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Estructuras, Simetrias y Paisajes Energéticos en la Fa-

milia de Proteinas con Repeticiones de Ankirina

Resumen

Las proteinas repetitivas estan compuestas por repeticiones en tandem de motivos estruc-
turales. Estas unidades interaccionan entre si de forma tal que coalescen en arquitecturas del
tipo solenoidal o toroidal. Por su simplicidad topoldégica constituyen modelos ttiles para el
estudio del plegado de proteinas. Esta tesis se centra en el estudio de los miembros de la
familia de proteinas con repeticiones de Ankirina (ANKSs) que contienen entre 3 y 34 copias
de un motivo de 33 residuos de largo. Siendo principalmente descriptas como mediadoras de
interacciones proteina-proteina, las ANKs poseen una versatilidad para el reconocimiento de
otras moléculas comparable a la de los anticuerpos. A pesar de su simplicidad estructural,
las proteinas repetitivas presentan varios desafios inherentes a su no globularidad. Las repeti-
ciones pueden ser muy degeneradas en sus secuencias dificultando la deteccion y definicion
de limites entre ellas, siendo este un problema atn no resuelto en este campo de estudio.
Dado que las estructuras estan mucho mas 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 ademas generalizable a todos los tipos de proteinas repetitivas. Su
aplicacion a distintas clases de proteinas nos permitié caracterizar sus periodicidades y espec-
tro de simetrias. Hemos aplicado nuestro algoritmo a todos los miembros de la familia ANK.
Haciendo uso de nociones de la teoria de paisajes energéticos y con la hipdtesis 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 anotacién de las unidades repetitivas consistente es aplicada a lo largo de
toda una familia, lo cual permite realizar andlisis comparativos al nivel de las repeticiones in-
dividuales. Los andlisis subsiguientes muestran que las repeticiones ANKs pueden clasificarse
en 3 tipos diferentes que corresponden a las repeticiones ubicadas en la region N-terminal,

interna o C-terminal. Cada tipo de repeticién muestra patrones de conservacion en secuencia
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y en su energia de plegado especificos de su tipo. Pudimos observar ademés que los niveles de
conservacion de la secuencia y de la energia 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 multiple de secuencias son mas plegables que aquellas que se alejan del
mismo. Existe una red de interacciones conservadas y energéticamente favorables en todas las
repeticiones internas de las ANKSs que conectan aquellos residuos mas conservados en secuencia
y que por tanto constituyen un nucleo de estabilidad estructural de las mismas. Al analizar en
cambio todos los elementos que no forman parte de la estructura candnica 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 proteinas en que se encuentran. Este enriquecimiento de interacciones frustradas se ob-
serva también en los sitios de interaccion con otras proteinas. Finalmente hemos estudiado la
dindamica 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 proteinas
de la familia ANK y pueden ser de gran utilidad para aquellos interesados en el diseno de
este tipo de moléculas para diferentes fines y el entendimiento biofisico de estas moléculas en
forma general.

Palabras clave: proteinas con repeticiones de ankirina, simetrias, repeticiones, plegado

proteico, frustracién local, dinamicas moleculares.



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



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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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Plegado de Proteinas y Paisajes Energéticos

De las macromoléculas encontradas en la biosfera (dcidos nucleicos, lipidos, azicares y
proteinas) las proteinas son quizas las méas fascinantes de ellas, no solo por la belleza y di-
versidad de sus estructuras, sino por la complejidad del comportamiento que emerge de la
composicion de su estructura primaria, es decir, de la composicion y orden relativo de los
elementos que las componen, unos 20 aminoécidos.

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 mas influyentes en nuestro avance en la comprension de como funcionan las biomolécu-
las. En 1951, reporto por primera vez la secuencia precisa de aminoacidos que componian una
proteina, especificamente la correspondiente a la insulina [Sanger and Tuppy, 1951]. Poste-
riormente, en 1977, hizo publica la secuencia del genoma del bacteriéfago ¢-X174 [Sanger
et al., 1977]. En poco méds de medio siglo, gracias al aporte de innumerables cientificos hemos
descubierto el cédigo que relaciona la informacién contenida en los genomas y cémo ésta es
transferida desde éstos, en un lenguaje de 4 letras, a las proteinas, cuyo lenguaje consta de
20. Tal es la fuerza del descubrimiento de este cédigo, que hoy en dia existen bases de datos
muy grandes en donde la informacién de los genomas de cientos de organismos es depositada,
al tiempo de que las porciones que corresponden a los genes son asociadas de forma univoca

a las proteinas que éstos codifican. Gracias a la existencia de este codigo genético, podemos
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saber de forma precisa, qué cambios ocurriran en la secuencia de aminoacidos 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, todavia hay un nivel
de complejidad superior de estas moléculas que aiin no comprendemos en su totalidad. Una
vez codificada su secuencia de aminoacidos, una proteina es capaz de adoptar un conjunto de
estructuras definidas que constituyen su llamado estado nativo. El proceso mediante el cual
las proteinas 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
proteina es sintetizada en el interior de una célula (bajo las mismas condiciones fisiolégicas)
esta adoptard el mismo conjunto de estructuras, correspondiente a su ensamble nativo. En
1969, Cyrus Levinthal senalé que, debido al gran nimero de grados de libertad en una cadena
polipeptidica desplegada, la molécula tiene un nimero astronémico de posibles conforma-
ciones. Si una proteina de 100 residuos buscara su estado nativo probando conformaciones el
azar, necesitaria de un tiempo mayor a la edad del universo para alcanzar a la conformacion
correcta. El hecho de que la mayoria de las proteinas se plieguen en el orden de segundos
o minutos, hace necesario que haya algin tipo de heuristica que baje considerablemente la
dimensionalidad del problema y permita que las proteinas se plieguen en tiempos compatibles
con los tiempos en que funcionan los sistemas biolégicos de los que forman parte [Levinthal,

1968).

La clave de todo este problema es comprender que las proteinas son sistemas evoluciona-
dos y como tales, tiene propiedades particulares respecto de los polimeros que se pueden
generar mediante combinaciones aleatorias de los aminoacidos naturales. Si se analizara el
universo de posibilidades de generar polimeros aleatorios de un largo determinado, se obser-
varia que la mayoria de ellos no son capaces de adoptar una estructura definida. Dentro de
dicho espacio, sélo una fraccion reducida de los mismos seria capaz de adoptar una estructura
definida después de algin tiempo (tan grande como se quiera), denominados polimeros ter-
modindmicamente plegables. Sélo una fracciéon infima de estos ultimos seria capaz de adoptar
una estructura en tiempos biolégicamente significativos, denominados polimeros cinéticamente

plegables a los cuales corresponden las proteinas (Fig. 1.1).
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Figura 1.1: Descripcién esquemaética del espacio de secuencias de polimeros aleatorios. Las difer-
entes regiones se muestran sélo a modo ilustrativo y no estdn en escalas que representen las fracciones
reales que ocupan en el espacio de secuencias.
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En 1987, Peter Wolynes presenté la teoria de “Paisajes Energéticos“ en la que explica
que las proteinas son sistemas evolucionados de forma que las interacciones presentes en el
estado nativo son mucho mas favorables que las interacciones aleatorias durante el proceso
de plegado. De esta forma, cada vez que se establece una interaccién nativa en la cadena
polipeptidica, la energia baja mas de lo que lo haria en el caso de formarse una interaccién
aleatoria. Como consecuencia de esta cooperatividad entre las interacciones nativas, la forma
global del paisaje energético de las proteinas naturales tiene la forma de un embudo corrugado

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

Una proteina 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 minima energia que constituyen el “estado nativo®. Esto se
conoce como “Principio de minima frustracién“. Este principio no excluye que puedan existir
conflictos energéticos remanentes en el ensamble nativo y por el contrario, es posible encontrar
residuos que estdan en conflicto energético con la estructura en la que se encuentran, es decir,
estan energéticamente frustrados. Estos conflictos, han sido seleccionados evolutivamente y
se ha descripto que la frustracién que se mantiene en los estados nativos de proteinas tiene
implicancias funcionales y ayuda a que la proteina 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 proteinas no estan optimizadas para
plegarse, sino que estan optimizadas para funcionar. Si bien las secuencias de las proteinas
modernas han sido seleccionadas de forma que poseen paisajes energéticos con un fuerte sesgo
hacia un grupo de estructuras, ciertos conflictos energéticos especificos son mantenidos en
lugares estratégicos de forma de ser ttiles para que la molécula lleve a cabo su funcién. Si bien,
en los ultimos anos se ha avanzado mucho en el campo de la prediccion de la estructura de una
proteina a partir de su secuencia, todavia mucho camino queda por recorrer en cuanto al diseno
de una secuencia que pueda plegarse de una forma determinada y sea capaz de llevar a cabo una
funcion determinada. ;Cémo alterar el orden de aminoacidos de una proteina para modificar
sus propiedades? ;Como disenar una proteina que se pliegue de una forma determinada y

dénde ubicar los conflictos energéticos para que sea capaz de realizar una funcién? ;Cémo
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Beginning of helix formation and collapse

Discrete folding
intermediates

Enat —— MNative structure

Figura 1.2: Esquema de un paisaje energético con forma de embudo que describe el proceso de
plegado de una proteina natural. El ancho del embudo representa la entropia conformacional; la
profundidad del embudo representa el cambio total en la energia entre el estado desplegado y el
estado nativo. Esta figura fue extraida de [Liu et al., 2012] la cual es una modificacién de la original
que aparece en [Onuchic et al., 1995]
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predecir el impacto que mutaciones puntuales en un gen tendran en la estructura y la funcion
de la proteina para la que éste codifica? Son algunas de las preguntas que ain debemos
responder dentro del paradigma de “La secuencia codifica la estructura, la estructura codifica

la dindmica y la funcién“.

1.2. Proteinas Repetitivas

Una gran porcion de proteinas naturales contienen motivos repetitivos en sus secuencias,
los cuales corresponden con motivos estructurales y funcionales. Estas proteinas pueden clasifi-
carse a grandes rasgos en 5 clases (Fig. 1.3) de acuerdo al largo de la unidad repetitiva [Kajava,
2012]. Aquellas proteinas con las repeticiones més pequenas, menores a 5 residuos pueden for-
mar agregados insolubles con estructuras cristalinas (clase I) o largas hélices enrolladas de
estructuras fibrosas como el coldgeno (clase II). En el extremo con repeticiones més largas
podemos encontrar las proteinas de la clase “collares de cuentas® (beads on a string) con
repeticiones de mas 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 1V). Las clases IIT y IV constituyen los tipos més estudiados de proteinas repetitivas
debido a la importancia funcional fundamental de muchos de los miembros que las componen.
Cada clase dentro de esta clasificacion 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 proteinas del tipo solenoide estan compuestas por repeticiones con
largos entre ~30 y ~50 pudiéndose diferenciar por la composicién de elementos de estructura
secundaria de las mismas desde el tipo todo 5 (por ejemplo las proteinas anti-congelamiento),
pasando por aquellas con composicién mixta «/f (por ejemplo, las proteinas de la familia
leucine rich) hasta las proteinas del tipo todo « (por ejemplo las familias Armadillo y HEAT).
Los solenoides se caracterizan por tener algunos de los dominios de plegado auténomo mas
grandes, en muchos casos con méas de 500 residuos plegandose en una tinica estructura. Los

toroides por su lado tienen su largo restringido debido a su naturaleza cerrada. Los casos més
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conocidos de estructuras toroidales corresponden a los TIM-Barrels o $-Barrels cuyo niimero
de unidades repetitivas es constante. Quizas un tipo de plegado toroidal ma&s interesante
corresponde a los -Propellers que pueden mantener su estructura cerrada con una cantidad

variable de repeticiones.

Una de las diferencias principales de las proteinas 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 caracteristica de localidad de
las interacciones transforma a estas moléculas en un 1util modelo para el estudio del problema
del plegado de proteinas. La estructura modular de sus estructuras hace que sea mas facil
cuantificar y localizar el efecto de perturbaciones locales en la secuencia y cémo éstas se

propagan en las estructuras.
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Figura 1.3: Clasificacién de las proteinas repetitivas basada en la topologia de la unidad repetitiva
y la relacién de simetria entre las diferentes repeticiones. Esta clasificacién fue acufiada inicialmente
por Kajava [Kajava, 2012], recientemente extendida en la publicacién 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 desafios, dado que la mayoria de los métodos
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bioinformaticos se han disenado para ser aplicados en topologias del tipo globular. La simetria
tanto a nivel primario como terciario sumado a la variabilidad en largos, de acuerdo a la
cantidad de repeticiones en proteinas 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 proteinas repetitivas. Incluso lo que puede parecer la tarea mas sencilla
para el andlisis y estudio de estas proteinas, 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
aminoacidos. La gran variabilidad secuencial que se observa en muchos casos hace que no
exista actualmente un método estandar 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 Proteinas 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 proteina de senalizaciéon Notch en Drosophila [Breeden and Nas-
myth, 1987]. Su nombre se debe a la proteina del citoesqueleto Ankirina, la cual contiene 24
copias de este tipo de repeticiones [Lux et al., 1990]. Desde entonces este tipo de proteinas
han sido abundantemente descriptas. Las proteinas con repeticiones de Ankirina (ANKs) se
encuentra en los tres stuper reinos, incluyendo bacterias, arqueas y eucariotas como asi también
en numerosos tipos de virus. A pesar de su presencia a lo largo de todo el arbol de la vida, se
ha descripto que este tipo de moléculas estan particularmente enriquecidas en los organismos
eucariotas. Los dominios modulares de proteinas como las ANKSs, que pueden funcionar co-
mo andamiajes para las interacciones moleculares, estan involucradas en numerosos caminos
metabolicos 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

mayoria de los casos, se encuentran enriquecidas en aquellos patogenos que se replican den-
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tro de organismos eucariotas [Voth, 2011]. Se ha sugerido que la presencia de estas proteinas
en dichos patégenos podria 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 evolucién convergente pudieran haber ocurrido.

El nimero de repeticiones ANK por proteina puede variar. Si se analizan los ntimeros
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 proteina ORF EAA39756 del
organismo Giardia lamblia), con una mayoria de proteinas que contienen 6 o menos unidades
(Fig. 1.4). Los andlisis en base a las detecciones realizadas por SMART sugieren que el niimero
mas comun de repeticiones es dos, mientras que el nimero de repeticiones mas comin segin
las detecciones de PFAM, es tres [Mosavi et al., 2004]. Sin embargo, las repeticiones terminales
son dificiles de detectar debido a la alta divergencia de secuencia que muestran respecto de
las repeticiones internas. Esta variacion en secuencia se debe principalmente a la divergencia

de los residuos hidrofébicos del marco canodnico de los ANKs.

A lo largo de su historia evolutiva, las repeticiones terminales han ido reemplazando di-
chos residuos hidrofébicos por residuos polares que facilitan la interaccién con el solvente.
Adicionalmente, las repeticiones terminales aparecen truncadas, lo cual representa otra difi-
cultad para su deteccién. Por esta razén la cantidad de repeticiones en proteinas ANK puede

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

Las repeticiones ANK se encuentran formando arreglos repetitivos tinicos o combinados
con dominios globulares dentro de la misma proteina. Cada repeticion se pliega en una es-
tructura que consiste de dos hélices antiparalelas seguidas por un S-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 S-hairpins representarian los dedos (de ahi 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 proteina D34 que se observa en la Fig. 1.5).

Las proteinas ANK actian principalmente como interactores proteicos y no se conocen

20



8 2

Occurrence in Database

3 8 & 8

8

i I

|
123465678 9101112131415161718192021222324252627282933
Number of Repeats in Protein

Figura 1.4: Distribuciéon de nimero de repeticiones en ANKs segun 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 extraida de [Mosavi et al., 2002]

miembros de la familia con actividad enzimatica [Sedgwick and Smerdon, 1999, Mosavi et al.,
2002]. Debido a su versatilidad para reconocer estructuras de las més variadas formas, los
dominios ANK se encuentran en proteinas con muy diversas funciones como senalizacion
célula-célula, integridad del citoesqueleto, regulacién de la transcripcién y del ciclo celular,
respuesta inflamatoria, desarrollo y varios fenémenos de transporte, entre otros. Ejemplos de
proteinas que contienen dominios ANK son la familia de supresores tumorales INK4 p15, p16,
pl8, y p19, como también la proteina 53BP2, que es un regulador de la proteina supresora de
tumores p53. Otra molécula conocida, que contiene repeticiones ANK es Notch, involucrada
en multiples decisiones del destino celular. Los factores de transcripcién NFxB que regulan
la respuesta inflamatoria son inhibidos por IxB que contiene 6-7 repeticiones ANK. Varios
miembros de la familia de canales catiénicos TRPV, que funcionan como receptores sensibles
al frio y calor o actiian como sensores mecanicos, 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 aminoacidos que
definen la forma de la repeticion (Fig. 1.6). El motivo méas prevalente es el TPLH que aparece
en las posicion 4-7 respecto de la fase definida por Peng (se denomina fase al aminodcido en que
se considera que las repeticiones comienzan y terminan dado un arreglo de varias repeticiones)
[Mosavi et al., 2002]. La Prolina en la posicién 5 inicia un giro que es responsable de la forma de

L de la estructura de los ANKs, que es estabilizada por puentes de hidrégeno 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 posicién 7 en la primer hélice y la Treonina de la posicién 4
en la regién hairpin/loop. Adicionalmente, las Glicinas conservadas en las posiciones 13 y 25
contribuyen a la terminacion de las hélices, favoreciendo la transicion a los loops intermedios y
hairpin respectivamente. Los residuos no polares 9 y 18 (intra repeticién) conjuntamente con
las posiciones 8, 10, 17, 20 y 22 (inter repeticiones) y sumando las posiciones 6 y 21 conforman
el nticleo hidrofébico. Estos tltimos son reemplazados generalmente por residuos polares en

las repeticiones terminales.

1.3.1. Diseno de ANKSs 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 evolucion, las ANKs han mantenido la forma de
L en su estructura que funciona en forma de andamiaje para interacciones proteina-proteina.
Por dicha razon, el motivo ANK es muy atractivo como un modelo de disefio basado en

consenso para la ingenieria y diseno de proteinas. Estrategias de diseno basado en consenso han
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Figura 1.6: Secuencia consenso de una repeticién ANK, segin el grupo de Peng. Abajo, contenido
de informacién medido a partir del alineamiento de secuencias de las repeticiones ANK, segun
Peng [Mosavi et al., 2002].

sido aplicadas previamente en varios tipos de proteinas con buenos resultados. Las proteinas
del tipo “dedos de zinc* fueron de las primeras en ser disenadas para unir secuencias de
ADN especificas [Desjarlais and Berg, 1993]. El alineamiento de 13 Pythasas fingicas fue
usado para crear una Pythasa consenso con una actividad enziméatica 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 resolucién mostraron que este dominio WW prototipico era capaz de plegarse en forma

correcta [Macias et al., 2000]

Varios grupos han sido exitosos en el disefio 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]
uso el diseno por consenso para generar proteinas 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 caracterizacién biofisica de estas moléculas
mostré que aquellas compuestas por SANK y 4ANK eran monoméricas y capaces de plegarse
correctamente, a diferencia de 2ANK que se encontraba plegada sélo de forma parcial y de

1ANK que se encontraba completamente desplegada. Estudios de desnaturalizacién térmica
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de 3ANK y 4ANK revelaron ademas que estas moléculas disenadas poseen termoestabilidades
muy altas. Las estructuras de alta resolucién obtenidas por difraccion de rayos X, mostraron
que ambas proteinas poseen estructuras bien empaquetadas y altamente regulares con una red
de puentes de hidrogeno periddica. Estos resultados demostraron que las secuencias consenso
derivadas de forma estadistica contienen en si mismas toda la informacién estructural nece-
saria para la arquitectura ANK, tanto para las interacciones internas de cada repeticion, como
de repeticiones vecinas. El grupo de Pliickthun por su lado [Binz et al., 2003] generé su propio
diseno consenso a partir de las secuencias disponibles en la base de datos de Smart, que en su
momento correspondian a unas 229 repeticiones a lo que ademds incluyeron informacion de
10 estructuras de alta resolucién correspondientes a diferentes ANKs. La estrategia ademas
incluy6 incorporar repeticiones N y C terminales adaptadas, a las que llamaron “capuchones®
que fueron derivados de la estructura de la proteina GABPB. Adicionalmente, permitieron la
incorporacién de aminoacidos no consenso (excepto Glicina, Prolina o Cisteina) en las posi-
ciones 2, 3, 5, 13, 14 y 33, correspondientes a la hélice mas corta y la regién del S-hairpin.
Generaron variaciones aleatorias en las posiciones descriptas mediante la generacién de libr-
erias y seleccionaron 6 miembros con 4, 5 y 6 repeticiones que fueron caracterizadas biofisica-
mente, las cuales mostraron estar bien plegadas con alta estabilidad. La estructura del miembro
con 5 repeticiones, llamado E3_5, fue dilucidada mediante cristalografia de rayos X, la cual
mostr6 una estructura regular con las cadenas de los residuos bien empaquetadas [Kohl et al.,
2003]. A pesar de las diferencias en el diseno, 3ANK, 4ANK y E3_5 son capaces de plegarse
en forma correcta y con estabilidades mayores a cualquier otra proteina ANK previamente
descripta. Estos resultados demuestran que los analisis estadisticos a partir de bases de datos
de secuencias son una forma efectiva para disenar marcos proteicos altamente estables que
sirven como base para disenar luego, proteinas para mediar interacciones proteina-proteina
especificas. Varios grupos, con el de Pliickthun a la cabeza han generado una gran variedad de
moléculas de este tipo, capaces de reconocer y unirse a diversas proteinas [Pluckthun, 2015].
Sin embargo, ninguno de estos disefios es tan eficiente y versatil 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] todavia el diseno de interactores especificos se basa
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principalmente en la aleatorizacién de posiciones de bajo contenido de informacién y posterior

mejoramiento de las propiedades biofisicas de las moléculas generadas.

25



1.4. Objetivos

Objetivo General:

En este trabajo de tesis proponemos estudiar de forma general los miembros de la familia
de proteinas con repeticiones de Ankirina (ANK) para profundizar el entendimiento de sus
relaciones secuencia-estructura-dinamica-funciéon. Analizaremos los patrones de conservacion
tanto de sus secuencias como de sus estructuras derivadas experimentalmente y evaluaremos
el impacto de los mismos en la dinamica de plegado de varios miembros de la familia a partir
de simulaciones computacionales. Debido a que las proteinas repetitivas son un caso especial
dentro del mundo proteico que desafia la aplicabilidad de las herramientas bioinformaticas
tipicas, este trabajo alterna entre la aplicacién de métodos estandar de la bioinformatica y
la biologia computacional y el desarrollo de métodos propios. El estudio de esta familia de
proteinas en particular permitird ampliar los hallazgos aqui encontrados a otras topologias de
proteinas repetitivas y a familias proteicas en general.

Objetivos Particulares:

1) Generar una base de datos de proteinas con repeticiones de Ankirina en donde se
depositen los datos primarios referentes a secuencias, estructuras y datos termodinamicos
experimentalmente derivados. Medidas secundarias derivadas tanto de las secuencias como de
las estructuras también seran depositadas en la base de datos.

2) Desarrollo de un método y estrategia para deteccién consistente de repeticiones estruc-
turales en proteinas.

3) Andlisis de la conservacién de motivos en secuencia, estructurales y energéticos a lo
largo de los miembros de la familia ANK.

4) Anélisis de la dindmica 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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Capitulo 2

Teselado Proteico: Simetrias y
Periodicidades en Estructuras de

Proteinas

De acuerdo a la teoria de paisajes energéticos, las proteinas son moléculas peculiares que
poseen paisajes energéticos con forma de embudos, en contraste con polimeros aleatorios donde
los paisajes energéticos son excesivamente rugosos [Bryngelson et al., 1995]. Debido a que los
aminodcidos en las proteinas 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 teoria de paisajes energéticos predice que es mas facil que una
proteina posea un paisaje energético con forma de embudo si existen simetrias en las estruc-
turas que conforman su estado nativo [Wolynes, 1996]. Que los paisajes energéticos posean
una morfologia del tipo embudo y la consecuente posibilidad de que la cadena polipeptidica
pueda adquirir una estructura espacial estable, implica que patrones estructurales relativa-
mente independientes entre si 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 biisqueda conformacional planteada por Levinthal [Levinthal, 1968],
organizando de forma repetitiva y eficiente bloques fundamentales, relativamente pequenos
para la construccién 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 ademas estas unidades deben organizarse en patrones de orden
superior. Lo anterior significa que la existencia de periodicidades puede implicar cierto grado
de simetria pero pueden existir repeticiones sin la necesidad de existencia de simetrias a un
nivel global de la molécula. Es por esto que la deteccion de repeticiones y patrones repeti-
tivos es un primer paso en el entendimiento de su ensamblaje en estructuras complejas. Estos
mosaicos estructurales, simétricos y periédicos podrian ser parte de paisajes energéticos con
multiples embudos anidados que coalescen en un paisaje energético global, simplificando asi el
proceso del plegado en proteinas de esta clase [Wales, 1998, Ferreiro and Wolynes, 2008, Itoh
and Sasai, 2009].

Muiltiples algoritmos se han usado para caracterizar repeticiones en secuencias de proteinas
[Luo and Nijveen, 2013, Kajava, 2012]. La mayoria de esos métodos estan basados en el auto
alineamiento de la estructura primaria, mientas que otros implementan analisis espectrales de
caracteristicas pseudo-quimicas de los aminodcidos [Luo and Nijveen, 2013]. Debido a que la
misma unidad estructural puede ser codificada por secuencias que parecen completamente no
relacionadas entre si, 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, solo existe un punado de métodos para detectar repeticiones a partir
de estructuras proteicas. Estos 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 deteccion
y caracterizacién 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 cémputo [Walsh et al.,
2012]. Aunque multiples familias con motivos repetitivos han sido descriptas [Marcotte et al.,
1999, Kajava, 2012], todavia no existe una forma clara de definirlas de forma consistente y
unificada [Schaper et al., 2012, Luo and Nijveen, 2013| incluso para parametros bésicos como
el largo de la unidad repetitiva, la ubicacion de las diferentes unidades repetitivas y cémo
éstas se agrupan en patrones de orden superior.

En este capitulo describimos el desarrollo y aplicacién de un método puramente estructural

para la deteccién y andlisis de patrones periddicos en estructuras de proteinas y definicion 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 deteccion de unidades repetitivas de forma general
para una gran variedad de proteinas pertenecientes a diferentes clases y familias, sin restric-
ciones en cuanto al tipo de simetria entre las unidades repetitivas (rotacionales, traslacionales
o mixtas). Ademéds del disenio del algoritmo, hemos desarrollado conceptos y métodos para
la deteccion y andlisis consistentes de repeticiones en estructuras de proteinas. Haciendo uso
de una herramienta de alineamiento estructural extremadamente robusta y rapida llamada
TopMatch [Sippl and Wiederstein, 2008], como asi 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 si mismo. Esta evaluacién 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 basicas denominadas teselas (tiles). El proceso de teselado
conlleva a una visualizacién 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 pequenas perturbaciones en repeti-
ciones individuales se propagan a la simetria global de la molécula. Encontramos que algunas
arquitecturas proteicas pueden ser descriptas como puramente periddicas (o quasi-periédicas)
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 deteccion y comparacién 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 basicas 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 informacién estructural de las moléculas, devolviendo
ademas las correspondientes matrices de rotacién y traslacion para realizar la superposicion.
Estos alineamientos estan ordenados de acuerdo a la maximizacién de la superposicion de
los atomos C* equivalentes, lo cual se traduce en el puntaje S de TopMatch definido como
S = Zf e i/ que provee una métrica para medir la similitud estructural [Sippl, 2008]. Para
el calculo de S, L representa el largo del alineamiento entre las dos estructuras y r; es la
distancia euclidea entre los dtomos C% equivalentes. Basicamente, S es una funcion de L y
la desviacion estructural de los fragmentos superpuestos estructuralmente, donde el factor de
escala o determina cuanto se reduce L en funcion de las desviaciones estructurales. En este tra-
bajo, hemos usando un o = 6,354, siendo el valor reportado como éptimo previamente [Sippl

and Wiederstein, 2012].

Las proteinas a veces contienen motivos estructurales recurrentes, que pueden ser consid-
erados como repeticiones que contienen variaciones respecto de una unidad estructural basica.
Para poder detectar este tipo de repeticiones estructurales, tratamos las estructuras como un
mosaico y las descomponemos en unidades mas pequenas que denominamos teselas con la
restriccion de que deben ser estructuralmente similares entre si. Una proteina no necesaria-
mente esta 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 si mismas.

Dada una estructura, cada fragmento continuo de la cadena polipeptidica representa una
posible tesela. Asi, la busqueda del largo éptimo de las mismas puede buscarse en un rango
que va desde el largo N de la proteina, hasta la unidad fundamental minima, que seria sélo un
aminoacido. Ya que las trazas de C%s de uno o unos pocos residuos son muy pequenas para
el andlisis propuesto, careciendo de significado en cuanto a repeticiones estructurales, el largo

minimo en nuestro algoritmo fue fijado en 6 residuos. En una proteina de N residuos de largo,
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hay 1 tesela de largo IV, 2 teselas de largo N — 1, y asi con un total de Ny = Zgzﬁ(]\f —L+1)
teselas posibles en toda la estructura. Cada uno de esas teselas T; es luego usada como el-
emento de busqueda (query) mediante TopMatch para identificar otras teselas Ty que son
estructuralmente similares a T;. Cada match en el procedimiento de alineamiento es univo-
camente identificado por su largo L;,, su ubicacién en la estructura mediante el centro del
fragmento Z;, y el puntaje asociado al alineamiento de la tesela usada como elemento de
bisqueda (query) con el fragmento en cuestion (target) S;z. Los matches son luego ordena-
dos por su valor Sj, donde el alineamiento del query consigo mismo (i = k) necesariamente
representa el maximo puntaje, ya que el largo de su alineamiento es maximal y su desviacion
estructural igual a cero. Asi L;; = S;;, es decir el puntaje obtenido a partir del alineamiento de
una tesela consigo misma equivale al largo L;; 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 C; = max(), Si), donde dadas dos teselas T, y T} que se
incluyan en dicha suma, no deben superponerse espacialmente sobre la estructura blanco. Esta
suma define el parametro C; de una tesela T; que fue usada para generar los alineamientos.
Definimos entonces un puntaje asociado a cada tesela como: ©; = (’]:;:—fz Este puntaje repre-
senta la fraccién 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 mas restrictivo seria aquel en que sélo
se incluyeran aquellas repeticiones T} para las cuales, la region alineada involucre a toda la
tesela, es decir L;, = L;;. Una variante mas flexible es incluir todos los alineamientos donde
Lii/2 < Ly, < Ly, que es cuando més de la mitad del largo de T} produce un alineamiento
en T;. En este ultimo caso, también anadimos la restriccién de que el primer y ultimo residuo
de cualesquieras dos teselas, T}, y Ty, del conjunto aceptado para calcular el puntaje corre-
spondiente de cobertura ©; 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 teérico 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 multiples
regiones de la estructura total, conllevando a un cubrimiento maximal de la misma. Un modelo
de estas caracteristicas podria ser representado como una hélice a totalmente regular, o si se

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

| i |
| |

Zi
4
ouery: 7, 000000
tirer: P O-0O~-0~O~O-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-

N
% )
s S; T, 0-0-0-0-0-0-C G
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C OO0 0000000000000 0O00O00000

Ly Ly Ly

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

Cada tesela es caracterizada univocamente por su largo L; y su centro respecto de la

estructura total Z;, satisfaciendo la siguiente ecuacion:

<Z; <N - (2.1)

L; L;
2 27

Al superponer la tesela T; contra la estructura total se obtiene una serie de alineamientos
que cumplen con la condicién de no ser superponibles entre si, sobre la estructura. Los puntajes
de los alineamientos entre T; y la region Ty tienen un valor maximo S;; igual a L;; en caso de
que todos los residuos de ambas teselas sean superponibles tal que la desviacién estructural

sea minima. Es 1til recordar que el valor de L;;, que es el largo de la tesela T; consigo misma,

corresponde al largo de la tesela T;. Si una tesela T}, posee desviaciones respecto de otra T,
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el valor de S;; serd menor a L; y por tanto, habra residuos que no seran alineables.

El cubrimiento maximo 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 (Z;;) son definidos de la forma:

En el caso en que sélo se acepten copias que alinean de forma completa (S;; = L;;) contra

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

L;

L.

2 < Z <N-Z 2.3
5 < k < 5 (2.3)
5 < Zitn L <N-7 (2.4)

Esta expresion puede ser reacomodada para obtener:

14 (2.5)

<

N | —
|
SN
I
N
I

1 Z
N 1 Z
- | _Z_ 2.
Nmax LLZ 9 LzJ ( 7)

El ntimero total de copias no superponibles que se pueden ubicar a lo largo de la proteina se
define como: 1. = Mgz — Nmin + 1 v €l valor de cubrimiento correspondiente seria C; = n..- L;.

Entonces, el valor de teselado ©; es:
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0; = ——2— (2.8)

Con estas ecuaciones es posible recrear el patréon de teselado tedrico de un modelo ho-
mogéneo de N residuos de longitud. El patron de teselado de una proteina de N = 120
residuos, de acuerdo al esquema de aceptacion de copias de alineamientos enteros se muestra

en la Fig. 2.2a.

Hasta aqui el modelo presentado tiene la restriccion de que las copias aceptadas deben
cumplir con la restriccién de alinear la totalidad de sus residuos con la tesela evaluada. Una
dificultad que surge de este modelo es que, en proteinas naturales, las repeticiones pueden
variar en sus largos debido a la presencia de inserciones y/o deleciones y por tanto las mis-
mas no serian aceptadas como repeticiones validas. Ademads, diferentes repeticiones pueden
presentar variaciones estructurales entre si, provocando que residuos analogos no puedan ser
alineados estructuralmente a pesar de estar presentes. Una extension del modelo anterior para

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

A continuacién se describe como se generaliza el modelo homogéneo en caso de que se
acepten copias parcialmente alineadas con la tesela evaluada, siendo el parametro « la pro-
porcion maxima de tesela que se permite no alinear. La restricciéon 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 ultima se considere valida, es decir S, < L;; con Ly;/2 < Ly < L, a = 0,5,
dado el alineamiento de la tesela T; con su copia Tj. En primer lugar debemos calcular cuan-
tos residuos se dejan descubiertos al teselar con copias enteras debido a una subutilizacién
del espacio. La tesela que se localiza mas a la izquierda, esta centrada en Z; 4+ nyipn - Li, ¥
su inicio por tanto se localiza en Z; 4+ 1 - L — % que equivale también con el nimero de
aminodcidos no cubiertos al principio de la proteina Cjq. De forma andloga, la tesela local-
izada mas a la derecha se encuentra centrada en Z; 4+ 1,4, - L; v la posicion de su aminoacido
final se localiza en Z; + 1y, - Li + % y el nimero de aminoécidos no cubiertos entonces es
Cend =N — |:Zi+nma:p Ll+%:|

Si Cheg ¥ Cena son mayores que ol; cada tesela parcialmente alineada posee la siguiente
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contribucion al cubrimiento obtenido con copias enteras:

0 if <0
x(z) = (2.9)
1 if 2>0

Y su correspondiente valor de teselado es:

@i _ (nc - 1) . Lzz + C’beg X (Cbeiv__Lz/Q) + Cend X (Cend - Ln/2) (210)

El patron de teselado de una proteina modelo de N = 120 residuos se muestra en la Fig.

2.2b.
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Figura 2.2: Teselado de un modelo homogéneo: Las teselas estan ordenadas de acuerdo a su tamano
(eje vertical) y su centro (eje horizontal) expresados en unidades de aminodcidos. El puntaje de
teselado ©; se muestra en escala de grises. El panel a) muestra el perfil de teselado obtenido cuando
s6lo 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 aceptacion de alineamientos entre la
tesela y sus regiones analogas estructurales o copias, de la Fig. 2.2 se obtienen de aplicar las

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

En la seccién 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 esta compuesta por repeticiones
que son copias completamente alineables entre si, o en caso en que por algin motivo, fracciones

de las mismas no pueden ser alineadas.

Para ilustrar las propiedades basicas del teselado de estructuras proteicas, usamos la
proteina 4ANK (pdb:1n0r,A con N = 126 residuos) que es un constructo sintético de repeti-
ciones canédnicas del tipo Ankirina [Mosavi et al., 2002]. Esta proteina tiene la particularidad
de estar compuesta por 4 copias idénticas de la secuencia consenso (aunque la cuarta repeticiéon
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 publicacion, 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 aplicacion intermedio entre el modelo homogéneo
y proteinas 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 bisqueda
T;. En todos los casos, la tesela que aparece mas alta en el ranking es la correspondiente al
auto-alineamiento contra si misma (i = k). En cada caso, los 2 hits subsiguientes con valores
maximos corresponden a alineamientos con las otras 2 copias completas, ya que existe una
cuarta repeticion truncada en la estructura. Para las teselas subsiguientes en el ranking, el

valor del teselado decae rapidamente.

A continuacion, usamos el ranking para obtener un grupo de fragmentos, no superponibles
entre si, para poder cubrir la estructura de 4ANK mediante copias de la tesela T;. Para cada
posible tesela T; el valor de teselado ©; fue calculado, como se ha explicado anteriormente.
El valor de ©; para teselas donde L; > N/2, es siempre cero, ya que no se pueden obtener
repeticiones de esos fragmentos (Fig. 2.3B). La tesela més grande que puede ser ubicada
dos veces es aquella donde L; = 57 aminoacidos. Aquellas teselas anidadas dentro de teselas
mas largas, necesariamente tienen puntajes mas bajos. En el patron de teselado de 4ANK se

pueden observar 2 o 3 repeticiones para L; = 33, y 3 0 4 para L; = 24 (Fig. 2.3B). Los puntos
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mas altos en dicha figura corresponden con aquellos fragmentos que ocurren més de una vez
y para los cuales, cualquiera de sus extensiones ocurre menos veces, es decir, son elementos
maximales. El rdpido decrecimiento en ©; proviene de fragmentos que estan anidados en las
teselas maximales. Esto puede inferirse a partir del modelo homogéneo donde un grupo de

teselas que ocurren n veces obtienen puntajes ©; = (n — 1)Ly /(N — Ly).

A) —:\4 60 T T T - T -
& | —a— #;=30; ;=56
= —0— Z;=80; L;=28
‘E 40} f 1
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Figura 2.3: Célculo del puntaje para las teselas: Se seleccionan fragmentos continuos de una
proteina modelo como 4ANK (PDB:1n0r,A) y son alineados estructuralmente contra toda la
proteina de la que provienen. Se genera una lista para cada fragmento, ordenada por el valor
del pardmetro S;; de TopMatch, donde tres casos se muestran en el panel a) L; representa el largo
del fragmento en unidades de aminoacidos y Z; es el centro, de acuerdo a la numeracién de los
atomos C* de los residuos contenidos en la estructura del archivo PDB de 4ANK. b) Distribuciones
de los valores del puntaje ©; para cada largo de tesela (L;). Cada punto en la imagen corresponde
con el valor obtenido cuando se restringe el procedimiento a alineamientos perfectos (Six = Ly;).
Las lineas corresponden a la expresién ©; = (n — 1)L; /(N — L;) donde N = 126 y el ndmero de
copias de teselas que pueden repetirse corresponde a n = 1,2,3..,12 como se indica. ¢) Los puntos
corresponden al promedio ©; calculado para cada L;. La linea de puntos representa la diferencia
entre puntos consecutivos a lo que llamamos §©;.

El hecho de que haya un nimero de teselas con puntajes similares pero de diferente largo
L;, implica que la arquitectura general de la proteina puede ser cubierta por un conjunto de

teselas anidadas en donde las mas largas pueden ser fragmentadas en teselas mas pequenas
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que mantienen la caracteristica de ser maximales. Asi, la pregunta que surge es, ;Cual de
esos largos conlleva a un maximo cubrimiento mediante el proceso de teselado? En el caso de
proteinas reales, copias de teselas individuales generalmente exhiben variaciones estructurales
con respecto a una unidad basica. Dichas variaciones reducen el puntaje S de los motivos
estructurales anédlogos alineados. La reduccién relativa es en general mas pronunciada para
teselas pequenas comparadas con aquellas mas largas, que puede resultar en una disminucién
relativamente grande al puntaje de teselado ©;. En resumen, si varias copias de una tesela
pequena tienen desviaciones estructurales significativas, entonces el puntaje ©; puede ser
subdéptimo respecto del obtenido por teselas de mayor tamano.

Por lo anterior, es conveniente tomar el promedio ©; sobre todos los puntajes ©; que
corresponden a teselas con el mismo largo L = L;; (Fig. 2.3C). Es evidente a partir del ejemplo
que el maximo ocurre en O, = 33 residuos, indicando que las teselas de ese largo teselan la
estructura de una forma mas éptima respecto de aquellos con otros largos. Formalmente, el
largo 6ptimo de tesela es obtenido como la raiz de la derivada de la funcién dOy,/dL, es decir
que puede ser obtenido a partir de las diferencias finitas AO; = ©; — O;_;. Una vez hecho
esto, se identifica el largo éptimo L y es posible seleccionar la tesela que maximiza el puntaje
de teselado a dicho largo para obtener aquel fragmento T; que representa de mejor manera las
repeticiones estructurales presentes en la molécula.

Dado que toda tesela T; se encuentra caracterizada por la posicion relativa de su centro
respecto de la estructura global Z; y su largo L;, 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 dimension en escala de grises puede ser anadida represen-
tando el valor de la funcién ©;(L;, Z;) (Fig. 2.4). Esta representacién muestra en que grado,
cada tesela definible en la estructura, es capaz de teselar a esta ltima por medio de copias de
si misma. 4ANK (1n0r,A) es teselada de forma 6ptima 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 aminoacidos, donde el puntaje vuelve a ser
maximo de forma local. Estas teselas de 24 residuos de largo, a su vez pueden descomponerse
en unidades de 8 y 10 residuos. Estas unidades més pequenas corresponden a las a-hélices

que son parte del motivo canénico de las ANKs (Fig. 2.4).
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Figura 2.4: Teselado de una proteina altamente simétrica: Una proteina con repeticiones de Anki-
rina disefiada, 4ANK (pdb: 1n0r,A) con un largo de 126 residuos fue fragmentada en 7381 teselas
diferentes. Estas se encuentran ordenadas de acuerdo a su tamafio (eje vertical) y su eje centro
(eje horizontal) en unidades de aminoécidos. El valor de ©; para cada una de ellas se muestra en
escala de grises. Las estructuras de la proteina y de los teselados respectivos a valores diferentes y
representativos de L; 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 bisqueda y
sus copias en cian, magenta, rojo, etc.

Al observar el patron de teselado, es evidente que algo particular sucede para las teselas en
donde L; = 33. Cualquier tesela de este largo produce un teselado casi total de la estructura.
Ademas, a ese largo las repeticiones que quedan definidas por las diferentes teselas estan 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 maximo, le
da a la estructura una caracteristica de onda (en el sentido de sefial periédica) donde para
un periodo fijo, cualquier fase permite reconstruir el patron repetitivo, a excepcién de ciertas
teselas donde hay un decrecimiento en el puntaje de teselado producto de una condiciéon de
contorno, que produce una subutilizacion del espacio que puede ser cubierto. El largo carac-
teristico en el ejemplo es igual a L = 33, donde la estructura puede ser maximalmente cubierta

por casi cualquiera de las fases posibles ¢ =0,1,..., L — 1.

Todas estas observaciones implican que aquellas teselas que cubren 6ptimamente la es-
tructura repetitiva de una protefna poseen un puntaje promedio maximo para O, y ademés
poseen un valor alto de AG;, (Fig. 2.3C). A partir del conjunto de teselas que contribuyen a
O, definimos la mejor tesela 7} como aquella que posee el puntaje méximo 0;(L;, Z;) respecto

de las demés T} (L;).
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Como mencionamos anteriormente, 4ANK es un caso intermedio entre el modelo ho-
mogéneo y las proteinas que pueden encontrarse en la naturaleza. Las repeticiones en es-
tructuras de proteinas son generalmente atribuidas a procesos de duplicacién de ciertas re-
giones génicas correspondientes a secuencias particulares de aminodcidos. En general estas
duplicaciones resultan en copias exactas del material duplicado. Al nivel de aminoacidos, la
similitud entre las copias decae con el tiempo debido a la acumulacién de sustituciones, inser-
ciones y deleciones en las diferentes unidades. Las estructuras, en cambio, son mas robustas
ya que la similitud de las secuencias decae mas rapido que la similitud al nivel estructural. Sin
embargo, las inserciones, deleciones y demads variaciones también afectan la estructura tridi-
mensional de las repeticiones individuales y por tanto, en proteinas 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 continuacion discutiremos los patrones de teselado obtenidos a partir de una variedad de es-
tructuras proteicas correspondientes a diferentes tipos de proteinas naturales tanto repetitivas

como globulares.

2.4. Teselado de Proteinas Repetitivas del Tipo Solenoide

Muchas proteinas naturales contienen repeticiones en tandem, compuestas por cadenas
similares de aminodcidos. 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 colageno o la proteina de la seda, mientras
que repeticiones mas largas que 50 residuos frecuentemente se pliegan como dominios globu-
lares independientes [Kajava, 2012, Wolynes, 1997]. Hay una clase de proteinas repetitivas que
se sitia entre medio de los casos anteriores en donde el plegado de unidades vecinas se en-
cuentra frecuentemente acoplado, conformando dominios que no son faciles de definir [Espada
et al., 2015]. Los defectos que se encuentran interrumpiendo la estructura regular en los ar-
reglos repetitivos, aparte de dificultar la deteccion y anotacién de los mismos, probablemente
afectan también sus transiciones de plegado y funcién biolégica. Por esta razén, aplicamos el

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

[kBa es una proteina con repeticiones de Ankirina que inhibe la actividad del factor de
transcripcién NF-xB [Ferreiro and Komives, 2010]. El procedimiento de teselado es capaz de
identificar correctamente el largo correspondiente a la unidad canénica repetitiva que es igual
a 33 residuos (Fig. 2.5a). Las repeticiones que se encuentran, contienen desviaciones respecto
del largo canénico 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 maximos 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 repeticiéon ubicada en el extremo C-terminal se encuentra distorsionada
respecto de las demas ya que los valores de ©; correspondientes a dicha regiéon son menores.
Esta observacion sobre la repeticion 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 L; 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 simetria del
arreglo a largos superiores. Tal vez no es coincidencia que en esta proteina 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 L; = 70 [Ferreiro et al., 2007a, DeVries et al., 2011] .

La proteina 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 L; = 86 residuos, como
asi también 4 repeticiones de largo L; = 43, cubriendo en ambos casos la totalidad de la
estructura (Fig. 2.5b). Al tomar el promedio de los valores ©; a cada valor de L, se puede ver
una discontinuidad ocurriendo en un largo de 43, lo que constituye la frecuencia caracteristica
de esta estructura. A ese largo, casi todas las teselas son igualmente buenas para cubrir el
espacio estructural con repeticiones de si mismas. La disposicion simétrica de las 4 mejores
teselas a ese largo de fragmento hacen que la estructura sea altamente periddica produciendo

que la fase de las repeticiones esté iinicamente determinada por los limites de los extremos N
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Figura 2.5: Teselado de proteinas repetitivas clasicas. El perfil de teselado se muestra en escala
de grises, junto con el valor de 60 proyectado en la izquierda. Las estructuras de la protefna
nativa y el teselado correspondiente al puntaje maximo a la frecuencia caracteristica se muestran
usando el mismo esquema de colores que la figura anterior. El largo (L;) y el centro (Z;) de la tesela
seleccionada es: a) Ankyrin repeat: IkBa (pdb:1nfi,E) L; = 33, Z; = 191,5 b) Hevein: proteina del
germen de trigo (pdb:1k7u,A) L; = 43,7, = 150,5 ¢) Leucine-rich: Porcine ribonuclease inhibitor
(pdb:2bnh,A) L; = 57, Z; = 139,5 d) HEAT: PR65/A (pdb:1b3w,A) L; = 39, Z; = 530,5

y C-terminales.

El inhibidor de la ribonucleasa porcina (PDB ID: 2bnh,A) es una proteina 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 aminoacidos de largo respectivamente
(Fig. 2.5¢). Se puede observar ademds, que estas repeticiones aparecen alternadas a lo largo
de la estructura, produciendo un perfil escalonado a esos largos en el patrén de teselado (Fig.

2.6). Debido a que estas unidades estéan arregladas de forma simétrica, la estructura puede
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Figura 2.6: Acercamiento sobre el perfil de teselado de la proteina Porcine Ribonuclease Inhibitor
(2bnh,A). El perfil de teselado se muestra en gris, junto a la grafica que muestra los valores de la
funcién §0; proyectada en la izquierda. Esta proteina tiene una frecuencia caracteristica en L;=57.
Las teselas en ese largo estan compuestas por otras teselas mds pequenas con L;=28 y L;=29,
respectivamente que aparecen alternadas en la estructura proteica. Esto es evidente en el patrén
con forma de sierra alrededor de largos L; ~ 30 como asi también en el pico secundario en §0; para
esos largos. La estructura de la proteina y el teselado correspondiente se muestra en las figuras a)
Teselado con L;=28, Z; =388. c¢) Teselado con L;=29, Z; =153.5.

componerse por fragmentos mas grandes que incluyan pares de repeticiones de 28 y 29 residuos
(Fig. 2.5¢). Asi, al largo L; = 57 residuos, casi todo fragmento es tan bueno como los demds
para explicar la estructura global mediante repeticiones de si 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 candnicas de diferentes largos. Anteriormente Haigis y colaboradores
asignaron la repeticion de 57 residuos de largo como la unidad evolutiva de esta proteina,

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

La subunidad de andamiaje de la proteina fosfatasa 2A, PR65/A, es una proteina repetitiva
muy grande compuesta por repeticiones del tipo HEAT (acrénimo formado por letras presentes
en las proteinas Huntingtin, EF3, PP2A y TORI) [Groves et al., 1999]. Nuestro algoritmo

de teselado detecta una tesela maximal de 39 residuos de largo que puede cubrir la estructura

43



global con 15 copias de si misma, lo que coincide con la detecciéon del patron de secuencia
del motivo HEAT (Fig. 2.5). Esta proteina exhibe una estructura super-helicoidal, aunque
se pueden observar irregularidades en el arreglo repetitivo entre repeticiones, lo cual afecta
el patrén de teselado a largos superiores, generando grupos de repeticiones consecutivas en
dicho patrén. El empaquetamiento periédico de las repeticiones HEAT es interrumpido entre
las repeticiones 3 y 4 (Z; = 117) y entre las repeticiones 12 y 13 (Z; = 471) [Groves et al.,
1999]. Esto se refleja a valores L; superiores donde las teselas localizadas alrededor del residuo
300 poseen puntajes mas altos, de forma consistente, indicando que las repeticiones centrales
se encuentran ordenadas entre si de una forma més simétrica que las de los extremos (Fig.

2.5d).

2.5. Teselado de Proteinas Repetitivas con Topologia

Cerrada y del tipo Cuentas de Perla

En contraste con las arquitecturas solenoidales que exhiben usualmente las proteinas repet-
itivas clasicas, algunas proteinas muestran simetrias rotacionales. A menudo, los extremos N y
C-terminales estdan en contacto, produciendo un cierre en la estructura de una forma polihédri-
ca. Otro tipo de proteinas, contienen repeticiones con largos suficientes para que las mismas
se plieguen de forma independiente en estructuras globulares repetidas, llamadas proteinas
con repeticiones “cuentas de perla“ (beads on a string). En esta seccién, mostramos cémo
el algoritmo de teselado es capaz de identificar repeticiones estructurales en miembros corre-

spondientes a las topologias més comunes de estos tipos.

El TIM barrel es una de los tipos de arquitecturas proteicas mas comunes en enzimas
monoméricas [Nagano et al., 2002]. Tipicamente estd descripto como una coleccién de mo-
tivos B-a unidos por loops variables que se cierran en forma de cilindro u hojas g paralelas,
rodeadas por una capa de hélices . Hay una conservacién estructural relativamente alta
entre las proteinas de este tipo aunque sus secuencias puedan parecer no relacionadas, abrien-
do la discusién acerca de la naturaleza evolutiva de las unidades repetitivas y sus arreglos

(duplicacién y divergencia o evolucién 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 funcién 00; proyectada sobre la izquierda. Las estructuras de las proteinas y sus

patrones de teselado correspondientes a largos (L;) y centros (Z;) correspondientes con simetrias del

tipo 2-fold, 4-fold y 8-fold se muestran en las figuras a) Ribulose-phosphate 3-epimerase (pdb:1rpx,A)

2-fold: L; = 108, Z; = 63, 4-fold L; = 46, Z; = 92, 8-fold L;= 27, Z; = 105.5 b) HisF (pdb:1thf,D)

2-fold: L; = 121, Z; = 181.5, 4-fold L; = 53, Z; = 58.5, 8-fold L; = 22, Z; = 94 ¢) Glycosomal,

Triosephosphate isomerase (pdb:5tim,A) 2-fold: L, = 129, Z; = 186.5, 4-fold L, = 50, Z; = 29,

8-fold L; = 23, Z; = 115.5 d) Narbonin (pdb:1nar,A) 2-fold: L; = 97, Z; = 116.5, 4-fold L; = 43,

Z; = 180.5, 8-fold L; = 25, Z; = 251.5
procedimiento de teselado sobre algunos de los casos mas discutidos y para la mayoria detec-
tamos senales 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 caracteristica. Algunas
de las estructuras son mejor descriptas por teselas que corresponden a medio barril (2.8a),
mientras otras poseen senales comparables a largos correspondientes tanto para medio barril
como para un cuarto (Fig. 2.7). Los casos mas irregulares tienen frecuencias caracteristicas a
largos de fragmentos muy pequenos, comparables con el tamano de elementos de estructura

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

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

Un gran nimero de proteinas adopta la arquitectura del tipo S-propeller, siendo éste uno

de los tipos de plegado mas frecuentes en proteinas y al igual que el TIM-Barrel es considerado
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Figura 2.8: Teselado de proteinas repetitivas con topologia repetitiva cerrada. El perfil de tese-
lado se muestra en escala de grises, junto con los valores de 6©; proyectados en la izquierda. Las
estructuras de la proteina nativa y el teselado correspondiente al puntaje maximo a la frecuencia
caracteristica se muestran, usando el mismo esquema de colores que en la figura anterior. El largo
(L;) y el centro (Z;) de la tesela seleccionada: a) TIM barrel: (pdb:1fq0,A) L; = 88,Z; = 60 b) /-
propeller (pdb:3ow8,A) L; = 42, Z; = 200 c) Trefoil (pdb:1ybi,A) L; = 142, Z; = 223 d) Ig-repeats
(pdb:2rik,A) L; =94, Z;, = 140

un superfold [Orengo et al., 1997]. Los propellers contienen un nimero variable de hojas 3
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 polipeptidica (Fig. 2.9d).

Una excepcién 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 caracteristica de L; = 42
aminoacidos, con teselas que se repiten 7 veces, contribuyendo con 3 hojas # para un aspa y

una hoja f 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 S-propellers. El perfil de teselado se muestra en escala de grises,
junto con la funcién 6©; proyectada sobre la izquierda. Las estructuras de las protefnas y sus
patrones de teselado correspondientes a largos (L;) y centros (Z;) son mostrados en las figuras a)
Propeller de 5 aspas, Tachylectin-2 (pdb:1t12,A), L, = 47, Z; = 213.5 b) Propeller de 7 aspas, WD
repeat-containing protein-5 (pdb:3smr,A), L; = 42, Z; = 138 ¢) Propeller de 6 aspas, 3-phytase
(pdb:3ams,A), L, = 45, Z; = 251.5 d) Propeller de 4 aspas, Interstitial collagenase (pdb:1fbl, A)
L, =49, Z; = 399.5

fase en particular fue originalmente descripta por otros investigadores cuando ain no habia

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

La proteina hematoglutinante HA33 de Clostridium botulinum es una proteina asociada
a neurotoxinas que se pliega de forma tal que posee dos subdominios del tipo S-trefoil (Fig.
2.8¢). La frecuencia catacteristica (L; = 142) nos lleva a dos fragmentos que tienen el méximo
©; y que corresponden a cada subdominio trefoil. La mejor fase al segundo pico (L; = 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 S-trefoil.

Por dltimo, también hicimos un teselado sobre la estructura de la proteina titina como

representante de la topologia 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 proteina Titina, correspondiente a 3 repeticiones en tandem de tipo similar
a inmunoglobulina (Ig). A L; = 94 aminoécidos, la mejor fase coincide con los dominios Ig
tipicos. 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 Proteinas Globulares

En algin nivel, todas las proteinas estan formadas por repeticiones de aminoacidos. La
simetria de las interacciones del backbone en las estructuras secundarias fueron claves para la
propuesta de Pauling y Corey de que éstas emergian de la repeticién regular de los enlaces
peptidicos 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 construccién
de proteinas globulares, en linea con el éxito de los métodos de prediccion 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 composicion de teselas, ilustrando mediante algunos ejemplos
clasicos.

Las proteinas [v-crystallina incrementan el indice de refraccion 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-3 de 8 hojas con L; = 87 residuos, centrados en las posiciones Z; = 44,5y Z; = 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 hojasf de 10 residuos de largo. La frecuencia caracteristica se encuentra en L; = 43
aminoacidos, que corresponde con el motivo de llave griega a modo de repeticion 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 ©; que las demas y por ende diferentes largos
maximales L;.

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-a ‘B’, y constituye un fragmento maximal. El puntaje a mayores
largos de fragmentos disminuye rapidamente (Fig. 2.10b). En este caso no somos capaces de
detectar una frecuencia relevante correspondiente a fragmentos mas largos que los segmentos
a-helicoidales, indicando que estos fragmentos no se repiten en una forma simétrica capaz de
generar patrones de ordenes superiores, algo que sorprendié en su momento a Kendrew et al
cuando resolvieron la estructura cristalografica 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 si de
una forma periddica para coalescer en una estructura simétrica.

La proteina verde fluorescente se pliega como un barril-3 con una hélice coaxial, con
su fluordsforo localizado en la hélice central [Ormé et al., 1996]. Se identifican, mediante el
teselado, fragmentos de largo L; = 15 que pueden cubrir cerca del 70 % del espacio estructural
con 11 repeticiones, que se corresponden con las hojas-G (Fig. 2.10c). A mayores largos no
hay fragmentos que muestren un nivel de periodicidad significativa.

La fp-lactamasa de Bacillus licheniformis es un muy buen ejemplo de una estructura con
topologia a3, 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
caracteristica tutil (Fig. 2.10d). El mejor teselado ocurre a un L; = 15 donde el fragmento

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

del 74 %.

2.7. Teselado de Oligémeros

La mayoria de las cadenas polipeptidicas de los organismos vivos, cuando estan en su en-
torno natural, no se encuentran plegadas como monémeros esferoidales, sino que nuclean con

otras para conformar complejos oligoméricos formados por dos o méas subunidades. Mas fre-
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Figura 2.10: Teselado de proteinas globulares cldsicas. El perfil de teselado se muestra en es-

cala de grises, junto con los valores de §©j proyectados en la izquierda. Las estructuras de la

proteina nativa y el teselado correspondiente al puntaje maximo a la frecuencia caracteristica se

muestran, usando el mismo esquema de colores que en la figura anterior. El largo (L;) y el centro

(Z;) de la tesela seleccionada: a) By-crystallin (pdb:1h4a,X) L; = 43,Z; = 149,5 b) Myoglobin

(pdb:1mbd,A) L; = 18, Z; = 29 c) Green Fluorescent Protein (pdb:1gfl,A) L; = 15, Z; = 182,5 d)

B-Lactamase(pdb:4blm,A) L; = 15, Z; = 185,5
cuentemente se encuentran formando complejos homodiméricos, aunque los hetero-oligémeros
no son poco comunes e incluso complejos formados por cientos o miles de unidades pueden
encontrarse. Las bases simétricas de este fendmeno 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 pequenas inserciones y deleciones puedan tener efectos profundos
en la funcionalidad de la proteina, modulando la estabilidad oligomérica, la especificidad y la
agregaciéon [Hashimoto and Panchenko, 2010].

Para analizar los detalles de simetria 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 monémeros
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que pueden forman un homo-oligdmero 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 mayoria de los oligdmeros que
hemos evaluado. Notamos, sin embargo, algunos casos interesantes en donde la subunidad

puede descomponerse en teselas internas con altos puntajes.

La proteina E2¢ de unién a ADN de Papillomavirus es un muy buen modelo para estudiar
la especificidad para reconocer secuencias [Sanchez et al., 2010]. Este dominio estd compuesto
por dos cadenas idénticas que forman un barril-3 que expone 4 hélices-«.. El procedimiento de
teselado identifica un fragmento de 81 residuos como aquel que posee el méaximo puntaje, el
cual corresponde a la cadena monomérica (Fig. 2.11a). Sin embargo, estas pueden a su vez ser
descompuestas en teselas de L; = 43, capaces de cubrir cerca del 90 % del espacio estructural.
La mejor tesela a esa frecuencia corresponde con el motivo Saf que se entrelaza en cada

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

La hemoglobina es el ejemplo clasico de un arreglo cuaternario simétrico, un tetramero
de cadenas ayfs. La Fig. 2.11b muestra un patron de teselado regular en el que se pueden
distinguir 4 regiones casi idénticas. Esto coincide con la identidad estructural reconocida entre
las cadenas o y B. Como en el caso de la Mioglobina, no se observa una descomposicion de la

estructura en teselas mas pequenas 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 § de una DNA polimerasa
IIT de una arquea (un homodimero, Fig. 2.11c), junto con el factor de procesividad de la
ADN polimerasa ¢ de eucariotas (un homotrimero, Fig. 2.11d). El teselado de estos com-
plejos cuaternarios identifica subunidades e identifica frecuencias caracteristicas similares en
los dos casos, L; = 128 y L; = 132, respectivamente. En ambos casos, las teselas elegidas a
sus respectivos L; 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 polipeptidicas,
cada una conteniendo 3 o 2 teselas segin el caso, que coalescen en una estructura con una
simetria rotacional de orden 6 [Sippl and Wiederstein, 2012]. Esta tesela comin puede ser

luego descompuesta en 2 de largo L; = 65 manteniendo practicamente 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 d0; proyectados en la izquierda. Las estructuras de la protefna
nativa y el teselado correspondiente al puntaje maximo a la frecuencia caracteristica se muestran,
usando el mismo esquema de colores que en la figura anterior. El largo (L;) y el centro (Z;) de
la tesela seleccionado: a) Homodimero HPV-16 E2c¢ (pdb:1r8p) L; = 43,Z; = 58,5 b) Deoxy-
Hemoglobina (pdb:2hhb) L, = 141,7; = 71,5 ¢) S-subunit of Thermotoga maritima DNA poly-
merase III (pdb:1vpk) L; = 128, Z; = 297 d) Factor de procesividad de la DNA polymerasa-§ de
Saccharomyces cerevisiae (pdb:1plq) L; = 132, Z; = 190
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cubrimiento que las teselas mas 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

deteccion de unidades repetitivas en proteinas

Ya hemos discutido anteriormente que es comun que las repeticiones en proteinas repeti-
tivas tengan un bajo porcentaje de identidad al compararlas entre si. Esta divergencia es par-
ticularmente alta en las repeticiones de los extremos en el caso de proteinas 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 proteinas con
simetria 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 proteinas 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 S-propeller. Us-
amos la familia WD-40 a fines de analizar el problema de la deteccion de repeticiones en una
familia repetitiva, usando métodos basados en secuencia. Seleccionamos todos los miembros
de la familia WD-40 con estructura conocida, mediante deteccién de unidades del tipo WD-40
en las secuencias de todo el Protein Data Bank (PDB). Dicha seleccién se realizé usando el
modelo oculto de Markov para la familia WD-40 (WD40 HMM) presente en Pfam, usando
el médulo hmmsearch de la suit HMMER [Eddy, 2001]. Se realizé ademds una reduccién de
redundancia del conjunto de datos, seleccionando una estructura por cada identificador de
Uniprot presente dentro del conjunto de proteinas recuperadas del paso anterior. En total

obtuvimos 85 estructuras de proteinas no redundantes.

Por un lado contamos cuantas unidades WD-40 fuimos capaces de detectar sobre las se-
cuencias de dichas estructuras y por el otro, hicimos una detecciéon visual del nimero de

unidades repetitivas presentes en las estructuras. Esta deteccion visual, se realizé con 3 cu-
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radores de forma independiente y se anoté el consenso (Luna D, Nazzi E, Parra RG (2015),
resultados no publicados). Esta metodologia es empleada por los curadores de la base de datos
RepeatsDB [Di Domenico et al., 2013] tanto para clasificar proteinas repetitivas, contar las
unidades repetitivas, como asi también definir los limites entre las mismas. La metodologia
se justifica en la facilidad que tenemos los observadores humanos para generalizar un obje-
to y reconocer su patrén morfoldgico en otras estructuras relacionadas [Di Domenico et al.,
2013]. Al comparar el nimero 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 médulo hmmsearch de Hmmer sobre las secuencias, no sélo se
obtiene el nimero de dominios detectados, sino que ademads 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 proteina debido a truncaciones, en proteinas 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 distribucién de comienzos y finales de las
detecciones de las unidades WD40 en las secuencias. Es facil observar que para los comienzos
una gran cantidad de detecciones comienzan mas alla de la posicion 1 respecto del WD40 HMM
que representa a la familia. Asi 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 maximos para la funcion d0; (Fig. 2.13). En el caso de la estructura de la
subunidad /5 de la proteina transductina (1aOr,B) se observa que los fragmentos que mejor
teselan la proteina poseen 42 residuos de largo. Por el otro lado, para la estructura de la
proteina de unién a dafio de ADN (4e5z,B) observamos que el largo de fragmentos que mejor
teselan la estructura es 11. Es claro, que el motivo estructural més importante en la estructura
es de un largo mayor que el detectado por el maximo de la funcién 60, . Estas diferencias en
los largos de las repeticiones maximales tienen que ver principalmente con el grado de simetria

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) Niimero 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 proporcién 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
patrén de teselado de 1aOr,B que en 4ebz,B como se puede ver en la Fig. 2.13). Debido a
esto disenamos 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
si mismo es capaz de superponer sobre la estructura. Asi 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 si 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 repeticion 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 repeticién y el inicio de la
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siguiente, lo cual evidencia que el WD40 HMM, esta definido de forma incompleta respecto

del motivo estructural que podemos encontrar usando nuestra estrategia.
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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
proteinas el maximo se encuentra en 7 repeticiones. En los paneles inferiores se observa el patrén
global de teselado de las estructuras y en sus laterales los valores de la funcién §07,.

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 mas irregular como se observa en la Fig. 2.14.

Es evidente que los dominios repetitivos presentan dificultades especificas para los métodos
bioinformaticos clasicos 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 parametros 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 tipico que se

encuentra al final de las repeticiones, mientras en la0r,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 médulo hmmbuild de hmmer. Se observa la menor conservacién en los motivos de
secuencia en el caso de 4e5z,B respecto de 1a0r,B (altura méxima en bits de cada logo) lo cual es
congruente con su menor grado de simetria a nivel estructural.

dos ultimos 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 parametros de largo y fase no son identificables de forma
congruente teniendo en cuenta solo aspectos estructurales. De todas formas, el proceso de
teselado, por su naturaleza exhaustiva, permite que todos los fragmentos que componen una
proteina 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 permitiria que eventualmente todos los miembros
puedan ser descompuestos en repeticiones de una forma consistente. La anotacion consistente
de repeticiones a lo largo de miembros de una misma familia repetitiva, es fundamental para
realizar estudios comparativos. Actualmente, més alla de todas las falencias descriptas, el
Unico método que permite realizar anotaciones consistentes es HMMER, mediante el uso de
HMDMs 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 préoximo capitulo mostraremos cémo usamos el método de teselado en conjunto con otras
estrategias para generar por primera vez una anotacion consistente de los miembros de una

familia de proteinas repetitivas.
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2.9. Conclusiones del capitulo

Es mas facil 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 simetria como una caracteristica emergente de la parsimonia de la
naturaleza, que resulta de las formas de interaccion limitadas entre un pequeno numero de
partes elementales que se ensamblan en estructuras de érdenes superiores [Goodsell and Ol-
son, 2000, Wolynes, 1988, Wales, 2012, Denton et al., 2002]. Las simetrias inexactas presentes
en las moléculas bioldgicas son algo atin més llamativo [Wolynes, 1996, Wolynes, 1988]. Sutiles
aperiodicidades pueden dar lugar a grandes efectos biolégicos [Schrodinger, 1944] importantes
para la regulacion fisiolégica de los sistemas en estudio. Para poder detectar y caracterizar
repeticiones en estructuras proteicas, hemos presentado un simple esquema basado en el anali-
sis de la distribucion de alineamientos estructurales subéptimos de fragmentos continuos. El
procedimiento desarrollado identifica fragmentos maximales, que son aquellos que maximizan
una funcién objetivo, pero que al ser extendidos rapidamente pierden dicha capacidad (Fig.
2.3B) al disminuir su nimero de ocurrencias en el ensamble de soluciones. Contando el nimero
de ocurrencias de fragmentos no superponibles y teniendo una buena métrica para calcular el
cubrimiento total de la estructura, definimos un puntaje de teselado, ©, que ordena a los difer-
entes fragmentos (no idénticos) de acuerdo a su capacidad para teselar la estructura global
mediante copias de si mismos. Encontramos que en la mayoria de los casos hay un largo partic-
ular de fragmento al cual el cubrimiento ganado por repeticiones es maximo, lo cual definimos
como frecuencia caracteristica. En algunos casos hay una coleccion discreta de fragmentos que
permiten definir la mejor fase de forma univoca. En esos casos la unidad repetitiva, el nimero
de ocurrencias y sus limites pueden ser definidos de forma confiable (Tabla 2.1). En otros
casos, hay muchas fases equivalentes a la frecuencia caracteristica, senalando que esas estruc-
turas pueden ser consideradas como casi periddicas donde la definicién de una tesela basica
puede permanecer arbitraria (Fig. 2.3, Tabla 2.1). Esto es comun en el caso de las proteinas
solenoides donde diferentes investigadores han definido la unidad repetitiva con diferentes fases
y periodos [Schaper et al., 2012]. Incluir otra informacién mas alla de la geometria estructural

podria indicar si existe una fase bioldgicamente preferida. Esta informacion puede provenir de
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diferentes aspectos como por ejemplo, la caracterizacién de sitios de insercion, la variabilidad
en secuencias ort6logas, limites entre exones o mecanismos de plegado [Schafer et al., 2012].
Explicaremos una alternativa a este problema en el préximo capitulo.

Aquellas proteinas donde las repeticiones se empaquetan de forma simétrica entre si 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 topologias con simetria rotacional como barriles,
propellers y trefoils. Se pueden encontrar en dichas estructuras, diversos tipos de unidades
repetitivas, organizadas jerarquicamente e incluso observar diferencias finas entre las mismas
(Fig. 2.8, Tabla 2.1).

Si las teselas fundamentales estan organizadas de forma simétrica, entonces tiene que haber
teselas mas grandes que agrupen a las primeras. Estas teselas de orden superior aparecen como
picos maximos adicionales en la funcién Oy, hacia largos L; mayores en comparacién con las
teselas basicas. Este anidado jerarquico de teselas puede ser capturado mediante un puntaje
de teselacion que se computa de la siguiente forma: Para cada largo L; de tesela se toma
el maximo puntaje ©; y se calcula el promedio de los mismos sobre todo L. Este puntaje
de teselabilidad (Z) vale 1.0 para el modelo homogéneo, se acerca a 1 para estructuras muy
regulares como en el caso de hélices a y decae a valores cercanos a cero para estructuras no
repetitivas. En la Fig. 2.15 se muestra una variedad de estructuras de proteinas ordenadas
por sus respectivos valores de teselabilidad = (Tabla 2.1). El valor méas grande de = se obtiene
para una hélice a perteneciente a una estructura del tipo coiled coil. Cerca del valor maxi-
mo de la hélice se encuentran varias proteinas solenoidales. Aquellas proteinas mas regulares
dentro del grupo de las proteinas disenadas se encuentran mas arriba en el ranking que aquel-
las con mayor proporciéon de irregularidades estructurales. Estas estructuras son seguidas por
aquellas proteinas repetitivas con una forma semejante a las globulares. Al final de esta es-
cala encontramos aquellas proteinas que contienen dominios globulares tipicos que no poseen
periodicidades mas alla de unos pocos residuos. Notamos que los miembros pertenecientes a
una misma topologia 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 simetria presente en la estructura (Fig. 2.15), sino solo por la

existencia de arreglos simétricos.
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Figura 2.15: Teselabilidad de estructuras de proteinas. El procedimiento de teselado se aplicd a
diversos representantes de proteinas repetitivas y globulares como también al modelo homogéneo
y se ordenaron de acuerdo a su valor de teselabilidad =. 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. Simbolos llenos: Proteinas repetitivas solenoides. Simbolos vacios:
Proteinas repetitivas con topologia cerrada.

El mismo procedimiento de teselado se puede aplicar al nivel de complejos proteicos,
analizando los detalles de cémo copias de fragmentos entre cadenas cubren el espacio estruc-
tural. A este nivel, encontramos que las mejores teselas corresponden siempre con las cadenas
monomeéricas o con los clasicos 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 mas pequenas, 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 polipeptidicas, los dominios globulares,
los limites entre exones, los foldones o diversos motivos estructurales.

Es tentador especular acerca de las consecuencias funcionales que la distribucién simétri-
ca de fragmentos similares puede tener a diferentes escalas. La teoria de paisajes energéticos
sostiene que la utilizacién de subunidades organizadas de forma simétrica en formas similares,
da lugar a estructuras con energias libres similares, permitiendo que coexistan multiples em-
budos de plegado en el paisaje energético total [Levy et al., 2005], necesitando sélo pequenas

perturbaciones para producir un intercambio entre las mismas [Hegler et al., 2008|.

Se ha visto que la presencia de simetria es clave en varios fenémenos como por ejemplo
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la cooperatividad del plegado, la uniéon de diversos ligandos, la estabilidad termodinamica,
entre otros [Wales, 2012, Goodsell and Olson, 2000]. La organizacién simétrica de un sistema
es una forma facil y quizds infranqueable, para que aparezca el alosterismo [Monod et al.,
1965, Kuriyan and Eisenberg, 2007]. La ocurrencia de repeticiones con simetria puntual, da
lugar a arreglos cerrados como barriles al nivel terciario y anillos al nivel cuaternario. La
simetria helicoidal da lugar a solenoides al nivel terciario y corresponde con organizaciones
de tipo tubular al nivel cuaternario. La nucleacién y taponado (capping) de esos arreglos
repetitivos es en general critico para su comportamiento fisioldgico tanto al nivel terciario
como cuaternario. No es de sorprender entonces que el funcionamiento fisiolégico y los estados
patoldgicos sean resultado de la agregacién de fragmentos similares como por ejemplo, en
la dindmica del citoesqueleto [Wang and Wolynes, 2011], fenémenos epigenéticos [Jablonka
and Raz, 2009], anemia falciforme [Pauling and Itano, 1949] y procesos relacionados con
amiloides [Treusch et al., 2009].

La organizacién de las moléculas proteicas puede ser apreciada a multiples niveles, desde
los motivos de secuencia hasta la dindmica de interaccién de miles de componentes [Wang and
Wolynes, 2011]. Debido a que las contribuciones relevantes de las fuerzas fisicas cambian a las
diferentes escalas de tamano y tiempo, las restricciones organizacionales en cada nivel tam-
bién requieren cambiar, aunque algunos principios comunes podrian permanecer subyacentes.
Creemos que los conceptos postulados por la teoria de paisajes energéticos puede servir de
guia en dicha buisqueda [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

Proteina Tesela Seleccionada (7;) Teselado

PdbID | Arquitectura | N* | Z° L¢ Z4 of n% Y It NR!}

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 10.93 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 10.99 0 0.01
2j8k, A B-Solenoid 175 | 0.715 | 10* 87* 0.88 17 1093 | 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 10.84 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
Inl1,A Ank 408 | 0.6817 | 33* | 510.5* 0.9 12 1 0.95 0 0.05
3sla,A Armadillo 166 | 0.6817 | 42 204 0.82 4 1098 | 0.02 0
Judt,A TPR 258 | 0.6673 | 34 470 0.85 7 1098 0 0.02
2xtw,A B-Solenoid 210 | 0.6639 | 10* 32% 0.82 19 | 0.88 | 0.05 | 0.07
1plg@1 Quaternary | 774 | 0.6515 | 132* | 190,A** 0.92 6 |0.95|0.0129 0
datg A Heat 195 | 0.6457 | 87* | 277.5% 0.41 2 1083 0 0.17
1n0r,A Ank 126 | 0.6379 | 33* 18.5%* 0.87 4 10.99 0 0.01
3ow8,A B-propeller | 300 | 0.6368 | 42 200 0.92 7 1099 | 0.01 0
1b3u,A Heat 588 | 0.6138 | 39 530.5 0.8 15 1 0.98 | 0.02 0
lihb,A Ank 156 | 0.6137 | 33* 79.5% 0.86 5 1099 | 0.01 0
Imx2,A Ank 156 | 0.6128 | 33* 79.5% 0.86 5 1099 | 0.01 0
1kla,A Ank 228 | 0.6126 | 33 241.5 0.86 7 1096 | 0.04 0
Infi,E Ank 213 | 0.6104 | 33 128.5 0.82 6 | 0.97 0 0.03
3smr,A [S-propeller 304 | 0.6089 | 42 138 0.92 7 10.99 0 0.01
lawce,B Ank 153 | 0.6088 | 33* 54.5% 0.86 5 10.99 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* 5% 0.87 5 091 0 0.09
1r8p@0 Quaternary 162 | 0.5869 | 43* | 58.5,A** 0.78 4 1 09 0.09 0
1vpk@1 | Quaternary | 734 | 0.5856 | 128* | 297, A** 0.78 6 |0.93| 0.065 0
lixv,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 1081 0 0.19
1h4a,X | [y-crystallin | 174 | 0.5805 | 43 149.5 0.85 4 1095 | 0.03 0.02
2hhb@1 | Quaternary | 574 | 0.5768 | 21* | 66.5,A*" 0.76 24 1 0.84 | 0.11 |0.038
1t12,A SB-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 10.98 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 1091 0.05 0.05
3pg0, A Trefoil 140 | 0.5392 | 47% | 25.5% 099 | 3| 1 0 0
2afg, A Trefoil 129 | 0.5392 | 41 30.5 0.84 3 1098 | 0.02 0
1d9s,A Ank 130 | 0.5327 | 66 98 0.59 2 1099 | 0.01 0
1mbd,A Globin 153 | 0.5269 7 12.5 0.79 19 1 0.86 | 0.11 0.02
1ybi, A Trefoil 284 | 0.5261 | 139 79.5 0.83 2 1 0 0
likn,D Ank 220 | 0.524 | 106 126 0.46 2 1095| 0.01 0.04
lap7,A Ank 168 | 0.52 65* 67.5% 0.5 2 1077 0 0.23
1jt4,A Trefoil 137 | 0.5117 | 41 30.5 0.75 3 1092 0.01 0.07
2vj3,A EGF-like 120 | 0.5022 | 38* 471%* 0.9 3 1097 0 0.03
2pnn,A Ank 248 | 0.4737 6 129 0.63 31 [0.75] 0.25 0
1s4u,X p-propeller | 390 | 0.4716 | 171* | 125.5* 0.5 2 109 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 1094 0 0.06
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2v70,A Leucine 210 | 0.4609 | 24 577 0.59 6 1068 0 | 0.32
3jxi,A Ank 253 | 0.4607 | 87 | 249.5 0.42 3 1097 002 | 0.01
1570,B Ank 291 | 0.457 | 33 86.5 0.59 7 1077 01 | 0.13
3ams,A | [-propeller | 352 | 0.4528 | 167* | 244.5% 0.39 2 1092 0 | 0.08
lhxn,A | B-propeller | 210 | 0.4487 | 97* | 379.5% 0.53 2 10.87| 0.06 | 0.08
1£q0,A TIM 213 | 0.4477 | 88 60 0.5 2 10.89| 0.03 | 0.08
1thf,D TIM 253 | 0.4331 | 121% | 179.5% 0.61 2 1094 0 | 0.06
2a0n,A TIM 251 | 0.429 | 121% | 181.5% 0.65 2 1096 0 | 004
1qo2,A TIM 241 | 0.4243 | 119 | 605 0.68 2 | 1 0 0
2aja,A Ank 3471 04 | 11 | 2265 0.74 | 28 [0.88| 0.11 | 0.01
1dx5,K | EGF-like | 118]0.3936 | 9 456.5 055 | 10 | 0.75| 0.23 | 0.02
3ehq,A Ank 182 | 0.3845 | 33 | 156.5 0.46 4 1066 0 | 034
152w, A TIM 275 | 0.3797 | 124* | 66* 0.24 2 1087 | 004 | 0.1
2a62,A Cadherin | 322 | 0.3793 | 109 | 167.5 0.7 31098 0 | 0.02
1g,A GFP 230 | 0.3676 | 7 92.5 065 |26 ]0.78| 021 | 0.01
lycs,B Ank 193 | 0.3443 | 33 | 400.5 0.44 41065 0 | 035
5tim,A TIM 249 | 0.3412 | 9* | 151.5% 053 |19 |0.69| 024 | 0.07
8tim,A TIM 247 1 0.3356 | 9 151.5 053 | 18 |0.66| 0.29 | 0.06
1deq,A Ank 276 | 0.2941 | 7 314.5 054 | 29 [074| 024 | 0.03
2iho, A Trefoil 292 | 0.2901 | 51* | 82.5% 0.37 31052 0 | 047
1viz,A TIM 325 | 028 | 7 105.5 048 |34 ]072] 028 | 0
Inar,A TIM 289 | 0.2755 | 7 153.5 0.5 31 1075 | 0.21 | 0.03
1bLA | B-propeller | 367 | 0.2625 | 8 391 056 | 32] 07| 028 | 0.02
3phz,A Trefoil 285 | 0.2522 | 9 62.5 052 |20]062] 038 | 0
1sw6,A Ank 301 | 0.2249 | 78*% | 380% 0.17 3 1077 014 | 0.09
1hx1,A Globular | 377 | 017 | 7 65.5 048 | 41 |0.76| 0.24 | 0.01
2vg3, A Globular | 284 | 0.146 | 7 1825 052 |30]072] 028 | 0
4blm, A Globular | 261 | 0.1459 | 7 84.5 052 |30]058] 042 | ©
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2psg,A Globular 326 | 0.1396 | 10* 268* 0.54 25 10.76 | 0.24 0

3dtm,A Globular 263 | 0.1345 | 7 73.5 0.52 26 | 0.69 | 0.31 0

2Largo de la Protefna. "Puntaje de Teselabilidad. ‘Largo de Tesela. ?Centro de Tesela. *Puntaje de Tesela.
fNimero de copias de la tesela. 9Fraccién de cubrimiento por parte de las copias de la tesela.

" Fraccién de cubrimiento por inserciones entre las teselas. ‘Fraccién de cubrimiento por parte de regiones

no repetitivas.

(*) Proteinas para las cuales hay mds de una tesela con un valor idéntico de max®; a la frecuencia caracteristica.

(*) Complejos proteicos, la letra después de Z; indica el identificador de cadena
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Capitulo 3

Analisis Estructural y Energético de la

Familia ANK

En el capitulo anterior hemos presentado el método de teselado de estructuras de proteinas
que permite analizar la periodicidad de las mismas y encontrar dénde se localizan los elemen-
tos estructuralmente repetidos. El método de teselado es un método exhaustivo que evalia
que tan bueno es cualquier fragmento de la estructura global para cubrir la totalidad de la
misma, mediante copias de si mismo. Una vez evaluados todos los fragmentos, hemos definido
estrategias que permiten seleccionar aquel que maximiza el cubrimiento. Por un lado, defini-
mos una funcion que nos permite encontrar la frecuencia caracteristica 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
caracteristica se encuentre corrida o en multiplos del largo de la unidad repetitiva. Por ello,
también puede hacerse la busqueda de fragmentos que maximicen el cubrimiento dado un
nimero de copias fijo, es decir, cual es el mejor fragmento que maximiza el cubrimiento con
2,3, 4, ..., n copias de si mismo. De esa forma pudimos analizar el caso particular de los TIM
Barrels y evaluar sus simetrias del tipo doble, cuddruples u éctuples ya que no esta claro aun
cudl es la unidad repetitiva bésica en esta arquitectura, lo cual tiene relacion con la historia
evolutiva de como la misma emergié 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 parametros béasicos
de las unidades repetitivas. Si hacemos una analogia del patrén repetitivo de una estructura
con una senal peridédica, podemos usar la siguiente nomenclatura para los parametros de la
repeticion: Periodo 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 periodos o
fases.

En este capitulo vamos a describir una estrategia para definir los parametros de las repeti-
ciones de forma consistente. Vamos a usar la familia de repeticiones de Ankirina como modelo
de aplicacién de nuestra metodologia. Una vez definida la ubicacién de las unidades estruc-
turalmente repetidas, analizaremos los patrones de conservacién 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. Analisis 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 proteina 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 proteinas diferentes entre las que se encuentran 44 proteinas
naturales y 19 proteinas disenadas (estos ntimeros fueron actualizados por tltima 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 capitulo) y una estructura global compatible con la del
tipo « solenoide segin la clasificacién de Kajava [Kajava, 2012]. Si bien la mayoria de las
estructuras estan compuestas principalmente por repeticiones, algunas de ellas tienen ademés
una region globular presente en la misma cadena.

Cuando se realizan andlisis comparativos que involucran proteinas globulares, una gran

ventaja es que en general, el largo promedio del dominio (o de los dominios) analizados
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estd altamente conservado, salvo por ocurrencia de inserciones/deleciones en algunos casos
particulares. Las proteinas repetitivas presentan una complejidad adicional, debido a que no
solo proteinas de la misma familia son homélogas entre si, pero ademas poseen una homologia
serial interna entre sus repeticiones. Esto no seria una complicacién si no fuera porque la
cantidad de repeticiones en una proteina es variable. Esta variabilidad en el largo del dominio
repetitivo constituye un obstaculo para la comparacion de estas moléculas, debido a que cuan-
do se alinean dos proteinas con diferente niimero de repeticiones, no es claro qué regiones en
ambas proteinas son las que se deben superponer, pudiendo haber una multiplicidad de alin-
eamientos posibles véalidos. Para clarificar esto, supongamos que tenemos dos proteinas de 4
y 6 repeticiones respectivamente, éstas pueden ser alineadas de 3 formas equivalentes (Fig.
3.1). Si bien podria elegirse aquel alineamiento que maximiza el porcentaje de identidad entre
las moléculas, dado que un alineamiento se basa en la hipotesis de ancestro comun, no seria

correcto desechar los alineamientos subéptimos.

N

i)

Figura 3.1: Esquematizacién de la multiplicidad de formas en que dos proteinas repetitivas con
diferente cantidad de repeticiones pueden ser alineadas. En este ejemplo se muestran diferentes
posibles alineamientos entre las proteinas 1xB-8 (1k3z,A) en verde y la proteina disenada 4ANK
(InOr,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 repeticion individual pueden ser vistas. Estas
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pequenas perturbaciones son las que producen cambios en el dngulo de giro de la estructura
stuper 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 nimero de repeticiones, un primer acercamiento a la caracterizacion 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 superposicion 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 funcion equivale al nimero de residuos que pueden ser correctamente
alineados segun la definicion 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 andlisis subsiguientes. Adicionalmente, a partir de un alineamiento
estructural dado, el niimero de residuos alineados que ademas son idénticos en secuencia, es
representado por el valor I. Los valores de los parametros S e I fueron normalizados para tener
en cuenta los largos diferentes de las moléculas comparadas. Si la y Ib son los largos de las dos
moléculas alineadas, sus contrapartes normalizadas son definidas como relS = 2xSab/(la+1b)
(de acuerdo a su definicién en [Sippl, 2008]) y rell = 2xSabx(1/100)/(la+1b) ambas definidas
en el intervalo [0,1]. Podemos observar que los valores de rell (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 proteinas la estructura se conserva
en mayor medida que la secuencia.

Los valores méaximos de relS'y rell son obtenidos al alinear proteinas disenadas con valores
medios de 0.85 (sd=0.1) y 0.6 (sd=0.17) respectivamente. En contraste, los alineamientos entre
proteinas naturales tienen un rango mayor de variabilidad estructural con una distribucion de
relS centrada en 0.55 (sd=0.16) mientras que rell muestra valores un tanto menores con una
distribucién centrada en 0.17 (sd=0.14). Esta diferencia entre las distribuciones del rell y relS
concuerda con la alta divergencia en secuencia que es descripta para ANKs en la bibliografia.
Los alineamientos de a pares muestran que a pesar de tener una variabilidad en secuencia

considerable, estructuras con valores de rell tan bajos como 0.2 pueden tener valores de relS
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Figura 3.2: (A) Las proteinas 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 pardametros relS y rell. Las distribuciones de cada variable son mostradas en el panel superior
y a la derecha, en color negro.

Para poder sacar méas informacién acerca de qué caracteristicas son capturadas en cada
caso por los pardmetros rell y relS, realizamos andlisis jerarquicos 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 estan compuestos, principalmente, por proteinas que contienen ntiimeros
similares de repeticiones. Se observa ademas la formacién 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 i6nicos (la familia TRPV)
en cuyos miembros se observa la presencia de grandes desviaciones estructurales respecto de
la estructura canénica de las repeticiones ANK [Parra et al., 2015]. A pesar de tener valores

que implican una menor conservacion en secuencia, respecto de la conservacién a nivel estruc-



tural, el clustering basado en rell (Fig. 3.3A), agrupa las proteinas principalmente de acuerdo
a su ortologia y paralogia. Las proteinas disenadas se segregan como un grupo separado, ev-
idenciando que las proteinas naturales no estan, comunmente, compuestas por repeticiones
consenso.

Dado que claramente la estructura de las ANKSs parece estar mas conservada que su se-
cuencia, decidimos analizar cual es la region estructural més representativa de las moléculas
en nuestro conjunto de estructuras. Para analizar esto, sobre el dendograma obtenido a partir
del clustering jerarquico basado en el parametro rel.S, colapsamos progresivamente las ramas
desde la base hacia la raiz, de modo que en cada colapso, se guarda la regién compartida
por las estructuras colapsadas. Al iterar este proceso hasta llegar a la raiz, observamos que
la subestructura comin a todos los elementos del grupo, es una regiéon compatible con las
dos repeticiones internas de la proteina 4ANK, que corresponde a una proteina consenso,
compuesta por cuatro repeticiones idénticas [Mosavi et al., 2002], siendo dicha regién las més

parecida simultaneamente a todas las proteinas del conjunto.

3.2. Organizacion de los Arreglos Repetitivos en ANKSs

Las proteinas repetitivas se componen por colecciones de motivos andlogos (potencial-
mente homdlogos) organizados en tandem y que se encuentran relacionados entre si 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 stuper 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 dltima instancia la conformacién global de la proteina y su patrén 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 periddica es una estructura teniendo en cuenta
las diferentes senales de periodicidad que muestra a diferentes niveles. Al analizar el patron

periddico de una estructura proteica, es posible encontrar un largo particular de fragmento
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Clustering en ANKs: Dos métricas diferentes se usaron para construir dendogramas

écnica de clustering aplicada sobre las ANKs. A) El valor de rel[ se utiliz
para construir el dendograma. Las ANKs en el mismo grupo se encuentran relacionadas por sus
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ANKSs en el mismo grupo son comparables de acuerdo al niimero de repeticiones que las componen.

relaciones de ortologia y paralogia B) El valor de relS se utilizé para construir el dendograma. Las

mediante la t

Figura 3.
repetitivo en donde la proteina se muestra altamente periddica y los fragmentos de dicha

a esta longitud en particular de fragmento, frecuencia caracteristica, por su analogia con el
concepto de frecuencia fundamental en la descripcion fisica de funciones periddicas. Asi co-
mo la frecuencia fundamental se corresponde con la frecuencia de aquella componente en una
senal peridédica que mas informacion aporta a la misma, al analizar las estructuras mediante el
proceso de teselado, otras senales presentes en largos de fragmentos que son multiplos de la fre-
cuencia fundamental, también muestran altos grados de periodicidad (frecuencias armonicas).
La Fig. 3.4 muestra el patron de teselado de la region D34 de la proteina Ankirina R, que es

longitud maximizan el cubrimiento de la estructura total mediante copias de si mismos (son
fragmentos maximales), respecto de fragmentos de largos mayores o menores. Vamos a llamar



un componente del citoesqueleto mediando las interacciones entre las proteinas Espectrinas
y Actinas [Michaely et al., 2002], compuesta por 12 repeticiones ANK. No sélo esta proteina
es una de las estructuras con mayor ntimero de repeticiones conocida hasta el momento, sino
que ademas también es una de las que posee un mayor grado de simetria en cuanto a las
relaciones geométricas entre las mismas. Podemos observar que la frecuencia caracteristica de
esta estructura se corresponde con fragmentos de 33 residuos de largo, dada la ubicacion del
pico de mayor amplitud en la funcién 6O en el panel lateral. Ademas se observa que hay otros
picos presentes en la funcién 6O en largos correspondientes a multiplos de 33 residuos. Esto es
posible debido a que la estructura es lo suficientemente regular, para que al tomar fragmentos
que contengan 2 o mas repeticiones, dichos fragmentos siguen siendo buenos para teselar la
estructura global, mediante copias de si mismos. Dicha capacidad de teselado de fragmen-
tos que se componen de multiples repeticiones se veria reducida si entre repeticiones vecinas
existieran inserciones, deleciones o perturbaciones estructurales que modifiquen la progresiéon

simétrica en el arreglo repetitivo.
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Figura 3.4: Patrén de teselado de la proteina D34 (Inl1,A) que contiene 12 repeticiones ANK.
Se puede observar que hay fragmentos que son maximales locales en largos de fragmentos que son
aproximadamente multiplos del largo del maximal global que corresponde a 33 residuos de largo.
En el panel lateral se evidencian estas frecuencias caracteristicas secundarias como picos de menor
amplitud.

Cuando se utilizan fragmentos cuyo largo corresponde a la frecuencia caracteristica 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 seran inferiores. Esta disminucion 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 analogas, estas no encontraran
su contraparte e impactaran de forma negativa en el cubrimiento. Las inserciones y deleciones
modifican localmente la estructura de una proteina pudiendo modificar ademas las relaciones
geométricas de simetria entre las diferentes repeticiones. Consecuentemente la presencia de
inserciones y deleciones puede producir que regiones que son andlogas en cada repeticién no

sean alineables al maximizar la superposicion global.

El puntaje de teselado que hemos definido tomaria el valor de 1 en el caso de una molécula
perfectamente periddica y un valor cada vez mas cercano a 0, mientras menos periddica sea.
Hemos mostrado anteriormente que las estructuras proteicas no toman los valores extremos
de esta funcién, ya que no existen estructuras perfectamente simétricas y por el otro lado,
incluso una proteina sin simetrias aparentes, es posible de ser teselada con fragmentos de
determinados tamanos y elementos de estructura secundaria o siper 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 proteinas comparten
una arquitectura comun, compuesta de motivos similares, las pequenas perturbaciones entre
y dentro de los mismos son propagadas hacia largos superiores disminuyendo la simetria
global de la estructura. Las moléculas donde las transformaciones geométricas son visiblemente
homogéneas entre repeticiones y que ademés no presentan inserciones o deleciones son aquellas
que poseen los valores més altos de teselado (por ejemplo: 2he0,A; Fig. 3.5B; Inl11,A; 3s08,A).
En contraste, aquellas proteinas que contienen una proporcion 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 mds altos corresponden a las
estructuras mas regulares y por ello, mas simétricas. Los valores mas bajos corresponden con aquellas
proteinas que contienen perturbaciones estructurales que rompen la propagacién de simetrias a
escalas superiores mediante la modificacién del arreglo espacial de las unidades repetitivas. (B)
Teselabilidad por residuo para la molécula 2he0,A que corresponde a la més 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. Ademads en esa estructura hay una regién en el N-terminal (desde el principio de la molécula
hasta aproximadamente el residuo 260) que sirve como un capuchén no repetitivo lo cual le confiere
una senal de tileabilidad alta, debido a la disposicién espacial andloga de los elementos de estructura
secundaria que componen respecto de la estructura de las repeticiones ANK.

Se ha descripto que las proteinas repetitivas usualmente necesitan versiones modificadas
de sus repeticiones terminales para poder ser lo suficientemente solubles ( [Aksel et al., 2011]).
Nuestro siguiente andlisis consistio 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. Anélisis de la composicién
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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 canénica
de las repeticiones ANK, las hélices son de diferentes largos, puede que estas extensiones sean

importantes para la estabilidad de los mismos.
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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 posicién candnica 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 versién del puntaje de teselado aplicable al nivel de
residuo 1nico. Este parametro 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, cudles son las regiones que con-
tribuyen en mayor o menor medida a la teselabilidad global y que consecuentemente afectan
a la simetria global de la molécula. Mientras que algunas ANKSs son altamente periddicas,
como 2he0,A, (Fig. 3.5 B), otras muestran sefiales de periodicidad leves en sus frecuencias
caracteristicas 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 ultimo ejemplo ademads, es

posible observar la presencia de una regién en el extremo N-terminal con una composicion
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de elementos de estructura secundaria que por su ordenamiento espacial, es estructuralmente
alineable con una repeticiéon ANK, sin ser una repeticion de este tipo. Este tipo de arreglos
de estructuras secundarias, que aparecen acoplados al arreglo repetitivo (presentes en otros
casos no mostrados aqui) 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 habia sido descripto [Parra et al., 2015].

3.3. Definicion 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, deberian ser descomponibles en unidades minimales (teselas) que cuando son repetidas y
alineadas espacialmente de manera conveniente contra la proteina 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 periédicas cuando son teseladas con
fragmentos de largo 33 (correspondientes al pico de maxima amplitud en el andlisis maximal
de los teselados en ANKs) y miiltiplos de ese largo (Fig. 3.7A) lo cual estd 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
periodo, pero su fase no es definible ya que no habria un punto inicial y toda fase seria equiv-
alente para reconstruir la onda completa si un fragmento de largo igual al periodo se repitiese
infinitamente. A pesar de que las proteinas son objetos finitos, la fase de la unidad repetitiva
no es trivialmente definible ya que el punto de comienzo del patrén repetitivo se encuentra
difuminado por la evolucion de la molécula y la adaptacion de su secuencia y estructura a su
funcion y contexto bioldgicos. Mientras que un patrén periédico puede ser evidente a primera
vista, definir los limites entre unidades repetitivas, o periodos, 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 limites entre exones e intrones en las secuencias
génicas de estas proteinas y con el requerimiento de tener repeticiones completas en los ex-
tremos terminales. Esta es la misma fase que se adoptd para construir el modelo oculto de
Markov que representa a la familia ANK en la base de datos de Pfam como asi también para el
diseno de ANKs consenso segtin 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 definicién de la repeticién. Esta fase fue adoptada por el grupo de Pliickthun para disenar
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 limites entre repeticiones
adyacentes estuvieran localizadas en el medio del loop que las conecta. La eleccion de esta
fase se debe a varias razones. En primer lugar, el loop es un lugar comin para inserciones en
ANKs. En segundo lugar, este loop tiene una conservacién en secuencia relativamente mas
baja, que el resto de la estructura candnica de las repeticiones, ademas de una mayor ex-
posicion al solvente (y una menor densidad de empaquetamiento) sugiriendo que podria ser
tolerante a pequenas perturbaciones. También, el uso de este sitio evita inserciones dentro
de las hélices que definen la repeticién. Por tltimo, la mayoria de los intrones en ANKs se
encuentran en ese loop, indicando que el mismo podria 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 duplicacién 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 andlisis 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 proteina. 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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de la funcién de plegabilidad relativa.



un grupo acotado de estructuras repetitivas, representantes de las principales familias que a
su vez, presentaban no sélo repeticiones del tipo solenoidal, donde la relacion de simetria entre
las unidades es principalmente traslacional, sino que también sobre estructuras con simetria
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 seleccion6 como fragmento representativo de la
repeticién basica, aquel que maximizara el valor de teselado y su fase fue definida de forma
relativa al modelo oculto de Markov que representa a la repeticion 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 tinico con un valor de teselado
maximo, sino un conjunto de fragmentos que compartia dicho valor y por ende, la fase de la
repeticion no pudo ser definida por medio de este método geométrico de deteccién. Para el
30 % restante del grupo de datos, no se observé 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 biolégico
la fase de las repeticiones o es s6lo un requerimiento para poder realizar analisis comparativos
como los que proponemos?

La estabilidad de las proteinas, y de los arreglos repetitivos, podria estar relacionada a la
seleccion de una fase preferencial. En las proteinas repetitivas, cada unidad esta compuesta por
elementos estructurales similares que interactian con sus vecinos cercanos. Como consecuencia
de ello, el proceso de plegado de los mismos puede ser descripto como multiples embudos
que colapsan generando un paisaje energético con forma de embudo global ( [Ferreiro and
Wolynes, 2008]), es decir, cada repeticién podria 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 ©, = AE/(§EV/N) por
Panchenko y Wolynes ( [Panchenko et al., 1996]). Para poder calcular ©,, la energia que
corresponde a la suma de todas las interacciones internas a un fragmento, medidas a partir de
la funcién de energia AM/W (Associative Memory Hamiltonian, Water Mediated) [Papoian

et al., 2004], es comparada a la energia media de un grupo N de estructuras (AE) y su
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varianza (0E). Las N estructuras que son usadas para calcular dichos valores corresponden a
todos los posibles fragmentos del mismo largo que el fragmento que estd siendo evaluado, que
pueden ser definidos en la estructura global. El nimero de fragmentos en cada caso puede ser
calculado como N = L — [+ 1 donde L es el largo de la estructura y [, 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 proteina. 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 comparaciéon con el ANK
Hmm de Pfam. Es posible observar que en este caso la ocurrencia de una fase conservada
en la mayoria de los miembros del conjunto de datos, correspondiente a aquella fase definida
a partir de la posicién 28 respecto del modelo de Pfam. Aquellos casos que se desvian de
esta fase corresponden principalmente a proteinas repetitivas disenadas del tipo Darpin y
a miembros de la familia de canales i6onicos TRPV. Es interesante mencionar que aquellas
proteinas disenadas siguiendo el método ideado por Peng [Mosavi et al., 2002], en donde las
covariaciones internas entre aminoacidos fueron respetadas, concuerdan con la fase derivada
de los célculos energéticos, compatible con las fases obtenidas para la mayoria de las proteinas

naturales (Fig. 3.7D).

3.4. Anotacion y caracterizacion de las repeticiones

Una vez que tanto el periodo como la fase de las repeticiones han sido univocamente
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 capitulo). Para realizar esto, seleccionamos la primera repeticién interna de la proteina
disenada 4ANK, correspondiente parcialmente a la regién que se encuentra conservada a nivel
estructural en todas las proteinas ANK (como se mostré en el andlisis de clustering jerarquico
basado en el pardmetro relS de similitud estructural). Este fragmento correspondiente a 4ANK
fue definido de tal forma que su fase comenzara en la posicion 28 respecto del modelo de ANKs
en Pfam para asi mantener la fase favorecida segiin la plegabilidad relativa en repeticiones

de ANK. Aplicamos entonces una variacién 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 demas estructuras del
grupo (incluyendo a si 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 proteina 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 RefRepeatd ANK 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 inico que cambia entre ellos es la proporcién de gaps y la ubicacion
de los mismos (secuencias superiores en cada par de secuencias). Dada esta caracteristica,
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 modificacién es aplicada al fragmento blanco. ii) se genera
un alineamiento multiple 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 implicaria una delecién 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 estan asociadas (Fig.
3.8C). Un punto crucial en este método es que en ningin momento se usa informacién de
secuencia, generando un alineamiento de secuencias puramente guiado por los alineamientos
estructurales. Los alineamientos de a pares, por su parte, no sélo sirven como paso intermedio

para obtener el alineamiento multiple, sino que ademas dado que el fragmento usado de
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Figura 3.8: Esquematizacién del procedimiento de teselado cruzado y obtencién de alineamientos
miultiples de las secuencias de las repeticiones ANK.



4ANK, representa a una repeticion canodnica, en cada caso, pueden definirse las posiciones
canodnicas en las secuencias blanco, asi 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 repeticién 2, detectada
por este método en 2rfa,A; la secuencia correspondiente a GSVFHYRPHNLIY corresponde a
una insercion respecto de la repeticion usada como fuente. En el caso de la repeticion 6 de la
misma estructura, vemos que las primeras 5 posiciones, correspondientes al motivo canénico

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 repeticién en su estructura
correspondiente. El largo de las repeticiones obtenidas varia entre 24 residuos a un maximo
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 mas cortas, generalmente debido a la ausencia de la regién S-hairpin
que se compone a partir del inicio de una repeticion 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 especificas segiin cada caso. Por un lado, se observa que las
inserciones estan principalmente localizadas en la region del S-hairpin y entre las dos a-hélices,
lo cual se intentaba evitar en la definicién de fase de Tripp para las repeticiones de ANKs [Tripp
and Barrick, 2007]. Por otro lado, las deleciones estan particularmente ubicadas al final de
la primer a-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 localizacion de las mismas
dentro del marco candnico de 33 posiciones de las repeticiones (Fig. 3.9C y Fig. 3.9D). Al
finalizar el proceso de anotacion, cada residuo de cada estructura del grupo no redundante fue
anotado como perteneciente a una posicion candnica de una repeticion especifica, una insercion
(también se lleva el registro de las posiciones candnicas que se encuentran delecionadas) o como

parte de la regién no repetitiva més alla del arreglo repetitivo.
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Figura 3.9: Estructura bésica de las repeticiones ANK: (A) Distribucién de largos de las repeti-
ciones detectadas a partir de las estructuras. (B) Distribucién de largos para los diferentes tipos de
repeticiones de acuerdo a su ubicacién en el arreglo repetitivo (C) Distribucién de deleciones a lo
largo de las posiciones candnicas 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) Distribucién de inserciones a
lo largo de las posiciones candnicas 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. Descripcién Energética de las ANKs

Las proteinas ANK son tipicamente descriptas como interactores proteicos, no habiendo
miembros de la familia en donde se haya reportado algin tipo de actividad enzimatica [Sedg-
wick and Smerdon, 1999]. Las proteinas 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 funcion.
En este sentido, los conflictos energéticos que puedan existir en la arquitectura de las ANKs,
podrian estar relacionados con su habilidad de reconocer e interactuar con otras proteinas.
Hemos usado la herramienta Frustratometer, desarrollada por nuestro grupo [Jenik et al., 2012]
para poder encontrar dénde en las estructuras, éstos conflictos energéticos estan localizados y

cuantificarlos a partir del célculo de los diferentes indices de frustracién local [Ferreiro et al.,
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2007b]. Segun la metodologia implementada en el Frustratometer (ver la secciéon de métodos
para mas detalles), las interacciones pueden clasificarse en 3 tipos: aquellas que estédn en con-
flicto con la estructura en que se encuentran, o altamente frustradas, aquellas que son neutras,
o aquellas que estan minimamente frustradas, es decir, que son favorables para mantener la
estructura de la que forman parte. Luego de calcular los patrones de frustracion 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
continuacion describiremos como se encuentra localizada y en que proporciones, la frustracion

en la arquitectura de las ANKs.

Conservacion de las secuencias y de los patrones de frustracién local

a lo largo de la estructura canodnica de las repeticiones ANKs.

Hemos mostrado anteriormente que existen diferencias acerca de la composicion, en térmi-
nos de estructura secundaria, a lo largo de los diferentes tipos de repeticiones. Por esta razon,
de la misma manera en que lo hicimos anteriormente, separamos el conjunto de repeticiones en
3 grupos, segun 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 multiples especificos
para cada tipo de repeticién. Una vez obtenidos los alineamientos, calculamos a partir de ellos
sus correspondientes HMM a partir de los cuales se calcularon ademas sus logos de secuencia.
Como era de esperarse, se pueden notar marcadas diferencias entre las senales de secuencia
para cada tipo de repeticién (Fig. 3.11A). Las repeticiones internas son las que son més sim-
ilares al modelo que representa a la familia en Pfam y dentro de los 3 modelos obtenidos, es
el tnico tipo de repeticién 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 posicién 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. Asi mismo, el
contenido de informacién de las secuencias (IC'Seq, ver métodos para su definicién) para el
perfil completo, es més alto en el caso de las repeticiones internas (o también podria decirse
que la entropia es méas 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 senales diferentes y poder estimar cual es la probabilidad de que los distintos
modelos de repeticiones ANK, sean homédlogos entre ellos. HHAlign calcula un puntaje y un
e-valor para los dos HMMs en los que se estd testeando la posible relacién de homologia
(Fig. 3.10). El e-valor més alto (1.3e-7, puntaje=96.71) se obtuvo cuando se compararon los
modelos N-terminal y el C-terminal lo cual estaria diciendo que estos dos modelos serian
los menos probables de ser homélogos. 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 sugeriria que los e-
valores mayores obtenidos al comparar los modelos de los terminales podrian ser producto de
su alta divergencia en secuencia que estaria enmascarando su relaciéon de homologia 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, podria atribuirse, en parte, a
la diferente exposicién 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 repeticién realizamos un
analisis de los mismos en cuanto a sus patrones energéticos evaluados a partir del calculo de
frustracion local de las repeticiones estructurales correspondientes a las secuencias de cada
modelo. El indice de frustracién al nivel de residuo unico (single level frustration index), fue
calculado para cada posicién candnica en cada repeticiéon ANK [Ferreiro et al., 2007b]. Tres
clases de residuos pueden definirse usando este indice: residuos minimamente frustrados, neu-
tros o altamente frustrados. Usando estas tres clasificaciones para el indice de frustracion,

calculamos el contenido de informacién basado en frustracién (FrustrationIC, ver métodos
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Figura 3.10: A) Anadlisis de homologia 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 homdlogos.
Notese que los valores de la diagonal son heterogéneos debido a que se muestran los puntajes crudos,
en donde la comparacion de un HMM contra si mismo devuelve un valor dependiente del HMM y
su contenido de informacién global. B) E-valores que calcula HHAlign dados los puntajes obtenidos
para las comparaciones de a pares entre los modelos.

para su definicién) para cada posicién candnica para cada tipo de repeticién (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 maximamente frustrado sea el estado mas infor-
mativo, lo cual es un indicador de que no hay posiciones que se encuentren sistematicamente
frustradas en la arquitectura ANK. Esto ultimo contrasta con anélisis hechos en nuestro grupo
para proteinas con actividad catalitica como las Lactamasas para las cuales observamos que
determinados residuos cataliticos se encuentran altamente frustrados en forma conservada
(Guzovsky y colaboradores, no publicado). Por el contrario, los residuos altamente frustrados
parecen ser especificos de las proteinas en donde se encuentran y podrian estar directamente
relacionados con su funcién. Otra observacion notable es que aquellas posiciones que son per-
mitidas para ser aleatorizadas mediante mutaciones, en las repeticiones internas de las Darpins
disenadas por Pliickthun [Binz et al., 2003], que actiian como interactores proteina-proteina es-
pecificos, 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 caracteristica, la posicién 4 (respecto de la fase definida anteriormente),
que para el modelo consenso de Peng (autor de otro tipo de Ankirinas disefiadas por consen-
so [Mosavi et al., 2002]), se corresponde con una K, ubicada en el S-hairpin, la posicién 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.
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Figura 3.11: Conservacién de la frustracién 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 informacién para la conser-
vacién del estado de frustracién de acuerdo al indice de frustracién de residuo tinico 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 correlacién positiva y significativa entre éstas dos
medidas para el caso de las repeticiones internas y C-terminales, siendo mayor el coeficiente
de correlacion para el primer caso. No se observé una correlacién significativa para el caso de
las repeticiones ubicadas en el extremo N-terminal (Fig. 3.12A). Esto podria significar, para
los casos en que la correlacion es significativa, mientras més conservado y similar al consen-
so es un aminoacido en una posicién canodnica, mayor es su contribucion para la diferencia
energética entre los estados plegado y desplegado de la estructura de la cual forma parte.
Esto establece una conexién directa entre la conservacion al nivel de la secuencia y la estabil-

idad estructural, que son medidas de formas independientes. Siguiendo esta logica, los valores

menores de FrustrationIC obtenidos para las repeticiones de los extremos, significaria 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 proteinas repetitivas, las regiones
terminales son las primeras en desplegarse. Se ha mostrado experimentalmente y computa-
cionalmente que para el supresor de tumores P16, la repeticién N-terminal es la primera en
desplegarse [Tang et al., 2003, Interlandi et al., 2006], que también es el caso para la proteina
D34 [Werbeck et al., 2008]. La proteina Notch por su parte, posee una repeticiéon N-terminal
que posee rasgos parciales de desorden intrinseco [Ehebauer et al., 2005]. La proteina Ganki-
rina, por ultimo, 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 regién N-terminal, la primera en desplegarse [Settanni et al., 2013]. Por otro
lado, la flexibilidad estructural de las repeticiones terminales de IkBa es crucial la funcion de
esta proteina. 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 repeticién son cruciales para regular la degradacién
mediada por proteosoma de [kBa [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-xB/ADN en el niicleo e inactivar su actividad transcripcional [Bergqvist et al., 2008]. Asi,
es comun observar que las repeticiones terminales son menos estables que las internas. Esto
puede tener un origen geométrico, ya que las repeticiones terminales tienen sélo una interfaz
con repeticiones adyacentes y se ha observado que la formacion de interfaces entre repeticiones
es uno de los factores mas estabilizantes en este tipo de moléculas. También se observa que
las repeticiones terminales estan enriquecidas en interacciones altamente frustradas lo cual
también puede ser un indicio de esta inestabilidad haya sido seleccionada evolutivamente por

su contribucion a la actividad biologica.
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Figura 3.12: A) Relacién entre el contenido de informacién para cada posicién candnica en las
repeticiones ANK medido a partir de la conservacion de la secuencia de aminodacidos y el contenido de
informacién medido segun la conservacion del estado de frustracién. Existe una asociacién positiva
entre las dos variables con p-valores significativos (>0.05) para el caso de las repeticiones internas y
las C-terminales. Esta asociacién no es significativa en el caso de las repeticiones N-terminales. B)
Indice de frustracién configuracional calculado para algunos miembros de la familia ANK (PDBs:
1n0r,A; 1n11,A; 2aja,A y 1bd8,A ). Las lineas verdes corresponden a aquellas interacciones que son
favorables para la mantencion de la estructura mientras que las rojas corresponden a las interacciones
que son desfavorables.

Conservacion de la frustraciéon local a lo largo de los mapas de con-

tacto candnicos en repeticiones ANK

En la seccion anterior, calculamos los patrones de frustracion local al nivel de los residuos
en las estructuras ANK. Asimismo, la frustracion local, puede medirse al nivel de contactos
entre residuos. Al analizar residuos unicos, se uso la repeticién de largo 33 para realizar los
analisis. En el caso de los mapas de contacto, la unidad analizada corresponde a pares de
repeticiones. La razén de usar los pares es para poder analizar tanto las interacciones que
ocurren dentro de cada repeticién, como asi también, las interacciones que ocurren en las
interfaces con los vecinos inmediatos. A los fines de analizar aquellos casos que sean com-
parables entre si, se usaron sélo 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, segiin los limites de distancias usados en

el Frustratometer (ver seccién métodos) para definir contactos entre residuos en proteinas.
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Una vez calculado el mapa de contacto de cada par, se analizé la frecuencia de observar un
contacto entre cada par posible de las 66 posiciones canénicas que los conforman (Fig. 3.13A,
matriz triangular inferior). Para cada interaccién candnica se calculd el valor de frustracion
configuracional. Posteriormente, una vez obtenida toda la distribuciéon de valores para esa
interaccién en particular, en todo el conjunto de datos, se calculd el FrustrationIC, de la
misma forma en que se calculé anteriormente para los residuos. Conjuntamente con el calculo
del FrustrationIC' para cada interaccién canodnica, también se registré en cada caso, cual
de los 3 estados (altamente frustrado, neutro o minimamente frustrado) fue el estado que
mas informacion aporta al valor total. El valor obtenido de FrustrationIC fue pesado por
su correspondiente valor de frecuencia relativa observado. Esta frecuencia indica cuan fre-
cuentemente existe una interacciéon canonica dada en los pares de repeticiones dentro del
conjunto de datos. Los valores obtenidos se dividieron segin cudl sea el estado de frustracion
mas informativo en cada interaccién y las distribuciones para los 3 casos fueron calculadas.
Los valores mas altos de FrustrationIC pesados por su frecuencia relativa, corresponden a
contactos candnicos donde el estado minimamente frustrado es el més conservado, mientras
que aquellos en los que el estado altamente frustrado es el méas informativo no presentan
valores de FrustrationIC pesado por su frecuencia relativa mayores que 0.5 (con un valor
maximo tedrico de logs(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 minimamente frustradas con altos valores de FrustrationIC pesado por su
frecuencia relativa estan localizadas, tomamos aquellas interacciones minimamente frustradas
con valores mayores que el valor mas alto correspondiente a la distribucién de las interac-
ciones neutras (Tabla 3.1). Estas interacciones conectan principalmente aquellos residuos que
estdn mas 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 asi también
para la estabilizaciéon de las interfaces entre repeticiones vecinas, constituyendo una red de
interacciones minimamente frustradas (Fig. 3.13C). Esta red estd compuesta por 15 inter-
acciones que son internas a cada repeticién y 8 interacciones entre repeticiones vecinas. El
motivo TPLH estd 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 mayoria de estas interacciones involucran residuos

hidrofébicos (Tabla 3.1).
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Figura 3.13: Conservacién de frustraciéon 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 mas informativo segin su contribucién al FrustrationIC. Rojo representa que el estado
mds informativo corresponde al altamente frustrado, gris es para el estado neutro y verde para el
caso en que el estado minimamente frustrado es el mas informativo. En la matriz triangular inferior
se muestra en escala de grises la abundancia relativa de un contacto entre cada par de posiciones
canénicas en el par de repeticiones. B) Conservacién de interacciones intra repeticién: Contactos
dentro de las repeticiones ANK con un valor de contenido de informacién mayor al valor méximo
dentro de las interacciones neutras. Residuos involucrados en esas interacciones conservadas se
marcan segun los siguientes colores: Amarillo: posicién 8; G. Azul: posiciones 11-14;TPLH. Naranja:
posiciones 15-16; AA. Rojo: posiciones 23-24; TV. C) Conservacién de contactos en las interfaces
entre pares de repeticiones

Frustracion local: El balance entre la estabilidad y la funcion

Los estados nativos de la mayoria de las proteinas son marginalmente estables, estando
separados del estado desplegado por no més de 5-15 kcal mol~! [Dill, 1990]. A pesar de tener
paisajes energéticos que han sido moldeados por la evolucién para satisfacer el principio de
minima frustracién, algunos conflictos energéticos son mantenidos en los ensambles nativos en
donde se supone, son importantes para la funcién de estas moléculas [Ferreiro et al., 2007b, Fer-
reiro et al., 2011, Ferreiro et al., 2014]. Hemos calculado el indice de frustracién configuracional

para todo el conjunto de datos no redundante y se analizaron las distribuciones del mismo
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Figura 3.14: Distribucién de frustracién en las repeticiones ANK: (A) Indice de frustracién 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 indice de frustracién mencionado respecto de las repeticiones terminales. (B)
Funcién de distribucién de pares g(r) calculada para aquellos residuos incluidos entre la primera
y la dltima repeticién detectadas a partir de las estructuras. (C) Funcién de distribucién de pares
g(r) calculada a partir de tomar sélo las repeticiones internas. (D) Funcién de distribucién de pares
g(r) calculada sobre los residuos que estdn en contacto con proteinas co-cristalizadas en complejos.
(E) Funcién de distribucién de pares g(r) calculada sobre los residuos que pertenecen a inserciones
presentes en las repeticiones ANK. (F) Funcién de distribucién 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 indice de frustracién se compone de dos términos, uno correspondiente a los contac-
tos y otro a la interaccién de los residuos con el solvente, siendo el ultimo el que contribuye en
mayor medida a las diferencias observadas. La funcién distribucién de pares (pair distribution
function o g(r)) se usé para calcular la ocurrencia de clusters de contactos de los diferentes
niveles de frustracién en las estructuras de ANKs. Cuando se analiza la funcién 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 anélisis 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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estd 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 exposicion, todavia hay varios conflictos energéticos en estas regiones respecto
de la interaccion de los residuos con el solvente que quedan sin ser resueltos. Tal vez estos

conflictos fueron mantenidos evolutivamente para contribuir a la funcién biolégica.

Sin embargo, las repeticiones terminales no son la tnica regién de los arreglos repetitivos
de ANKs que estan enriquecidos en interacciones altamente frustradas, los sitios de unién a
otras proteinas (Fig. 3.14D) (anotadas de acuerdo a los contactos entre cadenas, presentes en
los co-cristales de ANKSs con otras proteinas) como asi también los residuos anotados como
parte de inserciones (Fig. 3.14E), se encuentran enriquecidos en este tipo de interacciones.
Por 1ltimo, y no del todo esperable, también pudimos observar que los residuos que rodean
aquellos lugares en donde se anotaron las posiciones candnicas deletadas en las repeticiones,

también se encuentran enriquecidas en interacciones altamente frustradas (Fig. 3.14F).

3.6. Interacciones Proteina-Proteina en los arreglos repet-

itivos de ANKs

Para poder analizar cémo las ANKs interactiian 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 homoligémeros y heteroligémeros (basados en
la asignacién 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 si, en caso de existir, la misma esta en
complejo con un compainero diferente. Bajo estas condiciones, un total de 34 complejos son

incluidos en el conjunto no redundante y usados para los posteriores andlisis (Tabla 3.3).

Podemos observar que las proteinas 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 canénicas dentro de las repeticiones, 15 % (sd=0.19 %) corresponden
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a inserciones ya sea dentro o entre las repeticiones y sélo un 5% pueden ser mapeadas a
regiones no repetitivas.

En la literatura se describe generalmente que los S-hairpins constituyen la principal regién
de las ANKs que median las interacciones con otras proteinas [Sedgwick and Smerdon, 1999].
En la Fig. 3.15 se muestra la distribuciéon de densidad de contactos en los marcos candnicos
de las repeticiones N-terminales, internas y C-terminales. Cuando se mapean las interacciones
cristalograficas a los residuos canodnicos de las repeticiones internas se observa un relativo

enriquecimiento en los S-hairpins, como se describe en la bibliografia [Mosavi et al., 2002].
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Figura 3.15: Perfiles de contactos de interaccién proteina—proteina: Calculamos las abundancias
relativas de contactos entre proteinas que afectan a cada posicién candnica en los diferentes tipos de
repeticiones A) Repeticiones N-terminales B) Repeticiones Internas C) Repeticiones C-terminales.

Sin embargo, la regién inter hélices también se muestra altamente involucrada en la interac-
cion proteina-proteina. En algin nivel, especifica o inespecificamente, todo el marco canénico
de las repeticiones ANK, se ve involucrado en la interaccion proteina-proteina. Para el caso
de las repeticiones terminales se observa una distribuciéon de contactos mas homogénea. FEn
el caso de la repeticiéon N-terminal se observa una mayor densidad de contactos en su mitad
N-terminal (residuos 1-21 que incluye la regién de loop inicial y la primer hélice). En la repeti-
ciéon 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 ANKSs para unir otras proteinas se refleja en las difer-
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entes formas que estas proteinas pueden interactuar con sus ligandos (Fig. 3.16A-D). Ademés
de la falta de un motivo estructural conservado en la estructura canénica de las repeticiones
para interactuar con sus ligandos, estas moléculas usualmente involucran regiones no repet-
itivas en la interaccién 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 interactia con NF-xB. Una proteina relacionada, [kBa,
también contiene una regién de loop que es usada para unir el heterodimero P50/P56 de
NF-kB, el cual se encuentra desordenado sin una estructura definida hasta que se produce el
proceso de reconocimiento y unién. En el caso de IkBfS todas las repeticiones se encuentran
involucradas en la interaccion con la otra molécula. En otras ANKs como MYPT1 o en el caso
de la proteina YAR1 que une la proteina 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 mas interesantes es el del homodimero de Tankyrasa 1 (PdbID=3utm)
(Fig. 3.16D). Esta molécula es capaz de formar un homodimero donde los monémeros 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 unién a otras proteina. Para ir un
paso méas adelante en esto, comparamos el indice de frustracién configuracional calculado tan-
to en el estado aislado de los monémeros ANK como en el estado en complejo (Fig. 3.16E).
Las distribuciones de frustracion para ambos estados son similares, compatible con paisajes
energéticos minimamente frustrados. Pero, aunque las distribuciones sean indistinguibles de
forma global, la frustracion local al analizar los contactos individuales muestran cambios en
muchos casos. Comparamos el cambio de frustracion para aquellos contactos que se encuentran
involucrados en las interfaces de interaccién con sus ligandos en los co-cristales disponibles.
Observamos que si consideramos aquellos contactos con cambios de frustracién mayores en
valor absoluto que 0.3 (es decir todo aquello que se encuentra fuera de la tendencia observada
alrededor de cero), la mayoria de ellos, 60 %, cambian hacia valores menores de frustracién

concentrandose en diferencias de alrededor de ~1.5 unidades de frustracion. Este cambio es
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contribuido mayormente por el cambio de accesibilidad al solvente asociado al proceso de
unién que es capturado por el termino de burial de la funcién de energia AMW, usada para
calcular el indice de frustracién. El 40 % restante de los contactos que varfan considerable-
mente, cambian en la direccién opuesta. Observamos que mientras gran parte de la frustracion
presente en los estados aislados es liberada en el estado en complejo, algunas interacciones al-
tamente frustradas nuevas aparecen como producto de la formaciéon de la interfaz. Es tentador
especular que esta nueva frustracion que aparece como consecuencia del proceso de oligomer-
izacion tiene consecuencias funcionales para transiciones conformacionales posteriores una vez
que los complejos se encuentran ensamblados y no significa sélo un limite para la evolucion

en la minimizacion de la frustracién total presente en el paisaje energético.
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Figura 3.16: Complejos cuaternarios que involucran ANKSs se muestran con la molécula ANK
en color naranja y el resto en amarillo. Los residuos de la estructura ANK que estan 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 IxBb/NF-
kB p65x2 (PdbID=1k3z) C) YAR1 uniendo 40S ribosomal protein S3 (PdbID=4bsz) D) Tankyrase-
1, (PdbID=3utm). E) Cambio en el indice de frustracién configuracional entre el estado aislado y
en complejo de las estructuras de proteinas ANK. En eje x muestra el valor de frustracién config-
uracional para el estado monomérico mientras que el eje y muestra la diferencia de dicho indice
entre el estado en complejo y el monomérico. Un valor positivo significa que el valor de frustracién
disminuyo en el estado en complejo respecto del monomérico y viceversa.
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3.7. Mejores modelos de secuencia

La deteccion 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 més alla de cierto punto re-
specto de la secuencia consenso del alineamiento de secuencias, es comun 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 inclusion 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 histéricamente 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 proteinas
repetitivas contienen usualmente muchas instancias no anotadas debido a la gran divergencia
en secuencia que caracteriza a estas moléculas. Nuestro objetivo en esta seccién es mostrar
como nuestros HMMs derivados a partir de la deteccion estructural de las repeticiones ANK
(modelo C-terminal, interno y N-terminal) son ttiles para mejorar la deteccién de las repeti-
ciones al nivel de secuencia. Utilizamos el médulo hmmsearch de HMMER para buscar instan-
cias correspondientes a los diferentes HMMSs sobre las secuencias correspondientes a nuestro
conjunto no redundante de ANKs que poseen estructuras. Para las busquedas se usaron los
HMMs de la siguiente manera a) EIHMM de Pfam de forma individual b) El HMM estruc-
tural general derivado del alineamiento de todas las repeticiones detectadas con el método de
teselado ¢) Los HMMs correspondientes a las repeticiones N-terminal, Internos y C-Terminal
usados de forma individual con una posterior combinacion de sus detecciones. Para cada caso
comparamos la deteccion realizada con los diferentes HMMs con la deteccion hecha a partir
del teselado cruzado usando la repeticién interna de 4ANKSs, como se describié anteriormente.

Para cada busqueda usando hmmsearch y los HMMs correspondientes calculamos el coeficiente
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de correlacion de Matthews (Mathews Correlation Coefficient, MCC) para evaluar la calidad de
TP+*TN —FPxFN

V(TP + FP)(TP+ FN)(TN + FP)(TN + FN)’

pudiendo tomar valores entre -1 y 1. TP hace referencia a los verdaderos positivos, detecciones

las detecciones cuya férmula es: MCC' =

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 proteinas 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 tultimo FN hace referencia a los falsos negativos y son aquellas repeticiones no
detectadas como verdaderas pero que si lo son. Nuestra evaluacion 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 repeticién estructural se
consideran los verdaderos casos positivos. Al realizar detecciones con hmmsearch, se obtienen
los limites 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 deteccién 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 especificos para cada tipo de repeti-
cién observamos que el correspondiente a la repeticién 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 HMMSs especificos para
las repeticiones terminales para evaluar detecciones sobre todas las repeticiones. Si en cambio
combinamos las detecciones individuales de los HMMSs especificos por repeticion observamos
que la deteccion total de residuos detectados como pertenecientes a repeticiones totales es
mejor que las predicciones de los demas HMMs (MCC=0.605). Es verdad que estamos usando
los modelos derivados de las detecciones estructurales para realizar la deteccion 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 representacién 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 division del conjunto de
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datos para construccién de los modelos y evaluacion de forma independiente. Debido a que el
objetivo de esta tesis no se encuentra centrado en la deteccion de repeticiones en secuencia,
consideramos la evaluacién sistematica 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 bibliografia disponible se
reporta que las ANKs poseen en general 5-6 repeticiones con un maximo de 60 repeticiones
y un minimo de 2. Sin embargo, no existen proteinas disponibles con més de 12 repeticiones
cuya estructura sea conocida. Axton y sus colaboradores reportaron tiempo atras [Axton
et al., 1994] que una proteina llamada Plutonium perteneciente a Drosophila, era una ANK
inusual que posefa Unicamente 2 repeticiones. Si se utiliza hmmsearch para hacer una de-
teccién de repeticiones ANK sobre la secuencia de Plutonium usando el HMM de Pfam, en
efecto solo se encuentran 2 repeticiones, lo cual es ademas consistente con las anotaciones
presentes en Uniprot para dicha proteina (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 homologia para la proteina 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 candnica de repeticiones ANK. Nuestra
intencién con este andlisis es mostrar que los métodos tradicionales basados en secuencia para
la deteccién de repeticiones presentan grandes problemas, no sélo por sus limitaciones técnicas
sino ademas histéricas debido a la materia prima a partir de la cual se generaron los modelos
estadisticos que representan a las repeticiones. Dados nuestros analisis creemos que lo mas
logico es que la proteina Plutonium tiene mas de 2 repeticiones dado a que una estructura
de menos de 3 repeticiones no ha sido observada y se estima que no serfa estable [Mosavi
et al., 2002] y es en realidad un problema de mala deteccién con los métodos tradicionales
que ha sido reportada como poseedora de solo 2 repeticiones. Creemos que la metodologia

desarrollada por nosotros en este trabajo de tesis puede ser muy ttil de manera general para
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derivar mejores HMMs para las diferentes familias repetitivas y asi mejorar las detecciones

basadas en secuencias.

Figura 3.17: Modelo por homologia de la proteina Plutonium de Drosophila melanogaster. En
amarillo y naranja se muestran las regiones detectadas usando el HMM de Pfam. En rojo se muestran
ademads las regiones detectadas de forma adicional por el HMM estructural general. La quinta
repeticion no es detectada por ninguno de los modelos

3.8. Conclusiones del capitulo

Para poder caracterizar a los miembros de una familia repetitiva como la familia ANK|
es necesario ser capaces de generar una deteccion y anotacion 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 capitulo aplicamos el método de teselado [Parra et al., 2013]
que desarrollamos y explicamos en el capitulo anterior para analizar las periodicidades en las
proteinas ANK y encontrar sus repeticiones estructurales. Hemos combinado el método de
teselado, que evaltia de forma exhaustiva que tan buenos son los fragmentos de una proteina

para cubrir la estructura total mediante copias de si mismos, con la funciéon 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 deteccién estructural de las repeticiones nos
permitio detectar instancias que eran detectadas de forma incompleta usando métodos basa-
dos en secuencia, como asi también otros métodos basados en estructura. De estos tltimos
AnkPred [Chakrabarty and Parekh, 2014] falla en detectar por ejemplo la sexta repeticion
de IkB-a (PdbID: 1ikn,D) o las repeticiones internas de la proteina 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 IkB-a y casi todas las repeticiones presentes en la
proteina K1 pero no es posible fijar en el programa que fase deseamos para dicha deteccion
y en cambio cada proteina tiene una fase dependiente de su propia estructura. Esta incapaci-
dad para definir una fase determinada en la deteccién constituye un obstaculo 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. Aun mas, estos perfiles pueden ser usados, en combinacién con los ya
existentes para mejorar la anotacion y deteccién de las repeticiones al nivel de sus secuencias
mejorando la cobertura de las mismas en bases de datos como Pfam y Uniprot. Ademas 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 proteinas
repetitivas hasta el momento.

Hemos mostrado que la poblacion 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 composicién de elementos de estructura secundaria.
Las repeticiones internas son las que muestran los mayores niveles de conservacion tanto a
nivel de secuencias como de la energia estructural mientras que las repeticiones en los ex-

tremos N-terminales son las menos conservadas en esos aspectos. Si la conservacion en el nivel
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de secuencias es comparada con la conservacion de los patrones de frustracion local al nivel
estructural, observamos que existe una correlacion positiva y lineal entre ellas para las repeti-
ciones internas y aquellas situadas en el extremo C-terminal mientras que dicha correlacién no
ocurre para aquellas localizadas en el extremo N-terminal. Esta correlacién sugiere que mien-
tras mas similares a la secuencia consenso son las secuencias de las repeticiones esta serd mas
plegable. Las mutaciones consenso han mostrado ser utiles para estabilizar proteinas [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 canénico de las estruc-
turas de pares de repeticiones son las mas 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 minimamente frustradas (Tabla 3.2).
La mayoria de estas interacciones se establecen entre residuos hidrofébicos. Interacciones no
hidrofébicas incluyen el motivo TPLH en interaccion con el S-hairpin de su misma repeticion
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-

lizacin 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
repeticion individual, la cual es compatible para interaccionar con copias de si misma. Esto se
evidencia en el éxito del diseno 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 proteinas repetitivas estd altamente influenciada por las estabilidades
intrinsecas de las diferentes repeticiones y sus interfaces. Ha sido mostrado computacional-
mente que estas proteinas poseen un fino balance entre las energias de interaccién intra e inter
repeticiones que les permite desplegarse parcialmente bajo condiciones fisioldgicas, lo cual
serfa un requerimiento para su funcién bioldgica [Ferreiro et al., 2005, Ferreiro et al., 2008].
Hemos mapeado las interacciones entre residuos canénicos que se encuentran mas 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 ayudaria a desentranar los determinantes
de los comportamientos diferenciales en cuanto al plegado de diferentes proteinas ANK, que
a pesar de tener el mismo numero de repeticiones y ser muy similares al nivel estructural,
poseen propiedades dindmicas sustancialmente diferentes.

Las repeticiones ANK pueden soportar una gran cantidad de modificaciones (inserciones o
deleciones) en su marco canénico de 33 residuos de largo. Nuestros andlisis sobre la energética
de las interacciones que se encuentran proximas 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-
teraccion con ligandos. Hemos visto ademas que los sitios de unién, identificados a partir de
co-cristales muestran también un enriquecimiento en interacciones altamente frustradas, la
cual es compensada al analizar los patrones de frustracion de los complejos.

Las ANKSs se encuentran adaptadas para llevar a cabo su principal funcién que es unir
otras proteinas. 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 dinami-
cas diferenciales a distintas regiones de los arreglos repetitivos. La presencia de interacciones
altamente frustradas en los sitios de union, inserciones y deleciones muestra que en muchos
casos, la evolucion parece haber mantenido estos conflictos energéticos que desestabilizan
las estructuras pertenecientes a estas moléculas. Esto seria critico para guiar el proceso de
reconocimiento de los interactores liberando dicha frustracion al establecer interacciones fa-
vorables una vez formado el complejo. Es notable que la distribucion total de los valores de
frustracion local de las proteinas aisladas o en complejo, no muestran diferencias evidentes.
Eso sugiere que si bien hay una proporcién de interacciones que estaban altamente frustradas
que se ven minimizadas, otras interacciones en diferentes partes de la molécula aumentan sus
niveles de frustraciéon 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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troduccién de perturbaciones estructurales en residuos claves dentro de la estructura canénica
de las repeticiones, manteniendo otras invariantes. Esta calibracion al nivel de la secuencia
no so6lo modifica la estructura global y modula la afinidad y especificidad para reconocer los
ligandos, sino que también codifica complejos comportamientos dindmicos como la presencia
de multiples 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 216b,A 106 Ninguno
3 Q5ZXNG6 4bet, A 480 Legionella pneumophila
4 DARPIN_H10.2_G3 2jab,A 124 Ninguno
4 DARPIN_1D5 2v4h,C 125 Ninguno
4 DARPIN_3H10 2v5Hq,C 130 Ninguno
4 DARPIN_4ANK InOr,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 lycs,B 193 Homo sapiens
4 Q99728 3chr,A 122 Homo sapiens
4 022265 3deo,A 183 Arabidopsis thaliana
4 Q7SIG6 1dcq,A 276 Mus musculus
4 Q01705 lymp,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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P46683 4bsz,B 150 Saccharomyces cerevisiae
DARPIN_E3_5 1mj0,A 156 Ninguno
DARPIN_OFF7 1svx,A 157 Ninguno
DARPIN_E3_19 2bkg,A 155 Ninguno

DARPIN_AR_3A 2bkk,B 156 Ninguno
DARPIN_AR_F8 2p2c,P 158 Ninguno
DARPIN_NI3C 2qyj,A 154 Ninguno
DARPIN_NI3C_Mutb 2xee, A 157 Ninguno

Q60773 lap7,A 168 Mus musculus

P42773 1bu9,A 168 Homo sapiens

P09959 1sw6,A 301 Saccharomyces cerevisiae

Q00420 lawc,B 153 Mus musculus

Q978J0 2rfm, A 183 Thermoplasma volcanium

Q92882 3ehq,A 182 Homo sapiens

Q13418 2kbx,A 171 Homo sapiens

QIH2K?2 3twa,A 164 Homo sapiens

Q9HIE1 3s08,A 162 Homo sapiens

014593 3uxg,A 163 Homo sapiens

DARPIN_OR266 4gmr, A 167 Ninguno
DARPIN_OR264 4gpm,A 157 Ninguno

Q637ZY3 4hbd, A 245 Homo sapiens

P25963 likn,D 221 Homo sapiens

Q60778 1k3z,D 258 Mus musculus

P07207 1ot8,A 238 Drosophila melanogaster

P46531 2he0,A 243 Homo sapiens

035433 2pnn, A 248 Rattus norvegicus

QIDFS3 3jxi,A 253 Gallus gallus

QIWUD2 2etc,A 252 Rattus norvegicus
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6 Q9Y551 237, A 248 Homo sapiens

6 QITWD2 2rfa, A 222 Mus musculus

6 QI9HBAO 4dx1,A 250 Homo sapiens

6 Q83808 3hra,A 199 Enterococcus faecalis
6 QI6GNW4 4h93,B 231 Homo sapiens

7 P50086 1wg0,A 243 Saccharomyces cerevisiae
7 P20749 1kla,A 228 Homo sapiens

7 075832 1trd, A 226 Homo sapiens

7 Q972X2 2dvw,A 229 Mus musculus

7 P14585 2fol,.E 365 Caenorhabditis elegans
7 QI9HI9B1 3b7h,A 234 Homo sapiens

7 Q8IUH5 3eu9, A 232 Homo sapiens

7 Q90623 1s70,B 291 Gallus gallus

7 QI6DX5 3d9h,A 235 Homo sapiens

7 Q6IV60 3kea,B 282 Vaccinia virus

7 E9ADWS 3ljn,A 304 Leishmania major

7 Q5HZSVO0 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 Inll,A 408 Homo sapiens
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Tabla 3.3: Conjunto de datos no redundante de complejos ANK

PdbID | Estado Oligomérico | Composicion Oligomérica
1BLX 2 heteroligémero

1SW6 2 homoligémero

1YCS 2 heteroligémero
2DVW 2 heteroligémero




1S70 heteroligémero
3IXE heteroligémero
3KEA homoligémero
1BI7 heteroligémero
3AAA heteroligbmero
3AJI heteroligémero
3TWQ homoligémero
3UXG heteroligémero
2DZ0 heteroligémero
2HEO homoligémero
1INOQ homoligémero
1SVX heteroligémero
2BKK heteroligémero
2V5hQ heteroligémero
4BET homoligémero
1IKN heteroligbmero
1G3N heteroligémero
1K37Z heteroligémero
3EU9 homoligémero
3UTM heteroligémero
2KXP heteroligémero
37ZKJ heteroligémero
2FO1 heteroligbmero
1BI8 heteroligémero
1AWC heteroligémero
2V4H heteroligémero
3HGO heteroligémero
2P2C heteroligémero
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4BS7Z

heteroligémero




Tabla 3.2: Red de contactos conservados y minimamente frustrados en las repeticiones ANK

Intra repeticion

Posicién i

Posicién j

Aminoéacido i

Aminoacido 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 \Y
12 24 L \Y
12 27 L L
15 27 A L
15 32 A A
16 24 A \Y%
23 27 \% L
24 27 \% L

Entre repeticiones

Repeticion i

Repeticion j

Aminoacido i

Aminoacido j

12 1 L \Y
12 27 L L
13 10 H T
16 23 A \Y
19 19 G G
24 23 \Y \Y
27 15 L A
28 27 L L
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Capitulo 4

Explorando el paisaje energético de las

proteinas ANK

4.1. Introduccion

Hasta aqui hemos presentado métodos y estrategias para el andlisis de periodicidades y
repeticiones [Parra et al., 2013] de los miembros de la familia de proteinas con repeticiones
de Ankirina (ANKSs) 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 proteinas ANK para las cuales se conocen sus estructuras de forma
que pudimos realizar analisis comparativos sobre las mismas. Encontramos que las proteinas
ANK estan 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 funcién unir a otras proteinas sin que se conozca un mecanismo de reconocimiento
conservado, lo cual es entendible dada la gran diversidad de moléculas con las que interactian.
Observamos que dada la estructura candnica de las repeticiones ANKs, todo aquello que se
desvia de dicha canonicidad, se encuentra enriquecido en interacciones altamente frustradas,
es decir, grupos de aminoécidos que se encuentran en conflicto con la estructura en la que estan
incluidos. Esta frustracion local, se intuye como imprescindible para la funcion bioldgica de las
ANKs debido a que seria fundamental para la excursion conformacional de estas moléculas

dentro del ensamble de conférmeros que hacen a la funciéon de las mismas, lo cual incluye
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aquellas que son compatibles con la interaccion con los ligandos apropiados.

En este capitulo presentaremos los resultados de aplicar métodos de simulaciéon de dinamica
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 evalian la
dindamica de una estructura proteica, basados en su topologia, sin tener en cuenta su secuencia.
Las simulaciones se realizaron usando la plataforma AWSEM-MD [Davtyan et al., 2012].
Aplicaremos diferentes tipos de andlisis sobre las dindmicas corridas con modelos Go para
extraer conclusiones acerca de los paisajes energéticos de varias proteinas ANK.

Para facilitar la notacion 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. Topologia proteica y plegado

Como se ha comentado anteriormente, actualmente se entiende el plegado de proteinas
bajo la teoria de paisajes energéticos en que una proteina 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 proteinas naturales cumplen con el principio
de “minima frustracion“. La morfologia general del paisaje energético se asemeja a la de un
embudo sobre la superficie del cual existen rugosidades debido a la frustracién energética
causada por conflictos entre los residuos que componen la cadena polipeptidica. Para poder
plegarse en tiempo acotados y de forma robusta, la diferencia de energia 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 tnico 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 seria completamente liso. Tanto
estudios tedricos [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 proteina tiene un rol importante en la determinacion de la plegabilidad de
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la misma. De esta forma algunos motivos de plegado particulares podrian ser mas disenables
que otros. El concepto de frustracién topoldgica fue introducido para hacer referencia a la
rugosidad del paisaje energético que es independiente de la frustracién energética y depende
sélo de la arquitectura de la proteina [Shea et al., 1999]. A pesar de que el nivel de frustracién
topoldgica puede ser modificado usando algunas estrategias [Plotkin and Onuchic, 2000], no
puede eliminarse completamente reflejando que existe una dificultad intrinseca inherente a la
plegabilidad de una estructura en particular. Ademas de seleccionar secuencias que poseen un
bajo nivel de frustracion energética, la evolucién parece haber seleccionado aquellos motivos
estructurales que minimizan la frustracion topoldgica durante el proceso de plegado, filtrando
aquellos motivos que serfan muy dificiles de plegar [Betancourt and Onuchic, 1995, Wolynes,
1996].

Existen modelos para simular el plegado de una proteina en ausencia de frustracion en-
ergética de forma de evaluar solamente el efecto de la topologia en la dindamica 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 transiciéon [Clementi et al., 2000], intermediarios de plegado [Shoe-
maker and Wolynes, 1999], mecanismos de dimerizacion [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 frustracion energética siendo la informacion topoldgica de la
estructura la unica 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 tipico modelo libre de frustracion 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 interaccién energética entre mas de dos residuos [Eastwood and Wolynes,
2001]. Este modelo ademas es del tipo grano grueso (coarse-grained) ya que a diferencia de
los modelos del tipo all-atoms, en que todos los atomos pesados son explicitamente modela-

dos, aqui la unidad de simulacién fundamental es el aminoacido, como una particula esférica,
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centrada en el carbono «. Hemos simulado el proceso de plegado de diferentes ANKs tanto
diseniadas como naturales y con diferentes niimeros de repeticiones y describiremos como el
nimero de repeticiones en los arreglos repetitivos, las asimetrias en las estructuras de los
mismos y las perturbaciones estructurales introducidas por inserciones y deleciones afectan
los mecanismos de plegado de estas proteinas. Hemos analizado un total de 11 proteinas con
diferentes largos de arreglos repetitivos, desde un minimo de 3 repeticiones y hasta un maximo

de 6. La estructuras de las proteinas analizadas pueden observarse en la Fig. 4.1.

3ANK (anq A) NI1C | Mut4 (zxen A)
B ‘ té
4ANK (1nOr,A) » © P16INK4 (1a5e,A) AN E3_5 (1mjo, A) GABPBl (lawc B)

2388 by ??g’%% Be09
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S 285

Figura 4.1: Estructuras representadas en forma de caricaturas de las proteinas analizadas en este
capitulo. Se observan los nombres comunes usados para las mismas y en paréntesis los codigos 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 disenadas por diferentes grupos de
investigacion, siguiendo diferentes estrategias. Por un lado estudiamos la dinamica 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 NI; C_Mut4 (2xen,A) una proteina disenada
siguiendo la metodologia para generar DARPins del grupo de Pliickthun, que consiste en una
repeticién 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 dindmica molecular del tipo grano grueso se hizo una explo-
racién del paisaje energético de estas proteinas usando como coordenada global de reaccion
el parametro Qw, el cual ha sido descripto como éptimo 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 NI; C_Mut4.
Es importante aclarar que las temperaturas expresadas aqui no se corresponden con temper-
aturas reales, ya que el solvente no es modelado de forma explicita y parametros como el peso
del sesgo de Umbrella Sampling o la magnitud del pardmetro de no aditividad, modifican los
valores de temperatura a los cuales se realizan las simulaciones. A partir de los resultados de
las trayectorias de dinamica molecular obtenidas se calcularon los perfiles de energia libre de
las proteinas en funcion de la coordenada Qw. Los detalles y protocolos de las simulaciones
efectuadas se encuentran detallados en la secciéon de Métodos.

Al observar los valores de energia libre, medida en Kcal/mol, en funcién 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
estan 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 NI; C_Mut4. En muchos casos es 1til usar una segunda coordenada de
reaccién para separar aquellas conformaciones que pudieran tener valores semejantes de Qw,
pero difieran en otros aspectos. Para ello, hemos elegido graficar los valores de energia libre
tanto en funcién de Qw como del radio de giro (Rg) de las estructuras. En el caso de NI;C_Mut4
(Fig. 4.2D) al usar Rg como segunda coordenada de reaccion, la regién correspondiente al
estado plegado es més amplia que en el caso de 4ANK (Fig. 4.2C) en donde existe presencia de
conformaciones de energia relativamente similares a la del estado nativo en donde la repeticion
C-terminal, se encuentra desplegada. Si bien en 4ANK no se observa un estado expandido tan
estable como en el caso de NI;C_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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estructuracion, respecto de la estructura cristalogréafica usada como entrada. Se discutird mas

en profundidad este punto en los analisis subsiguientes.
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Figura 4.2: Curvas de Energfa libre en funcién de Qw para A) 4ANK (1n0q,A) y B)
NI; C_Mut4(2xen,A). Perfiles de energia libre en 3 dimensiones en funcién de Qw y Rg para C)
4ANK y D) NI;C_Mut4,A. Las regiones correspondientes con el estado plegado y desplegado se
marcan en los gréficos con las letras F y U respectivamente

Para evaluar en detalle el mecanismo de plegado agrupamos todas las estructuras explo-
radas en pequenos intervalos de Qw. Dada una estructura que posee un valor de Qw especifico
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 NI;C_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 regién terminal de R3 en

120



NI;C_Mut4 se pliegan en forma més tardia respecto de la region analoga en 3ANK. Si bien
R1 comienza a plegarse en forma temprana se observa un evento de retroceso (formacién de
estructura nativa en etapas tempranas del plegado que luego se rompen para volverse a formar
en etapas mas tardias) entre valores de Qw de 0.5 y 0.6. Algo andlogo sucede en NI;C_Mut4

aunque menos acentuado.
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Figura 4.3: Mecanismos de plegado: En el eje x se observan las posiciones correspondientes a los
diferentes residuos de las proteinas. En el eje y se observa la coordenada Qw global. El color indica
el promedio del valor de Qw local para un residuo especifico en todo el conjunto de estructuras
de un determinado valor global de Qw. Las lineas de puntos marcan los limites entre repeticiones
adyacentes.

Como ya hemos mencionado anteriormente, las repeticiones podrian 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 ademas el gréfico en la regién correspondiente
al valor de Qw en donde ocurre el estado de transicién (TSE, Qw~0.3 en ambos casos),
podemos ver que la nucleacion del plegado incluye una parte mayoritaria de la repeticion
central y cerca de la mitad de la repeticiéon N-terminal. Ya anteriormente se ha descripto que
en la familia ANK, la nucleaciéon de plegado corresponde con mas de una repeticién y menos
de dos [Ferreiro et al., 2005].

Si consideramos cada foldén, como un micro-estado que corresponde a un minimo 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 proteinas a partir de
simulaciones de plegado [Schafer et al., 2012] y lo aplicaron sobre 4ANK. Como bien ellos

discutieron en el articulo, definir cuales son los foldones en estructuras de proteinas 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 proteina. El modelo
cinético desarrollado por Schafer usa la definicién de foldén como una regién contigua de
estructura primaria que se puede plegar de forma independiente. Esta visién es compatible
con la definicién acufiada por Panchenko y Wolynes [Panchenko et al., 1996], que requiere
que la regién correspondiente al foldén 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 definicién de los foldones y que cada uno de ellos puede estar en un (micro)estado
plegado (1) o desplegado (0). Una proteina que posee N; foldones tiene un total de 2%/ macro
estados posibles. Asi, 4ANK posee un total de 2* = 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 ultimos dos plegados), etc. Nétese, que durante la
dindamica no necesariamente todos los macro estados posibles son explorados. La definicién
del estado plegado/desplegado de cada foldén se hace mediante la evaluacién del valor Qw
correspondiente a dicha region 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 energia
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 demas 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 interconversion entre estos iltimos. El modelo de Schafer postula que dos
macroestados estan conectados si para convertir uno en otro se necesita una inica conversion
de un foldén en estado 1 a 0, o viceversa. Detalles de como se calcula la interconversién entre
macroestados se proveen en la seccion de Métodos. En la Fig. 4.4A se muestran los resultados

de aplicar el modelo cinético discreto de Schafer sobre 4ANK.

Se mencionaran a partir de acé los macroestados como combinaciones de 0 y 1, haciendo

referencia al estado plegado y desplegado de las repeticiones de acuerdo a su posicion en el

122



A) A
100
E (13.51)[ — Iwﬂ?}:vy
; oo < N
(101 1) Y
2 Ve | 3ANK
- ‘ o N\
o : AN
o / [ 010 (3.74) .
c / (2.78) N i 11
w ' ! ol | (2.06)
000 (1.16)
(0.00)
-
P -
Numero de Foldones Plegados
B) A
001 | [0
- | (93D)] — laom
g 100 <L ‘
o) (8.90)
5 A e NN . NI1C_4Mut
o [To1n ]
ULJ e (0.13) \;
UCJ ()(H'J. 1 010 / ) 111
(0.21) (0.00) 110 g— (0.2)
[ (0.03) |
:

Numero de Foldones Plegados
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Se dibuja una linea entre cada par de macroestados conectados cuyo espesor es proporcional al flujo
de transicién entre los mismos.

arreglo. Se puede observar que el macroestado més estable es 000, es decir el que posee todas
las repeticiones desplegadas. Luego de dicho estado, el mas estable es el que posee la repeticion
N-terminal desplegada (011) al que se llega transicionando primero por 010. En cuanto a los
valores de energia libre relativos, es interesante observar que de aquellos macroestados en
donde existe un foldén desplegado, el mas estable es aquel en donde la repeticion N-terminal
se encuentra desplegada, respecto del caso en que la repeticion C-terminal lo esta. Esto no es
aparente en los andlisis 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 andlisis anterior,
el Qw se calcula por residuo dado un valor global de Qw, en este andlisis el valor de Qw se
calcula por foldén. Puede ocurrir que mientras ciertos residuos se encuentran formando una

alta proporcion de interacciones nativas en una repeticion a nivel global de la misma como en
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el caso de la repeticién N-terminal (Fig. 4.3A), esta no se considere plegada y por ello el estado
011 es mas estable que el 110 (Fig. 4.4B). El caso en que la repeticién interna se encuentra
desplegada tinicamente es un macroestado muy desfavorable. En la Fig. 4.4B podemos observar
los resultados del mismo anélisis sobre NI; C_Mut4. En este caso el macroestado mas estable
es 010 seguido por 110.

Con estos andlisis podemos observar que a pesar de comportarse mayoritariamente como
proteinas con mecanismos de plegado de dos estados, hay mas informacién que puede obtenerse
acerca del proceso de plegado en general. Pudimos observar que ambas estructuras poseen en
su estado plegado una desestructuracién parcial de una de sus repeticiones terminales. En
el caso de NI;C_Mut4 la transicién del estado plegado hacia aquel en que se despliega la
repeticion C-terminal o N-terminal parece ser muy favorecida. En 4ANK ocurre algo similar,

pero con desestructuracion de la repeticiéon N-terminal.

4.4. 4 repeticiones

Hasta el momento los arreglos repetitivos naturales de ANKs mas cortos conocidos consis-
ten en 4 repeticiones. Asi como en el caso de 3 repeticiones existen también proteinas repet-
itivas disenadas con 4 repeticiones. En esta seccién analizaremos los mecanismos de plegado
de la proteina consenso 4ANK (1n0r,A) como también aquellos correspondientes a 3 proteinas
naturales bastante conocidas: la proteina supresora de tumores P16INK4A (labe,A,Homo
Sapiens), la region N-terminal de la proteina Notch (repeticiones 4-7, lymp,B, Mus Muscu-
lus) y por ultimo un constructo ad-hoc de las primeras 4 repeticiones de la proteina IxBa
(1Infi,E, regién 67-206, Homo Sapiens). Los valores de T se estimaron en 585 °K para 4ANK,
680 °K P16INK4A, 600 °K para Notch y 635 °K para [xBa.

4ANK muestra la barrera energética mas 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 més bajas y un estado plegado con valores cercanos a
Qw~0.6. El caso de P16INK4A es interesante ya que posee un estado de transicion que abarca
una mayor regiéon del perfil de energia libre comparado con las demds proteinas. En el caso de

IkBa (Fig. 4.5D), podemos observar que es la que tiene la barrera mas baja de todas y con
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la particularidad de que en su perfil de energia libre, los estados estables corresponderian al
estado desplegado y a una estructura con un Qw de alrededor de 0.4, no pudiendo estabilizarse

el estado completamente plegado.
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Figura 4.5: Perfiles de energfa libre en 2 dimensiones en funcién de Qw para A) La proteina
disenada 4ANK. B) P164INK. C) Notch. D) IxBa en su versién truncada que contiene las 4 primeras
repeticiones.

Al usar Rg como segunda coordenada de reaccion puede observarse que en el perfil en-
ergético de 4ANK (Fig. 4.6A) hay dos estados minimos bien definidos en donde ocurre una
rapida expansion en Rg de la estructura una vez superado el estado de transicién ubicado en
un valor de Qw de ~0.3. Para P16INK4A (Fig. 4.6B) se observa en cambio una expansién en
Rg mas 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 proteina
posee regiones de loop en sus terminales, las cuales es dificil mantener en su conformacion
nativa a lo largo de la dindmica, 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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conformacién 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 energia
en un Qw de 0.35, que tiene un Rg mayor dado que se encuentra desplegada la repeticion
N-terminal. Por dltimo en el caso de IkBa (Fig. 4.6D) se puede observar, que el estado mas
estable luego del estado desplegado posee la repeticion C-terminal desplegada. A Qw=0.2 se

observan conférmeros en donde ambas repeticiones terminales se encuentran desplegadas.
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Figura 4.6: Perfiles de energia libre en 3 dimensiones en funcién 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) IkBa, en su versién truncada que contiene las primeras 4 repeticiones
(aminodcidos 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 proteina, al observar los val-

ores de Qw para los diferentes residuos que componen las estructuras en funcion 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 repeticién 2 las primeras en plegarse de forma cooperativa. Es
notable a medida que la estructura global adquiere una mayor proporcion de interacciones
nativas, localmente la repeticion 4 decrece su Qw local para volver a plegarse en estadios mas
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 mas similares a las del estado nativo, lo cual es un indicio de frustracién topoldgica 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 repeticién 3 a valores Qw globales
de ~0.3 y posteriormente en valores de Qw ~=.4 se pliega la tltima repeticién. Dinamicas
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 sélo tienen
en cuenta la topologia de la estructura y es de esperar que haya diferencias con aquellos en

que la influencia secuencia es explicitamente modelada.

En este tipo de analisis es més 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
repeticion N-terminal, que en el caso de Notch posee ademés una regiéon helicoidal extra en el
extremo N-terminal. En el caso de IkBa (Fig. 4.7D) se observa que la nucleacién de plegado
ocurre en las repeticiones internas con una mayor contribucién de la segunda repeticién. Si
bien la repeticiéon N-terminal comienza a plegarse en estadios mas 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 repeticion C-terminal comienza a plegarse tardiamente a partir de es-
tructuras cuyo Qw es cercano a 0.6, pero lo hace de una manera mas cooperativa. En la region

analizada [kBa 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 insercion entre las repeticiones 1-2 corre-
sponde a una de las regiones que mas tempranamente se pliegan en la estructura, mientras que
por el contrario la insercién entre las repeticiones 3-4 adquiere estructuracién nativa recién en
valores globales de Qw superiores a 0.75. Probablemente dicha insercion esté involucrada en
la perturbacién estructural que imposibilita que la repeticion C-terminal se encuentre plegada

de forma estable en el estado plegado de menor energia.

Las nucleaciones en las proteinas analizadas son diferentes en todos los casos. 4ANK nuclea
su plegado en la repeticion R3 y parte de R4. P164INK comienza a plegarse a partir de R2 y
parte de R1. Si bien Notch y IkBa 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 [kBa lo hace al revés
(Fig. 4.7).

Los modelos cinéticos discretos aplicados sobre este conjunto de proteinas 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 més estable después del desplegado es
0110. A partir del estado completamente plegado (1111) es relativamente facil una transiciéon
hacia el estado 0111 o 1110. Salvo el caso 0100 no se observa ningun estado estable en que
una repeticién se encuentra plegada sin tener otra repeticién plegada en forma adyacente.
Compatible con un mecanismo de plegado de 2 estados, 4ANK muestra altas constantes de
transicion entre los macroestados mas estables, principalmente se observan altas constantes
de transicién 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 mas favorable es 1111 con una favorable transicion hacia el estado en que se despliega la
repeticion C-terminal (0111). A partir de este tltimo estado lo més favorable es desplegar la
repeticion N-terminal. Al igual que en el caso anterior, antes de pasar al estado totalmente
desplegado lo més favorable es desplegar la repeticién 3 (transicionando al macroestado 0100).
Si para estos dos primeros casos se observan los macroestados mas estables para el caso de
tener 4, 3, 2, 1, 0 repeticion(es) plegada(s), se observa el mismo conjunto de macroestados
para ambos (1111-0111-0110-0100-0000). Para Notch (Fig. 4.8C), el estado mas estable es 0000

seguido por 0111 que corresponde al macroestado del intermediario descripto anteriormente
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Figura 4.7: Mecanismos de plegado: En el eje x se observan las posiciones correspondientes a los
diferentes residuos de las proteinas. En el eje y se observa la coordenada Qw global. El color indica
el promedio del valor de Qw local para un residuo especifico en todo el conjunto de estructuras
de un determinado valor global de Qw. Las lineas de puntos marcan los limites entre repeticiones
adyacentes.

(Fig. 4.6C). A partir de alli es probable transicionar a través de 0110 y 0010 hacia el estado
desplegado. A diferencia de las otras dos proteinas y de IkBa, es el tinico caso en que es mas
favorable la transiciéon 0110 — 0010 — 0000 que la correspondiente a 0110 — 0100 —
0000. El estado més estable en el caso de IkBa (Fig. 4.8D) es aquel correspondiente a tener las
dos repeticiones internas plegadas (0110) a partir del cual, se puede transicionar facilmente
hacia el estado 0100 antes de visitar el estado totalmente desplegado. Las altas constantes de
transicion observadas para 1111 — 1110 — 0110 0 1111 — 0111 — 0110 se deben a que
es muy costoso entropicamente mantener a la estructura en el estado completamente plegado
como asi 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 energia libre de cada macroestado. Por motivos
graficos, para no superponer representaciones de macroestados, la relacién exacta entre alturas de
las cajas no se corresponde con el valor de energia libre, los mismos se muestran entre paréntesis
debajo de las mismas. La coordenada horizontal aproxima la coordenada de reaccién global (Qw).
Se dibuja una linea entre cada par de macroestados conectados cuyo espesor es proporcional al flujo
de transicién entre los mismos.



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 excepcion
puede ser el caso de Notch (Fig. 4.8C) en que los estados 1110 y 0011 se encuentran conectados
a través de constantes de transicion altas y se encuentran en rutas diferentes. Sin embargo
dado que dichos macroestados tienen altos valores de energia libre relativa, es de esperar que

la poblacion de rutas paralelas esté sesgada.

4.5. 5 repeticiones

En el caso de proteinas con 5 repeticiones hemos analizado el plegado de la proteina
disenada E3_5 (1mj0,A), GABPBI1 (lawc,B, Mus Musculus), la proteina terméfila TV1425
(2rfm,A, Thermoplasma volcanium) y ANKRA2 (3s08,A, Homo Sapiens). La T estimada
fue de 570°K para E3_5, 570 K para GABPBI, 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 energia
libre es compatible con un mecanismo de plegado de 2 estados. GABPB1 (Fig. 4.9B) posee
una barrera de energia similar a E3_5, aunque posee su estado plegado en un Qw cercano a
0.55 exhibiendo ademas 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 transicién en este caso es mas amplio como se observa en la meseta en
la region més alta de la barrera de energia. En el caso de ANKRA2 se observan estructuras
estables con valores de Qw ~ 0.45. A pesar de que las moléculas son topolégicamente similares,

los estados estables son diferentes.

Al observar los perfiles de energia usando como coordenada de reaccién adicional Rg,
podemos ver que E3_5 (Fig. 4.10A) tiene dos estados estables bien diferenciados y que siendo
una proteina disenada, la barrera energética que separa a estos estados es menor que en el caso
de 3ANK, NI;C_Mut4 y 4ANK, que tienen un menor nimero de repeticiones. El mecanismo
de plegado parece ser menos cooperativo que en los casos de las demés proteinas disenadas
dado el aumento progresivo de Rg a medida que Qw decrece, seguramente acompanado de

desestructuraciones de las repeticiones terminales. Los perfiles de energia libre para las demas

131



E3_5 GABPB1

o o
(3] (aY]
w w
E. 2o
e o
uw w
o ‘ o
0.2 0.4 0.6 0.8 0.2 0.4 0.6 0.8
Qw Qw
TV1425 ANKRAZ2
& &
- 0.
5 B
i T
w w
o o
0.2 0.4 0.6 0.8 0.2 0.4 0.6 0.8
Qw Qw

Figura 4.9: Perfiles de energfa libre en 2 dimensiones en funcién de Qw para A) La proteina
disenada E3_5. B) GABPBI1. C La proteina termdfila TV1425. D)ANKRA2.

proteinas de este grupo son muy parecidos, con la diferencia que en el caso de GABPBI1
(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 energia libre son bastante similares en los casos analizados, los anélisis
de Qw local a lo largo de las dindmicas 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 repeticién C-terminal, R5. Al igual que en el caso de 4ANK y
Notch, la repeticiéon Rb5 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 tultimas repeticiones en plegarse son R2
y R1. En GABPBI1 (Fig. 4.11B) son R3 y R4 las repeticiones que comienzan a plegarse
de forma mas 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 energia libre en 3 dimensiones en funcién de Qw y Rg para A) La proteina
disenada 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) GABPBI. 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 proteina terméfila 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)ANKRAZ2. 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
repeticién C-terminal en este caso es la dltima en plegarse. TV1425 (Fig. 4.11C) posee un
nicleo de plegado que involucra a R3, R4 y R5 observandose una polarizacion del plegado
desde el extremo C-terminal al N-terminal, mas fuerte que en el caso de E3_5. En este caso
también se puede ver que la repeticion 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 sélo a R5 sino que también a R4. Ambas repeticiones muestran un patrén de
plegado muy similar, probablemente conformando una tinica unidad de plegado. R2 y R1, en

ese orden, se pliegan por ultimo. Esta proteina tiene ademés una regién helicoidal adicional
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en su extremo N-terminal que es la ultima region en adoptar su estructura nativa en las
simulaciones. ANKRA2 es la proteina con el mecanismo de plegado més diferente (Fig. 4.11D).
El plegado comienza por las repeticiones R2, R3 y de forma parcial con R1. Las iltimas 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 lineas de puntos, en los limites
entre las repeticiones (es decir, son inserciones), muestran en todos los casos altos valores de
Qw locales, y comienzan a plegarse en etapas relativamente méas tempranas que las regiones
internas. Esto no se observé de forma tan marcada en proteinas con arreglos repetitivos mas
cortos. Puede que al tener una mayor cantidad de repeticiones, las interfaces entre las mismas
comienzan a tener una mayor preponderancia en la estabilizacion 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 més estable después del estado desplegado es aquel que contiene las dos repeti-
ciones terminales desplegadas (01110) siendo la transicién 11111 — 01111 la més probable
para llegar a este estado. Las constantes de transicion para desplegar repeticiones adicionales
son pequenas y dichos estados son mucho més desfavorables en su energia libre que 01110
lo cual indica la rapida transicién hacia el estado desplegado de una forma muy cooperativa,
haciendo la siguiente transiciéon 01100 — 00100 — 00000. En el caso de GABPB1 (Fig.

4.12B) también es muy desfavorable energéticamente tener todo el arreglo repetitivo plegado.

Desde alli las energias de desplegar cualquiera de las dos repeticiones terminales son pare-
cidas. El estado mas estable, como en casos anteriores es aquel que tiene ambas repeticiones
terminales desplegadas. A partir de ese estado, la transicién hacia el estado desplegado es
01100 — 00100 — 00000 al igual que E3_5. TV1425 (Fig. 4.12C) al igual que las demds
tiene el estado 01110 como el mas estable, siendo méas favorable desplegar la repeticion 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 ultimo muy inestable. A

partir del estado con las repeticiones terminales desplegadas, lo mas 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 proteinas. En el eje y se observa la coordenada Qw global. El color indica
el promedio del valor de Qw local para un residuo especifico en todo el conjunto de estructuras
de un determinado valor global de Qw. Las lineas de puntos marcan los limites entre repeticiones
adyacentes.
repeticion R4, y desde alli rapidamente se produce la transicién en el orden 01000 — 00000,
ya que este tltimo estado intermedio es muy desfavorable. Una vez mas, a pesar de la alta

simetria de estas proteinas observamos que los mecanismos estan 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 energia libre de cada macroestado. Por motivos
graficos, para no superponer representaciones de macroestados, la relacién exacta entre alturas de
las cajas no se corresponde con el valor de energia libre, los mismos se muestran entre paréntesis
debajo de las mismas. La coordenada horizontal aproxima la coordenada de reaccién global (Qw).
Se dibuja una linea entre cada par de macroestados conectados cuyo espesor es proporcional al flujo

de transicion entre los mismos.
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4.6. 6 repeticiones

Por 1ltimo hemos analizado el plegado de la versiéon completa de la proteina IkBa, para la
cual previamente analizamos el plegado de la region que contiene las primeras 4 repeticiones.
En este caso, la T estimada es de 612 K. En el perfil de energfa 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 estd rodeado por una regién de energia uniforme en la que
se observan estructuras en donde la repeticién N-terminal se encuentra desplegada (region
E1l). De forma similar, hay una regién 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 desestructuracién del S-hairpin que se encuentra en la interfaz entre las

repeticiones 3 y 4 (regién 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 T, (Fig. 4.14), observamos que
la estructura de IxkBa comienza a plegar principalmente por la regién correspondiente a las

repeticiones R2 y R3.

La repeticion 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 repeticion posee una
fraccién muy baja de interacciones nativas formadas. El desplegado de la repeticién R1 ocurre
en algiin momento entre la region 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 repeticion R1 plegada y en cambio las repeticiones R4-R6
desplegadas. La desestructuracion de R1, parece afectar o al menos ocurrir en simultaneo con
una desestructuracion leve de la repeticion R2. Es notable que las inserciones presentes en
la estructura se pliegan de forma mas temprana que las regiones aledanas a las mismas. La

insercion interna de R1 se pliega relativamente antes que el resto de la repeticion. Asi mismo,
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Figura 4.13: Perfiles de energia para la proteina IxkBa completa. A) Perfil de energia libre en 2
dimensiones usando Qw como coordenada de reaccién. B) Perfil de energfa libre en 3 dimensiones
usando Qw y Rg como coordenadas de reaccién. 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 ademads
dos estados més, 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 proteinas. En el eje y se observa la coordenada Qw global. El color indica
el promedio del valor de Qw local para un residuo especifico en todo el conjunto de estructuras
de un determinado valor global de Qw. Las lineas de puntos marcan los limites entre repeticiones
adyacentes.

las inserciones localizadas en las interfaces R1-R2 y R3-R4 establecen interacciones nativas de
manera mas temprana que los residuos circundantes. Ademas si se observa de forma global la
Fig. 4.14 se puede separar cualitativamente el grafico en 3 regiones (R1, R2-R3 y R4-R6) que
se encuentran separadas por las 2 inserciones anteriormente mencionadas lo cual indicaria que
los dominios de plegado se extienden mas alld de repeticiones individuales. Se ha mostrado
anteriormente como estas regiones en IkBa pliegan como dominios independientes de plegado,

que abarcan més de una repeticién [Ferreiro et al., 2007a, DeVries et al., 2011].

Al aplicar el modelo cinético discreto sobre las simulaciones de IkBa 4.15 observamos que
el estado plegado (111111) esta conectado al estado con la repeticién N-terminal desplegada
(011111) por medio de una constante de conversién alta, compatible con lo descripto ante-
riormente. Tal y como pasa con las demas estructuras analizadas, una vez desplegada una
repeticion terminal, lo mas probable es que ocurra una transicion hacia un estado con ambas
repeticiones terminales desplegadas. Si se toman en cuenta las lineas mas gruesas del diagra-
ma, lo cual hace referencia a las constantes de transicion con mayores valores, la proxima

repeticion en desplegarse seria R5 llevando la estructura al estado 011100. La transicion al
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Se dibuja una linea entre cada par de macroestados conectados cuyo espesor es proporcional al flujo

de transicién entre los mismos.
estado desplegado se completaria desplegando R4 y R3 en forma consecutiva, siendo R2 la
ultima repeticién en desplegarse. Si en cambio observamos las estabilidades relativas de los
diferentes macroestados, el que corresponde a 111000, es el mas 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 regién 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 repeticién desplegada
es R6 en vez de R1 y puede ser la razén por la cual observamos el evento de retroceso en

la regién 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 Jerarquica, ;Un proxy hacia la dinami-
ca del plegado proteico?

La inherente simetria de las proteinas con repeticiones sugiere que las propiedades generales
de plegado del dominio repetitivo o su separacién en subdominios (la estabilidad y cooper-

atividad del arreglo) podrian derivarse a partir de una descripcién microscépica del balance
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energético dentro de cada elemento de plegado y su interaccién 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 podrian poblarse,
definiendo subdominios de plegado. Con suficiente informacion sobre la poblacion de dichos
estados es posible producir modelos cuantitativos de la distribucion energética a lo largo de
una proteina [Ferreiro et al., 2008, Schafer et al., 2012]. Las trampas cinéticas que dan lugar a
la poblacién de intermediarios pueden surgir de la mera topologia de la molécula como hemos
mostrado anteriormente, debido a empaquetamientos discontinuos, inserciones, deleciones o
loops. Alternativamente, la poblaciéon 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 frustracién local de dos ejemplos de proteinas ANK,
una disenada y una natural. Para ambas, los extremos de los arreglos repetitivos se encuentran
enriquecidos en interacciones altamente frustradas. La proteina disenada se encuentra den-
samente conectada por una red de interacciones minimamente frustradas a diferencia de la
contraparte natural que muestra parches de alta frustracién, correspondientes con los sitios de
interaccién con otras proteinas [Ferreiro et al., 2014]. Dado que estas proteinas poseen arqui-
tecturas elongadas y bajo la hipdtesis de que las distintas repeticiones constituyen elementos
de plegado, consideramos que es posible obtener un patrén 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 patrén, la energia segin la funcién de energia
de AWSEM [Schafer et al., 2014] de cada posible fragmento continuo es computada y com-
parada con la energia de fragmentos de su mismo largo en la proteina (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 patrén
que nos informa por un lado a un largo determinado, cudles regiones son mas favorables para
ser plegadas dada su arquitectura nativa. Pero ademaés al observar tamanos inmediatamente
mas largos o mas cortos, podemos intuir hacia que direcciéon conviene extender o reducir el

largo de los fragmentos para mejorar o empeorar la plegabilidad resultante. Asi al evaluar el
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patrén global, pueden observarse diferentes regiones de alta y baja plegabilidad en donde el
fragmento de plegabilidad maxima es representado en todos los casos por la estructura nativa
global. Del mismo modo en que los patrones de teselado son 1tiles para observar los efectos
que pequenas perturbaciones pueden tener a mayores escalas, los patrones de plegabilidad
relativa jerarquica son 1tiles 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 proteinas pueden tener
patrones de plegado complejos con miiltiples rutas, por ejemplo en el caso de la disenada se
espera que pueble rutas paralelas nucleadas en las repeticiones centrales (Fig. 4.16, izquierda).
En contraste, la plegabilidad de la proteina natural IkBa parece indicar una polarizacion
desde el fragmento N terminal hacia el C-terminal, en donde la repeticion mas cercana al
extremo N-terminal seria la ultima en plegarse. Tal vez, no sea coincidencia que el plegado
de esta proteina haya sido observado como polarizado de forma experimental, con un plegado
acoplado al proceso de reconocimiento de la proteina con la que interactia [Lamboy et al.,
2013]. Asi, las trampas que aparecen en el plegado de IxkBa deben tener una contribucién de
los efectos topoldgicos locales, como sugieren simulaciones recientes, en donde la presencia de
desorden en regiones de algunas repeticiones inicia un efecto del tipo dominé desestabilizando
regiones circundantes, en efecto mostrando rupturas en la simetria de la molécula a nivel

primario [Sivanandan and Naganathan, 2013].

4.8. Conclusiones del capitulo

Los modelos basados en estructura han sido aplicados ampliamente en diferentes arquitec-
turas proteicas para analizar como la topologia de las mismas afectan el proceso de plegado,
pudiéndose describir propiedades biofisicas 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 minimo de 3 repeticiones para proteinas disenadas hasta un maximo de 6

repeticiones en el caso de la proteina IxkBa. Si bien la secuencia codifica la estructura prote-

142



O (=]
E =3 ]
o « ®
£ o B o
o) 7 E
{ =] ©
w 3 - o
S B 2 ©
o 2| L E.
> ¢ 3| =
5 g & c
1 20 40 60 80 100 120 100 150 200 250
Centro del Fragmento Centro del Fragmento

Figura 4.16: Frustracién local y rutas de plegado: Los mapas representan la plegabilidad jerarquica
relativa de cada posible fragmento continuo de un largo dado (eje y) y centro (eje x). La plegabilidad
relativa se define como ©, = AE/(§EVN), donde AE es la diferencia entre la energfa de un
fragmento en particular con respecto a la energia media de todos los fragmentos de su mismo largo
v 0F es el desvio estandar de dicha distribucién calculada a partir de N fragmentos. En la parte
superior se muestra una representacion de la estructura de las proteinas 4ANK en la izquierda y de
IkBa en la derecha. Los patrones de frustracién local se muestran sobre las estructuras en donde las
lineas verdes corresponden a interacciones minimamente frustradas y las lineas rojas a interacciones
altamente frustradas.

ica, los modelos aqui aplicados no tienen en cuenta a la primera en los célculos, sino que la
dindmica sélo 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 asi toda la contribucién de la frustracion energética
local al plegado. Asi, los diferentes eventos descriptos a lo largo de este capitulo estan rela-

cionados con las variaciones estructurales presentes en las diferentes estructuras.

En el caso de estructuras con 3 repeticiones, observamos que la correspondiente a 3SANK
que es una proteina completamente consenso posee una barrera energética de 17.5 Kcal/mol
en comparacién con NI;C_Mut4d 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 proteina GABPB1 [Binz et al., 2003]. Ambas
proteinas muestran mecanismos de plegado compatibles con el modelo de 2 estados tipico para

proteinas globulares. Ambas muestran un evento de nucleacién del plegado que involucra la
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repeticion central y parte de la repeticién N-terminal. Se observa ademas que los terminales se
deshilachan siendo més favorable desplegar una de las repeticiones terminales que mantener
el arreglo entero plegado (Fig. 4.4).

En cuanto a proteinas con arreglos repetitivos compuestos por 4 repeticiones, hemos anal-
izado 4 miembros de la familia. La proteina 4ANK, también una proteina completamente con-
senso es la que muestra la barrera energética més 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 conformacién nativa a lo largo
de la dindmica, debido a la falta de una gran densidad de contactos. Por su parte la version
truncada de Notch, con una barrera de 9.05 Kcal/mol, es la proteina del grupo que muestra
en su perfil de energia libre lo que es muy probablemente un intermediario de plegado que
posee su repeticion N-terminal desplegada, la cual ademas posee en su extremo N-terminal
una region helicoidal extra. IkBa es la proteina 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 estructuracion y estabilidad comparable a la del estado de-
splegado, corresponde a conféormeros en que la repeticion C-terminal se encuentra desplegada.
Observamos ademas que cercano al estado nativo hay conférmeros con valores de energia 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-
cleacién del plegado ocurre involucrando una repeticion y algunos residuos de una repeticion
vecina. A pesar de sus similitudes estructurales la nucleaciéon no ocurre en regiones analogas
en las moléculas analizadas. Mientras Notch y IkBa comienzan a plegarse por las repeticiones
centrales (de formas diferentes),4ANK tiene el nicleo de plegado desplazado hacia el extremos
C-terminal y P164INK hacia el extremo N-terminal (Fig. 4.7).

En el caso de las proteinas analizadas con 5 repeticiones. En todos los casos vemos barreras
energéticas mas 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 conférmeros cercanos con valores de energia libre menores a 5 Kcal/mol. Como
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en los casos anteriores, estas proteinas exhiben distintos niucleos de plegado. E3_5 comienza a
plegar a partir de sus repeticiones 3 y 4 al igual que GABPBI1 aunque esta tltima involucra
algunos residuos de R2. TV1425, en cambio, comienza su plegado a partir de sus repeticiones
localizadas en el extremo C-terminal mientras que ANKRAZ2 lo hace a partir de su repeticiones
en el extremo N-terminal (Fig. 4.11).

Por ultimo IxkBa fue la nica proteina analizada con 6 repeticiones mostrando el paisaje
energético mas complejo de todas las proteinas. Caracterizamos en las simulaciones que existe
un intermediario estable que posee las 3 tltimas repeticiones desplegadas. Ademas se observan
2 regiones, una cercana al estado plegado y otra cercana al estado intermediario donde se ob-
servan conformaciones con valores de energia libre cercanos a las 5 Kcal/mol. Las estructuras
muestreadas cerca del estado nativo poseen la repeticién N-terminal desplegada mientras que
aquellas cercanas al estado intermediario poseen plegada dicha repeticiéon, con una desestruc-
turacion parcial de la region C-terminal y perdida de las interacciones de la interfaz entre las
repeticiones 4 y 5.

Todas estas proteinas 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 repeticion como la energética de la interac-
cion entre repeticiones adyacentes. Esto puede dar lugar a la estabilizacion de intermediarios,
lo cual se observé en algunos casos. Més alld de la presencia de intermediarios de plegado ob-
servables, estas diferencias estructurales pueden modificar las regiones que actian como focos
tempranos de plegado y generar que las diferentes repeticiones actiien 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 céalculos de la fraccién 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 transicién entre los diferentes macroestados de los arreglos repetitivos (definidos como la

combinacion de repeticiones en estados binarios equivalentes a que las mismas estén plegadas
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o desplegadas). Lo més simple es comenzar describiendo los mecanismos observados para las
proteinas diseniadas, que carecen de inserciones o regiones no repetitivas. Las proteinas de 3
repeticiones en ambos casos comienzan a plegarse principalmente por su repeticion central,
con una contribucién parcial de la repeticién N-terminal y una estructuracién nativa tardia de
la repeticién C-terminal. Ambas proteinas muestran leves eventos de retroceso en su repeti-
cién N-terminal siendo este mas acentuado en 3ANK que en NI;C_Mut4. 4ANK por su parte,
comienza a plegar sus 2 repeticiones centrales y su repeticién C-terminal la cual muestra un
evento claro de retroceso. 3ANK y 4ANK estédn disenadas de la misma forma y sus repeti-
ciones son completamente consenso, con una version C-terminal més corta a la que le faltan
los residuos correspondientes al 8 hairpin. Sin embargo a pesar de que lo 1inico que cambia es
que 4ANK posee una repeticion interna extra, sus mecanismos de plegado son muy diferentes.
La proteina sintética mas larga simulada fue E3_5 con 5 repeticiones. Esta proteina comienza
a plegar por sus repeticiones 3 y 4 y posee un comportamiento en el C-terminal similar a
4ANK, sélo que con dos eventos de retroceso en vez de 1. Las proteinas naturales analizadas
muestran comportamientos diversos, algunas comienzan a plegar por las regiones centrales
como es el caso de Notch truncada, IxBa truncada, GABPBI1 mientras otras parecen tener
un plegado polarizado desde un extremo al otro. P164INK, ANKRA2 y la version completa
de IkBa 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 mas 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 SANK
y NI;C_Mut4, estos eventos en la repeticién N-terminal coinciden con el momento en que se
comienza a plegar el C-terminal. En 4ANK el evento de retroceso en la repeticiéon C-terminal
coincide con el valor de Qw global en que comienza a plegarse la repeticién 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 repeticién 2 y el segundo evento de retroceso coincide con
el momento en que comienza a plegarse la repeticiéon N-terminal. Comportamientos similares

se producen en TV1425 y la versiéon completa de [kBa. En esta iltima molécula se puede
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observar en su perfil de energia libre la existencia de un intermediario y dos ensambles de
conformaciones con relativamente baja energia. Mientras que en la region cercana al esta-
do nativo se observa la repeticién N-terminal desplegada, en la regién del intermediario (y
la region circundante) se observa dicha repeticién 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. jEstan los eventos de
retroceso de repeticiones terminales relacionados a rutas paralelas en el paisaje energético?
JPodra 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? Analisis 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 podran dar informacién 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 dinamicas 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 mayoria de los
casos proclives a encontrarse desplegadas en los macroestados mas estables de forma global, lo
cual podria 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 repeticiéon 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 hidrégeno [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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Capitulo 5

Métodos

5.1. Construccion de una base de datos para ANKs:

Trabajar con un conjunto de datos del cual se quiere extraer informacion pero que ademas
incluye aportes de diferentes fuentes, requiere de un soporte tecnolégico que ayude a su manejo
a medida que el volumen de los datos aumenta.

A los fines de poder hacer andlisis a nivel de familia, se construyé 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 serian necesarios para realizar los estudios

subsiguientes.

Modelo Entidad-Relacion o ER:

El modelo ER describe los datos como entidades, relaciones y atributos. A continuacion se
realiza una descripcién acotada de los aspectos basicos para comprender la estructura de un
modelo de entidad-relacién con el tinico objetivo de dar fundamento conceptual a la estructura
de una base de datos relacional.

Entidades y sus atributos. El objeto basico 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 fisica (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 direccion, el sueldo y el trabajo que desempena. Una entidad
en particular tendra 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 restriccion importante de las entidades de un tipo dado es la clave o restriccién 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 univoca.

Relaciones entre entidades:

Dados dos tipos de entidades, estas pueden estar asociadas definiendo una relaciéon r;. Dicha
asociacion incluye exactamente una entidad de cada tipo de entidad participante. Cada una
de dichas instancias de relacion r; representa el hecho de que las entidades que participan en
r; estan relacionadas de alguna forma en la situacion correspondiente del mini mundo. Por
ejemplo, considere un tipo de relacion TRABAJA PARA que asocia una entidad EMPLEADO
con una entidad DEPARTAMENTO.

La cardinalidad indica el niimero de entidades con las que puede estar relacionada una
entidad dada. Existen 3 tipos de cardinalidades:

Uno a Uno: La entidad A se relaciona tinicamente 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 unica 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-relacién tipico.
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Figura 5.1: Ejemplo de diagrama de entidad relacién donde pueden verse los diferentes elementos
que los componen.

Base de datos estructural de ANKs

Siguiendo los lineamientos descriptos anteriormente, disenamos una estructura de base
de datos para nuestra base de datos estructural de ANKs. Hemos generado un diagrama de
Entidad-Relaciéon (DER) siguiendo las buenas practicas, haciendo especial énfasis en evitar
la redundancia excesiva de datos entre tablas. La estructura de nuestro DER consiste de 23
tablas (Fig. 5.2).

Descripcién 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 publicacion
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 Initiativehttp: / /sbkb.org/about/about-psi, dedicados a la dilucidacién de estructuras,

151



Figura 5.2: Diagrama de Entidad-Relacién de nuestra base de datos estructural de ANKs
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no poseen publicaciones asociadas). Cada estructura estd compuesta por un nimero variable
de cadenas que pueden corresponder a proteinas, péptidos o acidos nucleicos. Cada instancia
correspondiente a una cadena en una estructura, se almacena junto a los parametros rele-
vantes en la tabla Chain. La entidad Chain, contiene ademés otras tablas que se derivan de
la misma a los fines de evitar redundancia debido a la aparicion de pardmetros complejos.
Ejemplos de estas tablas derivadas son ChainStructureProperties que contiene los valores
para caracteristicas 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 informacion que poseen y su relevancia para nuestros estudios, se constituyen
como entidades propias. Ademas de las mencionadas también guardamos la informacion ac-
erca de los residuos ausentes en la tabla MissingRes como asi 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 tultimo, tenemos a la
tabla StructuralRepeat que corresponde a las repeticiones que hemos detectado a partir
de un método estructural de identificacién de estos elementos estructurales (explicado més
adelante, en otro capitulo) del cual derivan dos tablas que corresponden a la descripcién de
las posiciones canonicas de cada repeticion, 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
region 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 proteina derivada de Uniprot y también a su vez se encuentra
relacionada a la tabla Transcript, que contiene informacién de los transcriptos que se relacio-
nan con dicha proteina 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 proteinas 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 ademas se encuentra relacionada a instancias en la tabla
GoDefs a través de la tabla GOMap que representa el mapeo entre las instancias de proteinas
y sus términos de ontologia génica (http://geneontology.org/) relacionados, derivados de la
base de datos de AmiGO (amigo.geneontology.org/). La tabla Experiment contiene infor-
macion de ensayos experimentales relacionados a plegado de proteinas ANK del tipo wildtype
asi como también de mutantes y constructos, recopilados de bibliografia (curaciéon manual) y
de bases de datos publicas como ProTherm (http://www.abren.net/protherm/). Por tltimo,
la informacién 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 parametros ajustados a la distribucién de aminoacidos en la familia
ANK, se encuentran almacenados en la tabla ElmsProb.

Una vez disenado el DER, se generé 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 parametros y datos derivados. La cantidad de informacion rela-
cionada a cada estructura, hace necesario la automatizacion del proceso de ingreso de los
datos y actualizacion de los mismos. Se generaron multiples scripts en Perl que se encargan
de descargar la informacién primaria de los sitios en internet correspondientes, procesar la
informacion y ejecutar todos los programas necesarios para los calculos y derivacion 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. Frustracién Energética Local

Las regiones de las proteinas que promueven el plegado proteico (el nicleo hidrofébico)
generalmente se encuentran bien empaquetadas y se espera que estén minimamente frustradas.

En contraste, las regiones funcionales en general se encuentran altamente frustradas.
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Las proteinas naturales representan sistemas complejos altamente moldeados por la evolu-
cién [Frauenfelder, 2002]. Segin la teorfa de paisajes energéticos, las proteinas 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 minima frustracién [Bryngelson
and Wolynes, 1987]. Este principio no implica que ciertos conflictos pueden persistir en los
estados nativos de las proteinas. De hecho se ha mostrado a lo largo de estos anos que la
presencia de conflictos energéticos presentes en los ensambles nativos de las proteinas tienen
consecuencias funcionales en multiples aspectos facilitando el moviendo de la proteina en el
espacio conformacional.

El Frustratometer es un método [Jenik et al., 2012] basado en la teorfa de paisajes en-
ergéticos que implementa los métodos tedricos desarrollados para cuantificar el grado de frus-
tracién en estructuras proteicas [Ferreiro et al., 2007b]. Este método ha sido 1til en el estudio
de interfaces de interaccién entre proteinas [Ferreiro et al., 2007b], transiciones alostéricas [Fer-
reiro et al., 2011], agregacién y unién de ligandos [Gianni et al., 2014, Das and Plotkin, 2013],
dindmica 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 frustracién local de la siguiente manera: Dados dos residuos
que estan en contacto en una estructura proteica, se generan 1000 senuelos (decoys) en los
se modifican ciertos parametros correspondientes a la interaccién nativa. Haciendo uso del
potencial AMW (Associative Memory Hamiltonian optimized with Water-mediated interac-

tions, [Papoian et al., 2004]) se mide la energia de la interaccién nativa y la de los senuelos y
Exn— < Ep >
oD
a la energia nativa, < Fp > a la media de la distribucién de energia de los seniuelos y oD a

se calcula el indice de frustraciéon como un Z-score Fi = donde Ey corresponde

su desvio estandar.

La funcion AMW tiene en cuenta 3 términos: H.oniacts, Hwater, Hpuriar que dependen de
las identidades (A) de los aminodcidos, las densidades (p) (relacionadas a la accesibilidad del
solvente) y la distancia de interaccién (r;;). Existen 3 variantes para el indice de frustracién

local, basado en como se generan los senuelos.

155



1) Mutacional: Dados dos residuos en contacto, se generan los sefiuelos aleatorizando los
valores A.

2) Configuracional: Dados dos residuos en contacto, se generan los sefiuelos aleatorizan-
do Ay iy p.

3) Residuo tnico: Dado un residuo i, se calcula su frustracién aleatorizando sélo la
identidad A del mismo, manteniendo el resto de los pardmetros nativos.

Los contactos se clasifican en minimamente frustrados (£ >= 0,78), neutros (—1 <
Fi < 0,78) y altamente frustrados (Fi <= —1) para el caso de los indices mutacional y
configuracional. Los residuos se clasifican en minimamente frustrados (F'i >= 0,58), neutros
(=1 < Fi < 0,58) y altamente frustrados (F7 <= —1) para el caso del indices de residuo
unico.

Los contactos se definen segin cortes en distancias entre C-f de pares de residuos. Se
tienen en cuenta 3 tipos de contactos: 1) de corto alcance (r; <= 6,54) 2) Largo alcance
(6,54 < 1y < 9,54) 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 Informacion

El contenido de informacién (CI) calculado a partir de alineamientos multiples de secuen-
cias, mide la conservacién de los aminoacidos en posiciones especificas de éstos y es la medida
que tipicamente se muestra en el eje de ordenadas en los logos de secuencias. El CI puede
calcularse para medir la conservacion de los estados de cualquier variable discreta en un con-
junto. En nuestro caso calculamos el CI tanto para medir la conservaciéon de las identidades
de los aminoacidos como para los estados del indice de frustracién local. Se utiliz el proced-
imiento descripto por Schneider [Schneider et al., 1986] para calcular los valores de CI tanto
de secuencias (IC Seq) como de frustracién (IC Frst).

El contenido de informacion IC por posicion o por contactos puede pensarse como la reduc-
ci6én de la incerteza respecto del méximo posible (H,,,.). La incerteza observada en un sistema,
de acuerdo a la definicién de Shannon [Shannon, 1997] es Hopserved = — Zf\il pilogap;, donde

p; 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 aminodcidos para ICSeq y los estados minimo/neutra/altamente
frustrado para ICFrst. Las probabilidades son normalizadas de forma que Zf\il p; = 1, donde
M es el tamafio del alfabeto (M = 20 para ICSeq y M = 3 para ICFrst). El valor de CI se ob-
tiene entonces de la forma C'I = H,,4p — Hopservea- F general se considera que H,,,, se obtiene
para una distribucién equiprobable de los estados en donde p[** = 1/M y H,or = loga(M).
Si se sabe que la distribucion de los estados es heterogénea se debe usar la frecuencia relativa

de los estados para que Ha = Y piloga(pip), donde p;, es la frecuencia para el estado i de

referencia, a diferencia de p; que es la frecuencia observada para el estado i en los datos.

5.4. Coordenada Qw

Para seguir la evolucion de las transiciones conformacionales a lo largo de las trayectorias
de dinamica molecular se utilizo la coordenada Qw, que representa la fraccién de interacciones
nativas de una molécula respecto de la estructura experimental usada como entrada para la

simulacién.

1 —(ry; —13)°
Qu = N, Z Z €$P[T] (5.1)

Los subindices i y j representan las posiciones de los aminoacidos i y j en la cadena
polipeptidica. N, representa el nimero total de pares (1,j). r;; es la distancia entre los Car de
los residuos iy j, ri; es la misma distancia pero medida en la estructura nativa de referencia

determinada experimentalmente.

5.5. Simulaciones de Dinamica Molecular del tipo grano
grueso

Para las dindmicas moleculares de tipo grano grueso se utilizé la plataforma AWSEM-MD.
En particular se usé un modelo SBM llamado AMH-Go que tiene la particularidad de incluir

un término de no aditividad que permite simular de forma mas realista la cooperatividad entre
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las interacciones nativas, sobre todo al muestrear los estados de transicion .

Para la estimacién de la Ty se realizaron simulaciones de desnaturalizacién (Melting)
que consiste en evolucionar el sistema llevandolo 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 evolucion de Qw en funcion de la
temperatura, se observa una rapida transicion entre el estado plegado y el desplegado en un
corto rango de temperaturas. La Ty corresponde al punto medio de la pendiente de transiciéon
entre ambos estados.

Una vez estimada la T 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 Energia
Libre proyectados en diferentes coordenadas como Qw o el Radio de Giro (Rg). Informacion
general acerca de como realizar dinamicas de este tipo y de otras metodologias puede leerse

en el articulo [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
continuacion algunos aspectos basicos del mismo.

Este es un modelo de cadena explicita, de grano grueso, basado en estructura y no aditivo.
El modelo considera 3 atomos por residuo (Ca, C3 y O, las posiciones de los dtomos N y C’

son calculadas asumiendo una geometria ideal para el backbone) para aliviar la carga com-
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putacional y no tiene en cuenta de forma explicita las moléculas del solvente. Las interacciones
atractivas corresponden uUnicamente 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 aminodcidos. Toda interacciéon no presente en la
estructura nativa se considera no nativa y por tanto de cardcter repulsivo. Esto hace que el
paisaje energético se represente como un embudo perfecto sin rugosidad ya que se elimina la
frustracion 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 friccién frenando
la progresién 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]
estd compuesta por un término que modela la geometria del backbone de la cadena polipeptidi-
ca y otro término que modela las interacciones entre los residuos de manera no aditiva

(Ecuacién 5.2).

H = Hbackbene + Hna (52)

El término Hp,crpone incluye varios términos que aseguran que el backbone adopte confor-

maciones fisicamente validas.

La componente energética correspondiente a H,, depende de términos de interaccién del

tipo Gaussiano para las interacciones nativas (Ecuacién 5.3).

Iy
Huo =~ > B (5.3)

donde:
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1
5= 3 ar) = = 30 151700 = g exp(— L (5.4
J J ”

Los indices 7 y j iteran sobre todos los atomos Cac y Cf, 1;; es la distancia entre los d&tomos

1y j. El exponente p representa la fuerza de la no aditividad del modelo. Valores mayores de p
resulta en una mayor cooperatividad en la interaccion de varios cuerpos y una mayor barrera
en la transicién del plegado. Para este estudio se utilizé un valor p=2 (nétese que un valor de
p=1 corresponderia a un modelo completamente aditivo). r. es un pardmetro de corte que a
partir de la funcién (r, —r}}) asegura que sélo interacciones entre sitios més cercanos que ese

corte se encuentran presentes en la estructura nativa. Aqui se us6 un valor de r.=8A. Se usé el

0.15 4. Todas las interacciones se consideran homogéneas y por ello el peso

valor 0;; = [i — j
para las mismas se fijo para todas ellas en v;; = 1. La unidad de energia se define como €y
se define en términos de la energia del estado nativo, excluyendo la componente de backbone,
€ = H,,/AN, donde N es el nimero de residuos. Esta equivalencia se asegura normalizando

ij

1
mediante la constante a = SN il if(re — r¥)|P

5.7. Modelo Cinético Discreto

Es un método general para facilitar la interpretacion de simulaciones computacionales del
plegado proteico. Grupos de residuos son definidos como foldones los cuales son usados para
mapear el espacio conformacional de las proteinas en un grupo de macroestados discretos. Las
energias libres de los macroestados individuales son calculados asi como también constantes
de transiciéon entre los mismos en el espacio conformacional. Este modelo se aplicé 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 andlisis las inserciones
entre repeticiones o regiones no repetitivas en los extremos N y C-terminales.

Los macroestados se definen como una secuencia de simbolos que pueden tomar el valor

de 1 o 0, que significan plegado o desplegado. Un macroestado particular de una proteina con
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4 foldones podria 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 foldon especifico se calcula el valor de Qw correspondiente a las interacciones
nativas del foldon, presentes en el estado nativo. Un foldén es considerado en su estado plegado
si Qw>0.6.

Una proteina que posee un nimero total de Ny foldones tienen en total un espacio confor-
macional de 2"/ macroestados posibles. Durante una simulacién de plegado, no necesariamente
todos los macroestados son observados. A partir de los resultados de las dindmicas realizadas,
aplicando sesgos de muestreo de Umbrella Sampling, y las definiciones de foldones se calculan
las energias 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 si, el modelo plantea que dos
macroestados pueden estar conectados sélo si para transformar uno en otro se requiere cambiar
de estado un sélo foldén. La tasa de transicién entre los macroestados iy j, K;; se calcula como
se muestra en la Ecuacién 5.5 donde AF' = F; — F; es la diferencia de energia libre entre los
macroestados iy j, kp=0.001987 kcal /mol/K es la constante de Boltzman, T es la temperatura
absoluta y ko = 157! es la tasa de transicién universal que se asume en un modelo de plegado
downhill. Al calcular todos los valores K;; se construye la matriz K en la cual los valores de
la diagonal se definen de forma de conservar una probabilidad K; = — Zz oy K;;, donde Kj;

refiere al elemento en la columna igésima y la fila jésima de la matriz K.

AF;
ko exp — kij if AF;>0

Mas detalles del método y sus aplicaciones a otros sistemas se describen en el articulo de

Schafer [Schafer et al., 2012].
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Capitulo 6

Conclusiones Generales

Las proteinas son las macromoléculas que mayor diversidad presentan dentro de la bidsfera.
A pesar de ser codificadas de forma lineal en los genomas de los sistemas que integran, su
traduccién a partir de un alfabeto de 4 especies quimicas 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 multiples funciones ya sea mecanicas, de andamiaje
estructural, catalizar reacciones quimicas y principalmente, procesar informacion dentro de
los sistemas de los que forman parte [Bray et al., 1995]. A los fines de poder comprender a
estas maquinas moleculares y en tltima instancia modificar, modular, apagar o activar su
funcionamiento es imprescindible mejorar nuestro entendimiento de las relaciones secuencia-

estructura-dindmica-funcion.

Las proteinas con motivos estructurales repetitivos representan un excelente modelo para
estudiar las relaciones secuencia-estructura-dinamica-funciéon debido a su bajo orden de con-
tacto, que carecen de interacciones evidentes entre repeticiones que estdan mas lejos que sus
vecinas inmediatas. Las proteinas de la familia ANK por su parte, representan una de las
familias repetitivas mds abundantes [Mosavi et al., 2004] tanto en cuanto a experimentos de
mesada himeda como a cantidad de miembros con secuencias y estructuras depositadas en
bases de datos ptublicas. Usando estas moléculas como andamiaje para el diseno de proteinas,
usando secuencias consenso a partir de alineamientos multiples, se han generado moléculas
con alta afinidad y especificidad para interactuar con una diversa cantidad de proteinas con

multiples aplicaciones incluyendo terapias para tratar diferentes tipos de cancer, Alzheimer,
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HIV y suministro de drogas [Pluckthun, 2015]. Recientemente, usando disefio de novo se
han generado proteinas repetitivas solenoides y no solenoides, que exploran una regién del
espacio de secuencias completamente no relacionada con las proteinas naturales conocidas
avanzando un paso mas en el diseno de proteinas respecto del diseno 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 diseno de proteinas de este tipo, ya que algo deseable para
muchos investigadores en el campo del diseno proteico, es usar como andamiaje, proteinas
sin funciones biolégicas conocidas. Los patrones de frustracion sobre estructuras cristalografi-
cas derivadas de estos estudios, muestran una gran densidad de interacciones minimamente
frustradas, lo cual asegura un correcto plegado de la molécula y una alta estabilidad. Al
mismo tiempo se observa una muy baja proporcion de interacciones altamente frustradas, al
igual que sucede en las proteinas ANK disenadas. A lo largo de este trabajo, hemos mostrado
que las proteinas naturales exhiben parches de interacciones conflictivas con la estabilidad
debido a que los mismos son importantes para la excursién conformacional de la molécula
en su ensamble funcional. El proximo paso para el diseno racional de proteinas de este tipo,
requiere entender como insertar conflictos energéticos en la estructura, sin comprometer de

forma critica la estabilidad y pudiendo introducir funciones ttiles en un entorno celular.

Como contraparte de su simplicidad estructural, la periodicidad y simetria interna inher-
ente de las proteinas repetitivas presentan desafios metodologicos en cuanto a la aplicabilidad
de las herramientas bioinformaticas tipicamente usadas para el estudio de proteinas globu-
lares. Cuando se manipulan datos correspondientes a proteinas 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 multiples de sus secuencias y diferentes pardmetros asociados a los
mismos. Debido a la homologia existente entre repeticiones dentro de una misma proteina
y aquellas presentes en miembros de la misma familia y que los arreglos repetitivos pueden
contener un numero variable de repeticiones, comparar este tipo de proteinas presenta una
complejidad adicional y dificulta la definicién de los dominios estructurales [Espada et al.,

2015].
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La respuesta légica a este inconveniente es hacer las comparaciones y estudios al nivel de las
unidades basicas, las repeticiones. Sin embargo, segmentar las secuencias de estas proteinas
en sus unidades repetitivas no es una tarea trivial debido a que usualmente exhiben una
alta divergencia al limite en que la homologia 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 definicién 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 parametros facilmente 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 ANKSs, 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 funcién asociada. Los 5 modelos restantes poseen largos diferentes, y Ank2, Ank4 y Ank5
contienen la frase “many copies“ (varias copias), en su descripcién, haciendo referencia a que
se trata del motivo basico ANK repetido en tandem 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
posicién relativa que en el modelo ANK de Pfam, estos dos difieren en su largo.

En cuanto a su deteccion, los métodos basados en secuencia, en su mayoria basados en
descripciones estadisticas de las repeticiones, son suboptimos en la deteccién ya que no son ca-
paces de detectar con precision los limites de las mismas sobre todo de aquellas localizadas en
los extremos de la cadena polipeptidica, 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 creacién de la base de datos RepeatsDB [Di Domenico et al., 2013] que
constituye el primer esfuerzo para clasificar este tipo de proteinas y anotar la localizacién de
las repeticiones mediante el andlisis visual por parte de curadores expertos. En los tltimos

anos, diferentes métodos fueron apareciendo para realizar la detecciéon de unidades repetiti-
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vas al nivel estructural. Algunos de estos métodos como ANKPred [Chakrabarty and Parekh,
2014], estan basados en el andlisis de los mapas de contacto usando teoria de grafos, otros
como Console [Hrabe and Godzik, 2014], en el anélisis espectral de imagenes. Sin embargo la
deteccion 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 deteccion es realizada, asignando fases heterogéneas a diferentes miembros de una misma
familia. Esto imposibilita la realizacion de estudios comparativos a lo largo de una familia com-
pleta. En este trabajo hemos desarrollado una metodologia llamada Teselado proteico [Parra
et al., 2013] para el andlisis de periodicidades y la deteccién 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 si 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 proteinas
son claramente periddicas, en otras se observa la presencia de claras disrupciones en las rela-
ciones simétricas entre las unidades repetidas. Esta metodologia puede aplicarse a cualquier
tipo de proteina repetitiva o globular, ya sea en su estado monomérico o formando parte de

un complejo cuaternario.

La aplicacién del método de teselado y las diferentes funciones desarrolladas para analizar
sus resultados generan detecciones automaticas de las repeticiones, seleccionando el periodo y
fase de las mismas que maximizan el cubrimiento geométrico de la estructura global. Aunque
en una mayoria de casos la fase de las repeticiones detectadas, en proteinas pertenecientes a
la misma familia no es homogénea, la exhaustividad del método asegura que la consistencia
en la definicién de las fases puede alcanzarse si funciones adecuadas son sumadas al analisis.
En nuestro caso hemos utilizado la funcién de plegabilidad relativa para encontrar dentro de
las teselas presentes, a largos iguales a los de la frecuencia caracteristica mayoritaria para
los miembros de la familia ANK, aquellas que maximizan su capacidad de plegarse de forma
autonoma. Al analizar la fase de las teselas recuperadas de esta forma, observamos que hay
una fase mayoritariamente conservada en las proteinas naturales. Esta fase fue utilizada para

la deteccion consistente de las repeticiones ANK en un conjunto de proteinas no redundantes.
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Mediante la aplicacion de un método de alineamiento indirecto de secuencias basado en es-
tructura, se generaron alineamientos multiples para todas las repeticiones detectadas y se
asignaron posiciones analogas para todas ellas respecto de la repeticién 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 andlisis de los HMMs
de los 3 tipos de repeticion, indica la existencia de homologia 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 homologia entre ambos y la repeticién interna.

A partir de los alineamientos se calcularon dos medidas de conservacién usando la medi-
da de contenido de informacion (CI), la primera relacionada a las secuencias analizando la
distribucién 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 distribucién del estado de frustracién 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 observd que las mismas se encuentran positivamente correlacionadas para el
caso de las repeticiones internas y las C-terminales lo cual indica que mientras mas parecida
es la secuencia de una repeticion al consenso del alineamiento de secuencias, mas favorable-
mente ésta se plegara en una estructura compatible con la estructura media de las repeticiones
ANK analizadas. No se observé esta correlacion para el caso de las repeticiones N-terminales.
Se midi6 ademas el CI, basado en frustracién local, para el mapa de contactos promedio de
pares de repeticiones internas y encontramos que los contactos que maximizan dicho valor
son energéticamente favorables (minimamente frustradas) y forman una red de interacciones
que conecta aquellos residuos que estan mas conservados en los alineamientos de secuen-
cias. En contraste, encontramos que las regiones no repetitivas, las inserciones, las regiones
circundantes a puntos de delecién, las repeticiones terminales y los sitios de union a otros lig-
andos se encuentran enriquecidas en interacciones energéticamente desfavorables (altamente
frustradas). Al analizar los cambios energéticos entre los monémeros ANK y los mismos for-
mando un complejo cuaternario, vemos que los sitios de interaccién entre las moléculas que

en el estado monomeérico se encuentran enriquecidos en interacciones frustradas, se desplazan
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hacia valores neutros o minimamente frustrados. No obstante, en otras regiones interacciones
minimamente frustradas se desplazan a valores de mayor frustracién. Esto sugiere que ex-
iste una redistribucién de los valores de frustracién individuales de los contactos pero que la
morfologia global de la distribucién 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 1ltimo 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 proteinas con 3, 4, 5 y 6 repeticiones. El nicleo de plegado en todos los casos
analizados se corresponde con una repeticion 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 dinamicas en donde no se aplique un sesgo en
la coordenada de reaccién. Esta observacién, que parece no ser casual, podria ser un indicio
de interacciones indirectas a largo alcance entre repeticiones en extremos opuestos del arreglo.
De hecho, los anélisis de la dinamica correspondiente a [kBalpha en su version truncada que
contiene las primeras 4 repeticiones y su version completa, muestran que los mecanismos de
plegado de la regién comun difieren. Dado que la versién truncada fue derivada de la estructura
completa, las diferencias dinamicas en dicha region 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 repeticién interna extra en la tltima, y
muestran polarizaciones diferentes en sus mecanismos. Que el comportamiento dinamico de
estas moléculas sea tan sensible a truncaciones de repeticiones individuales es una muestra
mas de su versatilidad.

A pesar de sus similitudes estructurales, las proteinas con igual cantidad de repeticiones
mostraron, en muchos casos, comportamientos dindmicos muy diferentes. Las proteinas disenadas
fueron las que mostraron las barreras energéticas mas altas entre su estado plegado y desple-
gado. Ademds en todos los casos, estas moléculas no muestran intermediarios de plegado.
Otras proteinas en cambio exhiben especies conformacionales estables més alla de sus esta-

dos plegado y desplegado en las que un grupo de repeticiones se encuentran plegadas y otras
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desplegadas. Mas alld de la presencia o ausencia de intermediarios estables los andlisis de
interacciones nativas formadas al nivel de residuos nos permitié observar en qué estadios del
plegado global se pliegan las diferentes repeticiones. Encontramos que diferentes proteinas
muestran diferentes polarizaciones de su plegado. Mientras algunas comienzan a plegarse por
sus repeticiones internas y desde ahi propagan el plegado hacia las demas, 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 transicion entre
dichos estados, lo cual tiene su origen en la geometria de los arreglos y la falta de una interfaz
de interaccién 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 sélo presentando resultados novedosos acerca de la conservacién de
las firmas moleculares tanto al nivel de secuencias, estructuras y comportamientos dinamicos,
sino que ademés hemos sentado las bases metodoldgicas para replicar los analisis en cualquier
otra familia repetitiva. Nuestros aportes metodolégicos y acerca de la biofisica de las proteinas
ANK pueden ser recreados para otras topologias repetitivas y avanzar en su estudio de forma

sistematica.
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