe una forma clara de definirlas de forma consistente y

unificada [Schaper et al., 2012,Luo and Nijveen, 2013] incluso para parámetros básicos como

el largo de la unidad repetitiva, la ubicación de las diferentes unidades repetitivas y cómo

éstas se agrupan en patrones de orden superior.

En este caṕıtulo describimos el desarrollo y aplicación de un método puramente estructural

para la detección y análisis de patrones periódicos en estructuras de protéınas y definición de
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unidades repetitivas. Las repeticiones son identificadas como motivos estructurales que al ser

repetidos maximizan el cubrimiento del espacio estructural de la molécula de interés. Nuestro

método muestra ser robusto en cuanto a la detección de unidades repetitivas de forma general

para una gran variedad de protéınas pertenecientes a diferentes clases y familias, sin restric-

ciones en cuanto al tipo de simetŕıa entre las unidades repetitivas (rotacionales, traslacionales

o mixtas). Además del diseño del algoritmo, hemos desarrollado conceptos y métodos para

la detección y análisis consistentes de repeticiones en estructuras de protéınas. Haciendo uso

de una herramienta de alineamiento estructural extremadamente robusta y rápida llamada

TopMatch [Sippl and Wiederstein, 2008], como aśı también de métricas apropiadas [Sippl and

Wiederstein, 2012], nuestro método analiza de forma exhaustiva que tan bueno es cada sub-

fragmento para recomponer la estructura global de la que forma parte, mediante repeticiones

de śı mismo. Esta evaluación se obtiene mediante el alineamiento estructural del fragmento,

aplicando rotaciones y traslaciones apropiadas, para producir alineamientos sobre diferentes

regiones de la estructura entera. El resultado es un método de teselado de las estructuras

proteicas en términos de unidades básicas denominadas teselas (tiles). El proceso de teselado

conlleva a una visualización intuitiva de las unidades repetitivas y como estas coalescen en

estructuras de orden superior. Debido a que en los patrones de teselado pueden observarse

de forma colectiva los puntajes de teselado de todos los posibles fragmentos de la estructura

proteica al mismo tiempo, es interesante observar como pequeñas perturbaciones en repeti-

ciones individuales se propagan a la simetŕıa global de la molécula. Encontramos que algunas

arquitecturas proteicas pueden ser descriptas como puramente periódicas (o quasi-periódicas)

mientras que en otras se observan claras disrupciones en los patrones repetitivos. La principal

ventaja de este método es que es totalmente independiente de la secuencia para encontrar los

patrones de teselado y permite la detección y comparación de motivos estructurales recurrentes

que pueden ser codificados por una variedad de elementos de secuencia, no necesariamente

relacionados evolutivamente.
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2.1. Alineamientos estructurales y teselas

Para poder caracterizar las repeticiones e identificar cuales son las teselas básicas en las es-

tructuras proteicas, usamos la herramienta TopMatch [Sippl and Wiederstein, 2008,Sippl and

Wiederstein, 2012]. Dado un par de estructuras, este algoritmo genera una lista exhaustiva de

alineamientos, basados puramente en la información estructural de las moléculas, devolviendo

además las correspondientes matrices de rotación y traslación para realizar la superposición.

Estos alineamientos están ordenados de acuerdo a la maximización de la superposición de

los átomos Cα equivalentes, lo cual se traduce en el puntaje S de TopMatch definido como

S =
∑L

i e
−r2i /σ

2

que provee una métrica para medir la similitud estructural [Sippl, 2008]. Para

el cálculo de S, L representa el largo del alineamiento entre las dos estructuras y ri es la

distancia eucĺıdea entre los átomos Cα equivalentes. Básicamente, S es una función de L y

la desviación estructural de los fragmentos superpuestos estructuralmente, donde el factor de

escala σ determina cuanto se reduce L en función de las desviaciones estructurales. En este tra-

bajo, hemos usando un σ = 6,35Å, siendo el valor reportado como óptimo previamente [Sippl

and Wiederstein, 2012].

Las protéınas a veces contienen motivos estructurales recurrentes, que pueden ser consid-

erados como repeticiones que contienen variaciones respecto de una unidad estructural básica.

Para poder detectar este tipo de repeticiones estructurales, tratamos las estructuras como un

mosaico y las descomponemos en unidades más pequeñas que denominamos teselas con la

restricción de que deben ser estructuralmente similares entre śı. Una protéına no necesaria-

mente está compuesta por una sola clase de teselas, ni tienen que éstas ser capaces de teselar

la totalidad del espacio estructural. En cualquier caso, es posible identificar aquellas teselas

que, cuando repetidas, maximizan la cobertura de la estructura mediante copias de śı mismas.

Dada una estructura, cada fragmento continuo de la cadena polipept́ıdica representa una

posible tesela. Aśı, la búsqueda del largo óptimo de las mismas puede buscarse en un rango

que va desde el largo N de la protéına, hasta la unidad fundamental mı́nima, que seŕıa sólo un

aminoácido. Ya que las trazas de Cαs de uno o unos pocos residuos son muy pequeñas para

el análisis propuesto, careciendo de significado en cuanto a repeticiones estructurales, el largo

mı́nimo en nuestro algoritmo fue fijado en 6 residuos. En una protéına de N residuos de largo,
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hay 1 tesela de largo N , 2 teselas de largo N −1, y aśı con un total de NT =
∑N

L=6
(N −L+1)

teselas posibles en toda la estructura. Cada uno de esas teselas Ti es luego usada como el-

emento de búsqueda (query) mediante TopMatch para identificar otras teselas Tk que son

estructuralmente similares a Ti. Cada match en el procedimiento de alineamiento es uńıvo-

camente identificado por su largo Lik, su ubicación en la estructura mediante el centro del

fragmento Zik, y el puntaje asociado al alineamiento de la tesela usada como elemento de

búsqueda (query) con el fragmento en cuestión (target) Sik. Los matches son luego ordena-

dos por su valor Sik, donde el alineamiento del query consigo mismo (i ≡ k) necesariamente

representa el máximo puntaje, ya que el largo de su alineamiento es maximal y su desviación

estructural igual a cero. Aśı Lii = Sii, es decir el puntaje obtenido a partir del alineamiento de

una tesela consigo misma equivale al largo Lii del alineamiento. Del conjunto de datos total,

ordenado segundo el puntaje S, extraemos aquel conjunto de fragmentos que maximizan la

suma del puntaje de cobertura Ci = máx(
∑

k Sik), donde dadas dos teselas Th y Tk que se

incluyan en dicha suma, no deben superponerse espacialmente sobre la estructura blanco. Esta

suma define el parámetro Ci de una tesela Ti que fue usada para generar los alineamientos.

Definimos entonces un puntaje asociado a cada tesela como: Θi =
Ci−Lii

N−Lii
. Este puntaje repre-

senta la fracción del espacio estructural que puede ser cubierta por repeticiones de una tesela

en particular. Cuando se considera la lista ordenada de hits, hay muchas formas de definir

un conjunto de alineamientos no redundantes. El caso más restrictivo seŕıa aquel en que sólo

se incluyeran aquellas repeticiones Tk para las cuales, la región alineada involucre a toda la

tesela, es decir Lik ≡ Lii. Una variante más flexible es incluir todos los alineamientos donde

Lii/2 < Lik ≤ Lii, que es cuando más de la mitad del largo de Tk produce un alineamiento

en Ti. En este último caso, también añadimos la restricción de que el primer y último residuo

de cualesquieras dos teselas, Th y Tk, del conjunto aceptado para calcular el puntaje corre-

spondiente de cobertura Θi no sean superponibles en el espacio estructural de la molécula

evaluada.
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2.2. Modelo Homogéneo

A los fines de explicar el algoritmo propuesto, hemos construido un modelo teórico para

ejemplificar como funciona el proceso de teselado y que se espera del mismo. Hemos de-

nominado a nuestro ejemplo como “modelo homogéneo“ el cual corresponde a un modelo

completamente simétrico en que cualquier subfragmento del mismo es alineable en múltiples

regiones de la estructura total, conllevando a un cubrimiento maximal de la misma. Un modelo

de estas caracteŕısticas podŕıa ser representado como una hélice α totalmente regular, o si se

quiere, una ĺınea recta en el espacio (Fig. 2.1).

Figura 2.1: Teselado de un modelo homogéneo: Modelo esquemático de como se tesela una estruc-
tura a partir de alineamientos de fragmentos contra la estructura total

Cada tesela es caracterizada uńıvocamente por su largo Li y su centro respecto de la

estructura total Zi, satisfaciendo la siguiente ecuación:

Li

2
≤ Zi ≤ N − Li

2
. (2.1)

Al superponer la tesela Ti contra la estructura total se obtiene una serie de alineamientos

que cumplen con la condición de no ser superponibles entre śı, sobre la estructura. Los puntajes

de los alineamientos entre Ti y la región Tk tienen un valor máximo Sik igual a Lii en caso de

que todos los residuos de ambas teselas sean superponibles tal que la desviación estructural

sea mı́nima. Es útil recordar que el valor de Lii, que es el largo de la tesela Ti consigo misma,

corresponde al largo de la tesela Ti. Si una tesela Tk posee desviaciones respecto de otra Ti,
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el valor de Sik será menor a Lii y por tanto, habrá residuos que no serán alineables.

El cubrimiento máximo se obtiene cuando las copias se arreglan de forma contigua en la

estructura global, sin dejar espacios entre ellas (espacio subutilizado). En tal caso, los centros

de las copias (Zik) son definidos de la forma:

Zik = Zi + n · Li n ∈ Z. (2.2)

En el caso en que sólo se acepten copias que alinean de forma completa (Sik = Lii) contra

la estructura global, los valores de los centros de los fragmentos se encuentran restringidos a:

Li

2
≤ Zik ≤ N − Li

2
(2.3)

Li

2
≤ Zi + n · Li ≤ N − Li

2
(2.4)

Esta expresión puede ser reacomodada para obtener:

1

2
− Zi

Li

≤ n ≤ N

Li

− 1

2
− Zi

Li

(2.5)

Con ĺımites correspondientes a:

nmin = ⌈1
2
− Zi

Li

⌉ (2.6)

nmax = ⌊N
Li

− 1

2
− Zi

Li

⌋ (2.7)

El número total de copias no superponibles que se pueden ubicar a lo largo de la protéına se

define como: nc = nmax−nmin+1 y el valor de cubrimiento correspondiente seŕıa Ci = nc ·Li.

Entonces, el valor de teselado Θi es:
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Θi =
(nc − 1)Li

N − Li

(2.8)

Con estas ecuaciones es posible recrear el patrón de teselado teórico de un modelo ho-

mogéneo de N residuos de longitud. El patrón de teselado de una protéına de N = 120

residuos, de acuerdo al esquema de aceptación de copias de alineamientos enteros se muestra

en la Fig. 2.2a.

Hasta aqúı el modelo presentado tiene la restricción de que las copias aceptadas deben

cumplir con la restricción de alinear la totalidad de sus residuos con la tesela evaluada. Una

dificultad que surge de este modelo es que, en protéınas naturales, las repeticiones pueden

variar en sus largos debido a la presencia de inserciones y/o deleciones y por tanto las mis-

mas no seŕıan aceptadas como repeticiones válidas. Además, diferentes repeticiones pueden

presentar variaciones estructurales entre śı, provocando que residuos análogos no puedan ser

alineados estructuralmente a pesar de estar presentes. Una extensión del modelo anterior para

poder lidiar con estos inconvenientes es necesaria para poder aplicarse en protéınas naturales.

A continuación se describe como se generaliza el modelo homogéneo en caso de que se

acepten copias parcialmente alineadas con la tesela evaluada, siendo el parámetro α la pro-

porción máxima de tesela que se permite no alinear. La restricción que hemos usado es que

al menos la mitad de los residuos que componen la tesela deben ser alineados con una copia

para que esta última se considere válida, es decir Sik < Lii con Lii/2 < Lk < Lii, α = 0,5,

dado el alineamiento de la tesela Ti con su copia Tk. En primer lugar debemos calcular cuan-

tos residuos se dejan descubiertos al teselar con copias enteras debido a una subutilización

del espacio. La tesela que se localiza más a la izquierda, está centrada en Zi + nmin · Li, y

su inicio por tanto se localiza en Zi + nmin · Li − Li

2
que equivale también con el número de

aminoácidos no cubiertos al principio de la protéına Cbeg. De forma análoga, la tesela local-

izada más a la derecha se encuentra centrada en Zi +nmax ·Li y la posición de su aminoácido

final se localiza en Zi + nmax · Li +
Li

2
y el número de aminoácidos no cubiertos entonces es

Cend = N −
[

Zi + nmax · Li +
Li

2

]

.

Si Cbeg y Cend son mayores que αLi cada tesela parcialmente alineada posee la siguiente
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contribución al cubrimiento obtenido con copias enteras:

χ(x) =











0 if x < 0

1 if x ≥ 0
(2.9)

Y su correspondiente valor de teselado es:

Θi =
(nc − 1) · Lii + Cbeg · χ (Cbeg − Lii/2) + Cend · χ (Cend − Lii/2)

N − Lii

(2.10)

El patrón de teselado de una protéına modelo de N = 120 residuos se muestra en la Fig.

2.2b.

Figura 2.2: Teselado de un modelo homogéneo: Las teselas están ordenadas de acuerdo a su tamaño
(eje vertical) y su centro (eje horizontal) expresados en unidades de aminoácidos. El puntaje de
teselado Θi se muestra en escala de grises. El panel a) muestra el perfil de teselado obtenido cuando
sólo copias enteras de las teselas son aceptadas y en el panel b) cuando copias parcialmente alineadas
son aceptadas.

Los patrones correspondientes para cada esquema de aceptación de alineamientos entre la

tesela y sus regiones análogas estructurales o copias, de la Fig. 2.2 se obtienen de aplicar las

fórmulas descriptas anteriormente en un script en R, fijando el valor de N = 120
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2.3. Teselado de Protéınas del Mundo Real

En la sección anterior mostramos a través de un modelo lo que se espera del método de

teselado en el caso de ser aplicado sobre una estructura que está compuesta por repeticiones

que son copias completamente alineables entre śı, o en caso en que por algún motivo, fracciones

de las mismas no pueden ser alineadas.

Para ilustrar las propiedades básicas del teselado de estructuras proteicas, usamos la

protéına 4ANK (pdb:1n0r,A con N = 126 residuos) que es un constructo sintético de repeti-

ciones canónicas del tipo Ankirina [Mosavi et al., 2002]. Esta protéına tiene la particularidad

de estar compuesta por 4 copias idénticas de la secuencia consenso (aunque la cuarta repetición

posee un truncamiento de 6 residuos en su extremo C-terminal), obtenida del alineamiento

de todas las repeticiones ANK conocidas hasta el momento de su publicación, dispuestas de

forma contigua en su estructura primaria para luego obtener su estructura tridimensional.

Como consecuencia de su completa periodicidad en secuencia, la estructura de 4ANK es muy

regular y constituye un excelente ejemplo de aplicación intermedio entre el modelo homogéneo

y protéınas naturales. La Fig. 2.3A muestra los puntajes de los mejores 15 hits para 3 frag-

mentos diferentes provenientes de la estructura, que fueron usados como tesela de búsqueda

Ti. En todos los casos, la tesela que aparece más alta en el ranking es la correspondiente al

auto-alineamiento contra śı misma (i ≡ k). En cada caso, los 2 hits subsiguientes con valores

máximos corresponden a alineamientos con las otras 2 copias completas, ya que existe una

cuarta repetición truncada en la estructura. Para las teselas subsiguientes en el ranking, el

valor del teselado decae rápidamente.

A continuación, usamos el ranking para obtener un grupo de fragmentos, no superponibles

entre śı, para poder cubrir la estructura de 4ANK mediante copias de la tesela Ti. Para cada

posible tesela Ti el valor de teselado Θi fue calculado, como se ha explicado anteriormente.

El valor de Θi para teselas donde Lii > N/2, es siempre cero, ya que no se pueden obtener

repeticiones de esos fragmentos (Fig. 2.3B). La tesela más grande que puede ser ubicada

dos veces es aquella donde Li = 57 aminoácidos. Aquellas teselas anidadas dentro de teselas

más largas, necesariamente tienen puntajes más bajos. En el patrón de teselado de 4ANK se

pueden observar 2 o 3 repeticiones para Li = 33, y 3 o 4 para Li = 24 (Fig. 2.3B). Los puntos
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más altos en dicha figura corresponden con aquellos fragmentos que ocurren más de una vez

y para los cuales, cualquiera de sus extensiones ocurre menos veces, es decir, son elementos

maximales. El rápido decrecimiento en Θi proviene de fragmentos que están anidados en las

teselas maximales. Esto puede inferirse a partir del modelo homogéneo donde un grupo de

teselas que ocurren n veces obtienen puntajes Θi = (n− 1)Lii/(N − Lii).

Figura 2.3: Cálculo del puntaje para las teselas: Se seleccionan fragmentos continuos de una
protéına modelo como 4ANK (PDB:1n0r,A) y son alineados estructuralmente contra toda la
protéına de la que provienen. Se genera una lista para cada fragmento, ordenada por el valor
del parámetro Sik de TopMatch, donde tres casos se muestran en el panel a) Li representa el largo
del fragmento en unidades de aminoácidos y Zi es el centro, de acuerdo a la numeración de los
átomos Cα de los residuos contenidos en la estructura del archivo PDB de 4ANK. b) Distribuciones
de los valores del puntaje Θi para cada largo de tesela (Li). Cada punto en la imagen corresponde
con el valor obtenido cuando se restringe el procedimiento a alineamientos perfectos (Sik = Lii).
Las ĺıneas corresponden a la expresión Θi = (n − 1)Li/(N − Li) donde N = 126 y el número de
copias de teselas que pueden repetirse corresponde a n = 1, 2, 3..,12 como se indica. c) Los puntos
corresponden al promedio Θi calculado para cada Li. La ĺınea de puntos representa la diferencia
entre puntos consecutivos a lo que llamamos δΘi.

El hecho de que haya un número de teselas con puntajes similares pero de diferente largo

Li, implica que la arquitectura general de la protéına puede ser cubierta por un conjunto de

teselas anidadas en donde las más largas pueden ser fragmentadas en teselas más pequeñas
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que mantienen la caracteŕıstica de ser maximales. Aśı, la pregunta que surge es, ¿Cuál de

esos largos conlleva a un máximo cubrimiento mediante el proceso de teselado? En el caso de

protéınas reales, copias de teselas individuales generalmente exhiben variaciones estructurales

con respecto a una unidad básica. Dichas variaciones reducen el puntaje S de los motivos

estructurales análogos alineados. La reducción relativa es en general más pronunciada para

teselas pequeñas comparadas con aquellas más largas, que puede resultar en una disminución

relativamente grande al puntaje de teselado Θi. En resumen, si varias copias de una tesela

pequeña tienen desviaciones estructurales significativas, entonces el puntaje Θi puede ser

subóptimo respecto del obtenido por teselas de mayor tamaño.

Por lo anterior, es conveniente tomar el promedio ΘL sobre todos los puntajes Θi que

corresponden a teselas con el mismo largo L = Lii (Fig. 2.3C). Es evidente a partir del ejemplo

que el máximo ocurre en ΘL = 33 residuos, indicando que las teselas de ese largo teselan la

estructura de una forma más óptima respecto de aquellos con otros largos. Formalmente, el

largo óptimo de tesela es obtenido como la ráız de la derivada de la función dΘL/dL, es decir

que puede ser obtenido a partir de las diferencias finitas ∆ΘL = ΘL − ΘL−1. Una vez hecho

esto, se identifica el largo óptimo L y es posible seleccionar la tesela que maximiza el puntaje

de teselado a dicho largo para obtener aquel fragmento Ti que representa de mejor manera las

repeticiones estructurales presentes en la molécula.

Dado que toda tesela Ti se encuentra caracterizada por la posición relativa de su centro

respecto de la estructura global Zi y su largo Li, todo el conjunto de posibles teselaciones

a partir de todos los fragmentos definibles en una estructura proteica es representable en 2

dimensiones en donde una tercera dimensión en escala de grises puede ser añadida represen-

tando el valor de la función Θi(Li, Zi) (Fig. 2.4). Esta representación muestra en que grado,

cada tesela definible en la estructura, es capaz de teselar a esta última por medio de copias de

śı misma. 4ANK (1n0r,A) es teselada de forma óptima por 2 repeticiones de un largo de 57

residuos, centrados en las posiciones 30 y 96. Al acortar el largo de las repeticiones, el puntaje

decae hasta que se consideran fragmentos de 24 aminoácidos, donde el puntaje vuelve a ser

máximo de forma local. Estas teselas de 24 residuos de largo, a su vez pueden descomponerse

en unidades de 8 y 10 residuos. Estas unidades más pequeñas corresponden a las α-hélices

que son parte del motivo canónico de las ANKs (Fig. 2.4).
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Figura 2.4: Teselado de una protéına altamente simétrica: Una protéına con repeticiones de Anki-
rina diseñada, 4ANK (pdb: 1n0r,A) con un largo de 126 residuos fue fragmentada en 7381 teselas
diferentes. Estas se encuentran ordenadas de acuerdo a su tamaño (eje vertical) y su eje centro
(eje horizontal) en unidades de aminoácidos. El valor de Θi para cada una de ellas se muestra en
escala de grises. Las estructuras de la protéına y de los teselados respectivos a valores diferentes y
representativos de Li se muestran en la izquierda. La estructura nativa se encuentra pintada en gris
y sobre ella, superpuesta se encuentra la tesela elegida (en amarillo) como elemento de búsqueda y
sus copias en cian, magenta, rojo, etc.

Al observar el patrón de teselado, es evidente que algo particular sucede para las teselas en

donde Li = 33. Cualquier tesela de este largo produce un teselado casi total de la estructura.

Además, a ese largo las repeticiones que quedan definidas por las diferentes teselas están sep-

aradas por una distancia igual a su largo, es decir, se encuentran contiguas sin espaciamientos

entre ellas. El hecho de que sin importar “la fase“ de la tesela, el puntaje sea máximo, le

da a la estructura una caracteŕıstica de onda (en el sentido de señal periódica) donde para

un peŕıodo fijo, cualquier fase permite reconstruir el patrón repetitivo, a excepción de ciertas

teselas donde hay un decrecimiento en el puntaje de teselado producto de una condición de

contorno, que produce una subutilización del espacio que puede ser cubierto. El largo carac-

teŕıstico en el ejemplo es igual a L = 33, donde la estructura puede ser maximalmente cubierta

por casi cualquiera de las fases posibles φ = 0, 1, . . . , L− 1.

Todas estas observaciones implican que aquellas teselas que cubren óptimamente la es-

tructura repetitiva de una protéına poseen un puntaje promedio máximo para ΘL y además

poseen un valor alto de ∆ΘL (Fig. 2.3C). A partir del conjunto de teselas que contribuyen a

ΘL definimos la mejor tesela Ti como aquella que posee el puntaje máximo Θi(Li, Zi) respecto

de las demás Tk(Li).
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Como mencionamos anteriormente, 4ANK es un caso intermedio entre el modelo ho-

mogéneo y las protéınas que pueden encontrarse en la naturaleza. Las repeticiones en es-

tructuras de protéınas son generalmente atribuidas a procesos de duplicación de ciertas re-

giones génicas correspondientes a secuencias particulares de aminoácidos. En general estas

duplicaciones resultan en copias exactas del material duplicado. Al nivel de aminoácidos, la

similitud entre las copias decae con el tiempo debido a la acumulación de sustituciones, inser-

ciones y deleciones en las diferentes unidades. Las estructuras, en cambio, son más robustas

ya que la similitud de las secuencias decae más rápido que la similitud al nivel estructural. Sin

embargo, las inserciones, deleciones y demás variaciones también afectan la estructura tridi-

mensional de las repeticiones individuales y por tanto, en protéınas naturales, las unidades

repetitivas raramente son exactamente iguales y se encuentran generalmente afectadas por

regiones no repetitivas entre ellas que han ido apareciendo y siendo retenidas evolutivamente.

A continuación discutiremos los patrones de teselado obtenidos a partir de una variedad de es-

tructuras proteicas correspondientes a diferentes tipos de protéınas naturales tanto repetitivas

como globulares.

2.4. Teselado de Protéınas Repetitivas del Tipo Solenoide

Muchas protéınas naturales contienen repeticiones en tándem, compuestas por cadenas

similares de aminoácidos. Estas moléculas son usualmente clasificadas en grupos, de acuerdo

al largo de su unidad repetitiva fundamental. Las repeticiones cortas, de hasta 5 residuos,

usualmente forman estructuras fibrilares como el colágeno o la protéına de la seda, mientras

que repeticiones más largas que 50 residuos frecuentemente se pliegan como dominios globu-

lares independientes [Kajava, 2012,Wolynes, 1997]. Hay una clase de protéınas repetitivas que

se sitúa entre medio de los casos anteriores en donde el plegado de unidades vecinas se en-

cuentra frecuentemente acoplado, conformando dominios que no son fáciles de definir [Espada

et al., 2015]. Los defectos que se encuentran interrumpiendo la estructura regular en los ar-

reglos repetitivos, aparte de dificultar la detección y anotación de los mismos, probablemente

afectan también sus transiciones de plegado y función biológica. Por esta razón, aplicamos el

procedimiento de teselado para definir las repeticiones en estructuras de protéınas naturales,
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como aśı también la presencia de inserciones y deleciones de una forma puramente geométrica.

IκBα es una protéına con repeticiones de Ankirina que inhibe la actividad del factor de

transcripción NF-κB [Ferreiro and Komives, 2010]. El procedimiento de teselado es capaz de

identificar correctamente el largo correspondiente a la unidad canónica repetitiva que es igual

a 33 residuos (Fig. 2.5a). Las repeticiones que se encuentran, contienen desviaciones respecto

del largo canónico comprendiendo longitudes entre 30 y 39 residuos, indicando que no todas

las repeticiones ANK son geométricamente equivalentes en el arreglo y contienen modifica-

ciones estructurales. Aquellos fragmentos con puntajes máximos de teselado, pueden ubicar

hasta 6 copias en la estructura, cubriendo cerca del 92% de la estructura total (Tabla 2.1).

Es aparente que la repetición ubicada en el extremo C-terminal se encuentra distorsionada

respecto de las demás ya que los valores de Θi correspondientes a dicha región son menores.

Esta observación sobre la repetición C-terminal concuerda con la incapacidad de los métodos

basados en secuencia para detectarla. Si se analizan teselas que agrupan repeticiones con-

secutivas, es decir que tienen valores Li mayores que 33, se puede observar que son aquellas

correspondientes a las repeticiones centrales las que maximizan el puntaje. Esto indica que las

inserciones detectadas en teselas de largo 33, son responsables de distorsionar la simetŕıa del

arreglo a largos superiores. Tal vez no es coincidencia que en esta protéına se observa experi-

mentalmente,in vitro, que su plegado consiste de 3 transiciones consecutivas, que en grandes

rasgos, parecen coincidir con las regiones definidas al teselar la estructura con fragmentos de

largo Li = 70 [Ferreiro et al., 2007a,DeVries et al., 2011] .

La protéına aglutinante de germen de trigo (wheat-germ agglutinin, PDB ID: 1k7u,A) ha

sido descripta como poseedora de 4 subdominios de tipo hevein [Muraki et al., 2002]. Al

aplicar nuestro algoritmo de teselado, se detectan dos teselas de largo Li = 86 residuos, como

aśı también 4 repeticiones de largo Li = 43, cubriendo en ambos casos la totalidad de la

estructura (Fig. 2.5b). Al tomar el promedio de los valores Θi a cada valor de Li se puede ver

una discontinuidad ocurriendo en un largo de 43, lo que constituye la frecuencia caracteŕıstica

de esta estructura. A ese largo, casi todas las teselas son igualmente buenas para cubrir el

espacio estructural con repeticiones de śı mismas. La disposición simétrica de las 4 mejores

teselas a ese largo de fragmento hacen que la estructura sea altamente periódica produciendo

que la fase de las repeticiones esté únicamente determinada por los ĺımites de los extremos N
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Figura 2.5: Teselado de protéınas repetitivas clásicas. El perfil de teselado se muestra en escala
de grises, junto con el valor de δΘL proyectado en la izquierda. Las estructuras de la protéına
nativa y el teselado correspondiente al puntaje máximo a la frecuencia caracteŕıstica se muestran
usando el mismo esquema de colores que la figura anterior. El largo (Li) y el centro (Zi) de la tesela
seleccionada es: a) Ankyrin repeat: IκBα (pdb:1nfi,E) Li = 33, Zi = 191,5 b) Hevein: protéına del
germen de trigo (pdb:1k7u,A) Li = 43, Zi = 150,5 c) Leucine-rich: Porcine ribonuclease inhibitor
(pdb:2bnh,A) Li = 57, Zi = 139,5 d) HEAT: PR65/A (pdb:1b3u,A) Li = 39, Zi = 530,5

y C-terminales.

El inhibidor de la ribonucleasa porcina (PDB ID: 2bnh,A) es una protéına con repeticiones

del tipo ricas en Leucina (leucine-rich) en la que se han definido 16 repeticiones a partir de

su secuencia. Aunque son muy similares al nivel de su estructura primaria, estas repeticiones

no son estructuralmente equivalentes. Al aplicar el algoritmo de teselado, detectamos que hay

en realidad 2 tipos diferentes de teselas de 28 y 29 aminoácidos de largo respectivamente

(Fig. 2.5c). Se puede observar además, que estas repeticiones aparecen alternadas a lo largo

de la estructura, produciendo un perfil escalonado a esos largos en el patrón de teselado (Fig.

2.6). Debido a que estas unidades están arregladas de forma simétrica, la estructura puede
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Figura 2.6: Acercamiento sobre el perfil de teselado de la protéına Porcine Ribonuclease Inhibitor
(2bnh,A). El perfil de teselado se muestra en gris, junto a la gráfica que muestra los valores de la
función δΘi proyectada en la izquierda. Esta protéına tiene una frecuencia caracteŕıstica en Li=57.
Las teselas en ese largo están compuestas por otras teselas más pequeñas con Li=28 y Li=29,
respectivamente que aparecen alternadas en la estructura proteica. Esto es evidente en el patrón
con forma de sierra alrededor de largos Li ≈ 30 como aśı también en el pico secundario en δΘi para
esos largos. La estructura de la protéına y el teselado correspondiente se muestra en las figuras a)
Teselado con Li=28, Zi =388. c) Teselado con Li=29, Zi =153.5.

componerse por fragmentos más grandes que incluyan pares de repeticiones de 28 y 29 residuos

(Fig. 2.5c). Aśı, al largo Li = 57 residuos, casi todo fragmento es tan bueno como los demás

para explicar la estructura global mediante repeticiones de śı mismo. De esta forma, el largo

de tesela que mejor explica la periodicidad en esta estructura es aquel que se compone por

pares de repeticiones canónicas de diferentes largos. Anteriormente Haigis y colaboradores

asignaron la repetición de 57 residuos de largo como la unidad evolutiva de esta protéına,

mediante el análisis de los ĺımites de exones en los transcriptos primarios [Haigis et al., 2002].

La subunidad de andamiaje de la protéına fosfatasa 2A, PR65/A, es una protéına repetitiva

muy grande compuesta por repeticiones del tipo HEAT (acrónimo formado por letras presentes

en las protéınas Huntingtin, EF3, PP2A y TOR1) [Groves et al., 1999]. Nuestro algoritmo

de teselado detecta una tesela maximal de 39 residuos de largo que puede cubrir la estructura
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global con 15 copias de śı misma, lo que coincide con la detección del patrón de secuencia

del motivo HEAT (Fig. 2.5). Esta protéına exhibe una estructura super-helicoidal, aunque

se pueden observar irregularidades en el arreglo repetitivo entre repeticiones, lo cual afecta

el patrón de teselado a largos superiores, generando grupos de repeticiones consecutivas en

dicho patrón. El empaquetamiento periódico de las repeticiones HEAT es interrumpido entre

las repeticiones 3 y 4 (Zi = 117) y entre las repeticiones 12 y 13 (Zi = 471) [Groves et al.,

1999]. Esto se refleja a valores Li superiores donde las teselas localizadas alrededor del residuo

300 poseen puntajes más altos, de forma consistente, indicando que las repeticiones centrales

se encuentran ordenadas entre śı de una forma más simétrica que las de los extremos (Fig.

2.5d).

2.5. Teselado de Protéınas Repetitivas con Topoloǵıa

Cerrada y del tipo Cuentas de Perla

En contraste con las arquitecturas solenoidales que exhiben usualmente las protéınas repet-

itivas clásicas, algunas protéınas muestran simetŕıas rotacionales. A menudo, los extremos N y

C-terminales están en contacto, produciendo un cierre en la estructura de una forma polihédri-

ca. Otro tipo de protéınas, contienen repeticiones con largos suficientes para que las mismas

se plieguen de forma independiente en estructuras globulares repetidas, llamadas protéınas

con repeticiones “cuentas de perla“ (beads on a string). En esta sección, mostramos cómo

el algoritmo de teselado es capaz de identificar repeticiones estructurales en miembros corre-

spondientes a las topoloǵıas más comunes de estos tipos.

El TIM barrel es una de los tipos de arquitecturas proteicas más comunes en enzimas

monoméricas [Nagano et al., 2002]. T́ıpicamente está descripto como una colección de mo-

tivos β-α unidos por loops variables que se cierran en forma de cilindro u hojas β paralelas,

rodeadas por una capa de hélices α. Hay una conservación estructural relativamente alta

entre las protéınas de este tipo aunque sus secuencias puedan parecer no relacionadas, abrien-

do la discusión acerca de la naturaleza evolutiva de las unidades repetitivas y sus arreglos

(duplicación y divergencia o evolución convergente) [Soding et al., 2006]. Hemos aplicado el
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Figura 2.7: Teselado de diferentes TIM barrels. El perfil de teselado se muestra en escala de
grises, junto con la función δΘi proyectada sobre la izquierda. Las estructuras de las protéınas y sus
patrones de teselado correspondientes a largos (Li) y centros (Zi) correspondientes con simetŕıas del
tipo 2-fold, 4-fold y 8-fold se muestran en las figuras a) Ribulose-phosphate 3-epimerase (pdb:1rpx,A)
2-fold: Li = 108, Zi = 63, 4-fold Li = 46, Zi = 92, 8-fold Li= 27, Zi = 105.5 b) HisF (pdb:1thf,D)
2-fold: Li = 121, Zi = 181.5, 4-fold Li = 53, Zi = 58.5, 8-fold Li = 22, Zi = 94 c) Glycosomal,
Triosephosphate isomerase (pdb:5tim,A) 2-fold: Li = 129, Zi = 186.5, 4-fold Li = 50, Zi = 29,
8-fold Li = 23, Zi = 115.5 d) Narbonin (pdb:1nar,A) 2-fold: Li = 97, Zi = 116.5, 4-fold Li = 43,
Zi = 180.5, 8-fold Li = 25, Zi = 251.5

procedimiento de teselado sobre algunos de los casos más discutidos y para la mayoŕıa detec-

tamos señales de periodicidad para aquellas teselas que pueden repetirse 2, 4 y 8 veces (Tabla

2.1, Fig. 2.7). No todos los TIM barrels muestran la misma frecuencia caracteŕıstica. Algunas

de las estructuras son mejor descriptas por teselas que corresponden a medio barril (2.8a),

mientras otras poseen señales comparables a largos correspondientes tanto para medio barril

como para un cuarto (Fig. 2.7). Los casos más irregulares tienen frecuencias caracteŕısticas a

largos de fragmentos muy pequeños, comparables con el tamaño de elementos de estructura

secundaria simples (Tabla 2.1). Soding et al ya hab́ıan anotado desviaciones equivalentes en

esta familia topológica basados en patrones de secuencia [Soding et al., 2006].

Un gran número de protéınas adopta la arquitectura del tipo β-propeller, siendo éste uno

de los tipos de plegado más frecuentes en protéınas y al igual que el TIM-Barrel es considerado
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Figura 2.8: Teselado de protéınas repetitivas con topoloǵıa repetitiva cerrada. El perfil de tese-
lado se muestra en escala de grises, junto con los valores de δΘL proyectados en la izquierda. Las
estructuras de la protéına nativa y el teselado correspondiente al puntaje máximo a la frecuencia
caracteŕıstica se muestran, usando el mismo esquema de colores que en la figura anterior. El largo
(Li) y el centro (Zi) de la tesela seleccionada: a) TIM barrel: (pdb:1fq0,A) Li = 88, Zi = 60 b) β-
propeller (pdb:3ow8,A) Li = 42, Zi = 200 c) Trefoil (pdb:1ybi,A) Li = 142, Zi = 223 d) Ig-repeats
(pdb:2rik,A) Li = 94, Zi = 140

un superfold [Orengo et al., 1997]. Los propellers contienen un número variable de hojas β

antiparalelas ordenadas de forma radial, denominadas “aspas” (blades) [Fulop and Jones,

1999]. Nuestra estrategia nos permite identificar las aspas de forma correcta, en los casos

testeados, observando propellers que contienen 4, 5, 6 y hasta 7 aspas (Fig. 2.9), incluso en

presencia de un dominio no propeller en la misma cadena polipept́ıdica (Fig. 2.9d).

Una excepción interesante ocurre en la subclase de los propellers pertenecientes a la familia

WD-40, donde las teselas maximales no se corresponden con las aspas (Fig. 2.8b). En el caso

de los miembros de la familia WD-40, se detecta una frecuencia caracteŕıstica de Li = 42

aminoácidos, con teselas que se repiten 7 veces, contribuyendo con 3 hojas β para un aspa y

una hoja β para el aspa que se encuentra de forma contigua (Fig. 2.8b). Es notable que esa
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Figura 2.9: Teselado de diferentes β-propellers. El perfil de teselado se muestra en escala de grises,
junto con la función δΘi proyectada sobre la izquierda. Las estructuras de las protéınas y sus
patrones de teselado correspondientes a largos (Li) y centros (Zi) son mostrados en las figuras a)
Propeller de 5 aspas, Tachylectin-2 (pdb:1tl2,A), Li = 47, Zi = 213.5 b) Propeller de 7 aspas, WD
repeat-containing protein-5 (pdb:3smr,A), Li = 42, Zi = 138 c) Propeller de 6 aspas, 3-phytase
(pdb:3ams,A), Li = 45, Zi = 251.5 d) Propeller de 4 aspas, Interstitial collagenase (pdb:1fbl, A)
Li = 49, Zi = 399.5

fase en particular fue originalmente descripta por otros investigadores cuando aún no hab́ıa

estructuras disponibles para miembros de la familia [Neer et al., 1994].

La protéına hematoglutinante HA33 de Clostridium botulinum es una protéına asociada

a neurotoxinas que se pliega de forma tal que posee dos subdominios del tipo β-trefoil (Fig.

2.8c). La frecuencia catacteŕıstica (Li = 142) nos lleva a dos fragmentos que tienen el máximo

Θi y que corresponden a cada subdominio trefoil. La mejor fase al segundo pico (Li = 46) cor-

responde a teselas que pueden ser ubicadas 3 veces en cada subdominio y que son compatibles

con la unidad foil anotada para la arquitectura β-trefoil.

Por último, también hicimos un teselado sobre la estructura de la protéına titina como

representante de la topoloǵıa del tipo “beads on a string“ o cuentas de perla. Este tipo de
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arquitectura se conforma por repeticiones con largos suficientes, de forma que pueden plegarse

de forma independiente. La Fig. 2.8d muestra el resultado del teselado para un fragmento de

la estructura de la protéına Titina, correspondiente a 3 repeticiones en tándem de tipo similar

a inmunoglobulina (Ig). A Li = 94 aminoácidos, la mejor fase coincide con los dominios Ig

t́ıpicos. También se observa que otras fases también obtienen puntajes altos a ese largo de

fragmento lo cual es un indicativo de la regularidad en el ordenamiento de las repeticiones.

2.6. Teselado de Protéınas Globulares

En algún nivel, todas las protéınas están formadas por repeticiones de aminoácidos. La

simetŕıa de las interacciones del backbone en las estructuras secundarias fueron claves para la

propuesta de Pauling y Corey de que éstas emerǵıan de la repetición regular de los enlaces

pept́ıdicos planares [Pauling et al., 1951,Pauling and Corey, 1951]. Se han propuesto motivos de

estructura secundaria como candidatos para ser los bloques fundamentales para la construcción

de protéınas globulares, en ĺınea con el éxito de los métodos de predicción estructural basados

en el ensamblaje de fragmentos [Moult et al., 2011,Hegler et al., 2009,Simons et al., 1997]. Ya

que las repeticiones pueden ser encontradas de forma robusta mediante el proceso de teselado

estructural, hemos explorado hasta qué punto estructuras proteicas sin repeticiones evidentes

pueden ser vistas como una composición de teselas, ilustrando mediante algunos ejemplos

clásicos.

Las protéınas βγ-crystallina incrementan el ı́ndice de refracción y mantienen la trans-

parencia de los ojos en los vertebrados. Su estructura presenta un claro ejemplo de motivos

estructurales coealesciendo en patrones de orden superior. El teselado de las estructuras de

estas moléculas establece que la estructura puede ser bien descripta mediante 2 repeticiones de

un barril-β de 8 hojas con Li = 87 residuos, centrados en las posiciones Zi = 44,5 y Zi = 133,5

(Fig. 2.10a). A su vez, cada uno de estos barriles puede ser descompuesto en 2 unidades de 40

residuos que corresponden con el motivo de llave griega, que puede ser a su vez descompuesto

en 3 hojasβ de 10 residuos de largo. La frecuencia caracteŕıstica se encuentra en Li = 43

aminoácidos, que corresponde con el motivo de llave griega a modo de repetición fundamen-

tal. Es aparente que las irregularidades presentes en la estructura hacen que la segunda y
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cuarta llaves griegas tengan mayores valores de Θi que las demás y por ende diferentes largos

maximales Li.

Otro caso que hemos analizado corresponde a la Mioglobina en donde cerca del 70% de su

estructura puede ser descripta por 6 copias de un fragmento de 18 residuos de largo. Este frag-

mento corresponde a la hélice-α ‘B’, y constituye un fragmento maximal. El puntaje a mayores

largos de fragmentos disminuye rápidamente (Fig. 2.10b). En este caso no somos capaces de

detectar una frecuencia relevante correspondiente a fragmentos más largos que los segmentos

α-helicoidales, indicando que estos fragmentos no se repiten en una forma simétrica capaz de

generar patrones de ordenes superiores, algo que sorprendió en su momento a Kendrew et al

cuando resolvieron la estructura cristalográfica de esta molécula [Kendrew et al., 1958]. El

teselado de esta estructura muestra que no es suficiente que existan fragmentos similares en

la molécula para que esta sea simétrica, sino que los mismos deben relacionarse entre śı de

una forma periódica para coalescer en una estructura simétrica.

La protéına verde fluorescente se pliega como un barril-β con una hélice coaxial, con

su fluorósforo localizado en la hélice central [Ormö et al., 1996]. Se identifican, mediante el

teselado, fragmentos de largo Li = 15 que pueden cubrir cerca del 70% del espacio estructural

con 11 repeticiones, que se corresponden con las hojas-β (Fig. 2.10c). A mayores largos no

hay fragmentos que muestren un nivel de periodicidad significativa.

La β-lactamasa de Bacillus licheniformis es un muy buen ejemplo de una estructura con

topoloǵıa αβ, compuesta de dos subdominios discontinuos [Santos et al., 2004]. Nuevamente,

en este caso, no hay un largo de fragmento particular al que se pueda definir una frecuencia

caracteŕıstica útil (Fig. 2.10d). El mejor teselado ocurre a un Li = 15 donde el fragmento

corresponde con una de las 10 hélices-α de la estructura, que al repetirse, puede cubrir cerca

del 74%.

2.7. Teselado de Oligómeros

La mayoŕıa de las cadenas polipept́ıdicas de los organismos vivos, cuando están en su en-

torno natural, no se encuentran plegadas como monómeros esferoidales, sino que nuclean con

otras para conformar complejos oligoméricos formados por dos o más subunidades. Más fre-
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Figura 2.10: Teselado de protéınas globulares clásicas. El perfil de teselado se muestra en es-
cala de grises, junto con los valores de δΘL proyectados en la izquierda. Las estructuras de la
protéına nativa y el teselado correspondiente al puntaje máximo a la frecuencia caracteŕıstica se
muestran, usando el mismo esquema de colores que en la figura anterior. El largo (Li) y el centro
(Zi) de la tesela seleccionada: a) βγ-crystallin (pdb:1h4a,X) Li = 43, Zi = 149,5 b) Myoglobin
(pdb:1mbd,A) Li = 18, Zi = 29 c) Green Fluorescent Protein (pdb:1gfl,A) Li = 15, Zi = 182,5 d)
β-Lactamase(pdb:4blm,A) Li = 15, Zi = 185,5

cuentemente se encuentran formando complejos homodiméricos, aunque los hetero-oligómeros

no son poco comunes e incluso complejos formados por cientos o miles de unidades pueden

encontrarse. Las bases simétricas de este fenómeno se han explorado desde incluso antes de

que se resolvieran las primeras estructuras [Goodsell and Olson, 2000]. Un estudio reciente es-

tima que cerca del 95% de los complejos homodiméricos cristalizados son simétricos [Swapna

et al., 2012], y se espera que pequeñas inserciones y deleciones puedan tener efectos profundos

en la funcionalidad de la protéına, modulando la estabilidad oligomérica, la especificidad y la

agregación [Hashimoto and Panchenko, 2010].

Para analizar los detalles de simetŕıa en complejos multi-cadena, debemos primero definir

los bloques elementales que los constituyen. Para explorar esto, hemos aplicado el mismo

procedimiento de fragmentado y teselado descripto anteriormente pero ahora usando arreglos

de unidades cuaternarias como blanco para calcular sus patrones de teselado. Si los monómeros
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que pueden forman un homo-oligómero no pueden ser descompuestos en teselas con altos

puntajes de teselabilidad, esperamos que la del mayor puntaje corresponda con la cadena

monomérica. De hecho encontramos que éste es el caso para la mayoŕıa de los oligómeros que

hemos evaluado. Notamos, sin embargo, algunos casos interesantes en donde la subunidad

puede descomponerse en teselas internas con altos puntajes.

La protéına E2c de unión a ADN de Papillomavirus es un muy buen modelo para estudiar

la especificidad para reconocer secuencias [Sánchez et al., 2010]. Este dominio está compuesto

por dos cadenas idénticas que forman un barril-β que expone 4 hélices-α. El procedimiento de

teselado identifica un fragmento de 81 residuos como aquel que posee el máximo puntaje, el

cual corresponde a la cadena monomérica (Fig. 2.11a). Sin embargo, estas pueden a su vez ser

descompuestas en teselas de Li = 43, capaces de cubrir cerca del 90% del espacio estructural.

La mejor tesela a esa frecuencia corresponde con el motivo βαβ que se entrelaza en cada

monómero y que con estos contribuye medio barril β (Fig. 2.11a).

La hemoglobina es el ejemplo clásico de un arreglo cuaternario simétrico, un tetrámero

de cadenas α2β2. La Fig. 2.11b muestra un patrón de teselado regular en el que se pueden

distinguir 4 regiones casi idénticas. Esto coincide con la identidad estructural reconocida entre

las cadenas α y β. Como en el caso de la Mioglobina, no se observa una descomposición de la

estructura en teselas más pequeñas con valor informativo aparente.

En algunas ocasiones, las estructuras proteicas revelan chances y necesidades de su historia

evolutiva. La Fig. 2.11 muestra las estructuras de la subunidad β de una DNA polimerasa

III de una arquea (un homod́ımero, Fig. 2.11c), junto con el factor de procesividad de la

ADN polimerasa δ de eucariotas (un homotŕımero, Fig. 2.11d). El teselado de estos com-

plejos cuaternarios identifica subunidades e identifica frecuencias caracteŕısticas similares en

los dos casos, Li = 128 y Li = 132, respectivamente. En ambos casos, las teselas elegidas a

sus respectivos Li cubren cerca del 94% de la estructura de los complejos. Es aparente que

un clamp de ADN de este tipo puede construirse ya sea con 2 o 3 cadenas polipept́ıdicas,

cada una conteniendo 3 o 2 teselas según el caso, que coalescen en una estructura con una

simetŕıa rotacional de orden 6 [Sippl and Wiederstein, 2012]. Esta tesela común puede ser

luego descompuesta en 2 de largo Li = 65 manteniendo prácticamente la misma capacidad de
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Figura 2.11: Teselado de complejos cuaternarios. El perfil de teselado se muestra en escala de
grises, junto con los valores de δΘL proyectados en la izquierda. Las estructuras de la protéına
nativa y el teselado correspondiente al puntaje máximo a la frecuencia caracteŕıstica se muestran,
usando el mismo esquema de colores que en la figura anterior. El largo (Li) y el centro (Zi) de
la tesela seleccionado: a) Homod́ımero HPV-16 E2c (pdb:1r8p) Li = 43, Zi = 58,5 b) Deoxy-
Hemoglobina (pdb:2hhb) Li = 141, Zi = 71,5 c) β-subunit of Thermotoga maritima DNA poly-
merase III (pdb:1vpk) Li = 128, Zi = 297 d) Factor de procesividad de la DNA polymerasa-δ de
Saccharomyces cerevisiae (pdb:1plq) Li = 132, Zi = 190
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cubrimiento que las teselas más grandes. Es interesante como estos fragmentos se entrelazan

para formar los patrones de orden superior con una complementariedad que no se observa en

otros fragmentos maximales de la estructura global.

2.8. Aportes del método de teselado para mejorar la

detección de unidades repetitivas en protéınas

Ya hemos discutido anteriormente que es común que las repeticiones en protéınas repeti-

tivas tengan un bajo porcentaje de identidad al compararlas entre śı. Esta divergencia es par-

ticularmente alta en las repeticiones de los extremos en el caso de protéınas del tipo solenoide,

ya que estas se encuentran en un entorno con mayor accesibilidad al solvente que aquellas

que se encuentran localizadas en medio del arreglo repetitivo. En el caso de las protéınas con

simetŕıa rotacional, los extremos N y C terminal, se encuentran en contacto. Esto, por un

lado soluciona el problema de las diferencias en cuanto a la accesibilidad al solvente, pero

al mismo tiempo, limita la cantidad de repeticiones que pueden contener las protéınas de

una misma familia/clase. En el caso de los miembros de la familia WD-40, estas contienen 7

repeticiones por cada dominio, los cuales adoptan una arquitectura del tipo β-propeller. Us-

amos la familia WD-40 a fines de analizar el problema de la detección de repeticiones en una

familia repetitiva, usando métodos basados en secuencia. Seleccionamos todos los miembros

de la familia WD-40 con estructura conocida, mediante detección de unidades del tipo WD-40

en las secuencias de todo el Protein Data Bank (PDB). Dicha selección se realizó usando el

modelo oculto de Markov para la familia WD-40 (WD40 HMM) presente en Pfam, usando

el módulo hmmsearch de la suit HMMER [Eddy, 2001]. Se realizó además una reducción de

redundancia del conjunto de datos, seleccionando una estructura por cada identificador de

Uniprot presente dentro del conjunto de protéınas recuperadas del paso anterior. En total

obtuvimos 85 estructuras de protéınas no redundantes.

Por un lado contamos cuántas unidades WD-40 fuimos capaces de detectar sobre las se-

cuencias de dichas estructuras y por el otro, hicimos una detección visual del número de

unidades repetitivas presentes en las estructuras. Esta detección visual, se realizó con 3 cu-
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radores de forma independiente y se anotó el consenso (Luna D, Nazzi E, Parra RG (2015),

resultados no publicados). Esta metodoloǵıa es empleada por los curadores de la base de datos

RepeatsDB [Di Domenico et al., 2013] tanto para clasificar protéınas repetitivas, contar las

unidades repetitivas, como aśı también definir los ĺımites entre las mismas. La metodoloǵıa

se justifica en la facilidad que tenemos los observadores humanos para generalizar un obje-

to y reconocer su patrón morfológico en otras estructuras relacionadas [Di Domenico et al.,

2013]. Al comparar el número de detecciones en secuencia con el que surge de observar las

estructuras, podemos observar que hay una cantidad considerable de repeticiones que no son

detectadas en secuencia (Fig. 2.12A).

Al hacer detecciones con el módulo hmmsearch de Hmmer sobre las secuencias, no sólo se

obtiene el número de dominios detectados, sino que además el programa informa entre que

posiciones relativas al WD40 HMM se produjo la misma. Esto quiere decir que las detecciones

pueden ser totales o parciales. Si bien existen casos en que medio dominio proteico puede estar

presente en una protéına debido a truncaciones, en protéınas repetitivas la incompletitud en

las detecciones se debe mayoritariamente a la alta divergencia en secuencia de las unidades

repetitivas. Podemos observar en la Fig. 2.12B, la distribución de comienzos y finales de las

detecciones de las unidades WD40 en las secuencias. Es fácil observar que para los comienzos

una gran cantidad de detecciones comienzan más allá de la posición 1 respecto del WD40 HMM

que representa a la familia. Aśı mismo podemos observar que los finales de las detecciones en

una importante cantidad de casos no llegan hasta el final del WD40 HMM.

Observamos que al teselar dos estructuras con dominios WD-40 se obtienen valores difer-

entes en los máximos para la función δΘL (Fig. 2.13). En el caso de la estructura de la

subunidad β de la protéına transductina (1a0r,B) se observa que los fragmentos que mejor

teselan la protéına poseen 42 residuos de largo. Por el otro lado, para la estructura de la

protéına de unión a daño de ADN (4e5z,B) observamos que el largo de fragmentos que mejor

teselan la estructura es 11. Es claro, que el motivo estructural más importante en la estructura

es de un largo mayor que el detectado por el máximo de la función δΘL. Estas diferencias en

los largos de las repeticiones maximales tienen que ver principalmente con el grado de simetŕıa

presente en una y otra molécula, lo cual se relaciona con el nivel promedio de puntajes globales
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Figura 2.12: A) Número de repeticiones WD-40 que pueden ser detectadas de forma computacional
mediante HMMER y el HMM para WD-40 presente en Pfam (eje x) y detectadas en forma visual
por humanos (eje y). Se observa como para muchos casos, la cantidad de unidades detectadas por
HMMER es menor a las detectadas en forma visual. B) Distribuciones de posiciones relativas al
HMM de WD-40 en que se detectan los comienzos (naranja) y finales (amarillo) de las unidades
WD-40 detectadas por HMMER. Puede observarse que una proporción significativa de repeticiones
son detectadas de forma incompleta en su extremo inicial o terminal.

de los diferentes fragmentos en los diagramas de teselado (el nivel de negro es mayor en el

patrón de teselado de 1a0r,B que en 4e5z,B como se puede ver en la Fig. 2.13). Debido a

esto diseñamos una nueva estrategia para seleccionar las teselas que se correspondan con los

motivos estructuralmente repetidos en moléculas que siendo de la misma familia repetitiva,

presentan este tipo de discrepancias. Dicha estrategia consiste en primer lugar en encontrar el

fragmento maximal no de forma global sino de acuerdo a cuantas copias no superponibles de

śı mismo es capaz de superponer sobre la estructura. Aśı se seleccionan aquellos fragmentos

que maximizan el cubrimiento mediante 2, 3, .., n copias. En este caso, usamos un n igual a

14 (que corresponde con aquellas moléculas que poseen 2 dominios WD-40 en la misma ca-

dena).Podemos observar que el mejor cubrimiento se obtiene en ambos casos con fragmentos

que pueden ubicar 7 copias de śı mismos en la estructura (Fig. 2.13). Al recuperar dichos

fragmentos, encontramos que estos poseen 42 residuos de largo, lo cual se repite para todas

las estructuras con dominios WD-40 que hemos analizado. Es interesante que dicho largo de-

tectado para la repetición WD-40 difiere de los 39 residuos que posee el WD40 HMM en Pfam.

Al ubicar los hits en la secuencia, podemos observar que los mismos se encuentran localizados

con distancias de aproximadamente 2 residuos entre el final de una repetición y el inicio de la
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siguiente, lo cual evidencia que el WD40 HMM, está definido de forma incompleta respecto

del motivo estructural que podemos encontrar usando nuestra estrategia.

Figura 2.13: Teselado de dos estructuras proteicas con dominios del tipo WD-40 (Izquierda: 1a0r,B;
Derecha: 4e5z,B). En los paneles superiores se observan los valores del puntaje de teselado para
aquellas repeticiones maximales que pueden ubicar 2, 3, .., n veces sobre la estructura. Para ambas
protéınas el máximo se encuentra en 7 repeticiones. En los paneles inferiores se observa el patrón
global de teselado de las estructuras y en sus laterales los valores de la función δΘL.

Es notable observar que a pesar de la alta divergencia de las repeticiones a nivel de se-

cuencia, el método de teselado es capaz de localizar las repeticiones estructurales tanto en

estructuras con un alto grado de regularidad en cuanto al arreglo de las aspas como en aque-

llas en donde el ordenamiento es más irregular como se observa en la Fig. 2.14.

Es evidente que los dominios repetitivos presentan dificultades espećıficas para los métodos

bioinformáticos clásicos en cuanto a la capacidad de definir donde las unidades repetitivas se

encuentran localizadas. Tanto el largo de las repeticiones como la fase en que se encuentran

definidas, son parámetros no trivialmente identificables. En el ejemplo de la Fig. 2.14 se

puede observar que a pesar de que el método de teselado es capaz de encontrar repeticiones

estructurales en los dominios WD-40, lo cuales poseen un largo promedio de 42 residuos,

con desviaciones debido a inserciones o deleciones, la fase de los motivos encontrados no es

consistente en ambas moléculas. Esto es evidente al localizar el motivo WD t́ıpico que se

encuentra al final de las repeticiones, mientras en 1a0r,B este motivo se corresponde con los
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Figura 2.14: Teselado de dominios WD-40 (izquierda 1a0r,B, derecha 4e5z,B). Arriba: Estructuras
teseladas con aquel fragmento que maximiza el cubrimiento de la estructura total con 7 copias de
si mismo. Abajo: Logos de secuencia a partir de las repeticiones detectadas. Los logos de secuencia
se generaron usando el skylign (www.skylign.org) a partir de modelos ocultos de Markov generados
a partir de los alineamientos de secuencias obtenidos a partir de los alineamientos estructurales
mediante el módulo hmmbuild de hmmer. Se observa la menor conservación en los motivos de
secuencia en el caso de 4e5z,B respecto de 1a0r,B (altura máxima en bits de cada logo) lo cual es
congruente con su menor grado de simetŕıa a nivel estructural.

dos últimos residuos, en 4e5z,B se encuentra desplazado dos residuos hacia el extremo N-

terminal. Esto también se observa para los casos analizados en la Tabla 2.1, en donde para

miembros de una misma familia, los parámetros de largo y fase no son identificables de forma

congruente teniendo en cuenta sólo aspectos estructurales. De todas formas, el proceso de

teselado, por su naturaleza exhaustiva, permite que todos los fragmentos que componen una

protéına sean evaluados en cuanto a su capacidad de ser verdaderas unidades repetitivas.

Dado un conjunto de restricciones en cuanto a la fase requerida, o el largo representativo

de las repeticiones, el método de teselado permitiŕıa que eventualmente todos los miembros

puedan ser descompuestos en repeticiones de una forma consistente. La anotación consistente

de repeticiones a lo largo de miembros de una misma familia repetitiva, es fundamental para

realizar estudios comparativos. Actualmente, más allá de todas las falencias descriptas, el

único método que permite realizar anotaciones consistentes es HMMER, mediante el uso de

HMMs representativos del motivo repetitivo. El resto de los algoritmos disponibles generan

anotaciones de las repeticiones en donde la fase y largo de las unidades son dependientes

de la secuencia que es analizada y no es posible imponer restricciones para los mismos. En

el próximo caṕıtulo mostraremos cómo usamos el método de teselado en conjunto con otras

estrategias para generar por primera vez una anotación consistente de los miembros de una

familia de protéınas repetitivas.
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2.9. Conclusiones del caṕıtulo

Es más fácil encontrar secuencias plegables con paisajes energéticos con forma de em-

budo si la estructura del estado nativo es simétrica [Wolynes, 1996]. Muchos investigadores

aprecian la existencia de simetŕıa como una caracteŕıstica emergente de la parsimonia de la

naturaleza, que resulta de las formas de interacción limitadas entre un pequeño número de

partes elementales que se ensamblan en estructuras de órdenes superiores [Goodsell and Ol-

son, 2000,Wolynes, 1988,Wales, 2012,Denton et al., 2002]. Las simetŕıas inexactas presentes

en las moléculas biológicas son algo aún más llamativo [Wolynes, 1996,Wolynes, 1988]. Sutiles

aperiodicidades pueden dar lugar a grandes efectos biológicos [Schrödinger, 1944] importantes

para la regulación fisiológica de los sistemas en estudio. Para poder detectar y caracterizar

repeticiones en estructuras proteicas, hemos presentado un simple esquema basado en el análi-

sis de la distribución de alineamientos estructurales subóptimos de fragmentos continuos. El

procedimiento desarrollado identifica fragmentos maximales, que son aquellos que maximizan

una función objetivo, pero que al ser extendidos rápidamente pierden dicha capacidad (Fig.

2.3B) al disminuir su número de ocurrencias en el ensamble de soluciones. Contando el número

de ocurrencias de fragmentos no superponibles y teniendo una buena métrica para calcular el

cubrimiento total de la estructura, definimos un puntaje de teselado, Θ, que ordena a los difer-

entes fragmentos (no idénticos) de acuerdo a su capacidad para teselar la estructura global

mediante copias de śı mismos. Encontramos que en la mayoŕıa de los casos hay un largo partic-

ular de fragmento al cual el cubrimiento ganado por repeticiones es máximo, lo cual definimos

como frecuencia caracteŕıstica. En algunos casos hay una colección discreta de fragmentos que

permiten definir la mejor fase de forma uńıvoca. En esos casos la unidad repetitiva, el número

de ocurrencias y sus ĺımites pueden ser definidos de forma confiable (Tabla 2.1). En otros

casos, hay muchas fases equivalentes a la frecuencia caracteŕıstica, señalando que esas estruc-

turas pueden ser consideradas como casi periódicas donde la definición de una tesela básica

puede permanecer arbitraria (Fig. 2.3, Tabla 2.1). Esto es común en el caso de las protéınas

solenoides donde diferentes investigadores han definido la unidad repetitiva con diferentes fases

y peŕıodos [Schaper et al., 2012]. Incluir otra información más allá de la geometŕıa estructural

podŕıa indicar si existe una fase biológicamente preferida. Esta información puede provenir de
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diferentes aspectos como por ejemplo, la caracterización de sitios de inserción, la variabilidad

en secuencias ortólogas, ĺımites entre exones o mecanismos de plegado [Schafer et al., 2012].

Explicaremos una alternativa a este problema en el próximo caṕıtulo.

Aquellas protéınas donde las repeticiones se empaquetan de forma simétrica entre śı pero

no se trasladan a lo largo de un eje, pueden formar estructuras cerradas. El proceso de frag-

mentado y teselado puede ser aplicado sobre topoloǵıas con simetŕıa rotacional como barriles,

propellers y trefoils. Se pueden encontrar en dichas estructuras, diversos tipos de unidades

repetitivas, organizadas jerárquicamente e incluso observar diferencias finas entre las mismas

(Fig. 2.8, Tabla 2.1).

Si las teselas fundamentales están organizadas de forma simétrica, entonces tiene que haber

teselas más grandes que agrupen a las primeras. Estas teselas de orden superior aparecen como

picos máximos adicionales en la función ΘLi
hacia largos Li mayores en comparación con las

teselas básicas. Este anidado jerárquico de teselas puede ser capturado mediante un puntaje

de teselación que se computa de la siguiente forma: Para cada largo Li de tesela se toma

el máximo puntaje Θi y se calcula el promedio de los mismos sobre todo L. Este puntaje

de teselabilidad (Ξ) vale 1.0 para el modelo homogéneo, se acerca a 1 para estructuras muy

regulares como en el caso de hélices α y decae a valores cercanos a cero para estructuras no

repetitivas. En la Fig. 2.15 se muestra una variedad de estructuras de protéınas ordenadas

por sus respectivos valores de teselabilidad Ξ (Tabla 2.1). El valor más grande de Ξ se obtiene

para una hélice α perteneciente a una estructura del tipo coiled coil. Cerca del valor máxi-

mo de la hélice se encuentran varias protéınas solenoidales. Aquellas protéınas más regulares

dentro del grupo de las protéınas diseñadas se encuentran más arriba en el ranking que aquel-

las con mayor proporción de irregularidades estructurales. Estas estructuras son seguidas por

aquellas protéınas repetitivas con una forma semejante a las globulares. Al final de esta es-

cala encontramos aquellas protéınas que contienen dominios globulares t́ıpicos que no poseen

periodicidades más allá de unos pocos residuos. Notamos que los miembros pertenecientes a

una misma topoloǵıa no se agrupan juntos en esta escala, sino que segregan de acuerdo al

grado de irregularidades que presentan. Esto es una muestra de que el proceso de teselado

no es afectado por el tipo de simetŕıa presente en la estructura (Fig. 2.15), sino solo por la

existencia de arreglos simétricos.

59



Figura 2.15: Teselabilidad de estructuras de protéınas. El procedimiento de teselado se aplicó a
diversos representantes de protéınas repetitivas y globulares como también al modelo homogéneo
y se ordenaron de acuerdo a su valor de teselabilidad Ξ. Ejemplos de las teselaciones se muestran
con la tesela seleccionada coloreado en amarillo y las copias en color negro, superimpuestas sobre
la estructura nativa en color gris. Śımbolos llenos: Protéınas repetitivas solenoides. Śımbolos vaćıos:
Protéınas repetitivas con topoloǵıa cerrada.

El mismo procedimiento de teselado se puede aplicar al nivel de complejos proteicos,

analizando los detalles de cómo copias de fragmentos entre cadenas cubren el espacio estruc-

tural. A este nivel, encontramos que las mejores teselas corresponden siempre con las cadenas

monoméricas o con los clásicos dominios globulares dentro de ellas. Sin embargo, hay algunas

excepciones interesantes en donde descomposiciones sucesivas se pueden generar a partir de las

cadenas monoméricas, en teselas más pequeñas, que mantienen gran parte de la propiedad de

teselabilidad global (Fig. 2.15). Algo interesante de testear en el futuro es como estas teselas

geométricamente definidas, coinciden con las cadenas polipept́ıdicas, los dominios globulares,

los ĺımites entre exones, los foldones o diversos motivos estructurales.

Es tentador especular acerca de las consecuencias funcionales que la distribución simétri-

ca de fragmentos similares puede tener a diferentes escalas. La teoŕıa de paisajes energéticos

sostiene que la utilización de subunidades organizadas de forma simétrica en formas similares,

da lugar a estructuras con enerǵıas libres similares, permitiendo que coexistan múltiples em-

budos de plegado en el paisaje energético total [Levy et al., 2005], necesitando sólo pequeñas

perturbaciones para producir un intercambio entre las mismas [Hegler et al., 2008].

Se ha visto que la presencia de simetŕıa es clave en varios fenómenos como por ejemplo
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la cooperatividad del plegado, la unión de diversos ligandos, la estabilidad termodinámica,

entre otros [Wales, 2012,Goodsell and Olson, 2000]. La organización simétrica de un sistema

es una forma fácil y quizás infranqueable, para que aparezca el alosterismo [Monod et al.,

1965,Kuriyan and Eisenberg, 2007]. La ocurrencia de repeticiones con simetŕıa puntual, da

lugar a arreglos cerrados como barriles al nivel terciario y anillos al nivel cuaternario. La

simetŕıa helicoidal da lugar a solenoides al nivel terciario y corresponde con organizaciones

de tipo tubular al nivel cuaternario. La nucleación y taponado (capping) de esos arreglos

repetitivos es en general cŕıtico para su comportamiento fisiológico tanto al nivel terciario

como cuaternario. No es de sorprender entonces que el funcionamiento fisiológico y los estados

patológicos sean resultado de la agregación de fragmentos similares como por ejemplo, en

la dinámica del citoesqueleto [Wang and Wolynes, 2011], fenómenos epigenéticos [Jablonka

and Raz, 2009], anemia falciforme [Pauling and Itano, 1949] y procesos relacionados con

amiloides [Treusch et al., 2009].

La organización de las moléculas proteicas puede ser apreciada a múltiples niveles, desde

los motivos de secuencia hasta la dinámica de interacción de miles de componentes [Wang and

Wolynes, 2011]. Debido a que las contribuciones relevantes de las fuerzas f́ısicas cambian a las

diferentes escalas de tamaño y tiempo, las restricciones organizacionales en cada nivel tam-

bién requieren cambiar, aunque algunos principios comunes podŕıan permanecer subyacentes.

Creemos que los conceptos postulados por la teoŕıa de paisajes energéticos puede servir de

gúıa en dicha búsqueda [Frauenfelder et al., 1991,Frauenfelder, 2002,Zhuravlev and Papoian,

2010] y es a lo que apunta el resto del trabajo de esta tesis.
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Tabla 2.1: Conjunto de Estructuras Teseladas

Protéına Tesela Seleccionada (Ti) Teselado

PdbID Arquitectura Na Ξb Lc
i Zd

i Θe
i nf

Ti
Cg

i Ihi NR1
i

HM toy model 120 1 79* 39.5* 1 2 1 0 0

2b9c,A coiled-coil 136 0.8449 63* 134.5* 0.84 2 0.93 0 0.07

2fo7,A TPR 136 0.7851 34* 52* 1 2 1 0 0

3lbx,A Spectrin 140 0.7459 6 64 0.82 20 0.86 0.11 0.03

2bnh,A Leucine 456 0.7159 57* 139.5* 0.96 8 0.99 0 0.01

2j8k,A β-Solenoid 175 0.715 10* 87* 0.88 17 0.93 0.03 0.04

4db6,A Armadillo 197 0.7122 42* 33* 0.9 5 1 0 0

3esk,A TPR 128 0.7079 41* 286.5* 0.75 3 0.84 0 0.16

3ltm,A Heat 185 0.7063 31 62.5 0.97 6 1 0 0

3ltj,A Heat 191 0.683 31* 94.5* 0.93 6 0.97 0 0.03

1n11,A Ank 408 0.6817 33* 510.5* 0.9 12 0.95 0 0.05

3sla,A Armadillo 166 0.6817 42 204 0.82 4 0.98 0.02 0

3u4t,A TPR 258 0.6673 34 470 0.85 7 0.98 0 0.02

2xtw,A β-Solenoid 210 0.6639 10* 32* 0.82 19 0.88 0.05 0.07

1plq@1 Quaternary 774 0.6515 132* 190,A*+ 0.92 6 0.95 0.0129 0

4atg,A Heat 195 0.6457 87* 277.5* 0.41 2 0.83 0 0.17

1n0r,A Ank 126 0.6379 33* 18.5* 0.87 4 0.99 0 0.01

3ow8,A β-propeller 300 0.6368 42 200 0.92 7 0.99 0.01 0

1b3u,A Heat 588 0.6138 39 530.5 0.8 15 0.98 0.02 0

1ihb,A Ank 156 0.6137 33* 79.5* 0.86 5 0.99 0.01 0

1mx2,A Ank 156 0.6128 33* 79.5* 0.86 5 0.99 0.01 0

1k1a,A Ank 228 0.6126 33 241.5 0.86 7 0.96 0.04 0

1nfi,E Ank 213 0.6104 33 128.5 0.82 6 0.97 0 0.03

3smr,A β-propeller 304 0.6089 42 138 0.92 7 0.99 0 0.01

1awc,B Ank 153 0.6088 33* 54.5* 0.86 5 0.99 0 0.01
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2rfm,A Ank 183 0.604 33* 138.5* 0.85 5 0.9 0 0.1

1ot8,A Ank 209 0.5979 33* 91.5* 0.84 6 0.93 0 0.06

1k7u,A Hevein 171 0.5976 43 150.5 0.98 4 1 0 0

2i13,A Zn-Finger 154 0.5943 28* 75* 0.87 5 0.91 0 0.09

1r8p@0 Quaternary 162 0.5869 43* 58.5,A*+ 0.78 4 0.9 0.09 0

1vpk@1 Quaternary 734 0.5856 128* 297,A*+ 0.78 6 0.93 0.065 0

1ixv,A Ank 229 0.5834 34 190 0.84 7 1 0 0

1blx,B Ank 160 0.5818 65* 64.5* 0.61 2 0.81 0 0.19

1h4a,X βγ-crystallin 174 0.5805 43 149.5 0.85 4 0.95 0.03 0.02

2hhb@1 Quaternary 574 0.5768 21* 66.5,A*+ 0.76 24 0.84 0.11 0.038

1tl2,A β-propeller 235 0.5740 47* 119.5* 0.98 5 1 0 0

1tr4,A Ank 226 0.5708 33 55.5 0.85 7 0.98 0 0.02

1bu9,A Ank 168 0.5602 33* 82.5* 0.83 5 0.98 0 0.02

1knm,A Trefoil 129 0.5439 40* 27* 0.84 3 0.91 0.05 0.05

3pg0,A Trefoil 140 0.5392 47* 25.5* 0.99 3 1 0 0

2afg,A Trefoil 129 0.5392 41 30.5 0.84 3 0.98 0.02 0

1d9s,A Ank 130 0.5327 66 98 0.59 2 0.99 0.01 0

1mbd,A Globin 153 0.5269 7 12.5 0.79 19 0.86 0.11 0.02

1ybi,A Trefoil 284 0.5261 139 79.5 0.83 2 1 0 0

1ikn,D Ank 220 0.524 106 126 0.46 2 0.95 0.01 0.04

1ap7,A Ank 168 0.52 65* 67.5* 0.5 2 0.77 0 0.23

1jt4,A Trefoil 137 0.5117 41 30.5 0.75 3 0.92 0.01 0.07

2vj3,A EGF-like 120 0.5022 38* 471* 0.9 3 0.97 0 0.03

2pnn,A Ank 248 0.4737 6 129 0.63 31 0.75 0.25 0

1s4u,X β-propeller 390 0.4716 171* 125.5* 0.5 2 0.9 0 0.1

2rik,A Ig-like 280 0.4705 94 140 0.94 3 1 0 0

3kea,B Ank 282 0.4702 99* 165.5* 0.31 2 0.7 0 0.3

1rpx,A TIM 230 0.4609 109 171.5 0.58 2 0.94 0 0.06
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2v70,A Leucine 210 0.4609 24 577 0.59 6 0.68 0 0.32

3jxi,A Ank 253 0.4607 87 249.5 0.42 3 0.97 0.02 0.01

1s70,B Ank 291 0.457 33 86.5 0.59 7 0.77 0.1 0.13

3ams,A β-propeller 352 0.4528 167* 244.5* 0.39 2 0.92 0 0.08

1hxn,A β-propeller 210 0.4487 97* 379.5* 0.53 2 0.87 0.06 0.08

1fq0,A TIM 213 0.4477 88 60 0.5 2 0.89 0.03 0.08

1thf,D TIM 253 0.4331 121* 179.5* 0.61 2 0.94 0 0.06

2a0n,A TIM 251 0.429 121* 181.5* 0.65 2 0.96 0 0.04

1qo2,A TIM 241 0.4243 119 60.5 0.68 2 1 0 0

2aja,A Ank 347 0.4 11 226.5 0.74 28 0.88 0.11 0.01

1dx5,K EGF-like 118 0.3936 9 456.5 0.55 10 0.75 0.23 0.02

3ehq,A Ank 182 0.3845 33 156.5 0.46 4 0.66 0 0.34

1s2w,A TIM 275 0.3797 124* 66* 0.24 2 0.87 0.04 0.1

2a62,A Cadherin 322 0.3793 109 167.5 0.7 3 0.98 0 0.02

1gfl,A GFP 230 0.3676 7 92.5 0.65 26 0.78 0.21 0.01

1ycs,B Ank 193 0.3443 33 400.5 0.44 4 0.65 0 0.35

5tim,A TIM 249 0.3412 9* 151.5* 0.53 19 0.69 0.24 0.07

8tim,A TIM 247 0.3356 9 151.5 0.53 18 0.66 0.29 0.06

1dcq,A Ank 276 0.2941 7 314.5 0.54 29 0.74 0.24 0.03

2iho,A Trefoil 292 0.2901 51* 82.5* 0.37 3 0.52 0 0.47

1vjz,A TIM 325 0.28 7 105.5 0.48 34 0.72 0.28 0

1nar,A TIM 289 0.2755 7 153.5 0.5 31 0.75 0.21 0.03

1fbl,A β-propeller 367 0.2625 8 391 0.56 32 0.7 0.28 0.02

3phz,A Trefoil 285 0.2522 9 62.5 0.52 20 0.62 0.38 0

1sw6,A Ank 301 0.2249 78* 380* 0.17 3 0.77 0.14 0.09

1hx1,A Globular 377 0.17 7 65.5 0.48 41 0.76 0.24 0.01

2vg3,A Globular 284 0.146 7 182.5 0.52 30 0.72 0.28 0

4blm,A Globular 261 0.1459 7 84.5 0.52 30 0.58 0.42 0
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2psg,A Globular 326 0.1396 10* 268* 0.54 25 0.76 0.24 0

3dtm,A Globular 263 0.1345 7 73.5 0.52 26 0.69 0.31 0

aLargo de la Protéına. bPuntaje de Teselabilidad. cLargo de Tesela. dCentro de Tesela. ePuntaje de Tesela.

fNúmero de copias de la tesela. gFracción de cubrimiento por parte de las copias de la tesela.

h Fracción de cubrimiento por inserciones entre las teselas. iFracción de cubrimiento por parte de regiones

no repetitivas.

(*) Protéınas para las cuales hay más de una tesela con un valor idéntico de maxΘi a la frecuencia caracteŕıstica.

(+) Complejos proteicos, la letra después de Zi indica el identificador de cadena
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Caṕıtulo 3

Análisis Estructural y Energético de la

Familia ANK

En el caṕıtulo anterior hemos presentado el método de teselado de estructuras de protéınas

que permite analizar la periodicidad de las mismas y encontrar dónde se localizan los elemen-

tos estructuralmente repetidos. El método de teselado es un método exhaustivo que evalúa

que tan bueno es cualquier fragmento de la estructura global para cubrir la totalidad de la

misma, mediante copias de śı mismo. Una vez evaluados todos los fragmentos, hemos definido

estrategias que permiten seleccionar aquel que maximiza el cubrimiento. Por un lado, defini-

mos una función que nos permite encontrar la frecuencia caracteŕıstica de la estructura, que

en muchos casos corresponde con el largo reportado para la unidad repetitiva de la misma.

En muchos casos, perturbaciones estructurales en las repeticiones producen que la frecuencia

caracteŕıstica se encuentre corrida o en múltiplos del largo de la unidad repetitiva. Por ello,

también puede hacerse la búsqueda de fragmentos que maximicen el cubrimiento dado un

número de copias fijo, es decir, cual es el mejor fragmento que maximiza el cubrimiento con

2, 3, 4, ..., n copias de śı mismo. De esa forma pudimos analizar el caso particular de los TIM

Barrels y evaluar sus simetŕıas del tipo doble, cuádruples u óctuples ya que no está claro aún

cuál es la unidad repetitiva básica en esta arquitectura, lo cual tiene relación con la historia

evolutiva de como la misma emergió como tal. Sea cual sea el caso, el método de teselado tiene

la potencialidad para encontrar repeticiones estructurales pero lo primordial es poder definir a

las mismas de una forma consistente para poder realizar estudios comparativos. Es necesario
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establecer un protocolo que permita encontrar de forma consistente los parámetros básicos

de las unidades repetitivas. Si hacemos una analoǵıa del patrón repetitivo de una estructura

con una señal periódica, podemos usar la siguiente nomenclatura para los parámetros de la

repetición: Peŕıodo para el largo de la unidad repetitiva y fase para definir el principio y el final

de cada ciclo de la onda. Las repeticiones encontradas para estructuras de la misma familia

repetitiva en la Tabla 2.1, en muchos casos se encuentran definidas en diferentes peŕıodos o

fases.

En este caṕıtulo vamos a describir una estrategia para definir los parámetros de las repeti-

ciones de forma consistente. Vamos a usar la familia de repeticiones de Ankirina como modelo

de aplicación de nuestra metodoloǵıa. Una vez definida la ubicación de las unidades estruc-

turalmente repetidas, analizaremos los patrones de conservación tanto en secuencia como en la

estructura de las mismas. Analizaremos los focos de inestabilidad/estabilidad energética y los

relacionaremos con los patrones en las secuencias y analizaremos las implicancias funcionales

de los mismos.

3.1. Análisis generales de las estructuras ANK

Existen 169 estructuras dentro del Protein Data Bank (PDB) en las cuales al menos una

de las cadenas corresponde a una protéına que contiene el motivo estructural ANK. Al mapear

las estructuras a sus correspondientes identificadores de Uniprot, podemos observar que éstas

corresponden a un total de 54 protéınas diferentes entre las que se encuentran 44 protéınas

naturales y 19 protéınas diseñadas (estos números fueron actualizados por última vez en

Diciembre de 2015).

Las estructuras de ANKs en general, contienen entre 3 y 12 repeticiones (Tabla 3.1, todas

las tablas se encuentran al final del caṕıtulo) y una estructura global compatible con la del

tipo α solenoide según la clasificación de Kajava [Kajava, 2012]. Si bien la mayoŕıa de las

estructuras están compuestas principalmente por repeticiones, algunas de ellas tienen además

una región globular presente en la misma cadena.

Cuando se realizan análisis comparativos que involucran protéınas globulares, una gran

ventaja es que en general, el largo promedio del dominio (o de los dominios) analizados
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está altamente conservado, salvo por ocurrencia de inserciones/deleciones en algunos casos

particulares. Las protéınas repetitivas presentan una complejidad adicional, debido a que no

sólo protéınas de la misma familia son homólogas entre śı, pero además poseen una homoloǵıa

serial interna entre sus repeticiones. Esto no seŕıa una complicación si no fuera porque la

cantidad de repeticiones en una protéına es variable. Esta variabilidad en el largo del dominio

repetitivo constituye un obstáculo para la comparación de estas moléculas, debido a que cuan-

do se alinean dos protéınas con diferente número de repeticiones, no es claro qué regiones en

ambas protéınas son las que se deben superponer, pudiendo haber una multiplicidad de alin-

eamientos posibles válidos. Para clarificar esto, supongamos que tenemos dos protéınas de 4

y 6 repeticiones respectivamente, éstas pueden ser alineadas de 3 formas equivalentes (Fig.

3.1). Si bien podŕıa elegirse aquel alineamiento que maximiza el porcentaje de identidad entre

las moléculas, dado que un alineamiento se basa en la hipótesis de ancestro común, no seŕıa

correcto desechar los alineamientos subóptimos.

Figura 3.1: Esquematización de la multiplicidad de formas en que dos protéınas repetitivas con
diferente cantidad de repeticiones pueden ser alineadas. En este ejemplo se muestran diferentes
posibles alineamientos entre las protéınas IκB-β (1k3z,A) en verde y la protéına diseñada 4ANK
(1n0r,A) en naranja. Las estructuras fueron alineadas usando el programa TopMatch.

Cuando se las observa de forma global, las ANKs poseen estructuras muy similares, sin

embargo, sutiles diferencias al nivel de cada repetición individual pueden ser vistas. Estas
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pequeñas perturbaciones son las que producen cambios en el ángulo de giro de la estructura

súper helicoidal en ANKs, lo cual produce ciertas desviaciones de la forma solenoidal que

usualmente se les atribuye. Si bien ya hemos puntualizado en el problema de alinear ANKs

con diferente número de repeticiones, un primer acercamiento a la caracterización de las se-

mejanzas y diferencias en sus estructuras es alinearlas de a pares de forma global y observar

que tan parecidas son cuando se analiza el alineamiento que maximiza la superposición es-

tructural. Para ello, usamos la herramienta de alineamientos estructurales TopMatch ( [Sippl

and Wiederstein, 2008]), la cual implementa una métrica, S, para medir la similitud estruc-

tural entre dos moléculas. Cuando se observa el valor de S entre dos estructuras alineadas,

el valor entero de la función equivale al número de residuos que pueden ser correctamente

alineados según la definición de la métrica. Se realizaron alineamientos de a pares de todas las

estructuras del conjunto no redundante de ANKs y el alineamiento que maximiza el puntaje

S fue guardado para los análisis subsiguientes. Adicionalmente, a partir de un alineamiento

estructural dado, el número de residuos alineados que además son idénticos en secuencia, es

representado por el valor I. Los valores de los parámetros S e I fueron normalizados para tener

en cuenta los largos diferentes de las moléculas comparadas. Si la y lb son los largos de las dos

moléculas alineadas, sus contrapartes normalizadas son definidas como relS = 2∗Sab/(la+lb)

(de acuerdo a su definición en [Sippl, 2008]) y relI = 2∗Sab∗(I/100)/(la+lb) ambas definidas

en el intervalo [0,1]. Podemos observar que los valores de relI (media: 0.22 y sd=0.16) son

bastante menores que los correspondientes valores de relS (media: 0.7 y sd=0.17) para las

moléculas alineadas (Fig. 3.2) lo cual es de esperar ya que en protéınas la estructura se conserva

en mayor medida que la secuencia.

Los valores máximos de relS y relI son obtenidos al alinear protéınas diseñadas con valores

medios de 0.85 (sd=0.1) y 0.6 (sd=0.17) respectivamente. En contraste, los alineamientos entre

protéınas naturales tienen un rango mayor de variabilidad estructural con una distribución de

relS centrada en 0.55 (sd=0.16) mientras que relI muestra valores un tanto menores con una

distribución centrada en 0.17 (sd=0.14). Esta diferencia entre las distribuciones del relI y relS

concuerda con la alta divergencia en secuencia que es descripta para ANKs en la bibliograf́ıa.

Los alineamientos de a pares muestran que a pesar de tener una variabilidad en secuencia

considerable, estructuras con valores de relI tan bajos como 0.2 pueden tener valores de relS
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mayores a 0.8.

Figura 3.2: (A) Las protéınas del conjunto de datos no redundante fueron alineadas de a pares
usando TopMatch. A partir de dichos alineamientos, la identidad de secuencias fue obtenida. Tanto
el valor de similitud estructural S, como el valor de identidad de secuencia, derivado del alineamiento
estructural I, fueron normalizados de acuerdo a los largos de las moléculas comparadas, obteniendo
los parámetros relS y relI. Las distribuciones de cada variable son mostradas en el panel superior
y a la derecha, en color negro.

Para poder sacar más información acerca de qué caracteŕısticas son capturadas en cada

caso por los parámetros relI y relS, realizamos análisis jerárquicos basados en ambas me-

didas (Fig. 3.3). Si se realiza un clustering basado en relS (Fig. 3.3B), observamos que los

grupos que se definen están compuestos, principalmente, por protéınas que contienen números

similares de repeticiones. Se observa además la formación de un grupo compuesto por aque-

llas estructuras que no pertenecen a organismos eucariotas, aquellos que contienen dominios

globulares asociados o pertenecen a una clase particular de canales iónicos (la familia TRPV)

en cuyos miembros se observa la presencia de grandes desviaciones estructurales respecto de

la estructura canónica de las repeticiones ANK [Parra et al., 2015]. A pesar de tener valores

que implican una menor conservación en secuencia, respecto de la conservación a nivel estruc-
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tural, el clustering basado en relI (Fig. 3.3A), agrupa las protéınas principalmente de acuerdo

a su ortoloǵıa y paraloǵıa. Las protéınas diseñadas se segregan como un grupo separado, ev-

idenciando que las protéınas naturales no están, comúnmente, compuestas por repeticiones

consenso.

Dado que claramente la estructura de las ANKs parece estar más conservada que su se-

cuencia, decidimos analizar cuál es la región estructural más representativa de las moléculas

en nuestro conjunto de estructuras. Para analizar esto, sobre el dendograma obtenido a partir

del clustering jerárquico basado en el parámetro relS, colapsamos progresivamente las ramas

desde la base hacia la ráız, de modo que en cada colapso, se guarda la región compartida

por las estructuras colapsadas. Al iterar este proceso hasta llegar a la ráız, observamos que

la subestructura común a todos los elementos del grupo, es una región compatible con las

dos repeticiones internas de la protéına 4ANK, que corresponde a una protéına consenso,

compuesta por cuatro repeticiones idénticas [Mosavi et al., 2002], siendo dicha región las más

parecida simultáneamente a todas las protéınas del conjunto.

3.2. Organización de los Arreglos Repetitivos en ANKs

Las protéınas repetitivas se componen por colecciones de motivos análogos (potencial-

mente homólogos) organizados en tándem y que se encuentran relacionados entre śı por difer-

entes tipos de transformaciones pseudo-simétricas (rotacionales, traslacionales o mezcla de

ambas [Kinoshita et al., 1999,Tripp and Barrick, 2003])) entre unidades vecinas. Las ANKs

son usualmente descriptas como poseedoras de estructuras altamente regulares y con una

arquitectura súper helicoidal [Mosavi et al., 2004]. Sin embargo, de forma similar a otras

familias repetitivas, sutiles, pero importantes diferencias conformacionales existen entre las

repeticiones. Estas diferencias codifican la compatibilidad entre repeticiones vecinas, afectan-

do en última instancia la conformación global de la protéına y su patrón repetitivo [Ramisch

et al., 2014]. Nosotros hemos mostrado que el puntaje de teselado [Parra et al., 2013] cap-

tura de alguna forma que tan colectivamente periódica es una estructura teniendo en cuenta

las diferentes señales de periodicidad que muestra a diferentes niveles. Al analizar el patrón

periódico de una estructura proteica, es posible encontrar un largo particular de fragmento
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Figura 3.3: Clustering en ANKs: Dos métricas diferentes se usaron para construir dendogramas
mediante la técnica de clustering aplicada sobre las ANKs. A) El valor de relI se utilizó como métrica
para construir el dendograma. Las ANKs en el mismo grupo se encuentran relacionadas por sus
relaciones de ortoloǵıa y paraloǵıa B) El valor de relS se utilizó para construir el dendograma. Las
ANKs en el mismo grupo son comparables de acuerdo al número de repeticiones que las componen.

repetitivo en donde la protéına se muestra altamente periódica y los fragmentos de dicha

longitud maximizan el cubrimiento de la estructura total mediante copias de śı mismos (son

fragmentos maximales), respecto de fragmentos de largos mayores o menores. Vamos a llamar

a esta longitud en particular de fragmento, frecuencia caracteŕıstica, por su analoǵıa con el

concepto de frecuencia fundamental en la descripción f́ısica de funciones periódicas. Aśı co-

mo la frecuencia fundamental se corresponde con la frecuencia de aquella componente en una

señal periódica que más información aporta a la misma, al analizar las estructuras mediante el

proceso de teselado, otras señales presentes en largos de fragmentos que son múltiplos de la fre-

cuencia fundamental, también muestran altos grados de periodicidad (frecuencias armónicas).

La Fig. 3.4 muestra el patrón de teselado de la región D34 de la protéına Ankirina R, que es
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un componente del citoesqueleto mediando las interacciones entre las protéınas Espectrinas

y Actinas [Michaely et al., 2002], compuesta por 12 repeticiones ANK. No sólo esta protéına

es una de las estructuras con mayor número de repeticiones conocida hasta el momento, sino

que además también es una de las que posee un mayor grado de simetŕıa en cuanto a las

relaciones geométricas entre las mismas. Podemos observar que la frecuencia caracteŕıstica de

esta estructura se corresponde con fragmentos de 33 residuos de largo, dada la ubicación del

pico de mayor amplitud en la función δΘ en el panel lateral. Además se observa que hay otros

picos presentes en la función δΘ en largos correspondientes a múltiplos de 33 residuos. Esto es

posible debido a que la estructura es lo suficientemente regular, para que al tomar fragmentos

que contengan 2 o más repeticiones, dichos fragmentos siguen siendo buenos para teselar la

estructura global, mediante copias de śı mismos. Dicha capacidad de teselado de fragmen-

tos que se componen de múltiples repeticiones se veŕıa reducida si entre repeticiones vecinas

existieran inserciones, deleciones o perturbaciones estructurales que modifiquen la progresión

simétrica en el arreglo repetitivo.

Figura 3.4: Patrón de teselado de la protéına D34 (1n11,A) que contiene 12 repeticiones ANK.
Se puede observar que hay fragmentos que son maximales locales en largos de fragmentos que son
aproximadamente múltiplos del largo del maximal global que corresponde a 33 residuos de largo.
En el panel lateral se evidencian estas frecuencias caracteŕısticas secundarias como picos de menor
amplitud.

Cuando se utilizan fragmentos cuyo largo corresponde a la frecuencia caracteŕıstica para
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realizar un teselado de la estructura global, es esperable que estos obtengan altos puntajes,

incluso en presencia de perturbaciones en las repeticiones o entre las mismas. Por el otro lado,

cuando se usan fragmentos de largos superiores a dicha frecuencia, los puntajes de teselado

obtenidos en presencia de perturbaciones estructurales serán inferiores. Esta disminución de

los puntajes de teselado se debe a que al tomar inserciones o regiones con deleciones como

parte del fragmento a utilizar, al superimponer contra regiones análogas, estas no encontrarán

su contraparte e impactarán de forma negativa en el cubrimiento. Las inserciones y deleciones

modifican localmente la estructura de una protéına pudiendo modificar además las relaciones

geométricas de simetŕıa entre las diferentes repeticiones. Consecuentemente la presencia de

inserciones y deleciones puede producir que regiones que son análogas en cada repetición no

sean alineables al maximizar la superposición global.

El puntaje de teselado que hemos definido tomaŕıa el valor de 1 en el caso de una molécula

perfectamente periódica y un valor cada vez más cercano a 0, mientras menos periódica sea.

Hemos mostrado anteriormente que las estructuras proteicas no toman los valores extremos

de esta función, ya que no existen estructuras perfectamente simétricas y por el otro lado,

incluso una protéına sin simetŕıas aparentes, es posible de ser teselada con fragmentos de

determinados tamaños y elementos de estructura secundaria o súper secundaria simples [Parra

et al., 2013]. Los puntajes de teselado para las estructuras de ANKs, del conjunto de datos

no redundante, fueron calculados (Fig. 3.5A). A pesar de que estas protéınas comparten

una arquitectura común, compuesta de motivos similares, las pequeñas perturbaciones entre

y dentro de los mismos son propagadas hacia largos superiores disminuyendo la simetŕıa

global de la estructura. Las moléculas donde las transformaciones geométricas son visiblemente

homogéneas entre repeticiones y que además no presentan inserciones o deleciones son aquellas

que poseen los valores más altos de teselado (por ejemplo: 2he0,A; Fig. 3.5B; 1n11,A; 3so8,A).

En contraste, aquellas protéınas que contienen una proporción considerable de estructura no

repetitiva (1s70,B; 4bet,A) o que contienen numerosas perturbaciones estructurales (1sw6,A:

Fig. 3.5C) se encuentran en el otro extremo de la curva de teselabilidad.
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Figura 3.5: (A) Valores de teselabilidad para ANKs. Los valores más altos corresponden a las
estructuras más regulares y por ello, más simétricas. Los valores más bajos corresponden con aquellas
protéınas que contienen perturbaciones estructurales que rompen la propagación de simetŕıas a
escalas superiores mediante la modificación del arreglo espacial de las unidades repetitivas. (B)
Teselabilidad por residuo para la molécula 2he0,A que corresponde a la más teselable del conjunto de
datos. (C) Tileabilidad por residuo para la molécula 1sw6,A que es una de las menos tileables debido
a la ocurrencia de modificaciones estructurales en las repeticiones y la ocurrencia de inserciones entre
ellas. Además en esa estructura hay una región en el N-terminal (desde el principio de la molécula
hasta aproximadamente el residuo 260) que sirve como un capuchón no repetitivo lo cual le confiere
una señal de tileabilidad alta, debido a la disposición espacial análoga de los elementos de estructura
secundaria que componen respecto de la estructura de las repeticiones ANK.

Se ha descripto que las protéınas repetitivas usualmente necesitan versiones modificadas

de sus repeticiones terminales para poder ser lo suficientemente solubles ( [Aksel et al., 2011]).

Nuestro siguiente análisis consistió en separar las repeticiones estructurales detectadas ante-

riormente en tres grupos diferentes, las repeticiones N-terminales, internas y C-terminales, y

analizamos sus propiedades de secuencia y estructura por separado. Análisis de la composición
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de los diferentes grupos en términos de estructura secundaria por medio de la herramienta

DSSP [Kabsch and Sander, 1983] muestran que existen diferencias observables entre los grupos.

La primer hélice se encuentra usualmente extendida en el caso de las repeticiones localizadas

en el extremo N-terminal mientras que en el caso de las ubicadas en el extremo C-terminal, la

segunda hélice es la que se encuentra extendida (Fig. 3.6), dado que en la estructura canónica

de las repeticiones ANK, las hélices son de diferentes largos, puede que estas extensiones sean

importantes para la estabilidad de los mismos.

Figura 3.6: Perfiles de elementos de estructura secundaria (DSSP) para los diferentes tipos de
repeticiones: Usamos el algoritmo de DSSP para definir que elementos de estructura secundaria se
encuentran representados en cada posición canónica de las repeticiones ANK para los diferentes
tipos de repeticiones. A) Repeticiones N-terminales B) Repeticiones internas C) Repeticiones C-
terminales.

Por otro lado, para poder analizar que tan teselable es una estructura en diferente regiones

de una estructura, hemos definido una versión del puntaje de teselado aplicable al nivel de

residuo único. Este parámetro nos dice que tan frecuentemente un residuo es cubierto por

copias de fragmentos usados en un proceso de teselado exhaustivo, es decir, usando todos

los fragmentos posibles en cuanto a sus largos y fases, para evaluar su puntaje de teselado.

Al hacer esto, somos capaces de encontrar en la estructura, cuáles son las regiones que con-

tribuyen en mayor o menor medida a la teselabilidad global y que consecuentemente afectan

a la simetŕıa global de la molécula. Mientras que algunas ANKs son altamente periódicas,

como 2he0,A, (Fig. 3.5 B), otras muestran señales de periodicidad leves en sus frecuencias

caracteŕısticas con varias regiones que son cubiertas de forma muy infrecuente durante el pro-

ceso de teselado como en el caso de 1sw6,A (Fig. 3.5 C). En este último ejemplo además, es

posible observar la presencia de una región en el extremo N-terminal con una composición
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de elementos de estructura secundaria que por su ordenamiento espacial, es estructuralmente

alineable con una repetición ANK, sin ser una repetición de este tipo. Este tipo de arreglos

de estructuras secundarias, que aparecen acoplados al arreglo repetitivo (presentes en otros

casos no mostrados aqúı) pueden funcionar a modo de capuchones no repetitivos en este tipo

de moléculas proveyendo un nivel adicional de complejidad y versatilidad en las mismas que

hasta ahora, no hab́ıa sido descripto [Parra et al., 2015].

3.3. Definición Consistente de las Repeticiones de Anki-

rina

Aplicamos el método de teselado proteico para analizar las periodicidades y repeticiones

en las estructuras de los miembros de nuestro conjunto no redundante de ANKs. Dada su

naturaleza repetitiva, las estructuras de ANKs al ser analizadas mediante el método de tesela-

do, debeŕıan ser descomponibles en unidades minimales (teselas) que cuando son repetidas y

alineadas espacialmente de manera conveniente contra la protéına de la que provienen, fueran

capaces en conjunto de reconstruir la estructura global de la molécula. Como un resultado

de esto, observamos que las ANKs son marcadamente periódicas cuando son teseladas con

fragmentos de largo 33 (correspondientes al pico de máxima amplitud en el análisis maximal

de los teselados en ANKs) y múltiplos de ese largo (Fig. 3.7A) lo cual está en concordancia con

el largo que es aceptado en general para las repeticiones ANK en la literatura [Sedgwick and

Smerdon, 1999,Tripp and Barrick, 2007]. Si suponemos una onda infinita, la misma tiene un

peŕıodo, pero su fase no es definible ya que no habŕıa un punto inicial y toda fase seŕıa equiv-

alente para reconstruir la onda completa si un fragmento de largo igual al periodo se repitiese

infinitamente. A pesar de que las protéınas son objetos finitos, la fase de la unidad repetitiva

no es trivialmente definible ya que el punto de comienzo del patrón repetitivo se encuentra

difuminado por la evolución de la molécula y la adaptación de su secuencia y estructura a su

función y contexto biológicos. Mientras que un patrón periódico puede ser evidente a primera

vista, definir los ĺımites entre unidades repetitivas, o peŕıodos, no es tan simple. Diferentes

fases, han sido definidas para las repeticiones ANKs en estudio previos de acuerdo a diferentes
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criterios. Michaely y Bennet [Michaely and Bennett, 1992] definieron la fase de los ANKs de

forma tal que ésta fuera consistente con los ĺımites entre exones e intrones en las secuencias

génicas de estas protéınas y con el requerimiento de tener repeticiones completas en los ex-

tremos terminales. Esta es la misma fase que se adoptó para construir el modelo oculto de

Markov que representa a la familia ANK en la base de datos de Pfam como aśı también para el

diseño de ANKs consenso según el procedimiento de Mosavi y sus colaboradores [Mosavi et al.,

2002]. Luego Sedgwick y Smerdon [Sedgwick and Smerdon, 1999] definieron las repeticiones

de ANK de tal forma que se minimizara la presencia de elementos no conservados internos a

la definición de la repetición. Esta fase fue adoptada por el grupo de Plückthun para diseñar

las ANKs consenso, denominadas DARPins. Por su parte, Tripp y Barrick definieron un nue-

vo consenso [Tripp and Barrick, 2007] con una fase en donde los ĺımites entre repeticiones

adyacentes estuvieran localizadas en el medio del loop que las conecta. La elección de esta

fase se debe a varias razones. En primer lugar, el loop es un lugar común para inserciones en

ANKs. En segundo lugar, este loop tiene una conservación en secuencia relativamente más

baja, que el resto de la estructura canónica de las repeticiones, además de una mayor ex-

posición al solvente (y una menor densidad de empaquetamiento) sugiriendo que podŕıa ser

tolerante a pequeñas perturbaciones. También, el uso de este sitio evita inserciones dentro

de las hélices que definen la repetición. Por último, la mayoŕıa de los intrones en ANKs se

encuentran en ese loop, indicando que el mismo podŕıa ser un punto a partir del cual pueden

ocurrir duplicaciones de este tipo de repeticiones.

Esta multiplicidad de fases definidas para las repeticiones en ANKs evidencia la falta de

conocimiento en cuanto al origen evolutivo de las repeticiones, sus patrones de duplicación y su

subsiguiente divergencia. Para nuestros estudios es importante elegir una fase que se encuentre

definida de forma consistente en todas las repeticiones de la familia ANK para poder realizar

anotaciones consistentes y análisis comparativos sobre las mismas. Anteriormente, fuimos

capaces de mostrar que nuestro algoritmo de teselado proteico, era capaz de detectar unidades

repetitivas que maximizaran el cubrimiento de la estructura total, por medio de repeticiones y

alineamientos de un fragmento dado de la protéına. Sin embargo, lejos de ser exhaustivamente

testeado sobre una familia en particular, en nuestro estudio inicial, el método fue aplicado sobre
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Figura 3.7: Definiendo la fase de las repeticiones de ANKs. (A) Funciones δ para las protéınas
ANK. La mayoŕıa de las protéınas ANK muestran un pico en sus funciones δ a un largo de fragmento
de 33 residuos de largo. (B) Distribución de fases geométricas para el conjunto de estructuras ANK
no redundantes derivadas del proceso de teselado. (C) Distribución de fases energéticas derivadas
de la función de plegabilidad relativa.
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un grupo acotado de estructuras repetitivas, representantes de las principales familias que a

su vez, presentaban no sólo repeticiones del tipo solenoidal, donde la relación de simetŕıa entre

las unidades es principalmente traslacional, sino que también sobre estructuras con simetŕıa

rotacional o mixta [Parra et al., 2013]. En un intento de evaluar el método sobre una familia,

se evaluaron los patrones de teselado de todos los fragmentos de 33 residuos de largo, sobre

las estructuras de ANKs. Para cada caso, se seleccionó como fragmento representativo de la

repetición básica, aquel que maximizara el valor de teselado y su fase fue definida de forma

relativa al modelo oculto de Markov que representa a la repetición ANK (ANK Hmm) en la

base de datos de Pfam (Pfam ID: PF00023) [Bateman et al., 2004]. Al hacer esto, se observa

que en el 70% de los casos, no fue posible obtener un fragmento único con un valor de teselado

máximo, sino un conjunto de fragmentos que compart́ıa dicho valor y por ende, la fase de la

repetición no pudo ser definida por medio de este método geométrico de detección. Para el

30% restante del grupo de datos, no se observó una fase claramente conservada para las

repeticiones (Fig. 3.7B).

¿Hay alguna manera objetiva de definir la fase de las repeticiones ANKs? ¿Tiene alguna

utilidad definir una fase conservada para toda la familia ANK? Importa en el sentido biológico

la fase de las repeticiones o es sólo un requerimiento para poder realizar análisis comparativos

como los que proponemos?

La estabilidad de las protéınas, y de los arreglos repetitivos, podŕıa estar relacionada a la

selección de una fase preferencial. En las protéınas repetitivas, cada unidad está compuesta por

elementos estructurales similares que interactúan con sus vecinos cercanos. Como consecuencia

de ello, el proceso de plegado de los mismos puede ser descripto como múltiples embudos

que colapsan generando un paisaje energético con forma de embudo global ( [Ferreiro and

Wolynes, 2008]), es decir, cada repetición podŕıa funcionar como una subunidad de plegado.

Siguiendo esta idea, tomamos todos los fragmentos de 33 residuos de largo y calculamos

su valor de plegabilidad relativa (relative foldability) definido como Θr = ∆E/(δE
√
N) por

Panchenko y Wolynes ( [Panchenko et al., 1996]). Para poder calcular Θr, la enerǵıa que

corresponde a la suma de todas las interacciones internas a un fragmento, medidas a partir de

la función de enerǵıa AM/W (Associative Memory Hamiltonian, Water Mediated) [Papoian

et al., 2004], es comparada a la enerǵıa media de un grupo N de estructuras (∆E) y su
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varianza (δE). Las N estructuras que son usadas para calcular dichos valores corresponden a

todos los posibles fragmentos del mismo largo que el fragmento que está siendo evaluado, que

pueden ser definidos en la estructura global. El número de fragmentos en cada caso puede ser

calculado como N = L− l+ 1 donde L es el largo de la estructura y l, el largo del fragmento.

Finalmente, se obtiene una medida que representa que tan plegable es un fragmento respecto

de todos los fragmentos de su mismo largo en la protéına. Aquellos fragmentos de 33 residuos

de largo que maximizan el valor de plegabilidad en cada caso fueron seleccionados y sus

fases obtenidas del mismo modo anteriormente mencionado, por comparación con el ANK

Hmm de Pfam. Es posible observar que en este caso la ocurrencia de una fase conservada

en la mayoŕıa de los miembros del conjunto de datos, correspondiente a aquella fase definida

a partir de la posición 28 respecto del modelo de Pfam. Aquellos casos que se desv́ıan de

esta fase corresponden principalmente a protéınas repetitivas diseñadas del tipo Darpin y

a miembros de la familia de canales iónicos TRPV. Es interesante mencionar que aquellas

protéınas diseñadas siguiendo el método ideado por Peng [Mosavi et al., 2002], en donde las

covariaciones internas entre aminoácidos fueron respetadas, concuerdan con la fase derivada

de los cálculos energéticos, compatible con las fases obtenidas para la mayoŕıa de las protéınas

naturales (Fig. 3.7D).

3.4. Anotación y caracterización de las repeticiones

Una vez que tanto el peŕıodo como la fase de las repeticiones han sido uńıvocamente

definidos, el siguiente paso en nuestro estudio es el de anotar las repeticiones en cada ANK

de nuestro conjunto de datos no redundante (Tabla 3.1, todas las tablas se encuentran al final

del caṕıtulo). Para realizar esto, seleccionamos la primera repetición interna de la protéına

diseñada 4ANK, correspondiente parcialmente a la región que se encuentra conservada a nivel

estructural en todas las protéınas ANK (como se mostró en el análisis de clustering jerárquico

basado en el parámetro relS de similitud estructural). Este fragmento correspondiente a 4ANK

fue definido de tal forma que su fase comenzara en la posición 28 respecto del modelo de ANKs

en Pfam para aśı mantener la fase favorecida según la plegabilidad relativa en repeticiones

de ANK. Aplicamos entonces una variación de nuestro método de teselado en donde en vez
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de usar un fragmento interno a una estructura para realizar el teselado, en cambio se utiliza

un fragmento de una estructura para teselar a una segunda (teselado cruzado, Fig. 3.8A). El

fragmento definido a partir de 4ANK fue usado para teselar a todas las demás estructuras del

grupo (incluyendo a śı misma) maximizando el cubrimiento de las mismas mediante copias de

dicho fragmento.

Como resultado de este procedimiento, obtuvimos un conjunto de alineamientos de pares

de secuencias, basados en el alineamiento estructural, entre el fragmento de 4ANK (1n0r,A)

y las regiones que fueron alineadas en cada protéına blanco. En la Fig. 3.8 se ejemplifica el

procedimiento, usando como ejemplo el teselado de la estructura correspondiente a 2rfa,A

(Fig. 3.8A). Dado que el fragmento usado para el teselado cruzado, a partir de ahora llamado

fragmento fuente, fue el mismo en todos los casos (se menciona como RefRepeat4ANK en la

figura), los alineamientos obtenidos siempre contienen la secuencia del mismo en el par. Si

se observa solamente la secuencia del fragmento fuente en los diferentes alineamientos de a

pares, se observa que lo único que cambia entre ellos es la proporción de gaps y la ubicación

de los mismos (secuencias superiores en cada par de secuencias). Dada esta caracteŕıstica,

ideamos un método que fuera capaz de redistribuir los gaps en los diferentes alineamientos,

respecto del fragmento fuente de forma que al final del proceso, todos estos fragmentos fueran

equivalentes, respecto de las posiciones que contienen gaps. Durante ese procedimiento se

aplicaron las siguientes condiciones: i) Cada vez que se modifica/inserta un gap en la secuencia

del fragmento fuente, la misma modificación es aplicada al fragmento blanco. ii) se genera

un alineamiento múltiple entre todos los fragmentos fuente, redistribuyendo los gaps hasta

que todas las secuencias de los mismos queden equivalentes (solo pueden agregarse gaps y

no quitarse ya que esto implicaŕıa una deleción en el fragmento blanco asociado). Al final

del proceso todas las secuencias blanco resultan alineadas entre ellas de forma indirecta y

transiente dado el alineamiento de las secuencias fuente a las cuales están asociadas (Fig.

3.8C). Un punto crucial en este método es que en ningún momento se usa información de

secuencia, generando un alineamiento de secuencias puramente guiado por los alineamientos

estructurales. Los alineamientos de a pares, por su parte, no sólo sirven como paso intermedio

para obtener el alineamiento múltiple, sino que además dado que el fragmento usado de
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Figura 3.8: Esquematización del procedimiento de teselado cruzado y obtención de alineamientos
múltiples de las secuencias de las repeticiones ANK.
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4ANK, representa a una repetición canónica, en cada caso, pueden definirse las posiciones

canónicas en las secuencias blanco, aśı como también las deleciones e inserciones presentes

en las mismas (correspondientes a gaps presentes en las secuencias blanco o fuente en el

alineamiento, respectivamente). Por ejemplo, observamos que en la repetición 2, detectada

por este método en 2rfa,A, la secuencia correspondiente a GSVFHYRPHNLIY corresponde a

una inserción respecto de la repetición usada como fuente. En el caso de la repetición 6 de la

misma estructura, vemos que las primeras 5 posiciones, correspondientes al motivo canónico

NAKDK, se encuentran ausentes en la secuencia blanco (Fig. 3.8D).

Cada una de las secuencias blanco obtenidas a partir del proceso de teselado proteico

cruzado usando el fragmento de 4ANK, es considerada como una repetición en su estructura

correspondiente. El largo de las repeticiones obtenidas vaŕıa entre 24 residuos a un máximo

de 48 (Fig. 3.9A). Se observa que las distribuciones de largos difieren cuando se consideran las

repeticiones internas o las que se encuentran en los extremos. Las repeticiones en los extremos

son en mayor frecuencia más cortas, generalmente debido a la ausencia de la región β-hairpin

que se compone a partir del inicio de una repetición y el final de una de las vecinas (Fig. 3.9B).

Las inserciones y las deleciones no se encuentran homogéneamente distribuidas a lo largo de las

repeticiones sino que en posiciones espećıficas según cada caso. Por un lado, se observa que las

inserciones están principalmente localizadas en la región del β-hairpin y entre las dos α-hélices,

lo cual se intentaba evitar en la definición de fase de Tripp para las repeticiones de ANKs [Tripp

and Barrick, 2007]. Por otro lado, las deleciones están particularmente ubicadas al final de

la primer α-hélice. A pesar de que el largo de las inserciones y deleciones puede ser variable

(hasta 16 y 4 residuos, respectivamente), éste no correlaciona con la localización de las mismas

dentro del marco canónico de 33 posiciones de las repeticiones (Fig. 3.9C y Fig. 3.9D). Al

finalizar el proceso de anotación, cada residuo de cada estructura del grupo no redundante fue

anotado como perteneciente a una posición canónica de una repetición espećıfica, una inserción

(también se lleva el registro de las posiciones canónicas que se encuentran delecionadas) o como

parte de la región no repetitiva más allá del arreglo repetitivo.
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Figura 3.9: Estructura básica de las repeticiones ANK: (A) Distribución de largos de las repeti-
ciones detectadas a partir de las estructuras. (B) Distribución de largos para los diferentes tipos de
repeticiones de acuerdo a su ubicación en el arreglo repetitivo (C) Distribución de deleciones a lo
largo de las posiciones canónicas de las repeticiones ANK relativas a la fase del HMM calculado a
partir de las detecciones estructurales (eje x) y su largo (eje y). (D) Distribución de inserciones a
lo largo de las posiciones canónicas en las repeticiones ANK relativas a la fase del HMM calculado
a partir de las detecciones estructurales (eje x) y su largo (eje y).

3.5. Descripción Energética de las ANKs

Las protéınas ANK son t́ıpicamente descriptas como interactores proteicos, no habiendo

miembros de la familia en donde se haya reportado algún tipo de actividad enzimática [Sedg-

wick and Smerdon, 1999]. Las protéınas son el resultado de dos fuerzas que muchas veces se

contraponen llegando a un equilibrio. Por un lado se encuentra su habilidad de plegarse hacia

una estructura estable y por el otro se encuentra la capacidad de llevar a cabo su función.

En este sentido, los conflictos energéticos que puedan existir en la arquitectura de las ANKs,

podŕıan estar relacionados con su habilidad de reconocer e interactuar con otras protéınas.

Hemos usado la herramienta Frustratometer, desarrollada por nuestro grupo [Jenik et al., 2012]

para poder encontrar dónde en las estructuras, éstos conflictos energéticos están localizados y

cuantificarlos a partir del cálculo de los diferentes ı́ndices de frustración local [Ferreiro et al.,
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2007b]. Según la metodoloǵıa implementada en el Frustratometer (ver la sección de métodos

para más detalles), las interacciones pueden clasificarse en 3 tipos: aquellas que están en con-

flicto con la estructura en que se encuentran, o altamente frustradas, aquellas que son neutras,

o aquellas que están mı́nimamente frustradas, es decir, que son favorables para mantener la

estructura de la que forman parte. Luego de calcular los patrones de frustración local sobre

todos los miembros del grupo no redundante de ANKs, observamos que las interacciones al-

tamente frustradas, no se encuentran distribuidas de forma aleatoria en sus estructuras. A

continuación describiremos como se encuentra localizada y en que proporciones, la frustración

en la arquitectura de las ANKs.

Conservación de las secuencias y de los patrones de frustración local

a lo largo de la estructura canónica de las repeticiones ANKs.

Hemos mostrado anteriormente que existen diferencias acerca de la composición, en térmi-

nos de estructura secundaria, a lo largo de los diferentes tipos de repeticiones. Por esta razón,

de la misma manera en que lo hicimos anteriormente, separamos el conjunto de repeticiones en

3 grupos, según sus ubicaciones en los arreglos repetitivos en repeticiones N-terminales, inter-

nas y C-terminales. Sobre estos grupos aplicamos el procedimiento de alineamiento indirecto

basado en estructura de forma de obtener alineamientos de secuencias múltiples espećıficos

para cada tipo de repetición. Una vez obtenidos los alineamientos, calculamos a partir de ellos

sus correspondientes HMM a partir de los cuales se calcularon además sus logos de secuencia.

Como era de esperarse, se pueden notar marcadas diferencias entre las señales de secuencia

para cada tipo de repetición (Fig. 3.11A). Las repeticiones internas son las que son más sim-

ilares al modelo que representa a la familia en Pfam y dentro de los 3 modelos obtenidos, es

el único tipo de repetición en el que el motivo TPLH, importante para la estabilidad de los

dominios repetitivos ANK [Guo et al., 2010], se encuentra altamente conservado. Por el con-

trario, el motivo TPLH parece estar completamente ausente en las repeticiones N-terminales

y semi conservado en las repeticiones C-terminales. Otras posiciones que se encuentran alta-

mente conservadas en el modelo de Pfam, como la Glicina en la posición 8, las Alaninas en

las posiciones 15 y 16 o las Leucinas en las posiciones 27 y 28 se encuentran de igual forma,
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altamente conservadas en el caso de las repeticiones internas, semi conservadas en las corre-

spondientes al extremo C-terminal y menos conservadas en el caso N-terminal. Aśı mismo, el

contenido de información de las secuencias (ICSeq, ver métodos para su definición) para el

perfil completo, es más alto en el caso de las repeticiones internas (o también podŕıa decirse

que la entroṕıa es más baja). El modelo de las repeticiones N-terminales por su lado, muestra

el menor IC Seq, mientras que el de los C-terminales es un caso intermedio entre los otros

dos. Usamos la herramienta HHAlign [Soding, 2005] para poder comparar estos 3 modelos,

que muestran señales diferentes y poder estimar cual es la probabilidad de que los distintos

modelos de repeticiones ANK, sean homólogos entre ellos. HHAlign calcula un puntaje y un

e-valor para los dos HMMs en los que se está testeando la posible relación de homoloǵıa

(Fig. 3.10). El e-valor más alto (1.3e-7, puntaje=96.71) se obtuvo cuando se compararon los

modelos N-terminal y el C-terminal lo cual estaŕıa diciendo que estos dos modelos seŕıan

los menos probables de ser homólogos. E-valores significativamente menores se obtuvieron

cuando se comparan los modelos de los extremos N-terminal y C-terminal contra el interno

(3.7e-12, puntaje=98.58 y 3e-14, puntaje=98.99 respectivamente). Esto sugeriŕıa que los e-

valores mayores obtenidos al comparar los modelos de los terminales podŕıan ser producto de

su alta divergencia en secuencia que estaŕıa enmascarando su relación de homoloǵıa la cual es

evidente al comparar contra el modelo Interno que es cercano a ambos. Una de las posibles

causas para esta divergencia tan alta entre los diferentes tipos, podŕıa atribuirse, en parte, a

la diferente exposición al solvente a la que se encuentran expuestos, dadas sus ubicaciones en

los arreglos repetitivos [Bustamante et al., 2000].

Una vez generados los perfiles de secuencia para cada tipo de repetición realizamos un

análisis de los mismos en cuanto a sus patrones energéticos evaluados a partir del cálculo de

frustración local de las repeticiones estructurales correspondientes a las secuencias de cada

modelo. El ı́ndice de frustración al nivel de residuo único (single level frustration index ), fue

calculado para cada posición canónica en cada repetición ANK [Ferreiro et al., 2007b]. Tres

clases de residuos pueden definirse usando este ı́ndice: residuos mı́nimamente frustrados, neu-

tros o altamente frustrados. Usando estas tres clasificaciones para el ı́ndice de frustración,

calculamos el contenido de información basado en frustración (FrustrationIC, ver métodos
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Figura 3.10: A) Análisis de homoloǵıa entre los diferentes modelos de repeticiones ANK usando
HHAlign. A) Valores del puntaje de HHAlign al analizar los diferentes modelos de a pares. Mientras
mayor el puntaje de HHAlign, mayor es la probabilidad de que los dos modelos sean homólogos.
Nótese que los valores de la diagonal son heterogéneos debido a que se muestran los puntajes crudos,
en donde la comparación de un HMM contra śı mismo devuelve un valor dependiente del HMM y
su contenido de información global. B) E-valores que calcula HHAlign dados los puntajes obtenidos
para las comparaciones de a pares entre los modelos.

para su definición) para cada posición canónica para cada tipo de repetición (Fig. 3.11B).

Al igual que el SeqIC, el FrustrationIC, es alto para el caso de las repeticiones internas y

bajo para el caso de las repeticiones del extremo N-terminal y un caso intermedio para los

del C-terminal. Es notable observar que no hay posiciones en ninguno de los 3 grupos, en

donde el FrustrationIC sea alto y el estado máximamente frustrado sea el estado más infor-

mativo, lo cual es un indicador de que no hay posiciones que se encuentren sistemáticamente

frustradas en la arquitectura ANK. Esto último contrasta con análisis hechos en nuestro grupo

para protéınas con actividad cataĺıtica como las Lactamasas para las cuales observamos que

determinados residuos cataĺıticos se encuentran altamente frustrados en forma conservada

(Guzovsky y colaboradores, no publicado). Por el contrario, los residuos altamente frustrados

parecen ser espećıficos de las protéınas en donde se encuentran y podŕıan estar directamente

relacionados con su función. Otra observación notable es que aquellas posiciones que son per-

mitidas para ser aleatorizadas mediante mutaciones, en las repeticiones internas de las Darpins

diseñadas por Plückthun [Binz et al., 2003], que actúan como interactores protéına-protéına es-

pećıficos, tienen bajos niveles de FrustrationIC (posiciones marcadas con la letra P sobre las

barras del modelo interno en la Fig. 3.11B). Sin embargo, hay otras posiciones con bajos val-

ores de FrustrationIC comparables a aquellos que se mutan en las Darpins. Particularmente
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hay 5 residuos con esa caracteŕıstica, la posición 4 (respecto de la fase definida anteriormente),

que para el modelo consenso de Peng (autor de otro tipo de Ankirinas diseñadas por consen-

so [Mosavi et al., 2002]), se corresponde con una K, ubicada en el β-hairpin, la posición 14

que se encuentra inmediatamente antes del motivo TPLH, y las posiciones 21, 22 y 29 que se

encuentran ubicadas en el lado expuesto al solvente de la hélice 2.

Figura 3.11: Conservación de la frustración en las repeticiones ANK. A) Logo de secuencias
correspondiente al modelo oculto de Markov derivado del alineamiento estructural indirecto para
las repeticiones N-terminales, Internas y C-terminales. B) Contenido de información para la conser-
vación del estado de frustración de acuerdo al ı́ndice de frustración de residuo único para repeticiones
N-terminales, Internas y C-terminales.

A pesar de ser calculados a partir de diferentes fuentes, los valores de SeqIC y FrustrationIC,

para las posiciones consenso en los diferentes tipos de repeticiones son comparables por estar

en las mismas unidades (bits). Existe una correlación positiva y significativa entre éstas dos

medidas para el caso de las repeticiones internas y C-terminales, siendo mayor el coeficiente

de correlación para el primer caso. No se observó una correlación significativa para el caso de

las repeticiones ubicadas en el extremo N-terminal (Fig. 3.12A). Esto podŕıa significar, para

los casos en que la correlación es significativa, mientras más conservado y similar al consen-

so es un aminoácido en una posición canónica, mayor es su contribución para la diferencia

energética entre los estados plegado y desplegado de la estructura de la cual forma parte.

Esto establece una conexión directa entre la conservación al nivel de la secuencia y la estabil-

idad estructural, que son medidas de formas independientes. Siguiendo esta lógica, los valores

menores de FrustrationIC obtenidos para las repeticiones de los extremos, significaŕıa que
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estos son menos estables, comparados con los internos. Esto se encuentra en concordancia con

los experimentos en donde se ha mostrado que para varias protéınas repetitivas, las regiones

terminales son las primeras en desplegarse. Se ha mostrado experimentalmente y computa-

cionalmente que para el supresor de tumores P16, la repetición N-terminal es la primera en

desplegarse [Tang et al., 2003, Interlandi et al., 2006], que también es el caso para la protéına

D34 [Werbeck et al., 2008]. La protéına Notch por su parte, posee una repetición N-terminal

que posee rasgos parciales de desorden intŕınseco [Ehebauer et al., 2005]. La protéına Ganki-

rina, por último, comienza a desplegarse por el extremo C-terminal cuando se encuentra

aislada y cambia su mecanismo de desplegado cuando se encuentra en complejo, donde en-

tonces es la región N-terminal, la primera en desplegarse [Settanni et al., 2013]. Por otro

lado, la flexibilidad estructural de las repeticiones terminales de IκBα es crucial la función de

esta protéına. De las 6 repeticiones que componen el arreglo repetitivo, las repeticiones 1, 5

y 6 son conformacionalmente flexibles [Truhlar et al., 2006]. Se ha mostrado que las transi-

ciones de plegado/desplegado en la sexta repetición son cruciales para regular la degradación

mediada por proteosoma de IκBα [Alvarez-Castelao and Castano, 2005]. Adicionalmente, la

plasticidad conformacional de las repeticiones 5 y 6 junto con la secuencia PEST en el ex-

tremo C-terminal, es importante en el proceso de desmontado (stripping) de el complejo

NF-κB/ADN en el núcleo e inactivar su actividad transcripcional [Bergqvist et al., 2008]. Aśı,

es común observar que las repeticiones terminales son menos estables que las internas. Esto

puede tener un origen geométrico, ya que las repeticiones terminales tienen sólo una interfaz

con repeticiones adyacentes y se ha observado que la formación de interfaces entre repeticiones

es uno de los factores más estabilizantes en este tipo de moléculas. También se observa que

las repeticiones terminales están enriquecidas en interacciones altamente frustradas lo cual

también puede ser un indicio de esta inestabilidad haya sido seleccionada evolutivamente por

su contribución a la actividad biológica.
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Figura 3.12: A) Relación entre el contenido de información para cada posición canónica en las
repeticiones ANKmedido a partir de la conservación de la secuencia de aminoácidos y el contenido de
información medido según la conservación del estado de frustración. Existe una asociación positiva
entre las dos variables con p-valores significativos (>0.05) para el caso de las repeticiones internas y
las C-terminales. Esta asociación no es significativa en el caso de las repeticiones N-terminales. B)
Indice de frustración configuracional calculado para algunos miembros de la familia ANK (PDBs:
1n0r,A; 1n11,A; 2aja,A y 1bd8,A ). Las ĺıneas verdes corresponden a aquellas interacciones que son
favorables para la mantención de la estructura mientras que las rojas corresponden a las interacciones
que son desfavorables.

Conservación de la frustración local a lo largo de los mapas de con-

tacto canónicos en repeticiones ANK

En la sección anterior, calculamos los patrones de frustración local al nivel de los residuos

en las estructuras ANK. Asimismo, la frustración local, puede medirse al nivel de contactos

entre residuos. Al analizar residuos únicos, se usó la repetición de largo 33 para realizar los

análisis. En el caso de los mapas de contacto, la unidad analizada corresponde a pares de

repeticiones. La razón de usar los pares es para poder analizar tanto las interacciones que

ocurren dentro de cada repetición, como aśı también, las interacciones que ocurren en las

interfaces con los vecinos inmediatos. A los fines de analizar aquellos casos que sean com-

parables entre śı, se usaron sólo aquellos pares de contactos correspondientes a repeticiones

internas dentro de los arreglos repetitivos. Una vez obtenidos todos los pares, se generaron

los mapas de contactos de cada par de repeticiones, según los ĺımites de distancias usados en

el Frustratometer (ver sección métodos) para definir contactos entre residuos en protéınas.
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Una vez calculado el mapa de contacto de cada par, se analizó la frecuencia de observar un

contacto entre cada par posible de las 66 posiciones canónicas que los conforman (Fig. 3.13A,

matriz triangular inferior). Para cada interacción canónica se calculó el valor de frustración

configuracional. Posteriormente, una vez obtenida toda la distribución de valores para esa

interacción en particular, en todo el conjunto de datos, se calculó el FrustrationIC, de la

misma forma en que se calculó anteriormente para los residuos. Conjuntamente con el cálculo

del FrustrationIC para cada interacción canónica, también se registró en cada caso, cual

de los 3 estados (altamente frustrado, neutro o mı́nimamente frustrado) fue el estado que

más información aporta al valor total. El valor obtenido de FrustrationIC fue pesado por

su correspondiente valor de frecuencia relativa observado. Esta frecuencia indica cuán fre-

cuentemente existe una interacción canónica dada en los pares de repeticiones dentro del

conjunto de datos. Los valores obtenidos se dividieron según cuál sea el estado de frustración

más informativo en cada interacción y las distribuciones para los 3 casos fueron calculadas.

Los valores más altos de FrustrationIC pesados por su frecuencia relativa, corresponden a

contactos canónicos donde el estado mı́nimamente frustrado es el más conservado, mientras

que aquellos en los que el estado altamente frustrado es el más informativo no presentan

valores de FrustrationIC pesado por su frecuencia relativa mayores que 0.5 (con un valor

máximo teórico de log2(3) ≃=1.584 en el caso de un contacto totalmente conservado con una

frecuencia relativa de 1). Para poder analizar en qué regiones de la estructura de las ANKs

estas interacciones mı́nimamente frustradas con altos valores de FrustrationIC pesado por su

frecuencia relativa están localizadas, tomamos aquellas interacciones mı́nimamente frustradas

con valores mayores que el valor más alto correspondiente a la distribución de las interac-

ciones neutras (Tabla 3.1). Estas interacciones conectan principalmente aquellos residuos que

están más conservados a nivel de secuencia (que poseen mayores valores de SeqIC) y que

son importantes para la estabilidad interna de las repeticiones (Fig. 3.13B) como aśı también

para la estabilización de las interfaces entre repeticiones vecinas, constituyendo una red de

interacciones mı́nimamente frustradas (Fig. 3.13C). Esta red está compuesta por 15 inter-

acciones que son internas a cada repetición y 8 interacciones entre repeticiones vecinas. El

motivo TPLH está involucrado en varias de las interacciones. Es interesante, que algunas de

estas interacciones conservadas se establecen entre residuos que se encuentran en las hélices y
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residuos que componen el beta-hairpin. Una mayoŕıa de estas interacciones involucran residuos

hidrofóbicos (Tabla 3.1).

Figura 3.13: Conservación de frustración en mapas de contacto: A) Mapa de contacto para pares
de repeticiones ANK. En la matriz triangular superior se muestra para cada contacto dentro del par,
el estado más informativo según su contribución al FrustrationIC. Rojo representa que el estado
más informativo corresponde al altamente frustrado, gris es para el estado neutro y verde para el
caso en que el estado mı́nimamente frustrado es el más informativo. En la matriz triangular inferior
se muestra en escala de grises la abundancia relativa de un contacto entre cada par de posiciones
canónicas en el par de repeticiones. B) Conservación de interacciones intra repetición: Contactos
dentro de las repeticiones ANK con un valor de contenido de información mayor al valor máximo
dentro de las interacciones neutras. Residuos involucrados en esas interacciones conservadas se
marcan según los siguientes colores: Amarillo: posición 8; G. Azul: posiciones 11-14;TPLH. Naranja:
posiciones 15-16; AA. Rojo: posiciones 23-24; IV. C) Conservación de contactos en las interfaces
entre pares de repeticiones

Frustración local: El balance entre la estabilidad y la función

Los estados nativos de la mayoŕıa de las protéınas son marginalmente estables, estando

separados del estado desplegado por no más de 5-15 kcal mol−1 [Dill, 1990]. A pesar de tener

paisajes energéticos que han sido moldeados por la evolución para satisfacer el principio de

mı́nima frustración, algunos conflictos energéticos son mantenidos en los ensambles nativos en

donde se supone, son importantes para la función de estas moléculas [Ferreiro et al., 2007b,Fer-

reiro et al., 2011,Ferreiro et al., 2014]. Hemos calculado el ı́ndice de frustración configuracional

para todo el conjunto de datos no redundante y se analizaron las distribuciones del mismo
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Figura 3.14: Distribución de frustración en las repeticiones ANK: (A) Indice de frustración config-
uracional calculado de forma separada para las repeticiones N-terminales (naranja), internas (rojas)
y repeticiones C-terminales (cian), observamos que las repeticiones internas difieren en cuanto a sus
distribuciones del ı́ndice de frustración mencionado respecto de las repeticiones terminales. (B)
Función de distribución de pares g(r) calculada para aquellos residuos incluidos entre la primera
y la última repetición detectadas a partir de las estructuras. (C) Función de distribución de pares
g(r) calculada a partir de tomar sólo las repeticiones internas. (D) Función de distribución de pares
g(r) calculada sobre los residuos que están en contacto con protéınas co-cristalizadas en complejos.
(E) Función de distribución de pares g(r) calculada sobre los residuos que pertenecen a inserciones
presentes en las repeticiones ANK. (F) Función de distribución de pares g(r) calculada sobre los
residuos que se encuentran localizados inmediatamente antes y después de los puntos en donde se
detectaron deleciones en las repeticiones ANK

para los 3 diferentes tipos de repeticiones (N-terminales, internas y C-terminales).

Se observan claras diferencias entre las repeticiones de los extremos y las internas (Fig.

3.14A). El ı́ndice de frustración se compone de dos términos, uno correspondiente a los contac-

tos y otro a la interacción de los residuos con el solvente, siendo el último el que contribuye en

mayor medida a las diferencias observadas. La función distribución de pares (pair distribution

function o g(r)) se usó para calcular la ocurrencia de clusters de contactos de los diferentes

niveles de frustración en las estructuras de ANKs. Cuando se analiza la función g(r), se puede

ver que hay un enriquecimiento de clusters de interacciones frustradas cuando se analiza los

arreglos repetitivos enteros (Fig. 3.14B) respecto del análisis de los arreglos sin tomar en

cuenta las repeticiones de los extremos (Fig. 3.14C), lo cual indica que las repeticiones de

los extremos son las responsables de este enriquecimiento observado en cuanto a interacciones

altamente frustradas. Las repeticiones de los extremos tienen una mayor superficie expuesta al

solvente comparado con las internas. El enriquecimiento en interacciones altamente frustradas
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está en concordancia con lo anterior y aunque los perfiles de secuencia de las repeticiones ter-

minales parecen haber divergido, probablemente en gran medida para poder hacer frente a

esta mayor exposición, todav́ıa hay varios conflictos energéticos en estas regiones respecto

de la interacción de los residuos con el solvente que quedan sin ser resueltos. Tal vez estos

conflictos fueron mantenidos evolutivamente para contribuir a la función biológica.

Sin embargo, las repeticiones terminales no son la única región de los arreglos repetitivos

de ANKs que están enriquecidos en interacciones altamente frustradas, los sitios de unión a

otras protéınas (Fig. 3.14D) (anotadas de acuerdo a los contactos entre cadenas, presentes en

los co-cristales de ANKs con otras protéınas) como aśı también los residuos anotados como

parte de inserciones (Fig. 3.14E), se encuentran enriquecidos en este tipo de interacciones.

Por último, y no del todo esperable, también pudimos observar que los residuos que rodean

aquellos lugares en donde se anotaron las posiciones canónicas deletadas en las repeticiones,

también se encuentran enriquecidas en interacciones altamente frustradas (Fig. 3.14F).

3.6. Interacciones Protéına-Protéına en los arreglos repet-

itivos de ANKs

Para poder analizar cómo las ANKs interactúan con otras moléculas proteicas, selec-

cionamos aquellas que se encuentran cristalizadas en complejo. En total, hay 83 estructuras

de ANKs co-cristalizadas, tomando en cuenta homoligómeros y heteroligómeros (basados en

la asignación de unidades presentes en las anotaciones de los archivos PDB). De igual manera

que para las cadenas simples, seleccionamos un grupo de complejos para definir un conjunto

no redundante. Una entrada pertenece a este conjunto si no hay otro complejo que contenga

una cadena con el mismo identificador de Uniprot o śı, en caso de existir, la misma está en

complejo con un compañero diferente. Bajo estas condiciones, un total de 34 complejos son

incluidos en el conjunto no redundante y usados para los posteriores análisis (Tabla 3.3).

Podemos observar que las protéınas del conjunto involucran en promedio alrededor del

20% (sd=11%) de sus residuos en unir a sus interactores. De estos residuos, 80% (sd=0.24%)

corresponden a posiciones canónicas dentro de las repeticiones, 15% (sd=0.19%) corresponden

96



a inserciones ya sea dentro o entre las repeticiones y sólo un 5% pueden ser mapeadas a

regiones no repetitivas.

En la literatura se describe generalmente que los β-hairpins constituyen la principal región

de las ANKs que median las interacciones con otras protéınas [Sedgwick and Smerdon, 1999].

En la Fig. 3.15 se muestra la distribución de densidad de contactos en los marcos canónicos

de las repeticiones N-terminales, internas y C-terminales. Cuando se mapean las interacciones

cristalográficas a los residuos canónicos de las repeticiones internas se observa un relativo

enriquecimiento en los β-hairpins, como se describe en la bibliograf́ıa [Mosavi et al., 2002].

Figura 3.15: Perfiles de contactos de interacción protéına−protéına: Calculamos las abundancias
relativas de contactos entre protéınas que afectan a cada posición canónica en los diferentes tipos de
repeticiones A) Repeticiones N-terminales B) Repeticiones Internas C) Repeticiones C-terminales.

Sin embargo, la región inter hélices también se muestra altamente involucrada en la interac-

ción protéına-protéına. En algún nivel, espećıfica o inespećıficamente, todo el marco canónico

de las repeticiones ANK, se ve involucrado en la interacción protéına-protéına. Para el caso

de las repeticiones terminales se observa una distribución de contactos más homogénea. En

el caso de la repetición N-terminal se observa una mayor densidad de contactos en su mitad

N-terminal (residuos 1-21 que incluye la región de loop inicial y la primer hélice). En la repeti-

ción C-terminal se observa algo similar aunque hay una mayor densidad de contactos en los

residuos 21-29, correspondientes a la segunda hélice.

Este mecanismo no conservado de las ANKs para unir otras protéınas se refleja en las difer-
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entes formas que estas protéınas pueden interactuar con sus ligandos (Fig. 3.16A-D). Además

de la falta de un motivo estructural conservado en la estructura canónica de las repeticiones

para interactuar con sus ligandos, estas moléculas usualmente involucran regiones no repet-

itivas en la interacción como es el caso del complejo entre la Myosin Phosphatase targeting

subunit 1 (MYPT1, PdbID=1s70) y la Ser/Thr Phosphatase-1 (delta) (Fig. 3.16A) donde una

hélice se encuentra conectada al arreglo repetitivo a través de un loop ausente de estructura

secundaria alfa o beta evidente, que interactúa con NF-κB. Una protéına relacionada, IκBα,

también contiene una región de loop que es usada para unir el heterod́ımero P50/P56 de

NF-κB, el cual se encuentra desordenado sin una estructura definida hasta que se produce el

proceso de reconocimiento y unión. En el caso de IκBβ todas las repeticiones se encuentran

involucradas en la interacción con la otra molécula. En otras ANKs como MYPT1 o en el caso

de la protéına YAR1 que une la protéına 40S ribosomal S3 (PdbID=4bsz) (Fig. 3.16C), la

interfaz se encuentra distribuida de forma heterogénea a lo largo de las repeticiones. Las ANKs

también pueden conformar homo-complejos que involucran diferentes tipos de interfaces donde

uno de los ejemplos más interesantes es el del homod́ımero de Tankyrasa 1 (PdbID=3utm)

(Fig. 3.16D). Esta molécula es capaz de formar un homod́ımero donde los monómeros se

encuentran entrelazados en forma cruzada involucrando las repeticiones centrales de cada

uno, que poseen hélices extendidas debido a inserciones. Previamente, mostramos que hay

enriquecimiento de interacciones frustradas en sitios de unión a otras protéına. Para ir un

paso más adelante en esto, comparamos el ı́ndice de frustración configuracional calculado tan-

to en el estado aislado de los monómeros ANK como en el estado en complejo (Fig. 3.16E).

Las distribuciones de frustración para ambos estados son similares, compatible con paisajes

energéticos mı́nimamente frustrados. Pero, aunque las distribuciones sean indistinguibles de

forma global, la frustración local al analizar los contactos individuales muestran cambios en

muchos casos. Comparamos el cambio de frustración para aquellos contactos que se encuentran

involucrados en las interfaces de interacción con sus ligandos en los co-cristales disponibles.

Observamos que si consideramos aquellos contactos con cambios de frustración mayores en

valor absoluto que 0.3 (es decir todo aquello que se encuentra fuera de la tendencia observada

alrededor de cero), la mayoŕıa de ellos, 6̃0%, cambian hacia valores menores de frustración

concentrándose en diferencias de alrededor de ∼1.5 unidades de frustración. Este cambio es
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contribuido mayormente por el cambio de accesibilidad al solvente asociado al proceso de

unión que es capturado por el termino de burial de la función de enerǵıa AMW, usada para

calcular el ı́ndice de frustración. El 4̃0% restante de los contactos que vaŕıan considerable-

mente, cambian en la dirección opuesta. Observamos que mientras gran parte de la frustración

presente en los estados aislados es liberada en el estado en complejo, algunas interacciones al-

tamente frustradas nuevas aparecen como producto de la formación de la interfaz. Es tentador

especular que esta nueva frustración que aparece como consecuencia del proceso de oligomer-

ización tiene consecuencias funcionales para transiciones conformacionales posteriores una vez

que los complejos se encuentran ensamblados y no significa sólo un ĺımite para la evolución

en la minimización de la frustración total presente en el paisaje energético.

Figura 3.16: Complejos cuaternarios que involucran ANKs se muestran con la molécula ANK
en color naranja y el resto en amarillo. Los residuos de la estructura ANK que están involu-
crados en la interfaz se muestran en color magenta. A) Myosin phosphatase targeting subunit 1
(MYPT1) en complejo con ser/thr phosphatase-1 (delta) (PdbID=1s70). B) Complejo de IκBb/NF-
κB p65x2 (PdbID=1k3z) C) YAR1 uniendo 40S ribosomal protein S3 (PdbID=4bsz) D) Tankyrase-
1, (PdbID=3utm). E) Cambio en el ı́ndice de frustración configuracional entre el estado aislado y
en complejo de las estructuras de protéınas ANK. En eje x muestra el valor de frustración config-
uracional para el estado monomérico mientras que el eje y muestra la diferencia de dicho ı́ndice
entre el estado en complejo y el monomérico. Un valor positivo significa que el valor de frustración
disminuyo en el estado en complejo respecto del monomérico y viceversa.
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3.7. Mejores modelos de secuencia

La detección de repeticiones usando HMMs como los que se encuentran disponibles en

las bases de datos como Pfam, son incapaces de detectar todas las repeticiones presentes en

una secuencia, incluso cuando su presencia es obvia al observar la estructura correspondiente.

Adicionalmente, para todas aquellas repeticiones que divergen más allá de cierto punto re-

specto de la secuencia consenso del alineamiento de secuencias, es común que las detecciones

de las diferentes instancias sea incompleta. El principal problema es que estos modelos se

construyen a partir de un alineamiento semilla que luego es sucesivamente mejorado medi-

ante la inclusión de nuevas instancias detectadas usando los HMMs iniciales. Debido a que en

general, todas las bases de datos del estilo Pfam, son pensadas para dominios globulares, las

repeticiones tienen el problema de que necesitan ser cortadas primero para poder generar un

alineamiento de buena calidad. Estos cortes y alineamientos se han hecho históricamente de

forma ad-hoc, de forma que el espacio de secuencias que representan se encuentra incompleto

y los alineamientos no son de buena calidad.

Como una consecuencia de esto, las bases de datos que poseen anotaciones de protéınas

repetitivas contienen usualmente muchas instancias no anotadas debido a la gran divergencia

en secuencia que caracteriza a estas moléculas. Nuestro objetivo en esta sección es mostrar

como nuestros HMMs derivados a partir de la detección estructural de las repeticiones ANK

(modelo C-terminal, interno y N-terminal) son útiles para mejorar la detección de las repeti-

ciones al nivel de secuencia. Utilizamos el módulo hmmsearch de HMMER para buscar instan-

cias correspondientes a los diferentes HMMs sobre las secuencias correspondientes a nuestro

conjunto no redundante de ANKs que poseen estructuras. Para las búsquedas se usaron los

HMMs de la siguiente manera a) ElHMM de Pfam de forma individual b) El HMM estruc-

tural general derivado del alineamiento de todas las repeticiones detectadas con el método de

teselado c) Los HMMs correspondientes a las repeticiones N-terminal, Internos y C-Terminal

usados de forma individual con una posterior combinación de sus detecciones. Para cada caso

comparamos la detección realizada con los diferentes HMMs con la detección hecha a partir

del teselado cruzado usando la repetición interna de 4ANKs, como se describió anteriormente.

Para cada búsqueda usando hmmsearch y los HMMs correspondientes calculamos el coeficiente
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de correlación de Matthews (Mathews Correlation Coefficient, MCC) para evaluar la calidad de

las detecciones cuya fórmula es: MCC =
TP ∗ TN − FP ∗ FN

√

(TP + FP )(TP + FN)(TN + FP )(TN + FN)
,

pudiendo tomar valores entre -1 y 1. TP hace referencia a los verdaderos positivos, detecciones

hechas por hmmsearch con un determinado HMM y que coincide con las detecciones consid-

eradas verdaderas. TN hace referencia a los verdaderos negativos, regiones de las protéınas no

detectadas por hmmsearch y que verdaderamente no son repeticiones. FP corresponde a los

falsos positivos y son aquellas regiones detectadas por hmmsearch sin ser verdaderas repeti-

ciones. Por último FN hace referencia a los falsos negativos y son aquellas repeticiones no

detectadas como verdaderas pero que si lo son. Nuestra evaluación se hizo al nivel de residuos

que forman parte de las repeticiones detectadas mediante el método de teselado. Aquellos

residuos detectados por el método de teselado como parte de una repetición estructural se

consideran los verdaderos casos positivos. Al realizar detecciones con hmmsearch, se obtienen

los ĺımites de las regiones detectadas como positivas y los FP, FN, TP y TN se definen acorde

a como los mismos se condicen con los correspondientes a la detección estructural.

Al calcular los MCCs para los diferentes modelos encontramos que el HMM Estructural

General (MCC=0.473) no produce mejores detecciones que el HMM de Pfam (MCC=0.508).

Sin embargo, si realizamos detecciones usando los HMMs espećıficos para cada tipo de repeti-

ción observamos que el correspondiente a la repetición interna (MCC=0.586) es mejor que el

HMM General y que el HMM de Pfam. Por su parte al usar los HMMs de las repeticiones

N-terminal (MCC=-0.069) y C-terminal (MCC=0.407), estos no son mejores que los anteri-

ores. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estamos aplicando HMMs espećıficos para

las repeticiones terminales para evaluar detecciones sobre todas las repeticiones. Si en cambio

combinamos las detecciones individuales de los HMMs espećıficos por repetición observamos

que la detección total de residuos detectados como pertenecientes a repeticiones totales es

mejor que las predicciones de los demás HMMs (MCC=0.605). Es verdad que estamos usando

los modelos derivados de las detecciones estructurales para realizar la detección de las repeti-

ciones a partir de las cuales hemos construido los modelos y esto pone en duda si en verdad

la mejora se debe a una mejor representación de las repeticiones ANK o a un artefacto de

sesgo por autoconsistencia. Debido a que los casos correspondientes a las verdaderas repeti-

ciones estructurales son pocos, no consideramos confiable hacer una división del conjunto de
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datos para construcción de los modelos y evaluación de forma independiente. Debido a que el

objetivo de esta tesis no se encuentra centrado en la detección de repeticiones en secuencia,

consideramos la evaluación sistemática de las mejoras usando HMMs derivados de esta forma

como parte de las perspectivas a futuro.

Sin embargo, es posible analizar algunos casos puntuales. En la bibliograf́ıa disponible se

reporta que las ANKs poseen en general 5-6 repeticiones con un máximo de 60 repeticiones

y un mı́nimo de 2. Sin embargo, no existen protéınas disponibles con más de 12 repeticiones

cuya estructura sea conocida. Axton y sus colaboradores reportaron tiempo atrás [Axton

et al., 1994] que una protéına llamada Plutonium perteneciente a Drosophila, era una ANK

inusual que poséıa únicamente 2 repeticiones. Si se utiliza hmmsearch para hacer una de-

tección de repeticiones ANK sobre la secuencia de Plutonium usando el HMM de Pfam, en

efecto sólo se encuentran 2 repeticiones, lo cual es además consistente con las anotaciones

presentes en Uniprot para dicha protéına (UniprotID P42570) en donde las repeticiones son

detectadas usando la herramienta REP [Andrade et al., 2000]. Al usar hmmsearch junto al

HMM estructural general es posible detectar 4 regiones compatibles con el modelo aunque las

repeticiones detectadas en el extremo N-terminal y C-terminal poseen bajos puntajes. Con-

struimos un modelo por homoloǵıa para la protéına Plutonium (Fig. 3.17) usando el servidor

Phyre2 [Kelley et al., 2015] usando valores por defecto. El modelo recuperado, el cual uso la

estructura 3kea,B como templado, es una estructura compatible con una ANK, la cual con-

tiene 5 repeticiones ANK. Las predicciones de estructura secundaria hechas por el servidor

sobre la secuencia, son compatibles con la estructura canónica de repeticiones ANK. Nuestra

intención con este análisis es mostrar que los métodos tradicionales basados en secuencia para

la detección de repeticiones presentan grandes problemas, no sólo por sus limitaciones técnicas

sino además históricas debido a la materia prima a partir de la cual se generaron los modelos

estad́ısticos que representan a las repeticiones. Dados nuestros análisis creemos que lo más

lógico es que la protéına Plutonium tiene más de 2 repeticiones dado a que una estructura

de menos de 3 repeticiones no ha sido observada y se estima que no seŕıa estable [Mosavi

et al., 2002] y es en realidad un problema de mala detección con los métodos tradicionales

que ha sido reportada como poseedora de solo 2 repeticiones. Creemos que la metodoloǵıa

desarrollada por nosotros en este trabajo de tesis puede ser muy útil de manera general para
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derivar mejores HMMs para las diferentes familias repetitivas y aśı mejorar las detecciones

basadas en secuencias.

Figura 3.17: Modelo por homoloǵıa de la protéına Plutonium de Drosophila melanogaster. En
amarillo y naranja se muestran las regiones detectadas usando el HMM de Pfam. En rojo se muestran
además las regiones detectadas de forma adicional por el HMM estructural general. La quinta
repetición no es detectada por ninguno de los modelos

.

3.8. Conclusiones del caṕıtulo

Para poder caracterizar a los miembros de una familia repetitiva como la familia ANK,

es necesario ser capaces de generar una detección y anotación consistente de las repeticiones

que los componen. La alta divergencia a nivel de secuencias entre las repeticiones ANK con-

stituye un problema cuando se intenta anotarlas usando métodos basados en secuencia ya

que en muchos casos las repeticiones son identificadas de forma incompleta o son completa-

mente no detectadas. En este caṕıtulo aplicamos el método de teselado [Parra et al., 2013]

que desarrollamos y explicamos en el caṕıtulo anterior para analizar las periodicidades en las

protéınas ANK y encontrar sus repeticiones estructurales. Hemos combinado el método de

teselado, que evalúa de forma exhaustiva que tan buenos son los fragmentos de una protéına

para cubrir la estructura total mediante copias de śı mismos, con la función de plegabilidad
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relativa [Panchenko et al., 1996] aplicada a dichos fragmentos para definir de forma consis-

tente el largo y fase de las repeticiones ANK. La detección estructural de las repeticiones nos

permitió detectar instancias que eran detectadas de forma incompleta usando métodos basa-

dos en secuencia, como aśı también otros métodos basados en estructura. De estos últimos

AnkPred [Chakrabarty and Parekh, 2014] falla en detectar por ejemplo la sexta repetición

de IκB-α (PdbID: 1ikn,D) o las repeticiones internas de la protéına K1 del virus Vaccinia

(PdbID: 3kea,B). El método Console [Hrabe and Godzik, 2014] por su parte, es capaz de

detectar las 6 repeticiones presentes en IκB-α y casi todas las repeticiones presentes en la

protéına K1 pero no es posible fijar en el programa que fase deseamos para dicha detección

y en cambio cada protéına tiene una fase dependiente de su propia estructura. Esta incapaci-

dad para definir una fase determinada en la detección constituye un obstáculo para realizar

estudios comparativos. Con nuestro procedimiento, todas las repeticiones de las estructuras

presentes en nuestro conjunto no redundante (Tabla 3.1), fueron consistentemente anotadas,

junto con sus correspondientes inserciones y deleciones. Los perfiles de secuencia obtenidos

de esta manera, basados en alineamientos de secuencia guiados por los alineamientos estruc-

turales, ofrecen una nueva perspectiva acerca de la divergencia en secuencia que pueden tolerar

las repeticiones ANK. Aún más, estos perfiles pueden ser usados, en combinación con los ya

existentes para mejorar la anotación y detección de las repeticiones al nivel de sus secuencias

mejorando la cobertura de las mismas en bases de datos como Pfam y Uniprot. Además nues-

tras detecciones constituyen un aporte para bases de datos como RepeatsDB [Di Domenico

et al., 2013] que nuclea las anotaciones y caracterizaciones de la mayor cantidad de protéınas

repetitivas hasta el momento.

Hemos mostrado que la población de repeticiones ANK puede dividirse en 3 grupos, aque-

llas repeticiones situadas en el extremo N-terminal de los arreglos repetitivos, aquellas en el

extremo C-terminal y aquellas que se encuentran en medio de las primeras dos, llamadas in-

ternas. Estos 3 tipos de repeticiones exhiben diferentes firmas tanto en sus secuencias como

en la energética de sus estructuras y su composición de elementos de estructura secundaria.

Las repeticiones internas son las que muestran los mayores niveles de conservación tanto a

nivel de secuencias como de la enerǵıa estructural mientras que las repeticiones en los ex-

tremos N-terminales son las menos conservadas en esos aspectos. Si la conservación en el nivel
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de secuencias es comparada con la conservación de los patrones de frustración local al nivel

estructural, observamos que existe una correlación positiva y lineal entre ellas para las repeti-

ciones internas y aquellas situadas en el extremo C-terminal mientras que dicha correlación no

ocurre para aquellas localizadas en el extremo N-terminal. Esta correlación sugiere que mien-

tras más similares a la secuencia consenso son las secuencias de las repeticiones esta será más

plegable. Las mutaciones consenso han mostrado ser útiles para estabilizar protéınas [Steipe

et al., 1994]. Mutaciones hacia secuencias consenso con efecto desestabilizante han sido ob-

servadas en aquellas posiciones que son altamente co-variantes o son invariantes y entonces

pueden ocurrir correlaciones no detectables [Sullivan et al., 2012,Ferreiro et al., 2007a,Yang

et al., 1995]. Hemos calculado cuales interacciones dentro del marco canónico de las estruc-

turas de pares de repeticiones son las más conservadas y encontramos que hay un conjunto

de residuos que se encuentran altamente conservados en secuencia que a su vez se encuentran

conectados por una red de interacciones conservadas y mı́nimamente frustradas (Tabla 3.2).

La mayoŕıa de estas interacciones se establecen entre residuos hidrofóbicos. Interacciones no

hidrofóbicas incluyen el motivo TPLH en interacción con el β-hairpin de su misma repetición

o con interacciones con los loops de repeticiones vecinas. También se observan interacciones

entre motivos TPLH adyacentes lo cual refuerza la importancia de este motivo en la estabi-

lización intra e inter repeticiones ANK [Guo et al., 2010]

Algo muy sorprendente en las repeticiones ANK es que las interacciones estabilizantes

dentro y entre repeticiones ANK se encuentran codificadas en la secuencia consenso de la

repetición individual, la cual es compatible para interaccionar con copias de śı misma. Esto se

evidencia en el éxito del diseño por consenso, apilando repeticiones idénticas lo cual resulta en

estructuras plegables y altamente estables [Mosavi et al., 2002,Binz et al., 2003]. La coopera-

tividad de plegado de las protéınas repetitivas está altamente influenciada por las estabilidades

intŕınsecas de las diferentes repeticiones y sus interfaces. Ha sido mostrado computacional-

mente que estas protéınas poseen un fino balance entre las enerǵıas de interacción intra e inter

repeticiones que les permite desplegarse parcialmente bajo condiciones fisiológicas, lo cual

seŕıa un requerimiento para su función biológica [Ferreiro et al., 2005, Ferreiro et al., 2008].

Hemos mapeado las interacciones entre residuos canónicos que se encuentran más favorecidas

energéticamente. Mapear cuales de esas interacciones dentro y entre repeticiones no se satis-
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facen en arreglos naturales de repeticiones ANK nos ayudaŕıa a desentrañar los determinantes

de los comportamientos diferenciales en cuanto al plegado de diferentes protéınas ANK, que

a pesar de tener el mismo número de repeticiones y ser muy similares al nivel estructural,

poseen propiedades dinámicas sustancialmente diferentes.

Las repeticiones ANK pueden soportar una gran cantidad de modificaciones (inserciones o

deleciones) en su marco canónico de 33 residuos de largo. Nuestros análisis sobre la energética

de las interacciones que se encuentran próximas a dichas modificaciones muestran que ex-

iste un enriquecimiento de interacciones altamente frustradas alrededor de las mismas. Esto

sugiere que las inserciones y deleciones que ocurren en las repeticiones ANK pueden tener

consecuencias funcionales para la estructura en forma global, esculpiendo el paisaje energético

de las mismas ya sea favoreciendo transiciones conformacionales o de forma indirecta la in-

teracción con ligandos. Hemos visto además que los sitios de unión, identificados a partir de

co-cristales muestran también un enriquecimiento en interacciones altamente frustradas, la

cual es compensada al analizar los patrones de frustración de los complejos.

Las ANKs se encuentran adaptadas para llevar a cabo su principal función que es unir

otras protéınas. Sus secuencias y estructuras pueden variar sustancialmente para maximizar

sus propiedades de reconocimiento, introduciendo desviaciones estructurales considerables y

mostrando incluso transiciones orden/desorden en muchos casos. Su modularidad les permite

un ajuste exquisito al nivel de repeticiones individuales proveyéndoles propiedades dinámi-

cas diferenciales a distintas regiones de los arreglos repetitivos. La presencia de interacciones

altamente frustradas en los sitios de unión, inserciones y deleciones muestra que en muchos

casos, la evolución parece haber mantenido estos conflictos energéticos que desestabilizan

las estructuras pertenecientes a estas moléculas. Esto seŕıa cŕıtico para guiar el proceso de

reconocimiento de los interactores liberando dicha frustración al establecer interacciones fa-

vorables una vez formado el complejo. Es notable que la distribución total de los valores de

frustración local de las protéınas aisladas o en complejo, no muestran diferencias evidentes.

Eso sugiere que si bien hay una proporción de interacciones que estaban altamente frustradas

que se ven minimizadas, otras interacciones en diferentes partes de la molécula aumentan sus

niveles de frustración de forma compensatoria lo cual puede ser necesario para posteriores

transiciones conformacionales del complejo. Las ANKs combinan de forma estratégica la in-
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troducción de perturbaciones estructurales en residuos claves dentro de la estructura canónica

de las repeticiones, manteniendo otras invariantes. Esta calibración al nivel de la secuencia

no sólo modifica la estructura global y modula la afinidad y especificidad para reconocer los

ligandos, sino que también codifica complejos comportamientos dinámicos como la presencia

de múltiples intermediarios de plegado o una mayor plasticidad conformacional que surge en

consecuencia a dichas variaciones.
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Tabla 3.1: Conjunto no redundante de estructuras pertenecientes a la familia ANK

NumReps Uniprot ID PdbID Largo Organismo

Estructura

3 DARPIN NI1C Mut4 2xen,A 91 Ninguno

3 DARPIN 3CA1A2N-OH 2zgd,A 106 Ninguno

3 DARPIN 3CA1A2N 2zgg,A 88 Ninguno

3 DARPIN 3ANK 1n0q,A 92 Ninguno

3 P62775 1myo,A 118 Rattus norvegicus

3 Q8TDY4 3lvq,E 257 Homo sapiens

3 DARPIN NRC 2l6b,A 106 Ninguno

3 Q5ZXN6 4bet,A 480 Legionella pneumophila

4 DARPIN H10 2 G3 2jab,A 124 Ninguno

4 DARPIN 1D5 2v4h,C 125 Ninguno

4 DARPIN 3H10 2v5q,C 130 Ninguno

4 DARPIN 4ANK 1n0r,A 126 Ninguno

4 DARPIN 20 3hg0,D 124 Ninguno

4 P55273 1bd8,A 156 Homo sapiens

4 P55271 1d9s,A 130 Mus musculus

4 Q13625 1ycs,B 193 Homo sapiens

4 Q99728 3c5r,A 122 Homo sapiens

4 O22265 3deo,A 183 Arabidopsis thaliana

4 Q7SIG6 1dcq,A 276 Mus musculus

4 Q01705 1ymp,B 135 Mus musculus

4 Q8WUF5 2vge,A 208 Homo sapiens

4 P42771 1dc2,A 156 Homo sapiens

4 P62774 2kxp,C 118 Mus musculus

4 P58546 3aaa,C 117 Homo sapiens

4 Q15027 3jue,B 298 Homo sapiens
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4 P46683 4bsz,B 150 Saccharomyces cerevisiae

5 DARPIN E3 5 1mj0,A 156 Ninguno

5 DARPIN OFF7 1svx,A 157 Ninguno

5 DARPIN E3 19 2bkg,A 155 Ninguno

5 DARPIN AR 3A 2bkk,B 156 Ninguno

5 DARPIN AR F8 2p2c,P 158 Ninguno

5 DARPIN NI3C 2qyj,A 154 Ninguno

5 DARPIN NI3C Mut5 2xee,A 157 Ninguno

5 Q60773 1ap7,A 168 Mus musculus

5 P42773 1bu9,A 168 Homo sapiens

5 P09959 1sw6,A 301 Saccharomyces cerevisiae

5 Q00420 1awc,B 153 Mus musculus

5 Q978J0 2rfm,A 183 Thermoplasma volcanium

5 Q92882 3ehq,A 182 Homo sapiens

5 Q13418 2kbx,A 171 Homo sapiens

5 Q9H2K2 3twq,A 164 Homo sapiens

5 Q9H9E1 3so8,A 162 Homo sapiens

5 O14593 3uxg,A 163 Homo sapiens

5 DARPIN OR266 4gmr,A 167 Ninguno

5 DARPIN OR264 4gpm,A 157 Ninguno

5 Q63ZY3 4hbd,A 245 Homo sapiens

6 P25963 1ikn,D 221 Homo sapiens

6 Q60778 1k3z,D 258 Mus musculus

6 P07207 1ot8,A 238 Drosophila melanogaster

6 P46531 2he0,A 243 Homo sapiens

6 O35433 2pnn,A 248 Rattus norvegicus

6 Q9DFS3 3jxi,A 253 Gallus gallus

6 Q9WUD2 2etc,A 252 Rattus norvegicus
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6 Q9Y5S1 2f37,A 248 Homo sapiens

6 Q91WD2 2rfa,A 222 Mus musculus

6 Q9HBA0 4dx1,A 250 Homo sapiens

6 Q838Q8 3hra,A 199 Enterococcus faecalis

6 Q96NW4 4b93,B 231 Homo sapiens

7 P50086 1wg0,A 243 Saccharomyces cerevisiae

7 P20749 1k1a,A 228 Homo sapiens

7 O75832 1tr4,A 226 Homo sapiens

7 Q9Z2X2 2dvw,A 229 Mus musculus

7 P14585 2fo1,E 365 Caenorhabditis elegans

7 Q9H9B1 3b7b,A 234 Homo sapiens

7 Q8IUH5 3eu9,A 232 Homo sapiens

7 Q90623 1s70,B 291 Gallus gallus

7 Q96DX5 3d9h,A 235 Homo sapiens

7 Q6IV60 3kea,B 282 Vaccinia virus

7 E9ADW8 3ljn,A 304 Leishmania major

7 Q5ZSV0 2aja,A 347 Legionella pneumophila

7 Q8K424 4n5q,B 254 Mus musculus

9 Q05823 4g8k,A 307 Homo sapiens

10 Q6PFX9 3utm,A 320 Mus musculus

12 P16157 1n11,A 408 Homo sapiens

Tabla 3.3: Conjunto de datos no redundante de complejos ANK

PdbID Estado Oligomérico Composición Oligomérica

1BLX 2 heteroligómero

1SW6 2 homoligómero

1YCS 2 heteroligómero

2DVW 2 heteroligómero

110



1S70 2 heteroligómero

3IXE 2 heteroligómero

3KEA 2 homoligómero

1BI7 2 heteroligómero

3AAA 2 heteroligómero

3AJI 2 heteroligómero

3TWQ 2 homoligómero

3UXG 2 heteroligómero

2DZO 2 heteroligómero

2HE0 2 homoligómero

1N0Q 2 homoligómero

1SVX 2 heteroligómero

2BKK 2 heteroligómero

2V5Q 2 heteroligómero

4BET 2 homoligómero

1IKN 3 heteroligómero

1G3N 3 heteroligómero

1K3Z 3 heteroligómero

3EU9 3 homoligómero

3UTM 3 heteroligómero

2KXP 3 heteroligómero

3ZKJ 3 heteroligómero

2FO1 3 heteroligómero

1BI8 4 heteroligómero

1AWC 4 heteroligómero

2V4H 4 heteroligómero

3HG0 4 heteroligómero

2P2C 6 heteroligómero
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4BSZ 8 heteroligómero
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Tabla 3.2: Red de contactos conservados y mı́nimamente frustrados en las repeticiones ANK

Intra repetición
Posición i Posición j Aminoácido i Aminoácido j

1 12 N L
1 27 N L
8 10 G T
8 13 G H
10 27 T L
12 15 L A
12 16 L A
12 23 L V
12 24 L V
12 27 L L
15 27 A L
15 32 A A
16 24 A V
23 27 V L
24 27 V L

Entre repeticiones
Repetición i Repetición j Aminoácido i Aminoácido j

12 1 L V
12 27 L L
13 10 H T
16 23 A V
19 19 G G
24 23 V V
27 15 L A
28 27 L L

1
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Caṕıtulo 4

Explorando el paisaje energético de las

protéınas ANK

4.1. Introducción

Hasta aqúı hemos presentado métodos y estrategias para el análisis de periodicidades y

repeticiones [Parra et al., 2013] de los miembros de la familia de protéınas con repeticiones

de Ankirina (ANKs) y las hemos caracterizado estructural y energéticamente [Parra et al.,

2015]. Presentamos por primera vez una estrategia objetiva y consistente para detectar las

repeticiones de todas las protéınas ANK para las cuales se conocen sus estructuras de forma

que pudimos realizar análisis comparativos sobre las mismas. Encontramos que las protéınas

ANK están compuestas por 3 tipos de repeticiones diferentes, las situadas en el extremo N-

terminal, las situadas en el extremo C-terminal y las internas. Estas moléculas tienen como

principal función unir a otras protéınas sin que se conozca un mecanismo de reconocimiento

conservado, lo cual es entendible dada la gran diversidad de moléculas con las que interactúan.

Observamos que dada la estructura canónica de las repeticiones ANKs, todo aquello que se

desv́ıa de dicha canonicidad, se encuentra enriquecido en interacciones altamente frustradas,

es decir, grupos de aminoácidos que se encuentran en conflicto con la estructura en la que están

incluidos. Esta frustración local, se intuye como imprescindible para la función biológica de las

ANKs debido a que seŕıa fundamental para la excursión conformacional de estas moléculas

dentro del ensamble de confórmeros que hacen a la función de las mismas, lo cual incluye
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aquellas que son compatibles con la interacción con los ligandos apropiados.

En este caṕıtulo presentaremos los resultados de aplicar métodos de simulación de dinámica

molecular del tipo de grano grueso a varios miembros de la familia ANK, de diferentes largos

y con una variedad de detalles estructurales que modifican la estructural global de las mismas.

Los métodos aplicados corresponden a modelos del tipo Go, que son métodos que evalúan la

dinámica de una estructura proteica, basados en su topoloǵıa, sin tener en cuenta su secuencia.

Las simulaciones se realizaron usando la plataforma AWSEM-MD [Davtyan et al., 2012].

Aplicaremos diferentes tipos de análisis sobre las dinámicas corridas con modelos Go para

extraer conclusiones acerca de los paisajes energéticos de varias protéınas ANK.

Para facilitar la notación y evitar redundancia, haremos referencia a las repeticiones en un

arreglo de la forma R1, R2, R3, .., Rn; correspondiendo con las repeticiones 1, 2, 3, .., n en

el mismo.

4.2. Topoloǵıa proteica y plegado

Como se ha comentado anteriormente, actualmente se entiende el plegado de protéınas

bajo la teoŕıa de paisajes energéticos en que una protéına posee un fuerte sesgo para plegarse

hacia el estado nativo. Este sesgo es consecuencia de la cooperatividad existente entre las

interacciones nativas dado que las secuencias de protéınas naturales cumplen con el principio

de “mı́nima frustración“. La morfoloǵıa general del paisaje energético se asemeja a la de un

embudo sobre la superficie del cual existen rugosidades debido a la frustración energética

causada por conflictos entre los residuos que componen la cadena polipept́ıdica. Para poder

plegarse en tiempo acotados y de forma robusta, la diferencia de enerǵıa entre los ensambles del

estado nativo y el desplegado debe ser significativamente mayor que la rugosidad del embudo.

Sin embargo la rugosidad energética no es el único factor limitante para la plegabilidad

de una secuencia en una estructura dada. Incluso si la rugosidad energética pudiera ser com-

pletamente removida del sistema, el paisaje energético no seŕıa completamente liso. Tanto

estudios teóricos [Wolynes, 1996, Nelson and Onuchic, 1998, Betancourt and Onuchic, 1995]

como experimentales [Grantcharova et al., 1998,Martinez et al., 1998] indican que la estruc-

tura final de una protéına tiene un rol importante en la determinación de la plegabilidad de
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la misma. De esta forma algunos motivos de plegado particulares podŕıan ser más diseñables

que otros. El concepto de frustración topológica fue introducido para hacer referencia a la

rugosidad del paisaje energético que es independiente de la frustración energética y depende

sólo de la arquitectura de la protéına [Shea et al., 1999]. A pesar de que el nivel de frustración

topológica puede ser modificado usando algunas estrategias [Plotkin and Onuchic, 2000], no

puede eliminarse completamente reflejando que existe una dificultad intŕınseca inherente a la

plegabilidad de una estructura en particular. Además de seleccionar secuencias que poseen un

bajo nivel de frustración energética, la evolución parece haber seleccionado aquellos motivos

estructurales que minimizan la frustración topológica durante el proceso de plegado, filtrando

aquellos motivos que seŕıan muy dif́ıciles de plegar [Betancourt and Onuchic, 1995,Wolynes,

1996].

Existen modelos para simular el plegado de una protéına en ausencia de frustración en-

ergética de forma de evaluar solamente el efecto de la topoloǵıa en la dinámica del mismo.

Estos modelos denominados de tipo Go, debido a que se basan en el trabajo de modelos del

tipo rejilla (lattice) ideados por Nobuhiro Go [Taketomi et al., 1975], han mostrado ser de gran

utilidad para describir varios aspectos fundamentales del proceso de plegado [Oliveberg and

Wolynes, 2005,Levy et al., 2005,Cho et al., 2008,Cho et al., 2009]. Estructuras pertenecientes

a ensambles de estados de transición [Clementi et al., 2000], intermediarios de plegado [Shoe-

maker and Wolynes, 1999], mecanismos de dimerización [Levy et al., 2004] e intercambio de

dominios [Yang et al., 2004] han sido predichos usando este tipo de modelos en los cuales se

ha removido completamente la frustración energética siendo la información topológica de la

estructura la única entrada.

Hemos aplicado un modelo del tipo Go, llamado Non-Additive AMH-Go sobre varios miem-

bros de la familia ANK. Este modelo es un t́ıpico modelo libre de frustración energética en

donde AMH hace referencia al Associative Memory Hamiltonian, desarrollado por el grupo

del Prof. Peter Wolynes y Non-Additive hace referencia al uso del concepto de no-aditividad

para modelar la interacción energética entre más de dos residuos [Eastwood and Wolynes,

2001]. Este modelo además es del tipo grano grueso (coarse-grained) ya que a diferencia de

los modelos del tipo all-atoms, en que todos los átomos pesados son expĺıcitamente modela-

dos, aqúı la unidad de simulación fundamental es el aminoácido, como una part́ıcula esférica,
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centrada en el carbono α. Hemos simulado el proceso de plegado de diferentes ANKs tanto

diseñadas como naturales y con diferentes números de repeticiones y describiremos como el

número de repeticiones en los arreglos repetitivos, las asimetŕıas en las estructuras de los

mismos y las perturbaciones estructurales introducidas por inserciones y deleciones afectan

los mecanismos de plegado de estas protéınas. Hemos analizado un total de 11 protéınas con

diferentes largos de arreglos repetitivos, desde un mı́nimo de 3 repeticiones y hasta un máximo

de 6. La estructuras de las protéınas analizadas pueden observarse en la Fig. 4.1.

Figura 4.1: Estructuras representadas en forma de caricaturas de las protéınas analizadas en este
caṕıtulo. Se observan los nombres comunes usados para las mismas y en paréntesis los códigos PDB
y la cadena de referencia.

4.3. 3 repeticiones

No existen hasta el momento estructuras de ANKs naturales que contengan 3 repeticiones.

Existen en cambio estructuras correspondientes a ANKs diseñadas por diferentes grupos de

investigación, siguiendo diferentes estrategias. Por un lado estudiamos la dinámica de plega-

do de 3ANK (1n0q,A) generada a partir de 3 repeticiones completamente consenso [Mosavi
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et al., 2002]. Por otro lado también analizamos a NI1C Mut4 (2xen,A) una protéına diseñada

siguiendo la metodoloǵıa para generar DARPins del grupo de Plückthun, que consiste en una

repetición consenso interna [Binz et al., 2003] y versiones modificadas del mismo para las

repeticiones terminales de forma de aumentar la estabilidad del arreglo [Kramer et al., 2010].

Mediante simulaciones de dinámica molecular del tipo grano grueso se hizo una explo-

ración del paisaje energético de estas protéınas usando como coordenada global de reacción

el parámetro Qw, el cual ha sido descripto como óptimo para describir el proceso de plega-

do [Cho et al., 2006]. Estas simulaciones se realizaron a una temperatura constante igual a la

temperatura de plegado (Tf ) estimada en 598 ◦K para 4ANK y de 600 ◦K para NI1C Mut4.

Es importante aclarar que las temperaturas expresadas aqúı no se corresponden con temper-

aturas reales, ya que el solvente no es modelado de forma expĺıcita y parámetros como el peso

del sesgo de Umbrella Sampling o la magnitud del parámetro de no aditividad, modifican los

valores de temperatura a los cuales se realizan las simulaciones. A partir de los resultados de

las trayectorias de dinámica molecular obtenidas se calcularon los perfiles de enerǵıa libre de

las protéınas en función de la coordenada Qw. Los detalles y protocolos de las simulaciones

efectuadas se encuentran detallados en la sección de Métodos.

Al observar los valores de enerǵıa libre, medida en Kcal/mol, en función del valor de

Qw, vemos en ambos casos que los perfiles calculados son compatibles con un mecanismo de

plegado de 2 estados (Fig. 4.2A y Fig. 4.2B) en donde los estados plegados y despegados

están separados por una barrera bien definida de 16.2 Kcal/mol en el caso de 4ANK y de 13.2

Kcal/mol en el caso de NI1C Mut4. En muchos casos es útil usar una segunda coordenada de

reacción para separar aquellas conformaciones que pudieran tener valores semejantes de Qw,

pero difieran en otros aspectos. Para ello, hemos elegido graficar los valores de enerǵıa libre

tanto en función de Qw como del radio de giro (Rg) de las estructuras. En el caso de NI1C Mut4

(Fig. 4.2D) al usar Rg como segunda coordenada de reacción, la región correspondiente al

estado plegado es más amplia que en el caso de 4ANK (Fig. 4.2C) en donde existe presencia de

conformaciones de enerǵıa relativamente similares a la del estado nativo en donde la repetición

C-terminal, se encuentra desplegada. Si bien en 4ANK no se observa un estado expandido tan

estable como en el caso de NI1C Mut4, para ambas estructuras el estado plegado corresponde

con estructuras con un Qw de aproximadamente 0.7 en donde hay una cierta perdida de
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estructuración, respecto de la estructura cristalográfica usada como entrada. Se discutirá más

en profundidad este punto en los análisis subsiguientes.

Figura 4.2: Curvas de Enerǵıa libre en función de Qw para A) 4ANK (1n0q,A) y B)
NI1C Mut4(2xen,A). Perfiles de enerǵıa libre en 3 dimensiones en función de Qw y Rg para C)
4ANK y D) NI1C Mut4,A. Las regiones correspondientes con el estado plegado y desplegado se
marcan en los gráficos con las letras F y U respectivamente

Para evaluar en detalle el mecanismo de plegado agrupamos todas las estructuras explo-

radas en pequeños intervalos de Qw. Dada una estructura que posee un valor de Qw espećıfico

puede evaluarse para cada residuo cuantas de las interacciones presentes en el estado nativo se

encuentran formadas, calculando de esta forma un Qw local por residuo. En la Fig. 4.3 puede

observarse para las estructuras de un mismo Qw global el valor promedio de Qw local por

residuo. Se puede ver que tanto para 3ANK (Fig. 4.3A) como para NI1C Mut4 (Fig. 4.3B) los

perfiles de plegado analizados de esta forma son muy similares. El mecanismo de plegado es

claramente cooperativo, en donde vemos que tempranamente para estructuras con valores Qw

de aproximadamente 0.3, comienzan a formarse las interacciones nativas de un gran cantidad

de residuos correspondientes a R1 y R2, de forma cooperativa. Sin embargo, existen diferen-

cias sutiles entre ambas moléculas. Los residuos pertenecientes a la región terminal de R3 en
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NI1C Mut4 se pliegan en forma más tard́ıa respecto de la región análoga en 3ANK. Si bien

R1 comienza a plegarse en forma temprana se observa un evento de retroceso (formación de

estructura nativa en etapas tempranas del plegado que luego se rompen para volverse a formar

en etapas más tard́ıas) entre valores de Qw de 0.5 y 0.6. Algo análogo sucede en NI1C Mut4

aunque menos acentuado.

Figura 4.3: Mecanismos de plegado: En el eje x se observan las posiciones correspondientes a los
diferentes residuos de las protéınas. En el eje y se observa la coordenada Qw global. El color indica
el promedio del valor de Qw local para un residuo espećıfico en todo el conjunto de estructuras
de un determinado valor global de Qw. Las ĺıneas de puntos marcan los ĺımites entre repeticiones
adyacentes.

Como ya hemos mencionado anteriormente, las repeticiones podŕıan considerarse como

elementos de plegado o foldones. En los casos analizados observamos que las repeticiones

definidas corresponden aproximadamente con las regiones que se pliegan de forma cooperativa,

es decir como foldones (Fig. 4.3). Si se observa además el gráfico en la región correspondiente

al valor de Qw en donde ocurre el estado de transición (TSE, Qw∼0.3 en ambos casos),

podemos ver que la nucleación del plegado incluye una parte mayoritaria de la repetición

central y cerca de la mitad de la repetición N-terminal. Ya anteriormente se ha descripto que

en la familia ANK, la nucleación de plegado corresponde con más de una repetición y menos

de dos [Ferreiro et al., 2005].

Si consideramos cada foldón, como un micro-estado que corresponde a un mı́nimo local

en el paisaje energético, podemos definir para cada uno de ellos 2 estados discretos: plegado

o desplegado (1 o 0, respectivamente). Schafer y colaboradores, describieron recientemente

un método para construir modelos cinéticos discretos del plegado de protéınas a partir de

simulaciones de plegado [Schafer et al., 2012] y lo aplicaron sobre 4ANK. Como bien ellos

discutieron en el art́ıculo, definir cuales son los foldones en estructuras de protéınas repetitivas
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no es algo trivial y se limitaron a aplicar el modelo usando las definiciones de foldones definidas

por el grupo de Peng [Mosavi et al., 2002] al momento de sintetizar la protéına. El modelo

cinético desarrollado por Schafer usa la definición de foldón como una región contigua de

estructura primaria que se puede plegar de forma independiente. Esta visión es compatible

con la definición acuñada por Panchenko y Wolynes [Panchenko et al., 1996], que requiere

que la región correspondiente al foldón sea cinéticamente competente. Nosotros hemos usado

nuestras repeticiones definidas mediante nuestro método de teselado como foldones para poder

aplicar el método de Schafer de forma consistente en varios miembros de la familia ANK.

Dada la definición de los foldones y que cada uno de ellos puede estar en un (micro)estado

plegado (1) o desplegado (0). Una protéına que posee Nf foldones tiene un total de 2Nf macro

estados posibles. Aśı, 4ANK posee un total de 24 = 16 macro estados y se representan de la

forma 0000 (todos los foldondes desplegados), 1111 (todos los foldones plegados) o 0011 (los

primeros dos foldones desplegados y los últimos dos plegados), etc. Nótese, que durante la

dinámica no necesariamente todos los macro estados posibles son explorados. La definición

del estado plegado/desplegado de cada foldón se hace mediante la evaluación del valor Qw

correspondiente a dicha región en donde si dicho valor supera un valor de Qw correspondiente

a 0.6, se asigna el estado plegado y desplegado en caso contrario. A partir de los resultados

de las trayectorias con muestreo usando Umbrella Sampling se calculan los valores de enerǵıa

libre relativa para cada macro estado explorado usando el método MBAR [Shirts and Chodera,

2008]. Los valores son relativos, ya que siempre se asigna el valor 0.00 KTs a alguno de los

macroestados y los valores de los demás se calculan de forma relativa al mismo.

Una vez definidos los foldones y los macroestados posibles de la estructura global, pueden

calcularse las tasas de interconversión entre estos últimos. El modelo de Schafer postula que dos

macroestados están conectados si para convertir uno en otro se necesita una única conversión

de un foldón en estado 1 a 0, o viceversa. Detalles de cómo se calcula la interconversión entre

macroestados se proveen en la sección de Métodos. En la Fig. 4.4A se muestran los resultados

de aplicar el modelo cinético discreto de Schafer sobre 4ANK.

Se mencionarán a partir de acá los macroestados como combinaciones de 0 y 1, haciendo

referencia al estado plegado y desplegado de las repeticiones de acuerdo a su posición en el
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Figura 4.4: La coordenada vertical aproxima la enerǵıa libre de cada macroestado. Por motivos
gráficos, para no superponer representaciones de macroestados, la relación exacta entre alturas de
las cajas no se corresponde con el valor de enerǵıa libre, los mismos se muestran entre paréntesis
debajo de las mismas. La coordenada horizontal aproxima la coordenada de reacción global (Qw).
Se dibuja una ĺınea entre cada par de macroestados conectados cuyo espesor es proporcional al flujo
de transición entre los mismos.

arreglo. Se puede observar que el macroestado más estable es 000, es decir el que posee todas

las repeticiones desplegadas. Luego de dicho estado, el más estable es el que posee la repetición

N-terminal desplegada (011) al que se llega transicionando primero por 010. En cuanto a los

valores de enerǵıa libre relativos, es interesante observar que de aquellos macroestados en

donde existe un foldón desplegado, el más estable es aquel en donde la repetición N-terminal

se encuentra desplegada, respecto del caso en que la repetición C-terminal lo está. Esto no es

aparente en los análisis mostrados anteriormente (Fig. 4.3A). Las razones posiblemente sean

el valor de corte usado para definir el estado plegado (Qw interno mayor a 0.6) y la presencia

del evento de retroceso en el C-terminal. Hay que recordar que mientras en el análisis anterior,

el Qw se calcula por residuo dado un valor global de Qw, en este análisis el valor de Qw se

calcula por foldón. Puede ocurrir que mientras ciertos residuos se encuentran formando una

alta proporción de interacciones nativas en una repetición a nivel global de la misma como en
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el caso de la repetición N-terminal (Fig. 4.3A), esta no se considere plegada y por ello el estado

011 es más estable que el 110 (Fig. 4.4B). El caso en que la repetición interna se encuentra

desplegada únicamente es un macroestado muy desfavorable. En la Fig. 4.4B podemos observar

los resultados del mismo análisis sobre NI1C Mut4. En este caso el macroestado más estable

es 010 seguido por 110.

Con estos análisis podemos observar que a pesar de comportarse mayoritariamente como

protéınas con mecanismos de plegado de dos estados, hay más información que puede obtenerse

acerca del proceso de plegado en general. Pudimos observar que ambas estructuras poseen en

su estado plegado una desestructuración parcial de una de sus repeticiones terminales. En

el caso de NI1C Mut4 la transición del estado plegado hacia aquel en que se despliega la

repetición C-terminal o N-terminal parece ser muy favorecida. En 4ANK ocurre algo similar,

pero con desestructuración de la repetición N-terminal.

4.4. 4 repeticiones

Hasta el momento los arreglos repetitivos naturales de ANKs más cortos conocidos consis-

ten en 4 repeticiones. Aśı como en el caso de 3 repeticiones existen también protéınas repet-

itivas diseñadas con 4 repeticiones. En esta sección analizaremos los mecanismos de plegado

de la protéına consenso 4ANK (1n0r,A) como también aquellos correspondientes a 3 protéınas

naturales bastante conocidas: la protéına supresora de tumores P16INK4A (1a5e,A,Homo

Sapiens), la región N-terminal de la protéına Notch (repeticiones 4-7, 1ymp,B, Mus Muscu-

lus) y por último un constructo ad-hoc de las primeras 4 repeticiones de la protéına IκBα

(1nfi,E, región 67-206, Homo Sapiens). Los valores de Tf se estimaron en 585 ◦K para 4ANK,

680 ◦K P16INK4A, 600 ◦K para Notch y 635 ◦K para IκBα.

4ANK muestra la barrera energética más alta entre su estado desplegado y su estado

plegado con un valor de Qw alrededor de 0.3 (Fig. 4.5A). P16INK4A (Fig. 4.5B) y Notch

(Fig. 4.5C) en cambio, poseen barreras más bajas y un estado plegado con valores cercanos a

Qw∼0.6. El caso de P16INK4A es interesante ya que posee un estado de transición que abarca

una mayor región del perfil de enerǵıa libre comparado con las demás protéınas. En el caso de

IκBα (Fig. 4.5D), podemos observar que es la que tiene la barrera más baja de todas y con
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la particularidad de que en su perfil de enerǵıa libre, los estados estables correspondeŕıan al

estado desplegado y a una estructura con un Qw de alrededor de 0.4, no pudiendo estabilizarse

el estado completamente plegado.

Figura 4.5: Perfiles de enerǵıa libre en 2 dimensiones en función de Qw para A) La protéına
diseñada 4ANK. B) P164INK. C) Notch. D) IκBα en su versión truncada que contiene las 4 primeras
repeticiones.

Al usar Rg como segunda coordenada de reacción puede observarse que en el perfil en-

ergético de 4ANK (Fig. 4.6A) hay dos estados mı́nimos bien definidos en donde ocurre una

rápida expansión en Rg de la estructura una vez superado el estado de transición ubicado en

un valor de Qw de ∼0.3. Para P16INK4A (Fig. 4.6B) se observa en cambio una expansión en

Rg más progresiva desde el estado plegado hacia el desplegado, con una barrera energética

menor entre ellos. Se observa que el estado plegado se encuentra en un valor de Qw cerca a

0.55. Este relativamente bajo valor de Qw para el estado nativo se debe a que esta protéına

posee regiones de loop en sus terminales, las cuales es dif́ıcil mantener en su conformación

nativa a lo largo de la dinámica, incluso a bajas temperaturas. En el caso de Notch (Fig. 4.6C),

se observa un estado plegado, en el que el extremo N-terminal no se encuentra en la misma
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conformación que en el cristal, reduciendo su valor de Qw hasta ∼0.6 y el arreglo repetitivo

con sus 4 repeticiones plegadas. Se observa un posible intermediario de relativa baja enerǵıa

en un Qw de 0.35, que tiene un Rg mayor dado que se encuentra desplegada la repetición

N-terminal. Por último en el caso de IκBα (Fig. 4.6D) se puede observar, que el estado más

estable luego del estado desplegado posee la repetición C-terminal desplegada. A Qw=0.2 se

observan confórmeros en donde ambas repeticiones terminales se encuentran desplegadas.

Figura 4.6: Perfiles de enerǵıa libre en 3 dimensiones en función de Qw y Rg para A) 4ANK. El
estado plegado se marca con la letra F y el desplegado con la letra U. Se muestran ejemplos de
las estructuras muestreadas para ambos estados. B) P164INK. El estado plegado se marca con la
letra F y el desplegado con la letra U. Se muestran ejemplos de las estructuras muestreadas para
ambos estados. C) Notch. El estado plegado se marca con la letra F, el desplegado con la letra U
y el intermediario de plegado con la letra I. Se muestran ejemplos de las estructuras muestreadas
para los tres estados. D) IκBα, en su versión truncada que contiene las primeras 4 repeticiones
(aminoácidos 67 a 206). El estado plegado se marca con la letra F, el desplegado con la letra U y el
intermediario de plegado con la letra I. Se muestran ejemplos de las estructuras muestreadas para
los tres estados.

En cuanto al detalle de los mecanismos de plegado de estas protéına, al observar los val-

ores de Qw para los diferentes residuos que componen las estructuras en función de los Qw
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globales, podemos ver que los mecanismos difieren bastante. En el caso de 4ANK (Fig. 4.7A)

se observa un plegado polarizado en sentido C-terminal a N-terminal siendo las repeticiones

3 y 4 y algunas regiones de la repetición 2 las primeras en plegarse de forma cooperativa. Es

notable a medida que la estructura global adquiere una mayor proporción de interacciones

nativas, localmente la repetición 4 decrece su Qw local para volver a plegarse en estadios más

cercanos a la estructura totalmente plegada, lo cual se conoce como mecanismo de retroceso

(backtracking). El retroceso se produce cuando se forma una estructura del tipo nativo la cual

tiene que desplegarse y volver a replegar a medida que la estructura avanza hacia conforma-

ciones más similares a las del estado nativo, lo cual es un indicio de frustración topológica en

el paisaje energético. En el caso de P16INK4A (Fig. 4.7B) se observa, a diferencia del caso

anterior, un mecanismo polarizado en el sentido N-terminal a C-terminal en donde se plie-

gan primero las repeticiones 1 y 2, comienza a plegarse la repetición 3 a valores Qw globales

de ∼0.3 y posteriormente en valores de Qw ∼=.4 se pliega la última repetición. Dinámicas

moleculares hechas anteriormente por el grupo de Caflisch [Interlandi et al., 2006] reportaron

un mecanismo polarizado en el orden inverso. Cabe recordar que nuestros modelos sólo tienen

en cuenta la topoloǵıa de la estructura y es de esperar que haya diferencias con aquellos en

que la influencia secuencia es expĺıcitamente modelada.

En este tipo de análisis es más simple observar que las regiones no correspondientes al

arreglo repetitivo en cada extremo, no adoptan conformaciones demasiado similares a la es-

tructura nativa a lo largo de las trayectorias observadas. En el caso de Notch (Fig. 4.7C)

se observa un mecanismo de plegado muy similar al de 4ANK, con algunas diferencias en la

repetición N-terminal, que en el caso de Notch posee además una región helicoidal extra en el

extremo N-terminal. En el caso de IκBα (Fig. 4.7D) se observa que la nucleación de plegado

ocurre en las repeticiones internas con una mayor contribución de la segunda repetición. Si

bien la repetición N-terminal comienza a plegarse en estadios más tempranos (Qw=0.3), los

valores de Qw local de los residuos que la componen se mantienen en valores intermedios

(∼0.6) adoptando altas proporciones de contactos nativos recién en valores de Qw cercano a

0.75. En contraste la repetición C-terminal comienza a plegarse tard́ıamente a partir de es-

tructuras cuyo Qw es cercano a 0.6, pero lo hace de una manera más cooperativa. En la región

analizada IκBα posee dos inserciones, la primera entre las repeticiones 1 y 2 y la segunda entre
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las repeticiones 3 y 4. Es interesante observar que la inserción entre las repeticiones 1-2 corre-

sponde a una de las regiones que más tempranamente se pliegan en la estructura, mientras que

por el contrario la inserción entre las repeticiones 3-4 adquiere estructuración nativa recién en

valores globales de Qw superiores a 0.75. Probablemente dicha inserción esté involucrada en

la perturbación estructural que imposibilita que la repetición C-terminal se encuentre plegada

de forma estable en el estado plegado de menor enerǵıa.

Las nucleaciones en las protéınas analizadas son diferentes en todos los casos. 4ANK nuclea

su plegado en la repetición R3 y parte de R4. P164INK comienza a plegarse a partir de R2 y

parte de R1. Si bien Notch y IκBα comienzan a plegarse a partir de las repeticiones centrales,

Notch lo hace a partir de la totalidad de R3 y parte de R2 mientras que IκBα lo hace al revés

(Fig. 4.7).

Los modelos cinéticos discretos aplicados sobre este conjunto de protéınas nos ayudan a

analizar la existencia o no de plegados acoplados entre las diferentes repeticiones. Se obser-

va que para el caso de 4ANK (Fig. 4.8A), el estado más estable después del desplegado es

0110. A partir del estado completamente plegado (1111) es relativamente fácil una transición

hacia el estado 0111 o 1110. Salvo el caso 0100 no se observa ningún estado estable en que

una repetición se encuentra plegada sin tener otra repetición plegada en forma adyacente.

Compatible con un mecanismo de plegado de 2 estados, 4ANK muestra altas constantes de

transición entre los macroestados más estables, principalmente se observan altas constantes

de transición hacia los estados en que uno o dos repeticiones terminales se despliegan, hecho

conocido como deshilachado o “fraying“. Para el caso de P164INK (Fig. 4.8B), el macroesta-

do más favorable es 1111 con una favorable transición hacia el estado en que se despliega la

repetición C-terminal (0111). A partir de este último estado lo más favorable es desplegar la

repetición N-terminal. Al igual que en el caso anterior, antes de pasar al estado totalmente

desplegado lo más favorable es desplegar la repetición 3 (transicionando al macroestado 0100).

Si para estos dos primeros casos se observan los macroestados más estables para el caso de

tener 4, 3, 2, 1, 0 repetición(es) plegada(s), se observa el mismo conjunto de macroestados

para ambos (1111-0111-0110-0100-0000). Para Notch (Fig. 4.8C), el estado más estable es 0000

seguido por 0111 que corresponde al macroestado del intermediario descripto anteriormente

128



Figura 4.7: Mecanismos de plegado: En el eje x se observan las posiciones correspondientes a los
diferentes residuos de las protéınas. En el eje y se observa la coordenada Qw global. El color indica
el promedio del valor de Qw local para un residuo espećıfico en todo el conjunto de estructuras
de un determinado valor global de Qw. Las ĺıneas de puntos marcan los ĺımites entre repeticiones
adyacentes.

(Fig. 4.6C). A partir de alĺı es probable transicionar a través de 0110 y 0010 hacia el estado

desplegado. A diferencia de las otras dos protéınas y de IκBα, es el único caso en que es más

favorable la transición 0110 −→ 0010 −→ 0000 que la correspondiente a 0110 −→ 0100 −→

0000. El estado más estable en el caso de IκBα (Fig. 4.8D) es aquel correspondiente a tener las

dos repeticiones internas plegadas (0110) a partir del cual, se puede transicionar fácilmente

hacia el estado 0100 antes de visitar el estado totalmente desplegado. Las altas constantes de

transición observadas para 1111 −→ 1110 −→ 0110 o 1111 −→ 0111 −→ 0110 se deben a que

es muy costoso entrópicamente mantener a la estructura en el estado completamente plegado

como aśı también en los estados en que alguna de las repeticiones terminales se encuentra

plegada.
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Figura 4.8: La coordenada vertical aproxima la enerǵıa libre de cada macroestado. Por motivos
gráficos, para no superponer representaciones de macroestados, la relación exacta entre alturas de
las cajas no se corresponde con el valor de enerǵıa libre, los mismos se muestran entre paréntesis
debajo de las mismas. La coordenada horizontal aproxima la coordenada de reacción global (Qw).
Se dibuja una ĺınea entre cada par de macroestados conectados cuyo espesor es proporcional al flujo
de transición entre los mismos.
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En general en estas moléculas, no se observa en los modelos cinéticos discretos la ocurrencia

de rutas paralelas excepto en el caso de desplegado de repeticiones terminales. Una excepción

puede ser el caso de Notch (Fig. 4.8C) en que los estados 1110 y 0011 se encuentran conectados

a través de constantes de transición altas y se encuentran en rutas diferentes. Sin embargo

dado que dichos macroestados tienen altos valores de enerǵıa libre relativa, es de esperar que

la población de rutas paralelas esté sesgada.

4.5. 5 repeticiones

En el caso de protéınas con 5 repeticiones hemos analizado el plegado de la protéına

diseñada E3 5 (1mj0,A), GABPB1 (1awc,B, Mus Musculus), la protéına termófila TV1425

(2rfm,A, Thermoplasma volcanium) y ANKRA2 (3so8,A, Homo Sapiens). La Tf estimada

fue de 570◦K para E3 5, 570 K para GABPB1, 612 K para TV1425 y 662 K para ANKRA2.

E3 5 (Fig. 4.9A) posee su estado plegado en un valor de Qw ∼0.7 y su perfil de enerǵıa

libre es compatible con un mecanismo de plegado de 2 estados. GABPB1 (Fig. 4.9B) posee

una barrera de enerǵıa similar a E3 5, aunque posee su estado plegado en un Qw cercano a

0.55 exhibiendo además una especie de hombro en la barrera a Qw=0.3, lo cual probablemente

sea un intermediario de plegado. TV1425 (Fig. 4.9C) y ANKRA2 (Fig. 4.9D) poseen barreras

energéticas similares a las dos anteriores. TV1425 tiene un estado plegado estable en Qw

∼0.55. El estado de transición en este caso es más amplio como se observa en la meseta en

la región más alta de la barrera de enerǵıa. En el caso de ANKRA2 se observan estructuras

estables con valores de Qw ∼ 0.45. A pesar de que las moléculas son topológicamente similares,

los estados estables son diferentes.

Al observar los perfiles de enerǵıa usando como coordenada de reacción adicional Rg,

podemos ver que E3 5 (Fig. 4.10A) tiene dos estados estables bien diferenciados y que siendo

una protéına diseñada, la barrera energética que separa a estos estados es menor que en el caso

de 3ANK, NI1C Mut4 y 4ANK, que tienen un menor número de repeticiones. El mecanismo

de plegado parece ser menos cooperativo que en los casos de las demás protéınas diseñadas

dado el aumento progresivo de Rg a medida que Qw decrece, seguramente acompañado de

desestructuraciones de las repeticiones terminales. Los perfiles de enerǵıa libre para las demás
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Figura 4.9: Perfiles de enerǵıa libre en 2 dimensiones en función de Qw para A) La protéına
diseñada E3 5. B) GABPB1. C La protéına termófila TV1425. D)ANKRA2.

protéınas de este grupo son muy parecidos, con la diferencia que en el caso de GABPB1

(Fig. 4.10B), TV1425 (Fig. 4.10C) y ANKRA2 (Fig. 4.10D) el estado plegado se encuentra

estabilizado en menores valores de Qw.

Si bien los perfiles de enerǵıa libre son bastante similares en los casos analizados, los análisis

de Qw local a lo largo de las dinámicas evidencian amplias diferencias en los mecanismos de

plegado. En el caso de E3 5 (Fig. 4.11A) se observa que las primeras repeticiones en plegarse

son R3 y R4, seguidas por la repetición C-terminal, R5. Al igual que en el caso de 4ANK y

Notch, la repetición R5 presenta retrocesos es su proceso de plegado, mostrando dos eventos

de este tipo en Qw global ∼0.3 y 0.5. A esos mismos valores de Qw, se observa retroceso

en el plegado de R4, aunque en menor medida. Las últimas repeticiones en plegarse son R2

y R1. En GABPB1 (Fig. 4.11B) son R3 y R4 las repeticiones que comienzan a plegarse

de forma más temprana y de forma cooperativa. Lo mismo ocurre con R2, en que algunos

residuos centrales establecen interacciones nativas y recién a partir de Qw > 0.4 se pliega de
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Figura 4.10: Perfiles de enerǵıa libre en 3 dimensiones en función de Qw y Rg para A) La protéına
diseñada E3 5. El estado plegado se marca con la letra F y el desplegado con la letra U. Se muestran
ejemplos de las estructuras muestreadas para ambos estados. B) GABPB1. El estado plegado se
marca con la letra F y el desplegado con la letra U. Se muestran ejemplos de las estructuras
muestreadas para ambos estados. C) La protéına termófila TV1425. El estado plegado se marca con
la letra F y el desplegado con la letra U. Se muestran ejemplos de las estructuras muestreadas para
ambos estados. D)ANKRA2. El estado plegado se marca con la letra F y el desplegado con la letra
U. Se muestran ejemplos de las estructuras muestreadas para ambos estados.

forma completa, momento en que también se comienza a plegar R1. A diferencia de E3 5, la

repetición C-terminal en este caso es la última en plegarse. TV1425 (Fig. 4.11C) posee un

núcleo de plegado que involucra a R3, R4 y R5 observándose una polarización del plegado

desde el extremo C-terminal al N-terminal, más fuerte que en el caso de E3 5. En este caso

también se puede ver que la repetición C-terminal exhibe eventos de retroceso de plegado,

aunque menos marcados que en E3 5. Es interesante notar que este proceso de retroceso

involucra no sólo a R5 sino que también a R4. Ambas repeticiones muestran un patrón de

plegado muy similar, probablemente conformando una única unidad de plegado. R2 y R1, en

ese orden, se pliegan por último. Esta protéına tiene además una región helicoidal adicional
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en su extremo N-terminal que es la última región en adoptar su estructura nativa en las

simulaciones. ANKRA2 es la protéına con el mecanismo de plegado más diferente (Fig. 4.11D).

El plegado comienza por las repeticiones R2, R3 y de forma parcial con R1. Las últimas en

plegarse con las repeticiones R4 y R5, en ese orden, mostrando de forma global un plegado

polarizado desde el extremo N-terminal al C-terminal. Algo para observar en todos los casos

analizados es que las regiones que se encuentran sobre las ĺıneas de puntos, en los ĺımites

entre las repeticiones (es decir, son inserciones), muestran en todos los casos altos valores de

Qw locales, y comienzan a plegarse en etapas relativamente más tempranas que las regiones

internas. Esto no se observó de forma tan marcada en protéınas con arreglos repetitivos más

cortos. Puede que al tener una mayor cantidad de repeticiones, las interfaces entre las mismas

comienzan a tener una mayor preponderancia en la estabilización secuencial de los elementos

de plegado.

Al analizar los modelos cinéticos discretos podemos ver que para el caso de E3 5 (Fig.

4.12A) el estado más estable después del estado desplegado es aquel que contiene las dos repeti-

ciones terminales desplegadas (01110) siendo la transición 11111 −→ 01111 la más probable

para llegar a este estado. Las constantes de transición para desplegar repeticiones adicionales

son pequeñas y dichos estados son mucho más desfavorables en su enerǵıa libre que 01110

lo cual indica la rápida transición hacia el estado desplegado de una forma muy cooperativa,

haciendo la siguiente transición 01100 −→ 00100 −→ 00000. En el caso de GABPB1 (Fig.

4.12B) también es muy desfavorable energéticamente tener todo el arreglo repetitivo plegado.

Desde alĺı las enerǵıas de desplegar cualquiera de las dos repeticiones terminales son pare-

cidas. El estado más estable, como en casos anteriores es aquel que tiene ambas repeticiones

terminales desplegadas. A partir de ese estado, la transición hacia el estado desplegado es

01100 −→ 00100 −→ 00000 al igual que E3 5. TV1425 (Fig. 4.12C) al igual que las demás

tiene el estado 01110 como el más estable, siendo más favorable desplegar la repetición C-

terminal en el paso intermedio desde el estado completamente plegado. Desde el estado 01110,

desplegar repeticiones extra es muy desfavorable. ANKRA2 (Fig. 4.12D) presenta la mayor

diferencia energética entre los estados 01110 y 11111, siendo este último muy inestable. A

partir del estado con las repeticiones terminales desplegadas, lo más favorable es desplegar la
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Figura 4.11: Mecanismos de plegado: En el eje x se observan las posiciones correspondientes a los
diferentes residuos de las protéınas. En el eje y se observa la coordenada Qw global. El color indica
el promedio del valor de Qw local para un residuo espećıfico en todo el conjunto de estructuras
de un determinado valor global de Qw. Las ĺıneas de puntos marcan los ĺımites entre repeticiones
adyacentes.

repetición R4, y desde alĺı rápidamente se produce la transición en el orden 01000 −→ 00000,

ya que este último estado intermedio es muy desfavorable. Una vez más, a pesar de la alta

simetŕıa de estas protéınas observamos que los mecanismos están polarizados y no se observan

rutas de plegado paralelas, salvo en el caso de repeticiones terminales.
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Figura 4.12: La coordenada vertical aproxima la enerǵıa libre de cada macroestado. Por motivos
gráficos, para no superponer representaciones de macroestados, la relación exacta entre alturas de
las cajas no se corresponde con el valor de enerǵıa libre, los mismos se muestran entre paréntesis
debajo de las mismas. La coordenada horizontal aproxima la coordenada de reacción global (Qw).
Se dibuja una ĺınea entre cada par de macroestados conectados cuyo espesor es proporcional al flujo
de transición entre los mismos.
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4.6. 6 repeticiones

Por último hemos analizado el plegado de la versión completa de la protéına IκBα, para la

cual previamente analizamos el plegado de la región que contiene las primeras 4 repeticiones.

En este caso, la Tf estimada es de 612 K. En el perfil de enerǵıa libre se observa una barrera

energética a Qw 0.4 separando el estado plegado localizado en Qw ∼ 0.65 de un intermediario

de plegado localizado en Qw ∼ 0.16 (Fig. 4.13A). Hay una segunda barrera energética menor

que separa el intermediario de plegado y el estado desplegado (Qw ∼ 0.8). El intermediario

de plegado localizado en Qw ∼ 0.16, corresponde a la estructura en donde las 3 primeras

repeticiones se encuentran plegadas y el resto desplegadas, lo cual explica el aumento en Rg

(Fig. 4.13B). El estado plegado está rodeado por una región de enerǵıa uniforme en la que

se observan estructuras en donde la repetición N-terminal se encuentra desplegada (región

E1). De forma similar, hay una región que rodea al estado intermedio, en donde podemos

observar la existencia de conformaciones en donde el arreglo repetitivo se encuentra separado

en dos debido a la desestructuración del β-hairpin que se encuentra en la interfaz entre las

repeticiones 3 y 4 (región E2).

Al analizar los valores de Qw locales por residuo a lo largo de las trayectorias obtenidas

por Umbrella Sampling a temperatura constante igual a la Tf (Fig. 4.14), observamos que

la estructura de IκBα comienza a plegar principalmente por la región correspondiente a las

repeticiones R2 y R3.

La repetición R1 comienza a plegarse en estadios similares a R2 y R3, pero en valores de

Qw global en el rango 0.4 a 0.6 hay un evento de retroceso en que la repetición posee una

fracción muy baja de interacciones nativas formadas. El desplegado de la repetición R1 ocurre

en algún momento entre la región que abarca el estado expandido que rodea al estado plegado

y hasta la barrera mayor que separa a estos estados del intermediario de plegado, localizado

en Qw ∼0.2 en donde se observa la repetición R1 plegada y en cambio las repeticiones R4-R6

desplegadas. La desestructuración de R1, parece afectar o al menos ocurrir en simultáneo con

una desestructuración leve de la repetición R2. Es notable que las inserciones presentes en

la estructura se pliegan de forma más temprana que las regiones aledañas a las mismas. La

inserción interna de R1 se pliega relativamente antes que el resto de la repetición. Aśı mismo,
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Figura 4.13: Perfiles de enerǵıa para la protéına IκBα completa. A) Perfil de enerǵıa libre en 2
dimensiones usando Qw como coordenada de reacción. B) Perfil de enerǵıa libre en 3 dimensiones
usando Qw y Rg como coordenadas de reacción. El estado plegado se marca con la letra F y el
desplegado con la letra U. El intermediario de plegado se marca con la letra I. Se marcan además
dos estados más, el estado E2, cercado al intermediario y el estado E1, cercano al estado plegado.
Se muestran ejemplos de las estructuras muestreadas para todos los estados.
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Figura 4.14: Mecanismos de plegado: En el eje x se observan las posiciones correspondientes a los
diferentes residuos de las protéınas. En el eje y se observa la coordenada Qw global. El color indica
el promedio del valor de Qw local para un residuo espećıfico en todo el conjunto de estructuras
de un determinado valor global de Qw. Las ĺıneas de puntos marcan los ĺımites entre repeticiones
adyacentes.

las inserciones localizadas en las interfaces R1-R2 y R3-R4 establecen interacciones nativas de

manera más temprana que los residuos circundantes. Además si se observa de forma global la

Fig. 4.14 se puede separar cualitativamente el gráfico en 3 regiones (R1, R2-R3 y R4-R6) que

se encuentran separadas por las 2 inserciones anteriormente mencionadas lo cual indicaŕıa que

los dominios de plegado se extienden más allá de repeticiones individuales. Se ha mostrado

anteriormente como estas regiones en IκBα pliegan como dominios independientes de plegado,

que abarcan más de una repetición [Ferreiro et al., 2007a,DeVries et al., 2011].

Al aplicar el modelo cinético discreto sobre las simulaciones de IκBα 4.15 observamos que

el estado plegado (111111) está conectado al estado con la repetición N-terminal desplegada

(011111) por medio de una constante de conversión alta, compatible con lo descripto ante-

riormente. Tal y como pasa con las demás estructuras analizadas, una vez desplegada una

repetición terminal, lo más probable es que ocurra una transición hacia un estado con ambas

repeticiones terminales desplegadas. Si se toman en cuenta las ĺıneas más gruesas del diagra-

ma, lo cual hace referencia a las constantes de transición con mayores valores, la próxima

repetición en desplegarse seŕıa R5 llevando la estructura al estado 011100. La transición al
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Figura 4.15: La coordenada vertical aproxima la enerǵıa libre de cada macroestado. Por motivos
gráficos, para no superponer representaciones de macroestados, la relación exacta entre alturas de
las cajas no se corresponde con el valor de enerǵıa libre, los mismos se muestran entre paréntesis
debajo de las mismas. La coordenada horizontal aproxima la coordenada de reacción global (Qw).
Se dibuja una ĺınea entre cada par de macroestados conectados cuyo espesor es proporcional al flujo
de transición entre los mismos.

estado desplegado se completaŕıa desplegando R4 y R3 en forma consecutiva, siendo R2 la

última repetición en desplegarse. Si en cambio observamos las estabilidades relativas de los

diferentes macroestados, el que corresponde a 111000, es el más estable (aunque no cinética-

mente competente) de aquellos en que se tienen 3 repeticiones plegadas y que corresponde a

la estructura que observamos presente en la región del intermediario de plegado (Fig. 4.13B).

A dicho macroestado se llega desplegando secuencialmente de la forma 111111 −→ 111110

−→ 111100 −→ 111000. Esto representa una ruta alternativa a la anteriormente descripta

que transiciona por el macroestado de 5 repeticiones plegadas en que la repetición desplegada

es R6 en vez de R1 y puede ser la razón por la cual observamos el evento de retroceso en

la región de R1 (Fig. 4.15). Ambas rutas convergen al macroestado 011000 a partir del cual

transicionan de forma idéntica hacia el estado desplegado.

4.7. Plegabilidad Jerárquica, ¿Un proxy hacia la dinámi-

ca del plegado proteico?

La inherente simetŕıa de las protéınas con repeticiones sugiere que las propiedades generales

de plegado del dominio repetitivo o su separación en subdominios (la estabilidad y cooper-

atividad del arreglo) podŕıan derivarse a partir de una descripción microscópica del balance
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energético dentro de cada elemento de plegado y su interacción con sus vecinos cercanos [Ak-

sel and Barrick, 2009]. Debido al delicado balance energético en cada subunidad, variaciones

sutiles en las interacciones en y entre repeticiones pueden generar cambios sustanciales en

el paisaje energético [Ferreiro and Komives, 2007]. Dichas variaciones pueden desacoplar los

elementos de plegado y como consecuencia especies parcialmente plegadas podŕıan poblarse,

definiendo subdominios de plegado. Con suficiente información sobre la población de dichos

estados es posible producir modelos cuantitativos de la distribución energética a lo largo de

una protéına [Ferreiro et al., 2008,Schafer et al., 2012]. Las trampas cinéticas que dan lugar a

la población de intermediarios pueden surgir de la mera topoloǵıa de la molécula como hemos

mostrado anteriormente, debido a empaquetamientos discontinuos, inserciones, deleciones o

loops. Alternativamente, la población de intermediarios puede surgir como consecuencia de

sitios enriquecidos en interacciones altamente frustradas [Ferreiro et al., 2014].

La Fig. 4.16 muestra los patrones de frustración local de dos ejemplos de protéınas ANK,

una diseñada y una natural. Para ambas, los extremos de los arreglos repetitivos se encuentran

enriquecidos en interacciones altamente frustradas. La protéına diseñada se encuentra den-

samente conectada por una red de interacciones mı́nimamente frustradas a diferencia de la

contraparte natural que muestra parches de alta frustración, correspondientes con los sitios de

interacción con otras protéınas [Ferreiro et al., 2014]. Dado que estas protéınas poseen arqui-

tecturas elongadas y bajo la hipótesis de que las distintas repeticiones constituyen elementos

de plegado, consideramos que es posible obtener un patrón de como se pueblan diferentes

rutas de plegado visualizando la plegabilidad relativa de sus fragmentos [Panchenko et al.,

1996, Tsai et al., 2000]. Para obtener dicho patrón, la enerǵıa según la función de enerǵıa

de AWSEM [Schafer et al., 2014] de cada posible fragmento continuo es computada y com-

parada con la enerǵıa de fragmentos de su mismo largo en la protéına (mismo procedimiento

usado anteriormente para determinar la fase de las repeticiones ANK). Al calcular la plega-

bilidad para todos los posibles fragmentos presentes en la estructura, se obtiene un patrón

que nos informa por un lado a un largo determinado, cuáles regiones son más favorables para

ser plegadas dada su arquitectura nativa. Pero además al observar tamaños inmediatamente

más largos o más cortos, podemos intuir hacia que dirección conviene extender o reducir el

largo de los fragmentos para mejorar o empeorar la plegabilidad resultante. Aśı al evaluar el
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patrón global, pueden observarse diferentes regiones de alta y baja plegabilidad en donde el

fragmento de plegabilidad máxima es representado en todos los casos por la estructura nativa

global. Del mismo modo en que los patrones de teselado son útiles para observar los efectos

que pequeñas perturbaciones pueden tener a mayores escalas, los patrones de plegabilidad

relativa jerárquica son útiles para evaluar como se propaga el efecto de ciertas interacciones

altamente frustradas hacia dominios o regiones completas dentro de la estructura.

En los casos presentados en la Fig. 4.16 es aparente que ambas protéınas pueden tener

patrones de plegado complejos con múltiples rutas, por ejemplo en el caso de la diseñada se

espera que pueble rutas paralelas nucleadas en las repeticiones centrales (Fig. 4.16, izquierda).

En contraste, la plegabilidad de la protéına natural IκBα parece indicar una polarización

desde el fragmento N terminal hacia el C-terminal, en donde la repetición más cercana al

extremo N-terminal seŕıa la última en plegarse. Tal vez, no sea coincidencia que el plegado

de esta protéına haya sido observado como polarizado de forma experimental, con un plegado

acoplado al proceso de reconocimiento de la protéına con la que interactúa [Lamboy et al.,

2013]. Aśı, las trampas que aparecen en el plegado de IκBα deben tener una contribución de

los efectos topológicos locales, como sugieren simulaciones recientes, en donde la presencia de

desorden en regiones de algunas repeticiones inicia un efecto del tipo dominó desestabilizando

regiones circundantes, en efecto mostrando rupturas en la simetŕıa de la molécula a nivel

primario [Sivanandan and Naganathan, 2013].

4.8. Conclusiones del caṕıtulo

Los modelos basados en estructura han sido aplicados ampliamente en diferentes arquitec-

turas proteicas para analizar cómo la topoloǵıa de las mismas afectan el proceso de plegado,

pudiéndose describir propiedades biof́ısicas del mismo [Shoemaker and Wolynes, 1999,Clemen-

ti et al., 2000, Levy et al., 2004,Yang et al., 2004,Oliveberg and Wolynes, 2005, Levy et al.,

2005,Cho et al., 2008,Cho et al., 2009]. Hemos simulado el proceso de plegado de estructuras

correspondientes a miembros de la familia ANK con diferentes largos de arreglos repetitivos

yendo desde un mı́nimo de 3 repeticiones para protéınas diseñadas hasta un máximo de 6

repeticiones en el caso de la protéına IκBα. Si bien la secuencia codifica la estructura prote-
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Figura 4.16: Frustración local y rutas de plegado: Los mapas representan la plegabilidad jerárquica
relativa de cada posible fragmento continuo de un largo dado (eje y) y centro (eje x). La plegabilidad
relativa se define como Θr = ∆E/(δE

√
N), donde ∆E es la diferencia entre la enerǵıa de un

fragmento en particular con respecto a la enerǵıa media de todos los fragmentos de su mismo largo
y δE es el desv́ıo estándar de dicha distribución calculada a partir de N fragmentos. En la parte
superior se muestra una representación de la estructura de las protéınas 4ANK en la izquierda y de
IκBα en la derecha. Los patrones de frustración local se muestran sobre las estructuras en donde las
ĺıneas verdes corresponden a interacciones mı́nimamente frustradas y las ĺıneas rojas a interacciones
altamente frustradas.

ica, los modelos aqúı aplicados no tienen en cuenta a la primera en los cálculos, sino que la

dinámica sólo depende de la estructura inicial ofrecida como entrada. Todas las interacciones

presentes en la estructura nativa se consideran favorables y las interacciones no nativas son

consideradas desfavorables, eliminando aśı toda la contribución de la frustración energética

local al plegado. Aśı, los diferentes eventos descriptos a lo largo de este caṕıtulo están rela-

cionados con las variaciones estructurales presentes en las diferentes estructuras.

En el caso de estructuras con 3 repeticiones, observamos que la correspondiente a 3ANK

que es una protéına completamente consenso posee una barrera energética de 17.5 Kcal/mol

en comparación con NI1C Mut4 que posee una barrera de 13 Kcal/mol y fue sintetizada

usando repeticiones terminales adaptadas para mejorar sus propiedades de estabilidad usando

como modelo las repeticiones terminales de la protéına GABPB1 [Binz et al., 2003]. Ambas

protéınas muestran mecanismos de plegado compatibles con el modelo de 2 estados t́ıpico para

protéınas globulares. Ambas muestran un evento de nucleación del plegado que involucra la
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repetición central y parte de la repetición N-terminal. Se observa además que los terminales se

deshilachan siendo más favorable desplegar una de las repeticiones terminales que mantener

el arreglo entero plegado (Fig. 4.4).

En cuanto a protéınas con arreglos repetitivos compuestos por 4 repeticiones, hemos anal-

izado 4 miembros de la familia. La protéına 4ANK, también una protéına completamente con-

senso es la que muestra la barrera energética más alta del grupo (17.34 Kcal/mol). P164INK

con una barrera de 10.3 Kcal/mol posee regiones no repetitivas en sus extremos, lo cual se

traduce en un estado plegado estabilizado en valores de Qw cercanos a 0.55, dado que es

desfavorable energéticamente mantener regiones de loop en su conformación nativa a lo largo

de la dinámica, debido a la falta de una gran densidad de contactos. Por su parte la versión

truncada de Notch, con una barrera de 9.05 Kcal/mol, es la protéına del grupo que muestra

en su perfil de enerǵıa libre lo que es muy probablemente un intermediario de plegado que

posee su repetición N-terminal desplegada, la cual además posee en su extremo N-terminal

una región helicoidal extra. IκBα es la protéına con la menor barrera energética, para la cual

el estado con todas sus repeticiones plegadas no se observa estable en su perfil energético.

En cambio, el estado con mayor estructuración y estabilidad comparable a la del estado de-

splegado, corresponde a confórmeros en que la repetición C-terminal se encuentra desplegada.

Observamos además que cercano al estado nativo hay confórmeros con valores de enerǵıa libre

relativamente bajos en que ambas repeticiones terminales se encuentran desplegadas. De esta

forma el alejamiento de un comportamiento 2 estados en todos los casos involucra estructuras

en las que las regiones terminales se encuentran parcial o totalmente desplegadas. La nu-

cleación del plegado ocurre involucrando una repetición y algunos residuos de una repetición

vecina. A pesar de sus similitudes estructurales la nucleación no ocurre en regiones análogas

en las moléculas analizadas. Mientras Notch y IκBα comienzan a plegarse por las repeticiones

centrales (de formas diferentes),4ANK tiene el núcleo de plegado desplazado hacia el extremos

C-terminal y P164INK hacia el extremo N-terminal (Fig. 4.7).

En el caso de las protéınas analizadas con 5 repeticiones. En todos los casos vemos barreras

energéticas más homogéneas con E3 5 mostrando la mayor barrera (11.16 Kcal/mol) y TV1425

la menor (8.92 Kcal/mol). Si bien todas muestran un estado nativo amplio, no se observan

intermediarios o confórmeros cercanos con valores de enerǵıa libre menores a 5 Kcal/mol. Como
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en los casos anteriores, estas protéınas exhiben distintos núcleos de plegado. E3 5 comienza a

plegar a partir de sus repeticiones 3 y 4 al igual que GABPB1 aunque esta última involucra

algunos residuos de R2. TV1425, en cambio, comienza su plegado a partir de sus repeticiones

localizadas en el extremo C-terminal mientras que ANKRA2 lo hace a partir de su repeticiones

en el extremo N-terminal (Fig. 4.11).

Por último IκBα fue la única protéına analizada con 6 repeticiones mostrando el paisaje

energético más complejo de todas las protéınas. Caracterizamos en las simulaciones que existe

un intermediario estable que posee las 3 últimas repeticiones desplegadas. Además se observan

2 regiones, una cercana al estado plegado y otra cercana al estado intermediario donde se ob-

servan conformaciones con valores de enerǵıa libre cercanos a las 5 Kcal/mol. Las estructuras

muestreadas cerca del estado nativo poseen la repetición N-terminal desplegada mientras que

aquellas cercanas al estado intermediario poseen plegada dicha repetición, con una desestruc-

turación parcial de la región C-terminal y perdida de las interacciones de la interfaz entre las

repeticiones 4 y 5.

Todas estas protéınas son muy parecidas estructuralmente siendo sus mayores diferencias

la presencia de inserciones/deleciones o regiones no repetitivas en sus extremos. Estas mod-

ificaciones, conjuntamente con las desviaciones estructurales producto de las variaciones en

secuencia producen alteraciones en el empaquetamiento de repeticiones vecinas alterando el

balance de las estabilidades tanto internas de cada repetición como la energética de la interac-

ción entre repeticiones adyacentes. Esto puede dar lugar a la estabilización de intermediarios,

lo cual se observó en algunos casos. Más allá de la presencia de intermediarios de plegado ob-

servables, estas diferencias estructurales pueden modificar las regiones que actúan como focos

tempranos de plegado y generar que las diferentes repeticiones actúen como unidades indepen-

dientes de plegado o que las distintas repeticiones se segreguen en grupos a lo largo del proceso

de plegado. Para caracterizar esto realizamos cálculos de la fracción de interacciones nativas

que se establecen a nivel de residuo a lo largo del plegado y también aplicamos un modelo

discreto cinético para observar las estabilidades relativas de las distintas unidades de plegado

(definidas como las repeticiones detectadas mediante el método de teselado) y las constantes

de transición entre los diferentes macroestados de los arreglos repetitivos (definidos como la

combinación de repeticiones en estados binarios equivalentes a que las mismas estén plegadas
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o desplegadas). Lo más simple es comenzar describiendo los mecanismos observados para las

protéınas diseñadas, que carecen de inserciones o regiones no repetitivas. Las protéınas de 3

repeticiones en ambos casos comienzan a plegarse principalmente por su repetición central,

con una contribución parcial de la repetición N-terminal y una estructuración nativa tard́ıa de

la repetición C-terminal. Ambas protéınas muestran leves eventos de retroceso en su repeti-

ción N-terminal siendo este más acentuado en 3ANK que en NI1C Mut4. 4ANK por su parte,

comienza a plegar sus 2 repeticiones centrales y su repetición C-terminal la cual muestra un

evento claro de retroceso. 3ANK y 4ANK están diseñadas de la misma forma y sus repeti-

ciones son completamente consenso, con una versión C-terminal más corta a la que le faltan

los residuos correspondientes al β hairpin. Sin embargo a pesar de que lo único que cambia es

que 4ANK posee una repetición interna extra, sus mecanismos de plegado son muy diferentes.

La protéına sintética más larga simulada fue E3 5 con 5 repeticiones. Esta protéına comienza

a plegar por sus repeticiones 3 y 4 y posee un comportamiento en el C-terminal similar a

4ANK, sólo que con dos eventos de retroceso en vez de 1. Las protéınas naturales analizadas

muestran comportamientos diversos, algunas comienzan a plegar por las regiones centrales

como es el caso de Notch truncada, IκBα truncada, GABPB1 mientras otras parecen tener

un plegado polarizado desde un extremo al otro. P164INK, ANKRA2 y la versión completa

de IκBα parecen plegar de forma polarizada desde el extremo N-terminal hacia el C-terminal

mientras que TV1425 lo hace en sentido contrario. En todos los casos en que se observa que

una de las repeticiones terminales se pliega de forma temprana, se observan también eventos

de retroceso en el mismo de forma más o menos acentuada. Es notable también que en todos

los casos en que se observan estos eventos, al mismo valor de Qw global estos eventos coinci-

den con el comienzo de plegado de otras regiones lejanas en el arreglo repetitivo. En 3ANK

y NI1C Mut4, estos eventos en la repetición N-terminal coinciden con el momento en que se

comienza a plegar el C-terminal. En 4ANK, el evento de retroceso en la repetición C-terminal

coincide con el valor de Qw global en que comienza a plegarse la repetición N-terminal lo cual

sucede de forma similar en Notch truncada. En E3 5 el primer evento de retroceso coincide

con el comiendo de plegado de la repetición 2 y el segundo evento de retroceso coincide con

el momento en que comienza a plegarse la repetición N-terminal. Comportamientos similares

se producen en TV1425 y la versión completa de IκBα. En esta última molécula se puede
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observar en su perfil de enerǵıa libre la existencia de un intermediario y dos ensambles de

conformaciones con relativamente baja enerǵıa. Mientras que en la región cercana al esta-

do nativo se observa la repetición N-terminal desplegada, en la región del intermediario (y

la región circundante) se observa dicha repetición plegada lo cual pudimos ver en el mod-

elo cinético discreto de esta molécula que se corresponden a estados visitados a través de

diferentes rutas que conectan el estado plegado con el intermediario. ¿Están los eventos de

retroceso de repeticiones terminales relacionados a rutas paralelas en el paisaje energético?

¿Podrá ser que los eventos de retroceso se encuentren relacionados a interacciones de larga

distancia no evidentes entre repeticiones alejadas y por tanto ayudar a que otras regiones del

arreglo se plieguen? Análisis en los que se hace un seguimiento de los valores Qw de las que

muestran eventos de retroceso y las que pliegan a los valores de Qw en que estos ocurren

nos podrán dar información acerca de la concomitancia o no de estos eventos y sin son uno

consecuencia del otro.

Es interesante notar que las repeticiones definidas a partir de los cristales mediante nuestro

procedimiento de teselado, corresponden en gran medida con las regiones que se pliegan de

forma cooperativa dentro de las dinámicas realizadas, lo que es compatible con el concepto de

foldones definido por Panchenko [Panchenko et al., 1996].

Los modelos cinéticos muestran que las repeticiones terminales son en la mayoŕıa de los

casos proclives a encontrarse desplegadas en los macroestados más estables de forma global, lo

cual podŕıa ser explicable debido a que los mismos tienen una interfaz menos con repeticiones

adyacentes respecto de los internos. Esto ha sido descripto para casos como en el 4ANK en

donde la repetición C-terminal se desestructura en un proceso descripto como deshilachado

(fray en inglés) [Mosavi et al., 2002]. Esto también se ha observado mediante estudios de

NMR [Cortajarena et al., 2008], intercambio de hidrógeno [Main et al., 2005] y simulaciones

con modelos de ising [Kajander et al., 2005] en miembros de la familia repetitiva TPR .
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Caṕıtulo 5

Métodos

5.1. Construcción de una base de datos para ANKs:

Trabajar con un conjunto de datos del cual se quiere extraer información pero que además

incluye aportes de diferentes fuentes, requiere de un soporte tecnológico que ayude a su manejo

a medida que el volumen de los datos aumenta.

A los fines de poder hacer análisis a nivel de familia, se construyó una base de datos

relacional usando MySQL en la cual se incluyeron diferentes entidades y atributos relaciona-

dos a los miembros de la familia ANK que luego seŕıan necesarios para realizar los estudios

subsiguientes.

Modelo Entidad-Relación o ER:

El modelo ER describe los datos como entidades, relaciones y atributos. A continuación se

realiza una descripción acotada de los aspectos básicos para comprender la estructura de un

modelo de entidad-relación con el único objetivo de dar fundamento conceptual a la estructura

de una base de datos relacional.

Entidades y sus atributos. El objeto básico representado por el modelo ER es una

entidad, que es una cosa del mundo real con una existencia independiente. Una entidad puede

ser un objeto con una existencia f́ısica (por ejemplo, una persona en particular, un coche,

una casa o un empleado) o puede ser un objeto con una existencia conceptual (por ejemplo,

una empresa, un trabajo o un curso universitario). Cada entidad tiene atributos (propiedades
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particulares que la describen). Por ejemplo, una entidad EMPLEADO se puede describir

mediante el nombre, la edad, la dirección, el sueldo y el trabajo que desempeña. Una entidad

en particular tendrá un valor para cada uno de sus atributos. Los valores de los atributos que

describen cada entidad se convierten en la parte principal de los datos almacenados en la base

de datos. En el modelo ER se dan varios tipos de atributos: simple o compuesto, mono valor

o multivalor, y almacenado o derivado.

Atributos clave de un tipo de entidad:

Una restricción importante de las entidades de un tipo dado es la clave o restricción de unicidad

de los atributos. Una entidad normalmente tiene un atributo cuyos valores son distintos para

cada entidad individual del conjunto de entidades. Dicho atributo se denomina atributo clave,

y sus valores se pueden utilizar para identificar cada entidad de forma uńıvoca.

Relaciones entre entidades:

Dados dos tipos de entidades, estas pueden estar asociadas definiendo una relación ri. Dicha

asociación incluye exactamente una entidad de cada tipo de entidad participante. Cada una

de dichas instancias de relación ri representa el hecho de que las entidades que participan en

ri están relacionadas de alguna forma en la situación correspondiente del mini mundo. Por

ejemplo, considere un tipo de relación TRABAJA PARA que asocia una entidad EMPLEADO

con una entidad DEPARTAMENTO.

La cardinalidad indica el número de entidades con las que puede estar relacionada una

entidad dada. Existen 3 tipos de cardinalidades:

Uno a Uno: La entidad A se relaciona únicamente con la entidad B y viceversa. Uno a

Varios: La entidad A se relaciona con cero o varias entidades en B, pero una entidad B se

relaciona con una única entidad A. Varios a Varios: La entidad A se relaciona con cero o varias

entidades en B y viceversa.

La Fig. 5.1 muestra un ejemplo de diagrama de entidad-relación t́ıpico.
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Figura 5.1: Ejemplo de diagrama de entidad relación donde pueden verse los diferentes elementos
que los componen.

Base de datos estructural de ANKs

Siguiendo los lineamientos descriptos anteriormente, diseñamos una estructura de base

de datos para nuestra base de datos estructural de ANKs. Hemos generado un diagrama de

Entidad-Relación (DER) siguiendo las buenas prácticas, haciendo especial énfasis en evitar

la redundancia excesiva de datos entre tablas. La estructura de nuestro DER consiste de 23

tablas (Fig. 5.2).

Descripción general de la DB:

Se descargaron todas las estructuras del PDB (Protein Data Bank, www.pdb.org), en

donde al menos una de las cadenas contiene repeticiones ANK. Los datos relevantes acer-

ca de cada estructura se almacenaron en la tabla Structure y los datos de la publicación

en que la estructura aparece reportada se almacenan en la tabla Publication si es que ex-

iste (algunas estructuras como las que son generadas por consorcios, como el Protein Struc-

ture Initiative,http://sbkb.org/about/about-psi, dedicados a la dilucidación de estructuras,
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Figura 5.2: Diagrama de Entidad-Relación de nuestra base de datos estructural de ANKs
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no poseen publicaciones asociadas). Cada estructura está compuesta por un número variable

de cadenas que pueden corresponder a protéınas, péptidos o ácidos nucleicos. Cada instancia

correspondiente a una cadena en una estructura, se almacena junto a los parámetros rele-

vantes en la tabla Chain. La entidad Chain, contiene además otras tablas que se derivan de

la misma a los fines de evitar redundancia debido a la aparición de parámetros complejos.

Ejemplos de estas tablas derivadas son ChainStructureProperties que contiene los valores

para caracteŕısticas estructurales de las estructuras como el radio de giro, la accesibilidad al

solvente y otras. Otro ejemplo son las tablas FrustrationRes y FrustrationCont, que debido a

la cantidad de información que poseen y su relevancia para nuestros estudios, se constituyen

como entidades propias. Además de las mencionadas también guardamos la información ac-

erca de los residuos ausentes en la tabla MissingRes como aśı también un mapeo entre las

posiciones de cada cadena almacenada en Chain y su correspondencia con los residuos en la

entidad correspondiente a Uniprot dentro de la entidad Protein. Por último, tenemos a la

tabla StructuralRepeat que corresponde a las repeticiones que hemos detectado a partir

de un método estructural de identificación de estos elementos estructurales (explicado más

adelante, en otro caṕıtulo) del cual derivan dos tablas que corresponden a la descripción de

las posiciones canónicas de cada repetición, sus propiedades y su correspondencia a la entidad

en Uniprot almacenadas en la tabla CharactPos y a las regiones que no forman parte de la

región repetitiva, sino que representan inserciones (intra o inter repeticiones) o deleciones en

el arreglo repetitivo almacenadas en la tabla StructuralRepModif.

Como mencionamos, cada cadena esta relacionada casi siempre (exceptuando a los con-

structos artificiales que no poseen una entrada en Uniprot) a una instancia de la entidad

Protein. Al igual que Chain, la tabla Protein constituye un nodo central en el DER ya que

se relaciona con muchas otras tablas. La tabla ProteinSequence contiene todos los datos

relativos a la secuencia de la protéına derivada de Uniprot y también a su vez se encuentra

relacionada a la tabla Transcript, que contiene información de los transcriptos que se relacio-

nan con dicha protéına en la base de datos de Ensembl (www.ensembl.org) que a su vez se

relaciona a través de una tabla intermedia (TranscriptExon) con la tabla Exon. La tabla

PFAMRepeats contiene las instancias de repeticiones detectadas en las protéınas correspon-

dientes a la familia ANK, detectadas a partir del uso de la herramienta HMMER usando el
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Modelo Oculto de Markov que representa al dominio ANK en la base de datos de PFAM. Cada

instancia dentro de la tabla Protein además se encuentra relacionada a instancias en la tabla

GoDefs a través de la tablaGOMap que representa el mapeo entre las instancias de protéınas

y sus términos de ontoloǵıa génica (http://geneontology.org/) relacionados, derivados de la

base de datos de AmiGO (amigo.geneontology.org/). La tabla Experiment contiene infor-

mación de ensayos experimentales relacionados a plegado de protéınas ANK del tipo wildtype

aśı como también de mutantes y constructos, recopilados de bibliograf́ıa (curación manual) y

de bases de datos públicas como ProTherm (http://www.abren.net/protherm/). Por último,

la información referente a la ocurrencia de motivos lineales, detectados a partir de expresiones

regulares presentes en la base de datos de motivos lineales eucariotas (ELM, elm.eu.org/)

se encuentran almacenados en la tabla Elms a través de la tabla intermedia ElmMatches

mientras que una serie de parámetros ajustados a la distribución de aminoácidos en la familia

ANK, se encuentran almacenados en la tabla ElmsProb.

Una vez diseñado el DER, se generó una base de datos basada en el mismo usando un

motor de MySQL. Al crearse la estructura, el paso siguiente fue ingresar los datos para cada

entidad, con sus diferentes parámetros y datos derivados. La cantidad de información rela-

cionada a cada estructura, hace necesario la automatización del proceso de ingreso de los

datos y actualización de los mismos. Se generaron múltiples scripts en Perl que se encargan

de descargar la información primaria de los sitios en internet correspondientes, procesar la

información y ejecutar todos los programas necesarios para los cálculos y derivación de los

datos secundarios. Como resultado final, se obtuvo un pipeline, para el ingreso de los datos

que solo recibe como input, el ID de la estructura almacenada en la base de datos del Protein

Data Bank y que como resultado ingresa todos los datos correspondientes a cada entidad

correspondiente al DER de la base de datos en MySQL.

5.2. Frustración Energética Local

Las regiones de las protéınas que promueven el plegado proteico (el núcleo hidrofóbico)

generalmente se encuentran bien empaquetadas y se espera que estén mı́nimamente frustradas.

En contraste, las regiones funcionales en general se encuentran altamente frustradas.
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Las protéınas naturales representan sistemas complejos altamente moldeados por la evolu-

ción [Frauenfelder, 2002]. Según la teoŕıa de paisajes energéticos, las protéınas se pliegan

minimizando sus conflictos energéticos, lo cual es posible gracias a la cooperatividad exis-

tente entre sus interacciones. Existe un fuerte sesgo energético para plegarse hacia estructuras

similares al estado nativo. Esto se conoce como principio de mı́nima frustración [Bryngelson

and Wolynes, 1987]. Este principio no implica que ciertos conflictos pueden persistir en los

estados nativos de las protéınas. De hecho se ha mostrado a lo largo de estos años que la

presencia de conflictos energéticos presentes en los ensambles nativos de las protéınas tienen

consecuencias funcionales en múltiples aspectos facilitando el moviendo de la protéına en el

espacio conformacional.

El Frustratometer es un método [Jenik et al., 2012] basado en la teoŕıa de paisajes en-

ergéticos que implementa los métodos teóricos desarrollados para cuantificar el grado de frus-

tración en estructuras proteicas [Ferreiro et al., 2007b]. Este método ha sido útil en el estudio

de interfaces de interacción entre protéınas [Ferreiro et al., 2007b], transiciones alostéricas [Fer-

reiro et al., 2011], agregación y unión de ligandos [Gianni et al., 2014,Das and Plotkin, 2013],

dinámica conformacional [Sutto et al., 2007,Fuglestad et al., 2013,Truong et al., 2013], ha sido

relacionado con patrones evolutivos [Abriata et al., 2012, Tripathi et al., 2015,Galen et al.,

2015] y polimorfismos en enfermedades [Dixit and Verkhivker, 2011].

El Frustratometer localiza la frustración local de la siguiente manera: Dados dos residuos

que están en contacto en una estructura proteica, se generan 1000 señuelos (decoys) en los

se modifican ciertos parámetros correspondientes a la interacción nativa. Haciendo uso del

potencial AMW (Associative Memory Hamiltonian optimized with Water-mediated interac-

tions, [Papoian et al., 2004]) se mide la enerǵıa de la interacción nativa y la de los señuelos y

se calcula el ı́ndice de frustración como un Z-score Fi =
EN− < ED >

σD
donde EN corresponde

a la enerǵıa nativa, < ED > a la media de la distribución de enerǵıa de los señuelos y σD a

su desv́ıo estándar.

La función AMW tiene en cuenta 3 términos: Hcontacts, Hwater, Hburial que dependen de

las identidades (λ) de los aminoácidos, las densidades (ρ) (relacionadas a la accesibilidad del

solvente) y la distancia de interacción (rij). Existen 3 variantes para el ı́ndice de frustración

local, basado en como se generan los señuelos.
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1) Mutacional: Dados dos residuos en contacto, se generan los señuelos aleatorizando los

valores λ.

2) Configuracional: Dados dos residuos en contacto, se generan los señuelos aleatorizan-

do λ y rij y ρ.

3) Residuo único: Dado un residuo i, se calcula su frustración aleatorizando sólo la

identidad λ del mismo, manteniendo el resto de los parámetros nativos.

Los contactos se clasifican en mı́nimamente frustrados (Fi >= 0,78), neutros (−1 <

Fi < 0,78) y altamente frustrados (Fi <= −1) para el caso de los ı́ndices mutacional y

configuracional. Los residuos se clasifican en mı́nimamente frustrados (Fi >= 0,58), neutros

(−1 < Fi < 0,58) y altamente frustrados (Fi <= −1) para el caso del ı́ndices de residuo

único.

Los contactos se definen según cortes en distancias entre C-β de pares de residuos. Se

tienen en cuenta 3 tipos de contactos: 1) de corto alcance (rij <= 6,5Å) 2) Largo alcance

(6,5Å < rij < 9,5Å) 3) Mediados por agua (mismo corte de distancias que los de largo

alcance, pero ambos residuos deben estar expuestos al solvente, sasa>0.05).

5.3. Contenido de Información

El contenido de información (CI) calculado a partir de alineamientos múltiples de secuen-

cias, mide la conservación de los aminoácidos en posiciones espećıficas de éstos y es la medida

que t́ıpicamente se muestra en el eje de ordenadas en los logos de secuencias. El CI puede

calcularse para medir la conservación de los estados de cualquier variable discreta en un con-

junto. En nuestro caso calculamos el CI tanto para medir la conservación de las identidades

de los aminoácidos como para los estados del ı́ndice de frustración local. Se utilizó el proced-

imiento descripto por Schneider [Schneider et al., 1986] para calcular los valores de CI tanto

de secuencias (IC Seq) como de frustración (IC Frst).

El contenido de información IC por posición o por contactos puede pensarse como la reduc-

ción de la incerteza respecto del máximo posible (Hmax). La incerteza observada en un sistema,

de acuerdo a la definición de Shannon [Shannon, 1997] es Hobserved = −∑M
i=1

pilog2pi, donde

pi es la probabilidad de que el sistema se encuentre en el estado i. En este trabajo los estados
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son las identidades de los 20 aminoácidos para ICSeq y los estados mı́nimo/neutra/altamente

frustrado para ICFrst. Las probabilidades son normalizadas de forma que
∑M

i=1
pi = 1, donde

M es el tamaño del alfabeto (M = 20 para ICSeq y M = 3 para ICFrst). El valor de CI se ob-

tiene entonces de la forma CI = Hmax−Hobserved. En general se considera que Hmax se obtiene

para una distribución equiprobable de los estados en donde pmax
i = 1/M y Hmax = log2(M).

Si se sabe que la distribución de los estados es heterogénea se debe usar la frecuencia relativa

de los estados para que Hmax =
∑

piblog2(pib), donde pib es la frecuencia para el estado i de

referencia, a diferencia de pi que es la frecuencia observada para el estado i en los datos.

5.4. Coordenada Qw

Para seguir la evolución de las transiciones conformacionales a lo largo de las trayectorias

de dinámica molecular se utilizo la coordenada Qw, que representa la fracción de interacciones

nativas de una molécula respecto de la estructura experimental usada como entrada para la

simulación.

Qw =
1

Np

∑

i

∑

j

exp[
−(rij − ruij)

2

2σ2
ij

] (5.1)

Los sub́ındices i y j representan las posiciones de los aminoácidos i y j en la cadena

polipept́ıdica. Np representa el número total de pares (̈ı,j). rij es la distancia entre los Cα de

los residuos i y j, ruij es la misma distancia pero medida en la estructura nativa de referencia

determinada experimentalmente.

5.5. Simulaciones de Dinámica Molecular del tipo grano

grueso

Para las dinámicas moleculares de tipo grano grueso se utilizó la plataforma AWSEM-MD.

En particular se usó un modelo SBM llamado AMH-Go que tiene la particularidad de incluir

un término de no aditividad que permite simular de forma más realista la cooperatividad entre
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las interacciones nativas, sobre todo al muestrear los estados de transición .

Para la estimación de la Tf se realizaron simulaciones de desnaturalización (Melting)

que consiste en evolucionar el sistema llevándolo desde una temperatura baja (300 K) hasta

temperaturas lo suficientemente altas para asegurar el desplegado del mismo (800 K). Las

variaciones de temperatura se realizaron a lo largo de 10 millones de pasos entre los cuales el

lapso de tiempo simulado es 3 femto segundos (fs). Durante este procedimiento debido a la

cooperatividad entre las interacciones nativas, al observarla evolución de Qw en función de la

temperatura, se observa una rápida transición entre el estado plegado y el desplegado en un

corto rango de temperaturas. La Tf corresponde al punto medio de la pendiente de transición

entre ambos estados.

Una vez estimada la Tf se realizan simulaciones a esta temperatura usando el método de

muestreo de Umbrella Sampling usando como coordenada colectiva que toma valores entre 0

(totalmente desplegado) y 1 (totalmente plegado). El método de Umbrella Sampling, funciona

anclando un potencial en un determinado valor de Qw, lo cual permite explorar aquellas

estructuras que posean valores cercanos a dicho valor. En total dividimos el intervalo de Qw

en 40 ventanas equiespaciadas en las cuales hemos anclado potenciales umbrella. Para cada

intervalo de Qw se simula el sistema durante 10 millones de pasos cada 3 fs. Las 40 trayectorias

obtenidas para los diferentes sesgos de umbrella son integradas mediante el método WHAM

(Weighted Histogram Analysis Method) obteniéndose de esta forma los valores de Enerǵıa

Libre proyectados en diferentes coordenadas como Qw o el Radio de Giro (Rg). Información

general acerca de como realizar dinámicas de este tipo y de otras metodoloǵıas puede leerse

en el art́ıculo [Schafer et al., 2014].

5.6. Modelo AMH-Go No aditivo

Este modelo se encuentra descripto en [Eastwood and Wolynes, 2001] y se explican a

continuación algunos aspectos básicos del mismo.

Este es un modelo de cadena expĺıcita, de grano grueso, basado en estructura y no aditivo.

El modelo considera 3 átomos por residuo (Cα, Cβ y O, las posiciones de los átomos N y C’

son calculadas asumiendo una geometŕıa ideal para el backbone) para aliviar la carga com-
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putacional y no tiene en cuenta de forma expĺıcita las moléculas del solvente. Las interacciones

atractivas corresponden únicamente a aquellas que se encuentran presentes en la estructura

determinada de forma experimental de la molécula simulada (interacciones nativas). Todas

las interacciones nativas son homogéneas, es decir, tienen la misma fuerza dentro del modelo

independientemente de la identidad de los aminoácidos. Toda interacción no presente en la

estructura nativa se considera no nativa y por tanto de carácter repulsivo. Esto hace que el

paisaje energético se represente como un embudo perfecto sin rugosidad ya que se elimina la

frustración energética del mismo. A pesar de que en la realidad las interacciones no nativas

pueden ocurrir, su efecto principal es el de agregar una fuente adicional de fricción frenando

la progresión de la molécula a través de los ensambles parcialmente plegados [Bryngelson and

Wolynes, 1989,Wang et al., 1996].

La estructura general del Hamiltoniano de este modelo [Eastwood and Wolynes, 2001]

está compuesta por un término que modela la geometŕıa del backbone de la cadena polipept́ıdi-

ca y otro término que modela las interacciones entre los residuos de manera no aditiva

(Ecuación 5.2).

H = Hbackbone +Hna (5.2)

El término Hbackbone incluye varios términos que aseguran que el backbone adopte confor-

maciones f́ısicamente válidas.

La componente energética correspondiente a Hna depende de términos de interacción del

tipo Gaussiano para las interacciones nativas (Ecuación 5.3).

Hna = −1

2

∑

i|Ei|p (5.3)

donde:
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Ei =
∑

j

ǫij(rij) = −
∑

j

| ǫ
a
|
1

p θ(rc − rNij )γij exp(−
(rij − rNij )

2

2σ2
ij

) (5.4)

Los ı́ndices i y j iteran sobre todos los átomos Cα y Cβ, rij es la distancia entre los átomos

i y j. El exponente p representa la fuerza de la no aditividad del modelo. Valores mayores de p

resulta en una mayor cooperatividad en la interacción de varios cuerpos y una mayor barrera

en la transición del plegado. Para este estudio se utilizó un valor p=2 (nótese que un valor de

p=1 correspondeŕıa a un modelo completamente aditivo). rc es un parámetro de corte que a

partir de la función θ(rc− rNij ) asegura que sólo interacciones entre sitios más cercanos que ese

corte se encuentran presentes en la estructura nativa. Aqúı se usó un valor de rc=8Å. Se usó el

valor σij = |i − j|0,15Å. Todas las interacciones se consideran homogéneas y por ello el peso

para las mismas se fijo para todas ellas en γij = 1. La unidad de enerǵıa se define como ǫ y

se define en términos de la enerǵıa del estado nativo, excluyendo la componente de backbone,

ǫ = Hna/4N , donde N es el número de residuos. Esta equivalencia se asegura normalizando

mediante la constante a =
1

8N

∑

i |
∑

j γijθ(rc − rNij )|p

5.7. Modelo Cinético Discreto

Es un método general para facilitar la interpretación de simulaciones computacionales del

plegado proteico. Grupos de residuos son definidos como foldones los cuales son usados para

mapear el espacio conformacional de las protéınas en un grupo de macroestados discretos. Las

enerǵıas libres de los macroestados individuales son calculados aśı como también constantes

de transición entre los mismos en el espacio conformacional. Este modelo se aplicó a partir

de simulaciones sesgadas usando un modelo basado en estructura no aditivo. En nuestro

trabajo en particular, los foldones se definieron como aquellas repeticiones detectadas de

forma estructural por nuestro método de teselado. Se dejaron fuera del análisis las inserciones

entre repeticiones o regiones no repetitivas en los extremos N y C-terminales.

Los macroestados se definen como una secuencia de śımbolos que pueden tomar el valor

de 1 o 0, que significan plegado o desplegado. Un macroestado particular de una protéına con
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4 foldones podŕıa ser 1010, en el cual los foldones 1 y 3 se encuentran en el estado plegado y

los foldones 2 y 4 se encuentran en estado desplegado. Para determinar el estado plegado o

desplegado de un foldón espećıfico se calcula el valor de Qw correspondiente a las interacciones

nativas del foldón, presentes en el estado nativo. Un foldón es considerado en su estado plegado

si Qw≥0.6.

Una protéına que posee un número total de Nf foldones tienen en total un espacio confor-

macional de 2Nf macroestados posibles. Durante una simulación de plegado, no necesariamente

todos los macroestados son observados. A partir de los resultados de las dinámicas realizadas,

aplicando sesgos de muestreo de Umbrella Sampling, y las definiciones de foldones se calculan

las enerǵıas libres relativas de los macroestados usando el método MBAR (Multistate Bennet

Acceptance Ratio [Shirts and Chodera, 2008]).

En cuanto a la conectividad de los macroestados entre śı, el modelo plantea que dos

macroestados pueden estar conectados sólo si para transformar uno en otro se requiere cambiar

de estado un sólo foldón. La tasa de transición entre los macroestados i y j, Kij se calcula como

se muestra en la Ecuación 5.5 donde ∆F = Fj − Fi es la diferencia de enerǵıa libre entre los

macroestados i y j, kB=0.001987 kcal/mol/K es la constante de Boltzman, T es la temperatura

absoluta y k0 = 1µs−1 es la tasa de transición universal que se asume en un modelo de plegado

downhill. Al calcular todos los valores Kij se construye la matriz K en la cual los valores de

la diagonal se definen de forma de conservar una probabilidad Kii = −
∑

i 6=j Kij, donde Kij

refiere al elemento en la columna igésima y la fila jésima de la matriz K.

Kij =











k0 if ∆Fij < 0

k0 exp−
∆Fij

kBT
if ∆Fij ≥ 0

(5.5)

Más detalles del método y sus aplicaciones a otros sistemas se describen en el articulo de

Schafer [Schafer et al., 2012].
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Caṕıtulo 6

Conclusiones Generales

Las protéınas son las macromoléculas que mayor diversidad presentan dentro de la biósfera.

A pesar de ser codificadas de forma lineal en los genomas de los sistemas que integran, su

traducción a partir de un alfabeto de 4 especies qúımicas a uno de 20 (y sus posteriores

modificaciones) permite que estas moléculas adopten una enorme cantidad de formas que

les confieren la habilidad de realizar múltiples funciones ya sea mecánicas, de andamiaje

estructural, catalizar reacciones qúımicas y principalmente, procesar información dentro de

los sistemas de los que forman parte [Bray et al., 1995]. A los fines de poder comprender a

estas máquinas moleculares y en última instancia modificar, modular, apagar o activar su

funcionamiento es imprescindible mejorar nuestro entendimiento de las relaciones secuencia-

estructura-dinámica-función.

Las protéınas con motivos estructurales repetitivos representan un excelente modelo para

estudiar las relaciones secuencia-estructura-dinámica-función debido a su bajo orden de con-

tacto, que carecen de interacciones evidentes entre repeticiones que están más lejos que sus

vecinas inmediatas. Las protéınas de la familia ANK por su parte, representan una de las

familias repetitivas más abundantes [Mosavi et al., 2004] tanto en cuanto a experimentos de

mesada húmeda cómo a cantidad de miembros con secuencias y estructuras depositadas en

bases de datos públicas. Usando estas moléculas como andamiaje para el diseño de protéınas,

usando secuencias consenso a partir de alineamientos múltiples, se han generado moléculas

con alta afinidad y especificidad para interactuar con una diversa cantidad de protéınas con

múltiples aplicaciones incluyendo terapias para tratar diferentes tipos de cáncer, Alzheimer,
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HIV y suministro de drogas [Pluckthun, 2015]. Recientemente, usando diseño de novo se

han generado protéınas repetitivas solenoides y no solenoides, que exploran una región del

espacio de secuencias completamente no relacionada con las protéınas naturales conocidas

avanzando un paso más en el diseño de protéınas respecto del diseño basado en secuencias

consenso [Brunette et al., 2015, Doyle et al., 2015, Huang et al., 2016]. Estos avances abren

todo un nuevo horizonte para el diseño de protéınas de este tipo, ya que algo deseable para

muchos investigadores en el campo del diseño proteico, es usar como andamiaje, protéınas

sin funciones biológicas conocidas. Los patrones de frustración sobre estructuras cristalográfi-

cas derivadas de estos estudios, muestran una gran densidad de interacciones mı́nimamente

frustradas, lo cual asegura un correcto plegado de la molécula y una alta estabilidad. Al

mismo tiempo se observa una muy baja proporción de interacciones altamente frustradas, al

igual que sucede en las protéınas ANK diseñadas. A lo largo de este trabajo, hemos mostrado

que las protéınas naturales exhiben parches de interacciones conflictivas con la estabilidad

debido a que los mismos son importantes para la excursión conformacional de la molécula

en su ensamble funcional. El próximo paso para el diseño racional de protéınas de este tipo,

requiere entender como insertar conflictos energéticos en la estructura, sin comprometer de

forma cŕıtica la estabilidad y pudiendo introducir funciones útiles en un entorno celular.

Como contraparte de su simplicidad estructural, la periodicidad y simetŕıa interna inher-

ente de las protéınas repetitivas presentan desaf́ıos metodológicos en cuanto a la aplicabilidad

de las herramientas bioinformáticas t́ıpicamente usadas para el estudio de protéınas globu-

lares. Cuando se manipulan datos correspondientes a protéınas globulares, las comparaciones

se realizan, en general, al nivel de dominios. Bases de datos como Pfam [Bateman et al.,

2004], SMART [Schultz et al., 2000], entre otras, han sido fundamentales para el estudio de

las relaciones entre miembros de familias de este tipo ya que agrupan los dominios en familias,

proveyendo alineamientos múltiples de sus secuencias y diferentes parámetros asociados a los

mismos. Debido a la homoloǵıa existente entre repeticiones dentro de una misma protéına

y aquellas presentes en miembros de la misma familia y que los arreglos repetitivos pueden

contener un número variable de repeticiones, comparar este tipo de protéınas presenta una

complejidad adicional y dificulta la definición de los dominios estructurales [Espada et al.,

2015].
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La respuesta lógica a este inconveniente es hacer las comparaciones y estudios al nivel de las

unidades básicas, las repeticiones. Sin embargo, segmentar las secuencias de estas protéınas

en sus unidades repetitivas no es una tarea trivial debido a que usualmente exhiben una

alta divergencia al ĺımite en que la homoloǵıa entre las mismas no puede ser detectada. La

presencia de regiones no repetitivas, inserciones y deleciones también aporta a la dificultad

para definir las unidades repetidas. Incluso la definición del largo de la unidad repetitiva o

el marco a partir del cual se considera que éstas comienzan y terminan, es decir su fase, no

son parámetros fácilmente derivables. Si se observan las entradas en Smart o Pfam para la

familia ANK, nos encontramos con que existen incongruencias en cuanto al largo y fase de la

unidad repetitiva (lo cual sucede para muchas familias de este tipo). Para las ANKs, podemos

encontrar una multiplicidad de modelos que las representan en la base de datos de Pfam. Estos

modelos, agrupados dentro de lo que en Pfam se denomina un Clan (Pfam Clan ID: CL0465),

son 7 (Ank, Ank2, Ank3, Ank4, Ank5, DUF3420 y DUF3447), de los cuales 2 corresponden

a los llamados dominios DUF (Domains of Unknown Function), para los cuales no se conoce

una función asociada. Los 5 modelos restantes poseen largos diferentes, y Ank2, Ank4 y Ank5

contienen la frase “many copies“ (varias copias), en su descripción, haciendo referencia a que

se trata del motivo básico ANK repetido en tándem al menos dos veces. Por su parte, la base

de datos de Smart, posee un modelo correspondiente al motivo ANK (Smart ID: SM00248)

cuyo largo es de 30 residuos. Si bien el motivo TPLH en este modelo se encuentra en la misma

posición relativa que en el modelo ANK de Pfam, estos dos difieren en su largo.

En cuanto a su detección, los métodos basados en secuencia, en su mayoŕıa basados en

descripciones estad́ısticas de las repeticiones, son subóptimos en la detección ya que no son ca-

paces de detectar con precisión los ĺımites de las mismas sobre todo de aquellas localizadas en

los extremos de la cadena polipept́ıdica, debido a la alta divergencia de las secuencias. Pese a

esta gran variabilidad, las estructuras de estas moléculas se encuentran bastante conservadas,

siendo relativamente sencillo detectar las repeticiones de manera visual. Esta propiedad ha

sido usada para la creación de la base de datos RepeatsDB [Di Domenico et al., 2013] que

constituye el primer esfuerzo para clasificar este tipo de protéınas y anotar la localización de

las repeticiones mediante el análisis visual por parte de curadores expertos. En los últimos

años, diferentes métodos fueron apareciendo para realizar la detección de unidades repetiti-
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vas al nivel estructural. Algunos de estos métodos como ANKPred [Chakrabarty and Parekh,

2014], están basados en el análisis de los mapas de contacto usando teoŕıa de grafos, otros

como Console [Hrabe and Godzik, 2014], en el análisis espectral de imágenes. Sin embargo la

detección de ciertas repeticiones que divergen demasiado en sus mapas de contacto son invis-

ibles a los métodos basados en grafos. Por otro lado, el método Console es bastante sensible

para detectar repeticiones pero lo hace de manera que no es posible definir la fase en que

la detección es realizada, asignando fases heterogéneas a diferentes miembros de una misma

familia. Esto imposibilita la realización de estudios comparativos a lo largo de una familia com-

pleta. En este trabajo hemos desarrollado una metodoloǵıa llamada Teselado proteico [Parra

et al., 2013] para el análisis de periodicidades y la detección de repeticiones en estructuras

proteicas. Este método analiza de forma exhaustiva que tan bueno es cualquier fragmento

definible dentro de la estructura global, para cubrir la totalidad de la misma mediante copias

de śı mismo. Dicho método nos ha permitido medir el nivel de repetitividad de una estructura

proteica y definir unidades estructurales repetidas en las mismas. Mientras algunas protéınas

son claramente periódicas, en otras se observa la presencia de claras disrupciones en las rela-

ciones simétricas entre las unidades repetidas. Esta metodoloǵıa puede aplicarse a cualquier

tipo de protéına repetitiva o globular, ya sea en su estado monomérico o formando parte de

un complejo cuaternario.

La aplicación del método de teselado y las diferentes funciones desarrolladas para analizar

sus resultados generan detecciones automáticas de las repeticiones, seleccionando el peŕıodo y

fase de las mismas que maximizan el cubrimiento geométrico de la estructura global. Aunque

en una mayoŕıa de casos la fase de las repeticiones detectadas, en protéınas pertenecientes a

la misma familia no es homogénea, la exhaustividad del método asegura que la consistencia

en la definición de las fases puede alcanzarse si funciones adecuadas son sumadas al análisis.

En nuestro caso hemos utilizado la función de plegabilidad relativa para encontrar dentro de

las teselas presentes, a largos iguales a los de la frecuencia caracteŕıstica mayoritaria para

los miembros de la familia ANK, aquellas que maximizan su capacidad de plegarse de forma

autónoma. Al analizar la fase de las teselas recuperadas de esta forma, observamos que hay

una fase mayoritariamente conservada en las protéınas naturales. Esta fase fue utilizada para

la detección consistente de las repeticiones ANK en un conjunto de protéınas no redundantes.
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Mediante la aplicación de un método de alineamiento indirecto de secuencias basado en es-

tructura, se generaron alineamientos múltiples para todas las repeticiones detectadas y se

asignaron posiciones análogas para todas ellas respecto de la repetición consenso. Debido a

que las repeticiones internas y aquellas presentes, tanto en el extremo N-terminal como en el

extremo C-terminal exhiben diferentes patrones energéticos consideramos analizar estos tres

tipos de repeticiones por separado en todo el estudio subsiguiente. El análisis de los HMMs

de los 3 tipos de repetición, indica la existencia de homoloǵıa entre todos ellos, excepto entre

el N-terminal y el C-terminal, lo cual probablemente se deba a una excesiva divergencia entre

los mismos ya que se detecta homoloǵıa entre ambos y la repetición interna.

A partir de los alineamientos se calcularon dos medidas de conservación usando la medi-

da de contenido de información (CI), la primera relacionada a las secuencias analizando la

distribución de las identidades de los residuos en cada columna de los alineamientos y una

segunda medida basada en las estructuras correspondientes a dichas secuencias, analizando

la distribución del estado de frustración local [Ferreiro et al., 2007b]. Ambas medidas aunque

provenientes de diferentes fuentes, se expresan en unidades de bits y por tanto pueden ser

comparadas. Se observó que las mismas se encuentran positivamente correlacionadas para el

caso de las repeticiones internas y las C-terminales lo cual indica que mientras más parecida

es la secuencia de una repetición al consenso del alineamiento de secuencias, más favorable-

mente ésta se plegará en una estructura compatible con la estructura media de las repeticiones

ANK analizadas. No se observó esta correlación para el caso de las repeticiones N-terminales.

Se midió además el CI, basado en frustración local, para el mapa de contactos promedio de

pares de repeticiones internas y encontramos que los contactos que maximizan dicho valor

son energéticamente favorables (mı́nimamente frustradas) y forman una red de interacciones

que conecta aquellos residuos que están más conservados en los alineamientos de secuen-

cias. En contraste, encontramos que las regiones no repetitivas, las inserciones, las regiones

circundantes a puntos de deleción, las repeticiones terminales y los sitios de unión a otros lig-

andos se encuentran enriquecidas en interacciones energéticamente desfavorables (altamente

frustradas). Al analizar los cambios energéticos entre los monómeros ANK y los mismos for-

mando un complejo cuaternario, vemos que los sitios de interacción entre las moléculas que

en el estado monomérico se encuentran enriquecidos en interacciones frustradas, se desplazan
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hacia valores neutros o mı́nimamente frustrados. No obstante, en otras regiones interacciones

mı́nimamente frustradas se desplazan a valores de mayor frustración. Esto sugiere que ex-

iste una redistribución de los valores de frustración individuales de los contactos pero que la

morfoloǵıa global de la distribución de mantiene sin grandes cambios. Es tentativo especular

que en el estado acomplejado, nuevas interacciones en conflicto son necesarias para modular

transiciones conformacionales que le den plasticidad al complejo o para disociarlo.

Por último analizamos el proceso de plegado de varios miembros de la familia ANK por

medio de simulaciones computacionales usando modelos basados en estructura. Simulamos el

plegado de protéınas con 3, 4, 5 y 6 repeticiones. El núcleo de plegado en todos los casos

analizados se corresponde con una repetición y una parte de alguna de las dos repeticiones

adyacentes. Observamos que en muchos casos existen eventos de retroceso y que los mismos

coinciden con el comienzo de plegado de regiones ubicadas en el extremo opuesto del arreglo

repetitivo, quedando por analizar si ocurren en dinámicas en donde no se aplique un sesgo en

la coordenada de reacción. Esta observación, que parece no ser casual, podŕıa ser un indicio

de interacciones indirectas a largo alcance entre repeticiones en extremos opuestos del arreglo.

De hecho, los análisis de la dinámica correspondiente a IκBalpha en su versión truncada que

contiene las primeras 4 repeticiones y su versión completa, muestran que los mecanismos de

plegado de la región común difieren. Dado que la versión truncada fue derivada de la estructura

completa, las diferencias dinámicas en dicha región tiene que ser consecuencia de la presencia

de las 2 repeticiones extra en el extremo C-terminal. Lo mismo se observa para el caso de

3ANK y 4ANK que difieren en la presencia de una repetición interna extra en la última, y

muestran polarizaciones diferentes en sus mecanismos. Que el comportamiento dinámico de

estas moléculas sea tan sensible a truncaciones de repeticiones individuales es una muestra

más de su versatilidad.

A pesar de sus similitudes estructurales, las protéınas con igual cantidad de repeticiones

mostraron, en muchos casos, comportamientos dinámicos muy diferentes. Las protéınas diseñadas

fueron las que mostraron las barreras energéticas más altas entre su estado plegado y desple-

gado. Además en todos los casos, estas moléculas no muestran intermediarios de plegado.

Otras protéınas en cambio exhiben especies conformacionales estables más allá de sus esta-

dos plegado y desplegado en las que un grupo de repeticiones se encuentran plegadas y otras
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desplegadas. Más allá de la presencia o ausencia de intermediarios estables los análisis de

interacciones nativas formadas al nivel de residuos nos permitió observar en qué estadios del

plegado global se pliegan las diferentes repeticiones. Encontramos que diferentes protéınas

muestran diferentes polarizaciones de su plegado. Mientras algunas comienzan a plegarse por

sus repeticiones internas y desde ah́ı propagan el plegado hacia las demás, otras lo hacen

de forma polarizada desde su extremo N-terminal o C-terminal. A partir del uso de modelos

cinéticos discretos en que se asignaron las diferentes repeticiones como foldones, encontramos

que no existen rutas paralelas de plegado obvias, excepto para el caso de las repeticiones

terminales. En todos los casos, la estabilidad relativa de tener el arreglo completo en estado

plegado fue menor que aquellos en que una o dos de las repeticiones terminales se encontraban

en estado desplegado. Esto se refleja en los altos valores de las constantes de transición entre

dichos estados, lo cual tiene su origen en la geometŕıa de los arreglos y la falta de una interfaz

de interacción en los terminales respecto de las repeticiones internas.

Hemos reportado el primer caso en que este tipo de estudios se realiza en una familia prote-

ica del tipo repetitivo, no sólo presentando resultados novedosos acerca de la conservación de

las firmas moleculares tanto al nivel de secuencias, estructuras y comportamientos dinámicos,

sino que además hemos sentado las bases metodológicas para replicar los análisis en cualquier

otra familia repetitiva. Nuestros aportes metodológicos y acerca de la biof́ısica de las protéınas

ANK pueden ser recreados para otras topoloǵıas repetitivas y avanzar en su estudio de forma

sistemática.
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