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1.1 RESUMEN

La vida como se conoce, no se podria concebir sin las funciones proteicas, que dependen de una
estructura tridimensional particular para ser funcionales. La estructura a su vez, depende
esencialmente de la secuencia de aminoacidos. Con esto, comprender la vida implica entonces
comprender la forma como la secuencia proteica determina la estructura, y a su vez, la funcion.

El conocimiento sobre estructura y funcidon de proteinas es fundamental en las ciencias de la vida,
y da origen a campos nuevos como Ingenieria de Proteinas y Nanotecnologia Bioldgica,
industrialmente prometedores. La determinacién experimental de la estructura es costosa en
tiempo, dinero, infraestructura y recurso humano. Con los proyectos genoma y la gran cantidad de
informacién que éstos producen, hay una creciente brecha entre la aparicién de secuencias y el
conocimiento de la estructura y funcidén proteicas. Los esfuerzos se dirigen entonces a dilucidar
computacionalmente la estructura y funciéon proteicas, desde de la secuencia de sus aminoacidos.

En este trabajo analizamos datos experimentales de estructuras proteicas enfocandonos en
aminodcidos individuales y tripletas de ellos, y su aparicidon en las estructuras secundarias de las
proteinas almacenadas en el Banco de Datos de Estructuras de Proteinas (PDB).

A partir de las frecuencias de aminodacidos y tripletas, y de su aparicidn en estructuras secundarias,
se dedujo informacion en términos de la composicidn de aminoacidos, estructura secundaria de
diferentes grupos de proteinas, su estabilidad estructural y su tendencia a adquirir 6 no, otra
estructura secundaria, con lo que se identifican combinaciones de residuos que le confieren
particularidades estructurales a una proteina, para ser usadas en el redisefio de proteinas.

Por otro lado, se reconstruyeron computacionalmente, Proteinas Morfogenéticas de Hueso
(BMPs) y enzimas Beta-Lactamasas ancestrales, que luego se resucitaron en el laboratorio. Las
Beta-Lactamasas ancestrales se caracterizaron en términos de su actividad enzimdtica vy
estabilidad térmica, encontrando que las enzimas reconstruidas presentan mayor promiscuidad de
sustrato y mayor termoestabilidad, que sus equivalentes actuales. Las BMPs ancestrales
recosntruidas muestran hasta el momento, mayor actividad en la regeneracion ésea en cultivo y
en huesos de animales pequefios, y se perfilan como candidatas para su uso en cirugias
ortopédicas y maxilofaciales.
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ABSTRACT

Life as we know it, couldn’t be conceived without protein functions, these functions depend of a
particular three dimensional structure. Structure, in turn, essentially depends of the aminoacids
sequence. Understanding life therefore implies understanding of the way how a protein sequence
determines structure, and the way how a structure conducts to the function of the molecule.

Knowledge of protein structure and function is fundamental in life sciences, and gives origin to
new fields, industrially very promising, like Protein Engineering and Biological Nanotechnology.
Experimental structure determination is costly in terms of time, money, infrastructure and human
resources. With genome projects and the huge quantity of information they produce, there is a
growing gap between solved genome sequences (and hence genes and protein sequences) and
protein structure and function. Efforts have been addressed in elucidation of protein structure and
function, through computational methods by using amino acid sequences.

In this work, we used protein bioinformatics tools to computationally analyze experimental data of
protein structures, based on short amino acid sequences and their appearance in the secondary
structures of the proteins stored in the Protein Data Bank (PDB).

From the frequencies of amino acids and residue triplets, and their appearance in secondary
structures, we inferred information in terms of amino acid composition, secondary structure of
different protein groups, their structural stability and their tendency to maintaining the same
secondary structure or acquiring other, whereupon we inferred about residue combinations
conferring structural particularities to a protein, to be used in protein engineering

On the other way, we reconstructed ancestral Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), and B-
Lactamase enzymes, to resurrect later in the lab. Ancestral B-Lactamases were characterized in
terms of their enzymatic activity and thermal stability, finding that the reconstructed enzymes
show enhanced substrate promiscuity and higher thermostability than their equivalents of present
times. Reconstructed Ancestral BMPs showed until now, higher activity in bone regeneration in
cell cultute and in vivo, in animal bones, and are now candidates for using them in ortopeaedic
and maxillofacial surgery.
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1.2 INTRODUCCION

DESCRIPCION DEL PROBLEMA Y ABORDAIJE

EL PROBLEMA

Contexto

Considerando que las proteinas son las moléculas responsables de una enorme cantidad vy
variedad de funciones vitales para los seres vivos, que cada vez se usan mas en el plano industrial
y en aplicaciones de alta tecnologia, y que en general, la estructura determina la funcidn, es de
interés hacer inferencia sobre las reglas que a partir de la secuencia y el ambiente, determinan la
estructura. Por esta razén, en el presente trabajo, las proteinas se agrupan segun diferentes
criterios, en grupos claramente definidos, seglin los cuales, conjuntos de proteinas, presentan
caracteristicas similares. Es importante hacer estudios de las estructuras de las proteinas, para
inferir sobre la forma como la secuencia y las caracteristicas comunes a grupos de proteinas,
interactlan para determinar la estructura.

De las investigaciones sobre las proteinas se puede derivar conocimiento Util no sélo en términos
del desarrollo cientifico, sino también en términos de desarrollo aplicable en la medicina y en el
campo tecnolégico e industrial.

Las proteinas son cadenas lineales de aminoacidos unidos por enlaces covalentes conocidos como
enlaces peptidicos. Estos enlaces confieren rigidez a la estructura, dado que se comportan como
enlaces parcialmente dobles que pueden formar enlaces de hidrégeno, proveyendo estabilidad a
la estructura, una vez plegada. Los aminodcidos encontrados en proteinas, son moléculas
relativamente pequefias, formadas por un grupo amino y un grupo carboxilo unidos a un carbono
central conocido como Carbono Alfa.

Aunque hay mas de 700 aminodcidos identificados, los que forman las proteinas y que estdn
codificados a nivel de los genes, son sélo unos cuantos (22 identificados hasta ahora). Estos
aminodcidos se distinguen unos de otros por la cadena lateral unida al Carbono Alfa. Algunas
cadenas son hidrofilicas, otras hidrofdbicas; algunas son de tamafio muy pequefio, otras mas
grandes; unas son muy reactivas, otras no. Por esto, la cadena lateral de los aminoacidos les da
caracteristicas particulares a las secuencias proteicas, determinando la forma como la cadena de
aminodacidos interactla con su microambiente y se pliega dando como resultado su estructura y
finalmente su funcién. Dicho de otra manera, la composicién de aminodcidos y la forma como
estan combinados en la secuencia proteica, determina el plegamiento de la proteina. Pero aun



mas importante, es que el plegamiento de una proteina conduce a la estructura tridimensional,
gue determina su funcion.

El plegamiento depende entonces de diferentes factores: la concentracion de sales y cargas en el
medio que rodea a la proteina, de la existencia de agua en el entorno, y de la interaccidn de las
cadenas laterales de los aminodcidos con el medio. Sin embargo, en general se ha considerado
cada aminodcido y su cadena lateral, individualmente en cuanto a su aporte a la estructura. En el
presente trabajo, se considera a cada aminoacido de manera individual, y junto con sus vecinos en
la cadena, de manera que se pueden tener en cuenta las interacciones entre ellos. Mediante el
estudio del efecto que ejercen las diferentes combinaciones de aminodacidos sobre la estructura,
se pueden deducir reglas que contribuyan a explicar el plegamiento y el comportamiento
funcional de una proteina.

Se han desarrollado muchos métodos experimentales para el estudio de las proteinas y de los
genes que las determinan, pero es claro que estudiar todas las proteinas de un organismo
mediante este enfoque seria una labor extremadamente consumidora de tiempo y recursos, sobre
todo considerando que por ejemplo, el ser humano tiene alrededor de 27.000 genes, que pueden
producir mas de un millon de proteinas diferentes (Chuan, 2012).

El estudio de los genes es mucho mas econdmico que el de las proteinas. Esto es evidente en el
hecho de que actualmente, la mayor base de datos de secuencias de proteinas, SwissProt-TrEMBL
(http://expasy.org/sprot/ Apweiler, et al, 2004) en su version 2013.10 del 16 de Octubre de 2013,
cuenta con 541.561 secuencias proteicas, mientras que en banco de datos de estructuras de
proteinas, PDB (http://www.pdb.org/pdb/statistics/holdings.do), en su version de Noviembre 5 de
2013 cuenta con 88.203 proteinas con estructura tridimensional resuelta. A la fecha, se han
resuelto experimentalmente las secuencias de unos 168'335.396 genes (NCBI-GenBank release
198.0, Oct 15, 2013, ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genbank/gbrel.txt), mientras que sélo se han resuelto
las estructuras de unas decenas de miles de proteinas; la brecha entre las proteinas cuya
secuencia se resuelve y las proteinas cuya estructura se resuelve, es cada vez mayor.

Sin embargo, esta brecha puede disminuirse significativamente mediante el uso de herramientas
computacionales que permitan identificar la estructura y la funcién de las proteinas determinadas
por los genes secuenciados por los proyectos genoma y los diferentes grupos de investigacién en
genética, ahorrando asi el costo de la determinacion experimental de la estructura y la funcidn de
cada proteina.

Por esto, el enfoque computacional se considera tan prometedor, y esta ademas al alcance de los
paises del tercer mundo, dadas las diferencias econdmicas que existen entre el costo de la
infraestructura para el estudio experimental, y el costo de la infraestructura para los estudios
computacionales (ICGEB, 2001).
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Ha habido muchos esfuerzos por deducir las reglas que determinan el plegamiento de las
proteinas y su subsecuente influencia en la funcién, pero aun no se ha logrado predecir, con
satisfactoria precision, la estructura y la funcién de una proteina en particular, y mucho menos
deducir reglar universales aplicables al estudio de la generalidad de las proteinas.

Hay varios niveles estructurales en proteinas, desde primaria (la secuencia de aminodcidos), hasta
cuaternaria (la organizacion de multiples proteinas en proteinas multiméricas); incluso, se
considera un quinto nivel, la agregacién de multiples complejos proteicos para cumplir una
funcién especifica en conjunto, como en el transcriptoma. Entre estos niveles estructurales, se
encuentra la estructura secundaria (plegamientos locales dados por residuos de aminoacidos
contiguos en la secuencia) y terciaria (plegamientos globales entre aminodcidos lejanos). La
estructura secundaria, parece ser un intermediario importante en el plegamiento de la estructura
proteica, al punto que se considera como un precursor de la estructura terciaria de la proteina
(Gong y Rose, 2005), sobre todo en los modelos de nucleacién en el plegamiento proteico
(Wetlaufer, 1973; Abkevich et al., 1994; Dill et al., 1995; Djikaev y Ruckenstein, 2007).

Estudiar la estructura secundaria es un punto critico para el avance en la comprensién y prediccién
de la estructura tridimensional de estas moléculas. Hay evidencia de que este nivel estructural es
determinante para el plegamiento final de la proteina, y es responsable en buena parte, de los
movimientos locales en la proteina, que participan en el desemperio de la funcidn proteica (Myers
y Oas, 2001).

Las proteinas realizan muchas funciones vitales y esto puede usarse en la medicina para corregir,
desde el nivel molecular, problemas bioquimicos que causan enfermedades (en campos como
Medicina molecular, Terapia Génica, Disefio de Medicamentos, Biofarmacologia y Terapia
Enzimatica); también puede aprovecharse de la capacidad catalitica de muchas proteinas
usandolas en la industria quimica y biotecnolégica (Enzimologia e Ingenieria de Enzimas), algunas
proteinas pueden participar en la produccidn de nanomdaquinas (Nanotecnologia proteica), en el
disefio de eficientes memorias de computador (Majima, 2008), y ademas se pueden disefiar
proteinas con caracteristicas deseables como mayor termoestabilidad 6 promiscuidad ampliada
(Risso, et al., 2012) nuevas funciones proteicas, deseables para otros procesos industriales
(Ingenieria de proteinas). El estudio y conocimiento de las proteinas ofrece una oportunidad no
solo para el avance cientifico, sino también el desarrollo de industria de base tecnoldgica.

El estudio de las proteinas es de interés global y sus aplicaciones pueden ser de vital importancia
en el desarrollo biotecnoldgico del pais. Hay estudios sobre estructuras proteicas desde hace
alrededor de treinta afios en el mundo, aunque el enfoque computacional se usa masivamente
sélo en afos mas recientes; en Colombia se trabaja sélo desde hace unos pocos afios desde la
perspectiva de los enfoques computacionales. Entre los grupos colombianos de estudios
bioinformaticos en proteinas se encuentran: el grupo de Bioquimica Computacional de la
Universidad Javeriana de Bogotd, que combina enfoques experimentales con los computacionales,
el grupo de Biotecnologia y Bioinformatica de la Universidad Nacional de Colombia y el Grupo de



Bioinformatica y BioComputacion de la Universidad del Valle, que se enfoca en modelos
computacionales para el estudio de proteinas y de genomas. (Al parecer, la mayoria de grupos
colombianos dedicados a bioinforméatica o biologia computacional, han puesto su esfuerzo
principalmente en el estudio de genes y genomas).

Este proyecto se desarrolld6 como parte de las actividades de investigacion del grupo de
Bioinformatica y BioComputacion de la Universidad del Valle (en Ciencias de la Computacidn), en
la modalidad de tesis doctoral dentro del Postgrado en Ciencias Biomédicas de la misma
universidad, y hasta el momento el enfoque y sus resultados han producido dos capitulos de libro
(Mejia y Tischer, 2007; y Mossos, Mejiia-Carmona, Tischer, 2014), y se ha presentado en eventos
como La semana de la Ingenieria, Universidad del Valle 2009; Segundo seminario internacional
sobre Gendmica, Protedmica, Bioinformatica y Biologia de Sistemas, Universidad del Cauca,
Popayan, 2007; y Segundo congreso colombiano de Bioinformatica y Biologia Computacional,
BIOS, Centro de Bioinformatica y Biologia Computacional, 2013).

Problema Biologico y Computacional

Los resultados de los trabajos experimentales realizados en la solucion de la estructura
tridimensional de las proteinas se almacenan generalmente en un banco publico de datos
conocido como PDB (Protein Data Bank). Se almacenan las estructuras tridimensionales en forma
de coordenadas cartesianas para cada uno de los dtomos diferentes de los hidrégenos. Ademas se
encuentra la informacion bdsica de la proteina como nombre de la proteina, especie bioldgica
donde se localiza, localizacién celular, funcidon, nombre de la proteina, referencia bibliogréfica, etc.
Esta informacidn se almacena en forma de archivos de texto plano (con extensién .pdb), lo que
permite extraer su informacion facilmente.

El PDB sin embargo, es un reservorio de datos que requiere de un cuidadoso proceso de seleccion.
Desde la versidon 3.1 - 2006 del PDB, se ha hecho un exhaustivo trabajo de remediacién de los
datos, corrigiendo inconsistencias, completando anotaciones, y depurando la informacién para dar
un PDB mucho mas confiable y seguro que antes (Henrick et al., 2007).

Los archivos .pdb, que son archivos de texto plano que contienen la informacidon para cada
proteina, no dicen cual es la estructura secundaria de la misma. Esto debe deducirse a partir de las
coordenadas cartesianas de los atomos, en lo que se conoce como “asignacion de estructura
secundaria”. Aunque hay varios algoritmos y enfoques, el algoritmo DSSP (Dictionary of Secondary
Structure of Proteins) desarrollado por investigadores del Instituto Max Planck (Kabsch y Sander

Ill

1983), es el cominmente usado, y el “estandar de oro” para este aspecto (Martin et al, 2005).
Este algoritmo basa la asignacidon de estructura secundaria en los patrones de formacion de
enlaces de hidrégeno en la molécula. EI DSSP (Kabsch y Sander 1983), asigna ocho tipos de

estructuras secundarias, asi:



1. Giros Betay giros-n: un patron basico de estructura secundaria. Un residuo de aminoacido
se asigna como perteneciente a un giro si hay un enlace de hidrégeno entre el CO(i) y el
NH(i+n), con n=3,4, 6 5). Hay cuatro tipos de giro :

a. Giro tipo I: los angulos dihédricos son (-60,-30) y (-90, 0) para los residuos i+1 e
i+2, respectivamente.

b. Giro tipo Il: los angulos dihédricos son (-60, 120) y (80, 0) para los residuos i+1 e
i+2 respectivamente.

c. Giro tipo lll: Los angulos son (-60, -30) y (-60, -30) para los residuos i+1 e i+2
respectivamente. Este giro es la unidad mas simple de una hélice 34,.

d. Giro Gamma: Es un tipo especial de giro y tiene un enlace de hidrégeno entre el
CO del residuo i y el NH del residuo i+2. Los angulos dihédricos para el residuo i+1
son (70, -60) y (-70, 60) si es un giro Gamma inverso.

2. Hélice Alfa: definida como al menos dos giros consecutivos, y se asigna al residuo i,
cuando se identifica un enlace de H entre el aminodcido iy el i+3.

3. Hélice 3,¢: se asigna al residuo i, cuando hay un enlace de H entre i e i+2.

Hélice Pi: con enlace de H entre i e i+4.

5. Puente Beta: Al menos dos conjuntos contiguos de tres residuos cada uno, (i-1, i, i+1 y j-1,

j, j+1). Se identifican dos tipos de puentes:
a. Puente paralelo (i,j): con enlaces de H: (i-1, j) y (j, i+1), 6 (j-1, i) y (i, j+1).
b. Puente antiparalelo (i,j): con enlaces de H: (i, j) y (j, i) 6 (i-1, j+1) y (j-1, i+1)

6. Escalera Betay Hoja Beta:

a. Escalera Beta: Se define como un conjunto de puentes consecutivos de idéntico
tipo (paralelo 6 antiparalelo)

b. Hoja Beta: Es un conjunto de dos o mds escaleras conectadas por residuos
compartidos.

7. Dobléz: Es una regidn con alta curvatura. Para un residuo i, la curvatura se cuantifica como
el angulo del esqueleto de (i-2, i-1, i) y de (i, i+1, i+2). Para un dobléz en |, se requiere una
curvatura de al menos 70 grados:

Dobléz (i) = angulo {C-alfa(i)~C-alfa(i-2), C-alfa(i+2)~C-alfa(i)} > 70

8. Estructura al azar: Es una regién donde el residuo no puede asignarse a ninguna de las

anteriores estructuras secundarias.

Muchos de los enfoques para el estudio computacional de proteinas se basan en la premisa de
gue la secuencia de aminodacidos determina la estructura de la proteina, como propuso Christian
Anfinsen con su trabajo sobre la enzima ribonucleasa de bovinos en 1954 (Anfinsen et al., 1954;
Epstein et al., 1971). En afios mas recientes, algunos de los esfuerzos se han enfocado en la idea
de encontrar una potencial tendencia intrinseca de cada residuo de aminodacidos a formar una
estructura secundaria particular (conocida como propensién) (Chou y Fasman, 1978). Este fue
posiblemente el inicio de los intentos de prediccién de estructura de proteinas. Posteriormente,
Garnier et al., (1978) propusieron otro algoritmo de prediccion de estructura secundaria. Sin
embargo estos enfoques alcanzaron bajos indices de predictibilidad (calculad como el nimero de
aminodcidos correctamente predichos con respecto al numero total de aminodcidos), segun cita el
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mismo Gerald Fasman en su libro “Prediction of Protein Structure and the Principles of Protein
Conformation” (1989).

Las propensiones de Chou y Fasman han sido reevaluadas en varias ocasiones (Kyngés y Valjakka,
1997; Lareo y Acevedo, 2005); en cuanto a esto, al inicio de este trabajo, publicamos la propuesta
de un indicador de la preferencia estructural, que cuantifica la tendencia de una tripleta de
aminodcidos, a formar estructuras secundarias estables (Mejia y Tischer, 2007). Sin embargo, es
posible que la baja predictibilidad de los enfoques estadisticos que usan propensiones se deba a
gue consideran a cada aminodcido individualmente y no tienen en cuenta el contexto (los
aminodcidos vecinos en la secuencia). En el trabajo de Lareo y Acevedo (2005), y el de Otaki et al.
(2005), consideran secuencias cortas de aminoacidos. Por ello consideramos conveniente hacer un
estudio de cada aminoacido junto con sus vecinos contiguos en una secuencia proteica. Es
importante aclarar que a lo largo de este documento, se usan indistintamente los términos
residuo de aminodcido, residuo y aminoacido, para referirse a los aminodcidos que forman parte
de una cadena peptidica en una proteina.

El presente enfoque ofrece una alternativa coherente para la prediccién local de la estructura de
las proteinas, la identificacion de proteinas y/o regiones de proteinas estructuralmente estables, la
comparacién de proteinas clasificadas segun sus caracteristicas, y la identificacién de proteinas
potencialmente relacionadas con enfermedad debido a su potencial tendencia a plegarse
incorrectamente.



1.3. JUSTIFICACION

Los sistemas biolégicos son complejos en términos de su funcién y sus interacciones. Presentan
multiples aspectos que todavia no estan comprendidos. Uno de los cuestionamientos centrales de
la Biologia se refiere a la forma como los genes determinan una funcion celular; esto implica
conocer como la secuencia del gen (y por tanto, la secuencia de aminoacidos en la proteina),
determina la estructura tridimensional de la misma, y como ésta estructura determina la funcién.
Asi que resolver cémo la secuencia determina la estructura, permitird avances en la comprension
de enfermedades, envejecimiento, y el desarrollo celular, y a través de ella, la modificacion de
estos procesos con fines terapéuticos, el desarrollo de medicamentos, la produccién de nuevas
proteinas con funciones adecuadas para procesos de interés humano, y el desarrollo de maquinas
moleculares con los mismos fines.

De muchas proteinas se conoce la estructura y la funcién, pero también hay una enorme vy
creciente cantidad de proteinas con secuencia conocida, pero estructura y funcién desconocidas.
Por eso surge la necesidad de desarrollar métodos de andlisis experimental para resolver la
estructura proteica y métodos computacionales para predecir la estructura y funcién de proteinas
no resueltas experimentalmente.

La prediccion de la estructura de las proteinas en el momento actual alcanza una precisién poco
mayor del 70%. Este valor es posible gracias a que la secuencia de aminoacidos tiene
inherentemente la informacién estructural (propensién) (Anfinsen, 1971; Chou y Fasman, 1978).
En este proyecto se extiende la definicion de propension de un aminoacido individual, a
secuencias cortas de aminodacidos, y ademas, se extiende a diferentes tipos de giros en proteinas,
discriminando Giros tipo Beta, con enlaces de H estabilizantes; Doblez, sin enlace de H; y Giros al
azar, conocidos también como “random coils”, cuyo término usaremos indistintamente a lo largo
de este documento.

La dificultad de mejorar la prediccidn se debe en parte a la existencia de zonas desordenadas en
las proteinas. Sin embargo, estas zonas son en muchos casos responsables de la funcién. El
presente proyecto busca identificar aquellas zonas de mayor orden y desorden en secuencias
proteicas.

Aunque hay iniciativas y esfuerzos internacionales para comprender las proteinas (como “The
Protein Structure Initiative” en www.structuralgenomics.org, auin hay un vasto campo para

explorar. Se desconoce parcialmente cdmo una proteina puede alcanzar su estructura
tridimensional nativa, y cdmo puede cambiar esta estructura para adquirir una nueva funcion, ¢
perder la funcidn original, resultando a veces en un evento causante de una enfermedad. En las
estructuras proteicas se ha encontrado un alto grado de orden; sin embargo, también se han
encontrado zonas desordenadas; actualmente se discute el valor del desorden desde el punto de
vista funcional, pues algunos autores han identificado una relaciéon entre zonas desordenadas y
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zonas funcionales en las proteinas (Lobley et al., 2007). En el presente trabajo, se propondrd una
metodologia para la identificacion de zonas con alto grado de estabilidad estructural,
posiblemente responsables del andamiaje de la proteina, y zonas con bajo grado de estabilidad, y
a partir de alli, de zonas desordenadas que pueden presentar mayor tendencia a cambiar su
estructura, facilitando la ocurrencia de un plegamiento diferente en la proteina, que podria
potencialmente modificar la funcién. Esto permitiria identificar en un genoma, las proteinas
candidatas a producir enfermedades por errores é modificaciones en el plegamiento.

Este proyecto contribuyé al estudio computacional de proteinas del grupo de investigacién en
Bioinformatica y Biologia Computacional de la Universidad del Valle, aporta conocimiento al
anadlisis de informacién masiva del Banco de Datos de Estructuras Proteicas, PDB, y propone
herramientas para el redisefo de proteinas.



1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVOS GENERALES

1.4.1.1. Analizar las frecuencias de aminoacidos individuales y combinaciones de tres residuos
(tripletas), junto con su estructura secundaria, en proteinas con estructura tridimensional resuelta,
e inferir acerca de su potencial predictivo para la estructura y caracteristicas estructurales de las
proteinas.

1.4.1.2. Redisefar enzimas B-Lactamasas y Proteinas Morfogenéticas de hueso mediante la
reconstruccién de secuencias ancestrales y evaluar las propiedades fisicoquimicas de las proteinas
redisefiadas.



1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.4.2.1. Seleccionar los conjuntos y subconjuntos de proteinas a ser estudiados, a partir
del universo proteico representado en la totalidad de las proteinas del PDB, mediante la
escogencia de una muestra representativa, con alta diversidad, baja redundancia y alta
homogeneidad, en términos de la resolucidn de la estructura tridimensional.

1.4.2.2. Determinar la frecuencia de las secuencias cortas de residuos de aminoacidos en
las proteinas, verificando si las secuencias cortas de aparicion muy frecuente 6 poco
frecuente, presentan las mismas caracteristicas cuando se analizan entre proteinas
agrupadas segun criterios como: su contenido de estructura secundaria, su localizacion
celular, el organismo en el que se encontraron, el Phylum en que se encuentran, el tipo
de Enzima segtin la Comision de Enzimas, y familias de proteinas.

1.4.2.3. Analizar frecuencias de aminoacidos y tripletas en estructuras secundarias,
Propensiones Chou y Fasman, Entropia conformacional e Indicador de Preferencia
Estructural, buscando identificar propensiones caracteristicas para proteinas agrupadas
segun los criterios antes mencionados.

1.4.2.4. Hacer uso de las frecuencias e IPE para Identificar y caracterizar zonas de una
proteina que presentan mayor 6 menor estabilidad para estructuras secundarias, y
relacionar estas zonas con la funcionalidad del segmento donde ocurren.

1.4.2.5. Analizar las frecuencias de las las estructuras secundarias, en términos de las
tripletas de residuos de aminoacidos, usando tanto los veinte aminoacidos, como un
alfabeto reducido de propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos.

1.4.2.6. Rediseiar proteinas mediante la reconstruccion de secuencias ancestrales, y
evaluar experimentalmente las propiedades fisicoquimicas de las proteinas resucitadas.
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1.5. MARCO TEORICO

Cristalografia de rayos X como método para resolver
la estructura 3D de una proteina.

En 1958, los investigadores John Kendrew y Max Perutz en forma independiente, resolvieron la
estructura tridimensional de dos proteinas: la mioglobina y la hemoglobina. Para ello usaron una
técnica experimental relativamente novedosa: la cristalografia de rayos X (Kendrew et al., 1958;
Muirhead y Perutz, 1958). Por estos trabajos, compartieron el premio Nébel de Quimica en 1962.
Con esto, la metodologia de Cristalografia de rayos X demostré que era una técnica poderosa para
dilucidad estructuras tridimensionales de grandes moléculas.

La cristalografia de rayos X es hasta el momento, la metodologia de primera opcion para la
dilucidacidn de la estructura de moléculas, tanto bioldgicas como no bioldgicas; al punto que de
las 88203 proteinas resueltas hoy (Noviembre 8 de 2013), la mayoria (78612) se resolvieron por
esta técnica (PDB Statistics: http://www.rcsb.org/pdb/statistics/holdings.do).

En términos generales, la técnica consiste en purificar en un alto grado la molécula cuya estructura
se quiere resolver, para luego cristalizarla, y bombardear el cristal con Rayos X, con el fin de que
estos, luego de desviarse por los &tomos de la protéina en el cristal, impacten posteriormente una
placa fotografica. En esta placa, se obtienen puntos debidos al impacto de los rayos X, y la
distribucién espacial de los puntos en la placa que refleja el grado de desviacidn de los rayos X al
atravesar las moléculas atrapadas en el cristal con la molécula a resolver. Esta metodologia ha
recibido numerosas mejoras en los ultimos afios, en especial, la cristalizacion de las proteinas, que
usualmente es un cuello de botella (Giacovazzo, et al, 2002).

Acerca del PDB

La base de datos

El Banco de Datos de Estructuras de Proteinas (PDB por Protein Data Bank) es una base de datos
mundial con la informacién de la estructura tridimensional de macromoléculas bioldgicas, en
especial, las proteinas. Se establecid en los Laboratorios Nacionales Brookhaven (BNL por
Brookhaven National Laboratories) en 1971 como un archivo para las estructuras obtenidas por
cristalografia de rayos X de macromoléculas bioldgicas (Meyer, 1997, PDB, 1971). Empezd con
siete estructuras y aumentdé cada afio, hasta que en los afios 80 crecié dramaticamente debido a
mejoras en las técnicas cristalograficas, en resolucion de estructuras por resonancia magnética
nuclear y cambios en la concepciéon de la comunidad cientifica acerca del compartir los datos
(Berman et al.,, 2000). Hoy en dia, el PDB esta bajo la responsabilidad de la Colaboracién
Investigativa para la Bioinformatica Estructural (RCSB por Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics), que es un consorcio sin animo de lucro dedicado a mejorar nuestro
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entendimiento de la funciéon de sistemas bioldgicos mediante el estudio de la estructura
tridimensional de macromoléculas biolégicas (Meyer, 1997). Al PDB puede accederse
publicamente via internet en http://home.rcsb.org.

Actualmente, el PDB se ha convertido en el principal repositorio de macromoléculas bioldgicas con
estructuras tridimensionales resueltas. Con mas de 45000 estructuras, el PDB esta disponible en
linea como una importante fuente de informacién para la quimica, la biologia estructural, la
biologia computacional, farmacologia y la educacién. Durante los ultimos afios, los miembros de la
organizacion internacional que anota y libera los datos al PDB (la wwPDB : worldwide Protein Data
Bank), han hecho un enorme esfuerzo por remediar y homogenizar la informacién almacenada en
el PDB (Henrick et al., 2007). wwPDB es un esfuerzo colaborativo entre el Instituto Europeo de
Bioinformatica (MSD-EBI por European Bioinformatics Institute), El Banco de Proteinas del Japon
(PDBj por Protein Data Bank — Japan), y el Banco de Datos de Resonancia Magnética Bioldgica
(BRMB por Biological Magnetic Resonante Data Bank — USA). Se puede encontrar mas informacidn
acerca del PDB en www.pdb.org/pdb/static.do?p=general_information/about_pdb/index.html.

Virtualmente, cada estructura almacenada en el PDB ha sido ampliada y actualizada para mejorar
la informacion. A mediados del 2007 se actualizé el PDB para incorporar esta informacion revisada
y mejorada (Henrick et al., 2007, PDB Annual Report, 2007). Ahora, el PDB se ha hecho mucho mas
uniforme en cuanto a la informacion que contiene (PDB Annual Report 2007). Hoy en dia, el PDB
provee un sitio que evoluciona permanentemente y que ofrece una plataforma para el estudio de
macromoléculas biolégicas y sus relaciones con la secuencia, la funcidn y la enfermedad.

El formato .pdb
Cada proteina con estructura 3D resuelta se almacena como un archivo de texto plano con
extension .pdb. Este formato fue propuesto y establecido inicialmente como parte de la iniciativa

de poner los datos en una base de publico acceso en la red mundial de internet (Berman et al.,
2003).

Los datos contenidos en un archivo .pdb incluyen informacidon general sobre la proteina, la
secuencia de residuos de aminodcidos, comentarios de los autores sobre la localizacion celular y
funcién de la proteina, coordenadas atdmicas de la estructura tridimensional de la proteina,
citaciones bibliograficas, estructura primaria de la proteina, e informacidon sobre los datos
experimentales de la dilucidaciéon de la estructura tridimensional de la proteina (Atomic
coordinate entry format description, 2007).

Sobre la asignacion de estructura secundaria (DSS) a partir
de las coordenadas 3D

Es importante categorizar los elementos de estructura secundaria, pues este es un paso
importante para comprender la estructura de las proteinas, su funcion y las interacciones
necesarias para cumplir la funcion. Hay varios algoritmos que hacen la asignacion de estructura
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secundaria de proteinas, a partir de las coordenadas 3D de los dtomos consignados en los archivos
pdb.

El primer algoritmo fue propuesto por los investigadores Levitt y Greer (1977), y se basaba
principalmente en los angulos de torsidn entre los carbonos alfa. Pocos afios después,
investigadores del instituto Max Planck, Kabsch y Sander (1983), desarrollaron un algoritmo
conocido como DSSP (Dictionary of Secondary Structure of Proteins), que se convirtié en el
estandar de oro hasta hoy (Martin et al, 2005). Incluso se usa en algunos de los programas de
visualizacion de moléculas, como Rasmol y Chime (Sayle y Milner, White, 1995). Este algoritmo
asigna la estructura secundaria basandose en los patrones de aparicién de los enlaces de
hidrégeno en las proteinas, y en la determinacién del dngulo Kappa. Este angulo se forma entre los
carbonos alfa de los residuos i-2, i e i+2 del i-ésimo aminodcido. El algoritmo DSSP asigna las
estructuras secundarias: Hélices (Alfa, 3-10, y Pi), Hojas Beta (paralela y antiparalela, y giros (giro
Beta, doblez y estructura al azar).

STRIDE es otro algoritmo para hacer las asignaciones de estructura secundaria, desarrollado por
los investigadores alemanes Frishman y Argos (1995), que se basa en los patrones de formacién de
enlaces de hidrégeno en las proteinas, aunque de forma diferente a DSSP. STRIDE tiene en cuenta
la Energia de los enlaces y ademas, los angulos de torsidn Phi y Psi del esqueleto de la proteina.
Estos angulos dihédricos Phi y Psi se han usado ampliamente para definir las estructuras
secundarias de proteinas. El angulo Phi esta definido para el i-ésimo residuo por los atomos C;.4, N;,
Ca; y G, mientras que el dngulo Psi, para el i-ésimo residuo, estd definido por los atomos N;, Ca;, C;
Y Nisz.

El método SECSTR, pertenece a la familia de algoritmos tipo DSSP. Se desarroll6 especificamente
para mejorar la deteccién de las helices Pi, que constituyen aproximadamente el 4% de las
proteinas (Fodje y Al-Karadaghi, 2002).

Se han desarrollado otros métodos como DEFINE (Richards, y Kundrot, 1988), que se basa sélo en
carbonos Alfa (C-a) y compara las distancias entre C-a del archivo pdb comparandolas con
distancias ideales en estructuras secundarias. Este método también describe estructuras
supersecundarias (Richards, y Kundrot, 1988).

Un algoritmo mas reciente para asignar estructura secundaria, es KASKI (que significa "dos" en
finlandés) propuesto por un grupo francés (Martin et al., 2005), se basa en distancias entre C-a y
los dngulos Phi y Psi alrededor de cada carbono alfa. Los autores hicieron ademas una interesante
revision de los diferentes métodos existentes para hacer asignacion de estructura secundaria a
partir de archivos pdb (Martin et al., 2005).

Aunque ha habido otras propuestas metodoldgicas para asignar estructura secundaria a partir de
las coordenadas atémicas anotadas en los archivos pdb, el mejor método sigue siendo el DSSP. Sin
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embargo, la gran cantidad de propuestas es un buen indicador del hecho que la asignacién sigue
presentando algunas dificultades, especialmente en las zonas de transicion entre estructuras
secundarias regulares, y en las estructuras sin regularidad, mejor conocidas como "estructuras al
azar".

Mientras que la asignacién de la estructura secundaria de una secuencia de aminoacidos que esta
dentro de una hélice Alfa 6 en hoja Beta es bastante coincidente entre los diferentes métodos de
asignacidn de estructura secundaria. Pero es dificil asignar los residuos de aminodacidos que se
encuentran al principio y al final de estas estructuras secundarias (es decir, los aminoacidos que se
encuentran en los segmentos transicionales de las hélices y las hojas (Robson y Garnier, 1986).

Acerca de PFam

La base de datos de familias de proteinas (Pfam), es una gran coleccién de familias de proteinas,
cada una representada por alineamientos multiples de secuencia y Modelos Ocultos de Markov.

Las proteinas se componen generalmente de una o mas regiones funcionales, llamadas
comunmente dominios. Diferentes combinaciones de dominios dan lugar al diverso rango de
proteinas encontradas en la naturaleza. La identificacion de dominios que se dan en proteinas
puede permitir tener un vistazo sobre su funcién.

Hay dos componentes de Pfam: Pfam-A y Pfam-B. Las entradas en Pfam-A son de alta calidad;
familias curadas manualmente. Es de este componente, de donde hemos tomado las proteinas
agrupadas por familia. Estas entradas cubren una gran proporcidn de las secuencias en la base de
datos. Para tener una mejor comprensiéon de las proteinas conocidas, se ha generado
automaticamente un suplemento usando la base de datos PRODOM. Estas entradas generadas
automaticamente se conocen como Pfam-B. Aunque de menor calidad, las familias de Pfam-B
pueden ser utiles para identificar regiones conservadas funcionalmente cuando no se encuentran
en Pfam-A.

Pfam también genera agrupamientos de alto nivel de familias relacionadas, conocidas como
clanes. Un clan es una colecciéon de entradas de Pfam-A que estan relacionadas por similaridad
estructural 6 perfiles de Modelos Ocultos de Markov. La versién actual de Pfam es la 27.0 (de
Marzo de 2013, con 14831 familias). Se puede acceder a Pfam via internet en la direccion
http://pfam.sanger.ac.uk/.

Sobre la estimacion del orden en proteinas
Entropia informacional usada como entropia estructural

Para la estimacion de la entropia conformacional, aplicamos la teoria de informacidon de Shannon
(Strait y Dewey, 1996). La formulacidon de la entropia de informacion esta dada por:

S= 'ani (In p;)

i=1
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Donde i se refiere en nuestro caso a uno de los tipos de estructuras secundarias analizados
(hélices, hojas, giros Beta, dobleces, random coils), donde p; es la probabilidad de encontrar la
estructura secundaria i en los resultados obtenidos; n es el nimero total de posibles estructuras
secundarias (20) o combinaciones de las mismas segln se hable de aminoacidos individuales 6
tripletas de residuos; S es la entropia conformacional de cada aminoacido 6 combinacién de
aminodcidos; esto puede aplicarse para conocer el nimero de estructuras secundarias en que
aparece un residuo o combinacién de residuos, 6 también puede aplicarse para conocer el nUmero
de combinaciones de residuos que pueden dar origen a una estructura secundaria particular; es
decir, se puede aplicar esta entropia conformacional, sin importar si se trata de un fragmento de
secuencia 6 un patrén de estructura secundaria, lo que nos permite hacer andlisis en dos sentidos:
desde la secuencia de residuos hacia la estructura, y viceversa.

La entropia minima serd 0, donde domina un solo tipo de estructura secundaria. La entropia
maxima se obtiene cuando todos los tipos de estructura secundaria tienen igual contribucion a las
estructuras. (http://14.113.239.106/~entropy/index.cgi?In=entropy, Shannon, 1950).

En teoria de la informacion, la Entropia de Shannon 6 Entropia informacional es una medida de la
incertidumbre asociada con una variable aleatoria. Asi, cuantifica la informacién contenida en un
mensaje, usualmente en bits 6 bits/simbolo. Es la longitud minima de un mensaje, necesaria para
comunicar informacion (http://en.wikipedia.org/wiki/Information _entropy, Shannon, 1950). En el

caso de nuestras proteinas y secuencias cortas, corresponde a la capacidad de una combinacién de
residuos, de formar diferentes estructuras secundarias, 6 formar muy pocas estructuras, lo que
nos permite inferir sobre la presencia de secuencias camaledn & secuencias fuertemente
preferentes por una estructura secundaria.

Sobre la preferencia estructural de secuencias cortas

Uno de los objetivos del presente trabajo en la formulacién de un valor indicador de cuanto una
secuencia corta de residuos (en nuestro caso, tripletas) puede estar determinando una
estructura secundaria, a través de la dominancia con que aparece en una 6 mas estructuras
secundarias.

En los inicios del presente trabajo, publicamos un primer acercamiento a la producciéon de un
indicador de la preferencia estructural de una secuencia de residuos (Mejia y Tischer, 2007), que
hemos llamado IPE (por Indicador de Preferencia Estructural). Ahora, hemos contrastado este
valor del indicador, con el concepto de propensién de Chou y Fasman y con la Entropia
conformacional, y hemos depurado el concepto, hasta encontrar que en algunos casos, permite
identificar combinaciones de residuos que presentan una alta tendencia a aparecer
dominantemente en una estructura secundaria y combinaciones que se acomodan a la estructura
secundaria del contexto de secuencia en que aparecen en proteinas.
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El indicador se calcula con base en las frecuencias de aparicion de los aminoacidos ¢
combinaciones de los mismos, en las diferentes combinaciones de estructura secundaria (lo que
hemos llamado “secuencia estructural”, en nuestro caso, “tripleta estructural”. Asi, el IPE se
calcula como el producto de la frecuencia mas alta de una combinacién de residuos, en una
estructura secundaria, por la diferencia entre esta frecuencia mas alta y la secunda frecuencia mas
alta. De esta manera, las tripletas 6 combinaciones de residuos que aparecen dominantemente en
una estructura secundaria, tendrdn un valor de IPE cercano a 1, mientras que en el caso contrario,
el IPE estard mas cerca de cero.

- *
IPE = I:ma (Fma - Fsma)

Fma: Frecuencia mas alta. Fsna: Segunda frecuencia mds alta. IPE: Indicador de Preferencia

estructural.

Sobre Propensiones

Una vez que Christian Anfinsen reportd que habia desnaturalizado la enzima Ribonucleasa, y, bajo
condiciones controladas habia renaturalizado la proteina, recuperando su funcidn, fue evidente
gue la informacién para que una proteina adquiera su forma nativa (la estructura tridimensional
funcional) se encuentra en la secuencia de aminodacidos. Esto volcé buena parte de la investigacidn
en proteinas hacia la prediccion de la estructura a partir de la secuencia (Epstein et al., 1971,
Anfinsen et al., 1954).

Tal vez el primer intento de predecir la estructura secundaria de una proteina a partir de la
secuencia de aminodcidos, lo hicieron los investigadores Peter Chou y Gerald Fasman, de la
Universidad de Brandeis, en Massachussetts, en los Estados Unidos (Chou y Fasman, 1974, a, b).
Aunque trabajaron con unas pocas proteinas (las pocas cuya estructura se habia resuelto en ese
momento), generaron unos valores de tendencia intrinseca de cada aminoacido a formar
estructuras secundarias regulares, conocido como “propension” (para ese momento las
estructuras secundarias eran: hélice Alfa, hoja plegada Beta y giros Beta).

Con base en las frecuencias de aparicién de cada aminoacido en una estructura secundaria,
estimaron un valor relativo de probabilidad que fue inicialmente muy utilizado (Fasman, G.D.,
1987), al punto de considerarse un cldsico dentro de los intentos de prediccién de estructura de
proteinas, aunque seglin muchos autores, permitia una predictibilidad de alrededor del 54%. (El
valor de predictibilidad considerado aqui es el de nimero de aminodcidos correctamente predicho
en una estructura secundaria, dividido entre el nUmero total de aminoacidos considerado en la
prediccién, expresado en porcentaje). Este método de prediccién tuvo muchos defensores
(Gribskov et al., 1986; Jameson y Wolf, 1988; Wolf et al., 1988) y un buen nimero de detractores
(Kyngas y Valjakka, 1997; Lareo y Acevedo, 2005). Actualmente es facil encontrar sitios de internet
gue ofrecen un analisis de Chou y Fasman, para cualquier secuencia de aminoacidos.
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En el articulo original de Chou y Fasman, se obtuvieron valores estadisticos de propensiéon con
base en unas cuantas proteinas. En el presente proyecto, se actualizaran estos valores para el total
de proteinas incluidas en el andlisis, y para familias de proteinas; también se compararan los
valores de propensiones entre proteinas solubles, con proteinas de membrana; estos valores se
compararan con los de Chou y Fasman, y se usaran en prediccién de estructura secundaria para
verificar la predictibilidad del método.

El valor de propensién se ha calculado de varias diferentes maneras. En el articulo de Chou y
Fasman (1974), la propensién, para un aminodcido X en una estructura secundaria Y, se calcula asi:

# de veces que aparece Xen Y + # total de aminodcidosenY
# total de apariciones de X + # total de aminoacidos

Esto permite inferir que hay algunos aminoacidos que presentan una alta tendencia a formar una
estructura secundaria, y baja a formar otras, y otros aminodcidos presentan tendencias
intermedias, lo que puede interpretarse como “indiferencia” a formar una estructura secundaria
especifica.

Acerca de estructura secundaria de proteinas

De acuerdo con el DSSP, se pueden identificar ocho estructuras secundarias regulares. En el
presente trabajo, se agruparan las ocho estructuras en cinco, asi:

Estructuras helicoidales

Agruparemos las hélices Alfa, 3-10 y Pi, en un grupo que llamaremos “hélices”. Estas son
estructuras cuyo esqueleto de carbonos alfa y enlaces peptidicos, siguen una forma helicoidal,
como una espiral, sin espacio vacio al interior de la hélice. Otra caracteristica distintiva es la de
presentar enlaces de hidrégeno estabilizadores intracatenarios, entre un aminoacido de la hélice y
otro aminoacido dos, tres 6 cuatro posiciones mas adelante, segun el tipo de hélice. Las cadenas
laterales de los residuos que forman la hélice, se orientan hacia el exterior de la misma.

Hilos y hojas Beta

Las dos estructuras de hoja Beta (puentes 6 hilos, y hojas Beta) que asigna el algoritmo DSSP, se
agruparan en la estructura Hojas (designada aqui como E). Las estructuras de hojas presentan las
siguientes caracteristicas distintivas: el esqueleto de carbonos alfa y enlaces peptidicos forma una
especie de zig-zag, semejando una hoja doblada como un acordedn, vista lateralmente. Esto
implica que los enlaces de hidrogeno que pueden estabilizar la hoja se forman
intercatenariamente; es decir, se forman con grupos al exterior de la hoja. Las cadenas laterales se
orientan hacia arriba y hacia debajo de la hoja.
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Giros Beta 6 Giros-n

Los tres tipos de giros se considerardn tal como los asigna el DSSP: giros beta, entendidos como
una especie de curva que sigue el esqueleto carbonado de la cadena peptidica, formados por tres
a cuatro aminoacidos y estabilizados por un enlace de hidrégeno entre los aminoacidos 1y 3,61y
4,

Dobléz

Es un giro con las caracteristicas del giro Beta, pero sin enlaces de hidrégeno que las estabilicen, lo
qgue le da mas flexibilidad y le permite actuar como una especie de bisagra entre estructuras
secundarias 6 entre dominios.

Estructuras al azar

Las estructuras al azar son las que no se pueden clasificar dentro de las cuatro anteriores
estructuras secundarias, y que no presentan una regularidad caracteristica. En proteinas, el
término “estructura al azar” se refiere a la conformacién en que cada residuo de aminodacido en el
esqueleto de una proteina (descrita por sus angulos Phi y Psi), es independiente de las
conformaciones de sus residuos vecinos. Esta es la hipdtesis de par aislado de Flory (Flory’s
isolated-pair hypothesis — Flory, 1953; Flory, 1969). Esta estructura empezd a definirse en 1970,
cuando Tanford se refirid a las estructuras al azar en polimeros como aquellas en las que hay
rotacion libre alrededor de cada enlace, como se puede encontrar en muchas moléculas pequefias
(Tanford, 1970). Mas recientemente, Shortle (1996), describié una estructura al azar como un
estado bien definido en el que no hay interacciones entre las cadenas laterales del polimero.

Sobre estudios previos en secuencias cortas

Anishetty et al., (2002) hicieron un andlisis de tripéptidos en estructuras proteicas en un conjunto
de 1220 proteinas resueltas a alta resolucién (<= 2.0 Angstroms). Ellos se enfocaron en la
busqueda de rigidez de las tripletas, clasificando las tripletas en rigidas, no rigidas e intermedias,
basandose en la rigidez estructural relativa entre los Carbonos Alfa y Beta de un tripéptido.
Aunque las tripletas hechas de residuos hidrofdbicos tienden a ser rigidas, también encontraron
algunas tripletas rigidas compuestas por aminodcidos polares. Con la nocién de rigidez, buscaron
detectar interacciones de cadenas laterales, pero no estructura secundaria (Anishetty et al., 2002).

Otaki et al., (2005), analizaron grupos de tres, cuatro y cinco residuos de aminodacidos en una
muestra no redundante del PDB. A estas secuencias cortas les Ilamaron como secuencias
constitutivas. Ellos encontraron que hay una distribucidon no aleatoria de estas secuencias cortas
en las proteinas de una poblacién.

También encontraron que las secuencias constitutivas de cinco aminoacidos aparecen en
proteinas en una frecuencia mucho menor de lo esperado. Las secuencias que no aparecen en
proteinas, se sintetizaron artificialmente usando el ya cldsico método de Fmoc (que consiste en
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sintetizar péptidos sobre una fase sélida (Merrifield, 1963; Carpino y Ham, 1972), demostrando
gue no presentan barreras energéticas que impidan su aparicion. También se sintetizaron en un
sistema de proteinas de fusién con E. coli, con rendimientos razonablemente altos, demostrando
asi que no hay un impedimento para su sintesis en sistemas biolégicos. Finalmente, compararon la
frecuencia de uso de estas secuencias cortas en proteinas, y la frecuencia de uso de codones del
cddigo genético. Estos resultados en conjunto sugieren que la informacién de las estructuras 3D, y
las funciones proteicas existen en el contexto de conexiones de secuencias constituyentes cortas,
y que las proteinas estdn compuestas por secuencias cortas constituyentes seleccionadas
evolutivamente, lo que se refleja en sus diferencias en disponibilidad en la base de datos. Estos
resultados deberian tener implicaciones bioldgicas para los estudios de estructuras proteicas
(Otaki et al., 2005).

Ngan et al., (2006) hicieron un anélisis de tripletas de residuos usando funciones de puntaje
basadas en el conocimiento para hacer prediccidon de estructura proteica, teniendo en cuenta el
radio de curvatura formado en tripletas de residuos de aminodcidos.

Por su parte, Lareo y Acevedo (2005) realizaron un andlisis de secuencias cortas de 2, 3, y 4
residuos de aminodcidos, encontrados en 16.000 hélices Alfa resueltas experimentalmente, para
reevaluar el concepto de propensiones propuesto por Chou y Fasman. En su trabajo, reportan que
no encontraron algunas combinaciones de las 8000 posibles combinaciones de tres residuos de
aminoacidos.
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1.6. METODOLOGIA

1.6.1. Seleccion de la muestra de proteinas para el analisis
de la frecuencia y de la estructura secundaria a partir de
los archivos .pdb

El PDB es un banco de datos que actualmente tiene almacenadas unas 88000 proteinas. De ellas,
se encuentran proteinas resueltas mediante varios métodos experimentales, diferentes grados de
resolucién, diferentes niveles de redundancia, y otros factores que requieren depuracién de la
informacién, para el andlisis masivo de datos. Dado el pequeiio nimero de veces que aparecen los
residuos de Selenocisteina y Pirrolisina, decidimos trabajar sobre las proteinas que contienen los
veinte aminodacidos clasicamente encontrados en proteinas. Los criterios que consideramos
importantes y que hemos establecido para la uniformidad de nuestros datos, son:

Metodologia de dilucidacién de la estructura: Usamos proteinas cuya estructura se resolvié por la
misma metodologia. En el presente trabajo, usamos las proteinas resueltas por Cristalografia de
Rayos X.

Grado de resolucion de la estructura: seleccionamos proteinas cuya estructura 3D estd
solucionada a una resolucién de entre 0 y 2.0 Angstroms (A). A esta resolucién se pueden
distinguir las cadenas laterales, y los carbonilos del esqueleto, y también se pueden medir las
distancias interatémicas con alta precisién (unos 24).

Nivel de redundancia aceptado: en este trabajo eliminamos la redundancia debida a que existan
dos proteinas con la misma secuencia de aminodcidos, como en el caso de las proteinas
multiméricas con mondmeros iguales. Asi que sélo analizamos proteinas cuyas secuencias eran
Unicas; es decir, no son exactamente iguales en su secuencia ni estructura.

Eliminacion de proteinas con aminoacidos ambiguamente identificados: Se eliminaron proteinas
gue tenian aminodacidos ambiguos 6 no resueltos, aminacidos con asignaciones estandar para
designar secuenciaciones ambiguas, del tipo “X” (para algunos autores, significa que en esa
posicién puede ir cualquier aminodcido, y para otros autores, significa que no se identificé con
certeza si el aminoacido es Aspartico é Asparragina); del tipo “Z” (que no se pudo resolver entre

IIJ ”

Glutamico y Glutamina) y (que no se pudo distinguir entre una Leucina y una Isoleucina).
Tampoco se consideraron proteinas con el aminoacido “0O”, Pirrolisina; ni el “U”, Selenocisteina; y
finalmente se eliminaron las proteinas que contuviesen el aminoacido “B”, una ambigliedad entre

Aspartico y Asparragina.

Eliminacién de péptidos con longitudes cortas. Se eliminaron secuencias peptidicas que tuviesen
menos de 20 aminoacidos, por considerarlas oligopéptidos, mas que proteinas completas.
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Seleccion de subgrupos de proteinas a partir de una muestra representativa del PDB. Ademas de
la seleccion de una muestra representativa del PDB, seleccionamos grupos de proteinas con
caracteristicas comunes, por criterios como contenido de estructura secundaria, localizacién
celular, Phylum al que pertenecen, organismo del cual se aislaron, tipo de enzima (en el caso de
enzimas), y familia proteica segin PFam. Estas agrupaciones permitieron identificar caracteristicas
estructurales comunes, y frecuencias de uso de aminodcidos y secuencias cortas, lo mismo que
frecuencia de uso de “micromotivos” estructurales, como tripletas en estructuras secundarias
particulares. Esto nos permitié comparar los resultados obtenidos entre proteinas agrupadas
segun un criterio (por ejemplo contenido de estructura secundaria segin SCOP), con proteinas
agrupadas por otro criterio (por ejemplo localizacién celular). Para la seleccién de familias, se usé
la base de datos de familias de proteinas, PFam, que a partir del PDB, hace una clasificacidon en
familias y permite entonces obtener grupos de proteinas con funciones similares y secuencias y
estructuras con alto grado de similitud (Sonnhammer et al., 1997; Bateman et al., 2004; Finn,
2005).

1.6.2. Asignacion de estructura secundaria a partir de las
coordenadas cartesianas de las posiciones de los atomos
de cada proteina

Para asignar la estructura secundaria a una secuencia de proteina del PDB, se usé el algoritmo
DSSP, que es el estandar de oro que usa el PDB para la asignacion de estructura secundaria a partir
de las coordenadas cartesianas de localizaciones de los dtomos de las proteinas. Aunque el DSSP
asigna 8 tipos de estructuras secundarias, en el presente proyecto trabajamos con 5 estructuras
secundarias, uniendo en una sola los tres tipos de hélices del DSSP; los dos tipos de estructuras de
hoja Beta en una sola, y manteniendo los tres tipos de giro que el DSSP identifica.

Se tuvieron en cuenta las zonas de transicion entre una estructura secundaria y otra, y las
secuencias cortas cuya asignacion en estructura secundaria se puede considerar como de dificil
interpretacion bioldgica y estructural, como las tripletas en que un solo aminodcido aparece en
hoja beta, entre aminodcidos de hélice alfa (de la forma "HBH"), dado que no tiene sentido hablar
de una hoja Beta de una longitud de un solo residuo de aminoacido.

21



1.6.3. Determinacion de las frecuencias de aparicion de
aminoacidos individuales y tripletas, y relacion entre estas
frecuencias y la estructura secundaria

Se encontraron secuencias tripletas de residuos de aminoacidos con una muy alta frecuencia de
aparicidn, y otras con una muy baja. Se calcularon las frecuencias en la muestra representativa del
PDB, y en las proteinas del PDB agrupadas con los criterios establecidos arriba. Se verificé si las
frecuencias de la muestra del PDB, se conservan dentro de las proteinas agrupadas. Se
identificaron los grupos de proteinas con frecuencias diferentes a la totalidad de las proteinas,
representadas en la muestra representativa. La clasificacion en grupos de proteinas permitid
identificar tripletas que tienen una relacién con el criterio de agrupacidon, como localizaciéon
celular, contenido de estructura secundaria, tipo de enzima, etc. Se verific6 que algunas
combinaciones de aminoacidos en tripletas, muestran una tendencia a cambiar segun diferente
criterios de agrupacidon de proteinas (por ejemplo, que el Triptéfano es mas frecuentemente
encontrado en proteinas bacterianas que en proteinas de organismos superiores), 6 la localizacién
celular (porque el ambiente afecta el plegamiento y posiblemente, se utilizan secuencias distintas
en diferentes ambientes).

1.6.3. Andlisis de la propension de secuencias cortas de
aminoacidos relacionadas con las secuencias estructurales.

Para analizar la propensidn, se determinaron las frecuencias de aparicidn de las combinaciones de
tres residuos de aminoacidos (en adelante, tripletas de aminodcidos), en las estructuras
secundarias de las proteinas seleccionadas, y con base en ellas, se calculé un valor de propensién
de cada secuencia corta de residuos, generalizando lo propuesto por Chou y Fasman (1978) para
aminodacidos individuales, y extendiéndolo a diferentes tipos de giros, completando cinco
estructuras secundarias, y a las zonas de transicién entre una estructura secundaria y otra. Se
calculd un Indicador de Preferencia Estructural, como se calculd anteriormente para un conjunto
menor de proteinas (Mejia y Tischer, 2007). Se calculé el valor de entropia estructural, usando la
formula de calculo de entropia informacional de Shannon (1950). Se compararon estos diferentes
indicadores usando modelos estadisticos como el andlisis de correlacién.

1.6.4. Identificacidn y caracterizacion de zonas de mayor 6
menor estabilidad respecto de la estructura secundaria.

Los indicadores mencionados en el punto anterior se usaron para definir las zonas que tienden a
permanecer estables en una estructura secundaria especifica y las zonas que no presentan esa

estabilidad. De esta manera, se compararon proteinas cuya estructura presenta alta estabilidad,
con proteinas cuya estructura secundaria puede cambiar, y se verific6 que mediante nuestro
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indicador, podemos identificar zonas que tienden a permanecer en una estructura secundaria, 6
zonas que pueden cambiar su conformacién de estructura secundaria.

1.6.4. Sobre las tripletas, la generacidn de alfabetos
reducidos, y las agrupaciones de las estructuras
secundarias.

En el presente trabajo, ademas de los analisis sobre los 20 aminodcidos, las 8000 combinaciones
de tres residuos, y las 125 estructuras secundarias resultantes de las combinaciones de 5
estructuras secundarias en grupos de 3 residuos, hicimos también andlisis sobre alfabetos
reducidos, de la siguiente manera:

Los veinte aminoacidos se agruparon asi:

Los amindacidos no polares (hidrofdbicos), Alanina, Fenilalanina, Leucina, Isoleucina, Valina y
Metionina, se agruparon en una sola categoria, que designamos con la letra “U”.

Los aminodcidos cuya cadena lateral es basica y se ionizan cargandose positivamente, Histidina,
Leucina, Arginina, se agruparon en la categoria “B”.

Los aminoacidos cuya cadena lateral es un hidroxilo, que ademds pueden participar en
modificaciones postraduccionales, e interaccién con moléculas de agua, Serina, Treonina vy
Tirosina, que se agruparon en “0”.

Los aminodcidos con cadena lateral acida, que al ionizarse quedan cargados negativamente, acido
Aspartico y acido Glutamico, agrupados en la letra “X”.

Los aminodcidos cuya cadena lateral es un grupo amida: Asparragina y Glutamina, que se
agruparon en la categoria “Z".

Algunos aminodcidos no se agruparon debido a que consideramos que tienen caracteristicas
Unicas y poco sustituibles en proteinas, y quedaron cada uno en su propia categoria: Glicina (“G”),
por tener la cadena lateral mas pequefia, que permite mucho acercamiento entre zonas de una
proteina. El Triptofano (“W”), por ser el aminoacido mas grande, por su caracter no polar, por
estar codificado por un solo residuo y por tener una frecuencia de aparicion muy baja en
proteinas. La Cisteina (“C”), por ser el Unico aminoacido que puede formar puentes de disulfuro,
contribuyendo con este enlace covalente, a la estabilidad de la estructura tridimensional de
muchas proteinas. El aminodcido Prolina (“P”), por su caracter como iminodcido y por formar
enlaces peptidicos con una torsidon debida a su grupo imino secundario, y por tanto introducir
torsiones en las estructuras secundarias de las proteinas.
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Con esto, de un alfabeto de 20 aminoacidos, pasamos a uno de 9 letras, con lo que algunos analisis
mostraron tendencias que no se notaban facilmente al considerar los 20 residuos.

Esta reduccidn del alfabeto de aminodcidos, nos permitié hacer un analisis adicional y pasar de
8000 tripletas (20° = 8000 = 20 aminoacidos en combinaciones de 3), a 729 tripletas (9° = 729
agrupaciones de aminodcidos en combinaciones de 3).

También redujimos el andlisis de 125 posibles estructuras secundarias al combinar 3 residuos de
aminoacidos (por 5% = 125 estructuras secundarias analizadas, en combinaciones de 3 residuos), a
26 tripletas estructurales, al agrupar las transiciones de una estructura a otra, y separar las
tripletas cuya asignacion presenta una dificil interpretacién bioquimica (de la forma XYX, 6 XYZ,
pues no tiene sentido hablar de una estructura secundaria de una longitud de 1 residuo. Ej una
hélice de 1 residuo).
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CAPITULO 2. SELECCION DE LAS MUESTRAS

En este capitulo se definen los conjuntos de datos usados en esta investigacion. Se define un
conjunto global de proteinas del cual se extraen subconjuntos que permiten estudiar diferentes
aspectos que pueden afectar la composicion respeto a los aminodacidos y las estructuras
secundarias consideradas. Se verifica que el conjunto global de proteinas seleccionadas puede
considerarse una muestra representativa, al compararlo con conjuntos mds grandes que
representan el universo proteico.

2.1. La muestra representativa del PDB

El PDB tiene almacenadas actualmente (a Noviembre de 2013), unas 88.000 proteinas. De ellas, se
encuentran proteinas resueltas mediante diferentes métodos experimentales, con diferentes
niveles de resolucidn, diferentes niveles de redundancia, y otros factores que requieren
depuracion de la informacion.

Las muestras seleccionadas cumplen con los siguientes criterios de busqueda: seleccionamos
moléculas de proteina sin acidos nucléicos como ligandos; estas proteinas debian estar resueltas
por Cristalografia de Rayos X, a una resolucién de 2.0 Angstroms (A) o mejor , resueltas a niveles
de detalle de entre 0 y 2.0 A); se eliminaron las proteinas iguales, bien sea porque diferentes
autores podrian haber registrado la misma proteina en el PDB, 6 porque algunas proteinas de
diferentes organismos, pudiesen tener exactamente la misma secuencia y estructura; se
eliminaron las proteinas que contienen aminodcidos clasificados como “B”, “J”, “O”, “U”, “X" y “Z"
(“indeterminado entre Asparragina (N) y Glutamina (Q)”), que corresponden a aminodcidos que no
pudieron ser claramente determinados, o a Pirrolisina o Selenocisteina, que decidimos no incluir
en el estudio, por razones discutidas en la metodologia. Finalmente, se eliminaron los péptidos
pequeios, que no pueden considerarse una proteina completa, por lo que escogimos tamarios
minimos de 21 residuos de aminoacidos (Tabla 2.1.1.).

Tabla 2.1.1. Criterios tenidos en cuenta para la seleccion de las proteinas del presente estudio.

Criterio considerado # de moléculas cumpliendo el criterio
Proteina, sin DNA 6 RNA como ligando. 80681
Moléculas resueltas por Rayos X. 76732
Resolucién entre 0y 2 Angstroms. 36695 (8196 ligandos)
Se eliminaron las proteinas idénticas al 100%.
Proteinas con errores en la asignacion de DSSP. 59
Proteinas con aminoacidos ambiguos (B,J,0,U,X,Z). 3
Total de proteinas seleccionadas: 19308

El conjunto seleccionado bajo estos criterios, que Ilamamos PDBGlobal, puede considerarse como
una muestra representativa del PDB, como se aclarard a lo largo de este capitulo. Dentro de este
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conjunto se seleccionaron subconjuntos que incluyen subconjuntos de las familias de proteinas
con caracteristicas comunes en términos de su estructura, funcidn, localizacién celular, u
organismo del que provienen, lo cual permite comparar los resultados obtenidos, entre diferentes
propiedades de las proteinas seleccionadas (ej. Permite comparar la secuencia y estructura
secundaria de Enzimas deshidrogenasas, con proteinas transportadoras de oxigeno, ¢ con
proteinas de la matriz extracelular), con el fin de identificar particularidades respecto de la
relacidon secuencia y estructura secundarias, no evidentes a simple vista.

Nuestra muestra representativa del PDB, que hemos llamado PDBGlobal, incluyé 19.308
proteinas, con un total de 8°862.961 de aminoacidos, que sumaron un total de 8 784.695 tripletas
de residuos.

La muestra PDBXRay (Todas las proteinas del PDB, resueltas por Cristalografia de Rayos X), abarcé
75.215 proteinas, con un total de 22°959.577 de aminodacidos, que sumaron un total de
22°782.781 tripletas de residuos.

El universo proteico almacenado en el PDB hasta la fecha de la dltima actualizacién de datos para
este trabajo (Junio 23 de 2013), que hemos Ilamado PDBUniverso, abarcé 82.893 proteinas, con
un total de 38°475.153 residuos de aminoacidos, que sumaron un total de 37.939.740 tripletas de
residuos.

Debido a que el nimero de proteinas de nuestra muestra PDBGlobal puede considerarse
relativamente bajo con respecto a la totalidad del PDB, para se pueda considerar representativo,
comparamos las frecuencias de los aminoacidos individuales de estas proteinas, con las de una
muestra de todas las proteinas del PDB resueltas por Cristalografia de Rayos X (PDBXRay, con
75.215 proteinas), y con la totalidad de las proteinas asentadas en el PDB hasta Junio 23 de 2013
(PDBUniverso, 82.893 proteinas). La comparacion entre las frecuencias de las tres muestras, se
presenta mas adelante en este capitulo.

En el estimado de las frecuencias de los aminoacidos individuales, sin asociarlas con la estructura
secundaria, también hicimos una comparacidon con el banco de datos de secuencias proteicas,
UniProtKB/Swiss-Prot, que en su version del 6 de Marzo de 2013
(http://web.expasy.org/docs/relnotes/relstat.html), contenia 539.616 secuencias proteicas, con
191.569.459 aminoacidos (Tabla 2.1.1.).

2.2. La muestra de proteinas agrupadas por su
contenido de estructura secundaria segun SCOP.

Para la seleccién de proteinas por su contenido de estructura secundaria, se recurrié a la base de
datos SCOP (Secondary Structure of Proteins). La clasificacion SCOP (por Structural Classification of
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Proteins), propuesta en el Laboratorio de Biologia Molecular y Centro para la Ingenieria de
Proteinas de la Universidad de Cambridge (Murzin et al.,, 1995) y actualizada por los mismos
autores (Lo Conte et al., 2002; Andreeva, 2004; Andreeva, 2007), es considerada una de las
clasificaciones estructurales mas completas de los dominios de las proteinas. SCOP es usada por el
PDB para la organizacidn de las proteinas por su contenido de estructura secundaria, asi que, en
el PDB se pueden encontrar las proteinas agrupadas en las clases que corresponden a nuestra
seleccidn.

SCOP, la base de datos de las clasificaciones estructurales de proteinas, en su versién version 1.75,
cuenta con 38.221 proteinas en el PDB (a 23 Feb de 2009), 110.800 dominios, excluyendo acidos
nucleicos y modelos tedricos (tomado de http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/count.htmlttscop-
1.75 y consultado el 15 de Septiembre, 2013). Esta muestra de las proteinas del PDB, y de SCOP,
abarca proteinas de diferentes familias y superfamilias, y se presenta en la tabla 2.2.1.

Tabla 2.2.1. Estadisticas de SCOP (Structural Classification of Proteins), versién 1.75.

Clase # de plegamientos # de Superfamilias # de Familias

All Alpha 284 507 871
All Beta 174 354 742
Alpha and Beta (a/b) 147 244 803
Alpha and beta (a+b) 376 552 1055
Multi-domain 66 66 89

Membrane and cell surface 58 110 123
Small proteins 90 129 219
Total 1195 1962 3902

De acuerdo con la clasificacion SCOP, y cumpliendo con las premisas para la seleccion de los datos
para nuestro estudio, la muestra de proteinas agrupadas por su composicién de estructura
secundaria, y descritas en la tabla 2.2.2., son: Proteinas Todo Alfa (que en algunas partes de este
documento, hemos llamado indistintamente “Todo Alfa” 6 “AllAlpha”): 1.399, Todo Beta (6
“AllBeta”): 1.771, Alfa+Beta (6 “Alpha+Beta”): 2.066, Alfa/Beta (6 “Alpha-Beta”): 2.577, Proteinas
multidominio (o “Multidomain”): 175, Proteinas pequeiias (o “Small”): 217, Proteinas “Coiled
coil”: 97, y proteinas clasificadas como “Otras” (“others”): 113. Las clasificaciones de las proteinas
en SCOP, se basaron en los criterios de la tabla siguiente (tabla 2.2.2., considerando que la unidad
para clasificar en SCOP, es el dominio proteico:

Tabla 2.2.2. Criterios para la clasificacion de proteinas por su contenido de estructura secundaria segun
SCOP, y numero de proteinas seleccionadas.

Clasificacion de

, i # de o . g s
proteinas segun , Criterio para la clasificacion
SCOP proteinas
Todo-Alfa 1.399 Proteinas cuyo contenido en hélices Alfa es dominante y
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Todo-Beta 1.771
Alfay Beta (o/B) 2.066
Alfay Beta (a+B) 2.577

Multidominio (ay B) 175
Pequenas (“small”) 217

“coiled coil” 97

Otras proteinas 113

contiene poco o nada de hilos u hojas Beta.

Proteinas cuyo contenido en hilos u hojas Beta es dominante
y contiene poco o nada de hélices Alfa.

Contienen principalmente hojas Beta paralelas (Unidades
tipo hilo B - hélice a - hilo B). Aqui se designan como Alfa-
Beta.

Contienen principalmente hojas Beta antiparalelas (regiones
segregadas de hélice a y hoja B)

Plegamientos de dos 6 mds dominios de diferentes clases.
Contienen un solo dominio y estan usualmente dominadas
por un ligando metalico, un grupo hemo y/o puentes de
disulfuro.

No se considera una verdadera clase de proteinas. Sin
embargo, es un motivo estructural que se da cuando de dos
a siete hélices alfa estan enrolladas juntas, como las hebras
de una cuerda.

En el banco de datos del PDB, las proteinas que no se
incluyen en las anteriores clases, se consideran “otras”.

2.3. La muestra de proteinas agrupadas por su

localizacion celular

El PDB ofrece la posibilidad de seleccionar sus proteinas por diferentes criterios. Entre ellos,

tomamos ventaja de la posibilidad de seleccionar proteinas por su localizacién celular. Las

proteinas seleccionadas segun este criterio, se presentan en la tabla 2.3.1.

Tabla 2.3.1. Proteinas seleccionadas para agruparlas por localizacion celular.

Localizacion celular

# de proteinas

Matriz extracelular 57

Matriz mitocondrial 98
Complejo de Golgi 160
Membranales 917

Otras organelas 694
Citoplasmatica 3.859
Citoesqueleto 237

Membrana interna mitocondrial 51

2.4. La muestra de proteinas agrupadas por el
organismo del que provienen

Para la seleccion de estos grupos de proteinas, tuvimos en cuenta representantes de eucariotes,

procariotes y archaea. Ademas, seleccionamos los organismos que en el PDB tienen un mayor
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numero de proteinas resuelto segun los criterios con que seleccionamos la muestra PDBGlobal.
También procuramos seleccionar organismos que viviesen en ambientes extremos, como Thermus
thermophilus una bacteria termoéfila Gram negativa, aislada de fumarolas hidrotermales, cuya
temperatura 6ptima de crecimiento es de unos 65°C (Oshima e Imahori, 1974) y Thermotoga
maritima, una bacteria terméfila Gram negativa muy antigua encontrada en termales, con una
temperatura 6ptima de crecimiento de 80°C, con el fin de estudiar las proteinas que presenten
caracteristicas interesantes, como la termoestabilidad. Las proteinas agrupadas por organismo y
seleccionadas para el presente estudio, fueron:

Tabla 2.4.1. Proteinas seleccionadas y agrupadas por el organismo del que se provienen.

Organismo # de proteinas
Thermus thermophilus 233
Thermotoga marina 263
Mycobacterium tuberculosis 124
Pseudomonas aeruginosa 192
Bacillus subtilis 336
Escherichia coli 818
Saccaromyces cerevisiae 492
Drosophila melanogaster 142
Arabidopsis thaliana 185
Mus musculus 658
Rattus norvegicus 281
Bos taurus 123
Homo sapiens 3.325

En esta submuestra, hay representantes de los procariotes (bacterias patogénicas, no patogénicas
y organismos termdfilos), levaduras, plantas, insectos y mamiferos. No se consideraron otros
organismos, ya que el PDB contiene muy pocas proteinas de estos (en algunos casos, menos de
10).

2.5. La muestra de proteinas agrupadas por el
Phylum al que pertenece el organismo del que
provienen

Una de las agrupaciones de proteinas, fue la del Phylum del organismo al que pertenecen las
proteinas. Una vez mas, sacamos ventaja de las posibilidades de clasificacion de los datos, que
ofrece el PDB. Las proteinas seleccionadas segln el phylum, se presentan en la Tabla 2.5.1.

Tabla 2.5.1. Proteinas seleccionadas y agrupadas por el Phylum al que pertenece el organismo del que se
provienen.
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Phylum # de proteinas

Virus 756

Archaea 1.120
Procariotes 10.361
Eucariotes 7.824

2.6. La muestra de proteinas agrupadas por el tipo de
enzima segun la nomenclatura enzimatica

Las proteinas con actividad catalitica (ya una primera clasificacion), se subclasificarion segun el
tipo de enzima, de acuerdo con el Comité de Nomemclatura de la Unién Internacional de
Bioguimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB, por su sigla en inglés “Nomenclature Committee of
the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB)”. Esta nomenclatura
se conoce como nomenclatura de la Comisidon de Enzimas (Enzyme Commission, EC.) (Webb, 1992;
Moss, 1992). Las enzimas agrupadas segun la nomenclatura a la que pertenece la reaccidon quimica
realizada por la enzima, se presentan en la siguiente tabla (Tabla 2.6.1.)

Tabla 2.6.1. Proteinas con actividad catalitica, clasificadas por tipo de enzima, de acuerdo con el
“Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB)":

Tipo de enzima EC # de proteinas
EC1. Oxidoreductasas 1.730
EC2. Transferasas 2.628
EC3. Hidrolasas 2.975
ECA4. Liasas 780
EC5. Isomerasas 571
EC6. Ligasas 477

2.7. La muestra de proteinas agrupadas por la familia
a la que pertenecen, segin PFam

Para la seleccién de familias, se usé la base de datos de familias de proteinas, Pfam, que a partir
del PDB, hace una clasificacidon en familias y permite entonces obtener grupos de proteinas con
funciones similares y secuencias y estructuras con alto grado de similitud (Sonnhammer et al.,
1997; Bateman et al., 2004; Finn, 2005). De estas familias de proteinas, se seleccionaron grupos de
proteinas que presentan un alto contenido de hilos y hojas Beta, y que ademas presentan una
relativamente alta estabilidad, como la del grupo de la Proteina Verde Fluorescente (GFP); otras
con un alto contenido de hélices, como las Globinas; otras conocidas por su alta estabilidad
térmica, como las proteinas hiperestables CutAl; otras por su alta estabilidad a bajas
temperaturas, como las proteinas Anticongelantes (AFP por AntiFreezing Proteins); proteinas muy
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conocidas y caracterizadas como Actina; proteinas con un alto contenido de Cisteinas, como las
proteinas CRISP (por Cisteine-rich secretory proteins); proteinas de interés de nuestros proyectos
en ingenieria de proteinas, como los Factores de Crecimiento transformante tipo Beta (TGFB),
especificamente con las proteinas morfogenéticas de hueso (TGFB-BMP), Fosfolipasas A2 de
venenos de serpientes (PLA2), y Beta-Lactamasas. Aunque algunas proteinas presentan poco
numero de moléculas caracterizadas en el PDB, hemos considerado que su particularidad
estructural (como la hiperestabilidad, 6 el contenido de Cisteinas), hizo que las incluyéramos en el
presente estudio. Los resultados de la seleccidn de estas proteinas, se encuentran en la tabla
2.7.1., a continuacion.

Tabla 2.7.1. Proteinas seleccionadas y agrupadas por familia proteica, segin PFam.

Familia de proteinas # de proteinas
Actina 75
AFP 79
Beta Lactamasas 178
CRISP 11
GFP 123
Globina 178
Hyperstable CutAl 27
PLA2 199
Prién 80
TGFB-BMP 200

2.8. Verificacion de la representatividad de la
muestra PDBGlobal

La muestra PDBGlobal, se compard en las frecuencias de sus proteinas, con las frecuencias
encontradas en la totalidad de las proteinas resueltas en el PDB, mediante Cristalografia de Rayos
X (la muestra PDBXRay), la totalidad de las proteinas del PDB al momento de la ultima
actualizacién del presente estudio (PDBUniverso), y una base de datos con un nimero mucho
mayor de proteinas almacenadas, al menos en su secuencia: UniProt/SwissProt (Apweiler et al,
2004).

2.8.1. Comparacion de las frecuencias de residuos entre
PDBGlobal, PDBXRay, PDBUniverso y UniProt/SwissProt

Se analizan las frecuencias de aparicion de los veinte aminodcidos estdndar, contados
individualmente. Se calcularon las frecuencias de los veinte aminodcidos estandar encontrados las
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proteinas. Para ello, se usé la muestra PDBGlobal (19.308 proteinas, 35782 secuencias proteicas,
2’033.850 aminoacidos) y se comparé con la totalidad de las proteinas resueltas por Cristalografia
de Rayos X (muestra PDBXRay) , la totalidad de las proteinas del PDB (PDBUniverso), y la base de
datos de secuencias proteicas UniProtKB/Swiss-Prot, version 6-Marzo-2013
(http://web.expasy.org/docs/relnotes/relstat.html), con 539.616 secuencias proteicas, y
191.569.459 aminoacidos (tabla 2.8.1.1.).

Tabla 2.8.1.1. Frecuencias de aminoacidos expresadas en porcentaje, en PDBGlobal, PDBXRay, PDBUniverso
y Uniprot/SwissProt.

Aa PDBGlobal PDBXRay PDBUniverso SwissProt
C 1,26 1,27 1,39 1,37
w 1,37 1,31 1,40 1,08
M 2,34 2,36 2,35 2,42
H 2,81 2,78 2,67 2,27
Y 3,41 3,40 3,45 2,92
Q 3,62 3,66 3,74 3,93
F 3,89 3,93 3,94 3,86
N 4,23 4,24 4,28 4,00
P 4,64 4,58 4,70 4,70
R 4,91 4,95 4,92 5,53
| 5,54 5,69 5,62 5,96
T 5,57 5,54 5,64 5,34
K 5,66 5,72 5,74 5,84
D 5,86 5,78 5,70 5,45
S 6,06 6,17 6,23 6,56
E 6,52 6,67 6,59 6,75
Y 7,06 7,03 7,02 6,87
G 7,87 7,61 7,58 7,08
A 8,53 8,30 8,09 8,25
L 8,82 9,01 8,93 9,66
Varianza 4,75 4,72 4,51 5,18
t-Student pareada 1,00 0,98 0,93

En la tabla 2.8.1.1., se muestran las frecuencias de los veinte aminodcidos estdndar encontrados
en proteinas, contados de forma individual, en las bases de datos del SwissProt y el Protein Data
Bank (PDB, 2007, 2008). Se compararon las frecuencias de aminodcidos individuales entre el
UniProtKB/Swiss-Prot, dos muestras del Protein Data Bank y la totalidad del PDB. Se presentan las
varianzas de las tres muestras, y los valores de la prueba t-student para una confiabilidad del 95%
(a=0.05). Los valores muestran que la muestra PDBGlobal, es estadisticamente igual a las muestras
PDBXRay, PDBUniverso y Uniprot/SwissProt, con lo que se puede considerar una muestra
representativa del universo proteico representado en las bases de datos.

En la figura 2.8.1.1., se puede observar que las frecuencias de las tres muestras del PDB, son casi
exactamente iguales, con las mayores diferencias en loa aminoacidos Glicina (G), Alanina (A) y
Leucina (L), que son los mas frecuentemente hallados en proteinas. Sin embargo, estas diferencias
no son estadisticamente significativas. Las mayores diferencias se presentan al comparar la
muestra PDBGlobal con la totalidad de proteinas de la base de datos Uniprot/SwissProt, con mas
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de 500.000 proteinas, pero las diferencias no resultaron significativas. Con este resultado,

decidimos entonces usar la distribucién de nuestra propia muestra del PDB (PDBGlobal) en lugar

de la del SwissProt.

10 e SWiSSProtMar6-2013

9 1 ——pPDBXRay

8 | =—PDBUniverso
== PDBGlobal
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Figura 2.8.1.1. Comparacion entre las frecuencias de aparicién de aminoacidos en proteinas de PDBGlobal,

PDBXRay, PDBUniversal y Uniprot/SwissProt.

En la figura 2.8.1.1., se observa que hay mucho parecido entre las frecuencias de los aminodcidos

tomados de nuestra muestra del PDB (PDB Sample), y la totalidad de los aminoacidos encontrados

en el SwissProt/Uniprot. Los aminoacidos Cisteina (C), Metionina (M), Fenilalanina (F), Asparragina

(N), Prolina (P) Lisina (K) y Valina (V) presentan las menores diferencias en sus frecuencias entre

las dos muestras (PDB vs SwissProt), con diferencias menores de 0.2; mientras tanto, los

aminodcidos Histidina (H), Arginina (R), Serina (S), Glicina (G) y Leucina (L), presentan las mayores

diferencias (mayores ¢ iguales a 0,5).

En las figura siguiente (figura 2.8.1.1.), el eje horizontal presenta los 20 aminoacidos

convencionales en cédigo de una letra, ordenados ascendentemente por su frecuencia; en el eje

vertical, la frecuencia de aparicién de cada aminoacido, expresada en porcentaje.

10,00

Distribucion de frecuencias en %, de aminoacidos en PDBGlobal

8,00 -

6,00 -

4,00 -

2,00 -
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Figura 2.8.1.2. Distribucién de las frecuencias de aminoacidos en proteinas de PDBGlobal.
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Debido a que el numero de proteinas de nuestra muestra PDBGlobal puede considerarse
relativamente bajo con respecto a la totalidad del PDB, para verificar la representatividad de
nuestra muestra, comparamos las frecuencias de los aminodcidos individuales de estas proteinas,
con las de una muestra de todas las proteinas del PDB resueltas por Cristalografia de Rayos X
(75215 proteinas. A este conjunto lo hemos llamado PDBXRay), y con la totalidad de las proteinas
asentadas en el PDB hasta Junio 23 de 2013 (82893 proteinas; conjunto que llamamos
PDBUniverso). Las frecuencias pueden verse en la tabla 2.8.2.1., lo mismo que las varianzas de las
muestras, y las pruebas t que muestran que las muestras pueden considerarse iguales ¢
provenientes de la misma poblaciéon, con una confianza del 95% (a=0.05).

En la figura 2.8.1.1, se observa una coincidencia casi completa entre las tres curvas de frecuencias
del PDB, y es evidente que las diferencias son muy pequeiias; se aplicé la prueba T, mostrando que
los aminodacidos presentan las mismas frecuencias desde el punto de vista estadistico. Todo esto le
da validez al uso de las frecuencias de aminoacidos de nuestra muestra, PDBGlobal.

La prueba t-student dice entonces que las muestra PDBGlobal, PDBXRay, PDBUniverso y
Uniprot/SwissProt, provienen de la misma poblacion y son estadisticamente iguales. Con este
resultado, decidimos entonces usar la distribucién de nuestra propia muestra PDBGlobal, en lugar
de las PDBXRay y PDBUniverso.

2.8.2. Comparacion entre PDBGlobal y PDBXRay en cuanto
a las frecuencias de las estructuras secundarias

Para verificar que nuestra muestra PDBGlobal también es representativa en cuanto a su
composicion de estructuras secundarias, comparamos PDBGlobal y PDBXRay en dos aspectos:

1. La participacién de cada aminoacido en cada estructura secundaria, y

2. Ladistribucidn de las estructuras secundarias en cada uno de los aminoacidos.

El primer andlisis permite establecer si un aminodcido prefiere una estructura secundaria
especifica sobre las demas. El segundo analisis permite establecer si una estructura secundaria

determinada muestra preferencia para algunos aminodcidos.

En el capitulo 3 se hace el andlisis mas detallado de estas dos distribuciones en los diferentes
grupos de proteinas. En el presente capitulo nos limitamos a mostrar, que no hay diferencia
significativa en estos aspectos entre nuestra muestra PDBGlobal y los conjuntos mas grandes
PDBXRay y PDBUniverso.
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2.8.2.1. La participacion de cada aminoacido en cada estructura
secundaria

La distribucién de cada estructura secundaria sobre los 20 aminoacidos fue calculada como las
veces que aparece un aminodacido en una estructura secundaria especifica, dividido entre las veces
gue aparece esa estructura secundaria en la muestra proteica. Esta informacion nos dice en qué
medida un aminoacido es mas frecuente en una estructura secundaria, con respecto a los demas
aminoacidos. Habla entonces de la composicién de las estructuras secundarias en términos de los
aminodcidos que las forman.

0,60
Xray-Gt Univ-Gt Glob-Gt === Xray-B Univ-B === GlOb-B = Xray-H Univ-H Glob-H
0,50 - : P
Aas en Estructuras Secundarias - PDBGlobal vs PDBXRay vs PDBUniverso

0,40 -
0,30 -
0,20 -
o W—%
0,00 ; ; ; ; ; ; ; ; ;

A C D E F G H | K L M N P Q R S T \" w Y

Figura.1.8.2.1.1. Participacion de cada uno de los 20 aminoacidos en las estructuras secundarias clasicas:
hélices, hojas y giros, en las muestras PDBGlobal, PDBXRay y PDBUniverso.

Como puede observarse en la figura 2.8.2.1.1., las frecuencias de apariciéon de los 20 residuos de
aminoacido en las estructuras secundarias, son tan parecidas, que sélo se distinguen claramente,
tres lineas, correspondientes a las estructuras helicoidales, hilos/hojas Beta y giros.

En la tabla 1.8.2.1.1., se muestran las frecuencias de aparicion de los aminodcidos en las tres
muestras, y debajo de todas, los valores de la prueba de t-student, por encima del umbral de 0.05,
lo que confirma que las muestras provienen de la misma poblacién y se pueden considerar
estadisticamente iguales.

Tabla 2.8.2.1. Frecuencias de los aminoacidos en las estructuras secundarias DSSP-5 en PDBGlobal, PDBXRay
y PDBUniverso, con los valores de la prueba t-student.

PDBGIlobal PDBXray PDBUniverso

Aa B H s T u B H s T u B H s T u
A 017 049 006 009 0,19 017 049 006 009 0,20 0,16 048 006 0,09 0,21
C 031 029 007 008 0724 031 029 007 007 0,25 031 029 007 008 0,25
D 013 031 012 015 0,29 012 031 012 0,14 031 012 030 012 0,15 0,31
E 016 048 007 011 0,17 0,15 047 007 0111 0,20 015 046 008 0,11 0,20
F 033 035 006 007 0,18 031 035 007 007 0,19 031 035 007 007 0,20
G 015 016 016 027 026 014 017 016 025 0,27 014 017 017 025 0,27
H 019 026 008 010 0,37 018 026 008 0,10 0,39 019 028 008 0,10 0,35
I 040 036 004 004 0,16 038 037 005 004 0,17 037 036 005 004 0,18
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K 019 040 0,08 0,12 0,21 0,18 039 008 0,12 0,23 0,18 0,38 0,09 0,12 0,23
L 026 045 005 006 0,17 025 045 005 0,06 0,18 0,25 045 005 0,07 0,19
M 022 039 005 006 0,27 0,21 0,40 0,05 006 0,28 0,21 041 0,05 006 0,27
N 015 027 011 0,19 0,28 0,14 0,27 0,12 0,18 0,29 0,14 026 0,12 0,18 0,29
P 010 019 009 017 044 0,10 0,18 0,10 0,16 0,46 009 0,18 0,10 0,17 0,46
Q 018 044 007 010 0,21 0,17 043 007 010 0,23 0,17 042 008 010 0,23
R 020 042 008 010 0,20 019 041 008 010 0,22 0,19 040 008 010 0,23
S 020 027 010 0,11 0,31 019 027 0,10 0,11 0,33 019 026 011 0,12 0,33
T 029 026 010 0,09 0,27 0,27 0,27 0,09 0,08 0,28 0,26 026 010 0,09 0,29
v 043 030 005 004 017 042 031 005 004 019 041 031 005 004 0,19
W 031 038 006 008 0,17 030 039 006 008 0,18 029 039 007 008 0,18
Y 034 034 007 008 018 032 034 007 008 0,19 032 034 007 008 0,19
Valores de la prueba t pareada 1,00 1,00

Como puede observarse en las figuras 1.8.2.1.1. y 1.8.2.1.2., las frecuencias de aparicién de
aminodcidos en las diferentes estructuras secundarias consideradas en el presente trabajo
(Hélices, Estructuras Beta, y Giros; estos ultimos a su vez descompuestos en Giros tipo dobléz,
Giros Beta y Giros al azar), son estadisticamente (y visualmente segun las figuras) al compararse
las frecuencias tomadas de la muestra PDBGlobal, de la muestra PDBXRay y de la totalidad de
proteinas del PDB, en PDBUniverso.

En la figura 2.8.2.1.2. se han dividido los giros en dobleces, giros Beta y random coils, lo que

permite ver la participacion de cada aminoacido en cada estructura secundaria.
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Figura 2.8.2.1.2. Participacién de cada uno de los 20 aminoacidos en las estructuras secundarias DSSP-5, en
la muestra PDBGIlobal.

Como puede observarse en las figuras 1.8.2.1.1. y 1.8.2.1.2., las frecuencias de apariciéon de
aminodcidos en las diferentes estructuras secundarias (Hélices, Estructuras Beta, y Giros; estos
ultimos a su vez descompuestos en Giros tipo dobléz, Giros Beta y Giros al azar), son
estadisticamente iguales (y visualmente segln las figuras) al compararse las frecuencias tomadas
de la muestra PDBGIlobal, de la muestra PDBXRay y de la totalidad de proteinas del PDB, en
PDBUniverso.

2.8.2.2. La distribucion de las estructuras secundarias en cada uno
de los aminoacidos
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La distribucién de las estructuras secundarias en cada uno de los aminoacidos es calculada como
el numero de veces que aparece un aminoacido en una estructura secundaria especifica, dividido
entre el numero de veces que aparece ese aminodcido en la totalidad de la muestra. Esta
informacién nos dice en qué medida, cada aminoacido asume una estructura secundaria
especifica. Habla entonces de la tendencia de cada aminodcido a formar estructuras secundarias
especificas. En la figura 2.8.2.2.1., se observa esta distribucién, que se discutird mas
exhaustivamente en el capitulo 3.
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Figura 2.8.2.2.1. La distribucion de las estructuras secundarias en cada uno de los aminoacidos en la
muestra PDBGlobal.

CONCLUSIONES CAPITULO 2 - SELECCION DE LA
MUESTRA

1. El conjunto PDBGlobal es representativo de la totalidad de PDB y del universo representado en
él, en cuanto a la frecuencia de aparicion de aminodacidos, la distribucion de cada estructura
secundaria sobre los 20 aminodacidos, la distribucidn de las estructuras secundarias en cada uno de
los aminoacidos, y la distribucion de tripletas de residuos, junto con sus estructuras secundarias.

2. Por lo anterior, se justifica la utilizacién de la muestra PDBGlobal, como nuestra muestra de
referencia para las comparaciones de frecuencias de aminodcidos individuales, frecuencias de
aminodcidos en estructuras secundarias, propensiones de Chou y Fasman (capitulo 2) y el analisis
sobre tripletas de aminodcidos y sus correspondientes tripletas estructurales que generalizan
estos conceptos (capitulo 3).

3. Esta muestra, y las submuestras resultantes de la agrupacion por criterios como contenido de
estructura secundaria, localizacidon celular, organismo del que provienen, Phylum al que
pertenecen los organismos, Tipo de Enzima segun la Enzyme Commission y Familia proteica, se
usardn en trabajos posteriores a este proyecto de investigacion.
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CAPITULO 3. FRECUENCIAS DE AMINOACIDOS Y
TRIPLETAS

En el presente capitulo se obtuvieron y analizaron las frecuencias de aparicién de aminodacidos
individuales en la muestra representativa del PDB (PDBGlobal, definido en el capitulo anterior) y
en proteinas agrupadas segun diferentes criterios, como contenido de estructura secundaria
segun la clasificacion SCOP, localizacidn celular, organismo en el que se encontraron, Phylum al
que pertenecen los organismos en que se encontraron las proteinas, tipo de enzima segun la
Comisién de Enzimas (EC), y familia proteica segin PFam. En todos los casos, se analizaron las
frecuencias de los veinte aminoacidos estandar hallados en proteinas y codificados en el cédigo
genético (con la excepcién de Pirrolisina y Selenocisteina, por estar muy poco representados en el
PDB), en cada grupo de proteinas seleccionado. Todos los resultados se contrastaron con los
resultados correspondientes obtenidos de todo el conjunto PDBGlobal.

En cada caso, tanto en aminoacidos individuales, como en tripletas, se contrastan y analizan las
frecuencias, con las frecuencias de un alfabeto reducido de propiedades fisicoquimicas de los
aminodacidos, tal como se describe en la metodologia y en el capitulo 2.

Con base en las frecuencias de aparicion en proteinas, se identificaron los grupos de proteinas en
gue aparecen aminodacidos con frecuencias claramente diferentes a la muestra representativa de
las proteinas encontradas en el PDB, y se discutié sobre la posible explicacidn bioldgica para que
esto ocurra. También se analiza su potencial como herramienta para el redisefio de proteinas y la
ingenieria de las mismas.

3.1. Frecuencias de residuos de aminoacidos en las
proteinas agrupadas por los criterios seleccionados.

Se analizaron las frecuencias de los veinte aminodacidos tanto en la muestra de la generalidad de
las proteinas, como de las proteinas agrupadas por los criterios sefialados antes. Ademas de ello,
se redujeron los veinte aminoacidos a un alfabeto reducido de nueve letras, que agrupa a los
aminodcidos segun algunas propiedades fisicoquimicas. Con base en este alfabeto reducido,
también se calcularon las frecuencias de las nueve letras, que representan propiedades
fisicoquimicas. Con esto, se hace un doble andlisis, tanto en términos de los aminoacidos
individuales, como en términos de algunas propiedades fisicoquimicas.

Los veinte aminodacidos quedaron entonces agrupados en las siguientes nueve letras del alfabeto
reducido, representando propiedades, de la siguiente manera:
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Se dejaron sin agrupar los aminoacidos que presentan propiedades particulares en las proteinas:

Glicina (G), por ser el aminoacido mas pequefio, y permitir el maximo empaquetamiento, gracias a

su cadena lateral. En las propensiones de Chou y Fasman, se encuentra formando giros en

proteinas; Prolina (P), por ser el Unico aminodacido que puede formar enlaces tanto trans como cis,

y por la distorsiéon que causa su grupo amino secundario en la formacién del enlace peptidico.

Triptéfano (W), por ser el residuo de aminodcido de mayor tamafio, ser el de menor frecuencia en

muchas proteinas, producido por un solo coddn, y su caracter apolar. Cisteina, por ser el Unico

aminodcido formador de puentes de disulfuro, y por tanto, ser determinante en la estabilizacién

estructural de muchas proteinas. Asi, el alfabeto reducido de los veinte aminoacidos, quedd de la

siguiente manera:

Tabla 3.1.1. Alfabeto reducido para los veinte aminoacidos (aas), en un alfabeto de 9 letras, correspondiente

a propiedades.

Criterio para agrupar aminodacidos

Aminoacidos

Letra en el nuevo
Alfabeto reducido

Grupo de residuos de aminoacidos hidrofébicos.

Grupo de aminoacidos con cadena lateral basica (con carga
+), muy polares

Grupo de aminoacidos con cadena lateral —OH (forma
enlaces de H)

Grupo de aminoacidos con cadena lateral acida (con carga
negativa), muy polares

Grupo de aminoacidos con cadena lateral Amida
Aminodcido formador de puentes de disulfuro

Aminodcido con cadena lateral mds pequeiia (H), que
permite acercamiento entre cadenas, y la mayor libertad
de giros en los angulos Phiy Psi.

Iminoacido, ocasiona distorsiones en estructuras
secundarias regulares por formar un enlace peptidico de un
amino secundario

Aminoacido con la cadena lateral mas grande. Costoso
transportarlo en citoplasma, el menos frecuente en
proteinas, codificado por un solo coddn.

AFILLMYV
H, K, R
ST, Y
D, E

N, Q
C

u
B

3.3.1.0. Frecuencias de aminoacidos en proteinas de la muestra

PDBGIlobal

En esta seccidn, se estudiaron las frecuencias de residuos de aminoacidos en la muestra

PDBGlobal, en 19.308 proteinas, que sumaron 8°862.961 aminodcidos. A continuacidn, se

presentan las frecuencias de los amindacidos en PDBGlobal, y se puntualizan las tendencias

generales y las diferencias mds importantes.
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Tabla 3.1.0.1. Frecuencias de los veinte aminodcidos estandar en proteinas de la muestra PDBGlobal
Aa Frec Prob %
756356 8,53
111760 1,26
519677 5,86
578065 6,52
344695 3,89
697945 7,87
248992 2,81
491196 5,54
502015 5,66
782124 8,82
207158 2,34
375054 4,23
411155 4,64
321040 3,62
435595 4,91
536874 6,06
493484 5,57
625951 7,06
121758 1,37
302067 3,41
8862961 100
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Figura 3.1.0.1. Frecuencias de aminoacidos individuales en PDBGlobal, organizadas en orden ascendente por
frecuencia.

Tendencias generales y Diferencias importantes

Como puede verificarse en la tabla 3.1.0.1. y en figura 3.1.0.1., en PDBGlobal, el residuo de
aminodacido menos frecuentemente encontrado en proteinas, es la Cisteina (C), con una frecuencia
en la muestra PDBGlobal, de 1.26%. Este valor se podria considerar como la frecuencia de la
Cisteina en la generalidad de las proteinas, aunque a lo largo de este trabajo, se vera que este
aminodcido presenta variaciones importantes en algunos grupos de proteinas, con lo que tomara
importancia como indicador de la estabilizacién de una proteina mediante enlaces fuertes, o
enlaces débiles.

La mayor importancia de la presencia de las Cisteinas en una proteina, corresponde al potencial de
formar puentes de disulfuro, estabilizando la estructura terciaria y/o cuaternaria de la proteina
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(Gilbert, 1990; Gilbert, 1995; Tu y Weissman, 2004; Witt, 2008). De alli que el contenido de
Cisteinas en una proteina o un grupo de ellas, puede hablar de si la estabilizacién de la estructura
3D se debe a fuerzas débiles o a fuerzas fuertes, lo que a su vez, puede ofrecer indicios sobre si la
proteina puede perder facilmente o no, su plegamiento nativo.

En el PDBGlobal, la mayoria de las proteinas se ha aislado de ambientes parcialmente reductores.
A manera de ejemplo, la mitad de las proteinas del PDB, corresponde a proteinas de Citoplasmas
eucariotes. En general, el citoplasma eucariote es un ambiente parcialmente reductor, por lo que
es dificil la formacién de enlaces de disulfuro y por tanto las proteinas que permanecen en ese
ambiente, tienden a tener bajos contenidos de Cisteina. La funcidn principal de este aminoacido es
la formacion de puentes disulfuro que estabilizan la estructura tridimensional y/o la unién entre
subunidades (Gilbert, 1990; Gilbert, 1995; Tu y Weissman, 2004; Witt, 2008).

El segundo residuo de aminodcido menos frecuente en las proteinas del PDBGlobal, es el
Triptéfano (W), con una frecuencia de 1.37% (Tabla 3.1.0.1. y figura 3.1.0.1.). Este aminoacido esta
codificado por un solo coddn (UGG), es el que presenta la cadena lateral mds voluminosa, que
puede significar un mayor costo energético al ser transportado en el citoplasma. Ya desde su
descubrimiento por Frederick Hopkins in 1901, al hidrolizar 600 g de Caseina, y obtener sélo 4g de
Triptéfano (Hopkins, 1901), evidenciaba la baja cantidad de éste residuo en proteinas.

Sélo la Cisteina y el Triptéfano presentan frecuencias menores a 2%. La Metionina y la Histidina se
encuentran en frecuencias de entre 2 y 3% en las proteinas de PDBGlobal. Tirosina, Glutamina y
Fenilalanina, presentan frecuencias de entre 3 y 4%. Asparragina, Prolina, Arginina, Isoleucina,
Trenonina, Lisina, y Acido Aspartico, aparecen en las frecuencias medias, entre 4 y 6%. Serina, y
Acido Glutdmico estén entre 6 y 7% en las proteinas, mientras que los residuos mas frecuentes,
con comportamientos hidrofébicos, son Valina, Glicina, Alanina y Leucina, entre 7 y 9%.

El alto contenido de residuos hidrofobicos en proteinas, podria explicarse en que estos cuatro
aminoacidos tienden a aparecer en el corazén hidrofébico de las proteinas, aun de las proteinas
gue estan inmersas en un medio acuoso. La hidrofobicidad es un criterio suficiente para construir
un corazoén proteico para las enzimas (Axe et al., 1996).

En la figura 3.1.0.1.B, se presentan las frecuencias del alfabeto reducido de propiedades de
aminodcidos: C, W, P, Z, G, X, B, O, y U. En esta figura se observa que los aminoacidos hidrofdbicos,
agrupados en la letra “U”, resultan ser la agrupacién mas frecuente, apareciendo en el 36.19% de
las proteinas. Estos aminodcidos estarian formando parte de la superficie de proteinas de
membrana, y en general, de todas aquellas que interactien en ambientes no polares; y también
del corazdn hidrofébico de proteinas globulares que permanecen en ambientes acuosos, como el
citoplasma. Este corazén hidrofébico permanece usualmente inaccesible al solvente (Tsai et al,
1997), y puede explicar parcialmente el plegamiento de proteinas, gracias a la fuerza generada por
las interacciones hidrofdébicas. La frecuencia de los residuos hidrofébicos, suma mas del doble de
la frecuencia siguiente mas alta, la de los residuos que tienen un hidroxilo en su cadena lateral (S,
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T, H), agrupados en la letra “O”; estos residuos con un grupo hidroxilo, son importantes en la
superficie de las proteinas, pues son blanco de algunos tipos de modificaciones postraduccionales,
gue constituyen un alto porcentaje de las proteinas (Mann y Jensen, 2003; Seo y Lee, 2004).

Los aminoacidos basicos, agrupados en la letra “B”, presentan una frecuencia total de aparicién en
PDBGlobal, de 13.39%. Los aminoacidos acidos D, y E, agrupados en la letra “X”, suman una
frecuencia de 12.39%. Los aminodcidos con cadena lateral amida, agrupados en la letra “Z”, suman
una frecuencia menor que la del aminodacido Glicina. Las frecuencias de los demds aminodcidos
individuales que no se agruparon, son obviamente las mismas que en la parte A de la gréfica.

3.1.1. Frecuencias de aminoacidos de las proteinas clasificadas por
su composicion de estructura secundaria, segun SCOP.

En el presente capitulo se obtuvieron y analizaron las frecuencias de apariciéon de los aminoacidos
individuales en la proteinas agrupadas por su contenido de estructura secundaria segun la
Clasificacidn Estructural de Proteinas (SCOP por su sigla en inglés) (Murzin, et al, 1995; Lo Conte et
al, 2002; Andreeva et 2004; Andreeva et al, 2007). Se compararon las frecuencias de los veinte
aminodacidos estandar hallados en proteinas y codificados en el cédigo genético, de cada grupo de
proteinas seleccionado, con la muestra global PDBGlobal. A continuacién, se presentan las
frecuencias de aminoacidos individuales en las proteinas clasificadas segln su composiciéon de
estructura secundaria, de acuerdo con SCOP.

Tabla 3.1.1.1. Frecuencias de aparicidn de los veinte aminoacidos estandar en las proteinas agrupadas segun
su composicion de estructura secundaria segun la clasificacion SCOP.

Aa PDBGlobal AllAlpha AllBeta Alpha-Beta Alpha+Beta CoiledCoil Small Multidomain Others

C 1.26 1.27 1.36 1.16 1.21 1.16 5.64 1.14 0.78
w 1.37 1.21 1.72 1.22 131 1.22 1.49 1.22 2.69
M 2.34 2.56 2.08 2.14 2.14 2.14 1.84 2.39 1.76
H 2.81 2.59 2.62 2.56 2.73 2.56 2.73 2.27 1.73
Y 3.41 3.34 3.79 3.28 3.44 3.28 3.77 3.51 3.88
Q 3.62 3.98 3.64 3.38 3.55 3.38 3.58 3.51 4.25
F 3.89 3.86 4.02 3.87 3.91 3.87 3.81 3.86 3.73
N 4.23 3.94 4.71 3.96 4.07 3.96 4.47 3.91 5.66
P 4.64 4.17 4.98 4.64 4.52 4.64 5.72 491 4.47
R 4.91 5.17 4.55 5.03 5.17 5.03 5.45 5.25 3.79
| 5.54 5.50 531 5.94 5.80 5.94 4.60 5.95 5.32
T 5.57 5.03 6.26 5.18 5.30 5.18 5.40 5.37 5.61
K 5.66 6.32 5.57 5.74 5.89 5.74 5.99 6.25 4.99
D 5.86 5.84 5.92 5.77 5.82 5.77 5.23 5.78 4.92
S 6.06 5.71 6.82 5.54 5.75 5.54 6.67 5.15 6.92
E 6.52 7.56 6.01 6.80 7.19 6.80 6.75 7.29 5.61
Vv 7.06 6.40 7.44 7.45 7.20 7.45 5.82 7.12 7.26
G 7.87 6.66 8.27 7.94 7.58 7.94 7.58 7.61 8.33
A 8.53 9.06 7.19 9.06 8.28 9.06 6.17 8.58 9.32
L 8.82 9.83 7.75 9.01 8.84 9.01 7.30 8.92 9.02
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Tendencias generales y Diferencias importantes

Se realizé una prueba de t-student para muestras pareadas, entre el PDBGlobal y cada uno de los
grupos de proteinas, y se encontré que todos los grupos presentan diferencias significativas en sus
frecuencias, con respecto a las del PDBGlobal. Esto indica que estas agrupaciones de proteinas
presentan composiciones diferentes de residuos de aminodcidos. En esta seccién analizamos las
particularidades y generalidades de las diferencias y las similitudes.

Si se considera la maxima diferencia entre la frecuencia de cada aminodcido en cada grupo de
proteinas y la frecuencia en PDBGIlobal (tabla 3.1.1.2), se puede observar que el grupo de
proteinas que presentd la mdxima diferencia en un mayor nimero de aminoacidos, es el grupo
“Others”, que corresponde a proteinas que por su contenido de estructura secundaria no se
pudieron clasificar dentro de los demds grupos proteicos. Algunas de estas proteinas
corresponden a proteinas intrinsecamente desordenadas, al igual que algunas proteinas
clasificadas como “small”.

Sobre esas estructuras y su contenido de estructura secundaria, se discutira en el capitulo 3. Estas
diferencias sugieren que los aminodacidos con los que se construyen las estructuras al azar, son
diferentes que los que se usan para construir estructuras secundarias regulares, del tipo hélices u
hojas. En este grupo de proteinas “Others”, las diferencias mdximas con respecto a PDBGlobal
ocurren en los siguientes aminoacidos: Fenilalanina (F) (0.16% de diferencia con la frecuencia de
Fenilalanina (F) en PDBGIlobal), Tirosina (Y) (0.47%), Metionina (M) (0.58%), Glutamina (Glutamina
(Q)) (0.63%), Lisina (K) (0.68%), Histidina (H) (1.08%) Arginina (R) (1.12%), Triptéfano (W) (1.32%) y
Asparragina (N) (1.42%). La suma de todas estas diferencias, es de 8.41%. Es el grupo de proteinas
clasificadas por su contenido de estructura secundaria, que mdas aminoacidos presenta con
diferencias maximas en sus frecuencias con respecto a PDBGlobal.

Sin embargo, el grupo de proteinas que presenta una mayor sumatoria de las diferencias, es el
grupo de proteinas clasificadas como “Small” en SCOP, que las define como “dominadas por
ligandos metdlicos, grupos hemo, & puentes de disulfuro” (http://scop.mrc-

Imb.cam.ac.uk/scop/data/scop.b.html. consultado el 30 de Junio de 2013). Las diferencias mas

grandes entre las frecuencias de proteinas “Small”, con las del PDBGlobal, son: Serina (S) (0.90%),
Isoleucina (I) (0.95), Pro (1.08), Valina (V) (1.24%), Leucina (L) (1.53%), Alanina (A) (2.36%) y
Cisteina (C) (4.38), con un acumulado de diferencias del 15.75%. Esto puede observarse en la tabla
3.1.1.2. y su figura correspondiente (2.1.1.1.).

En la tabla 3.1.1.2., se observa que también en las proteinas TodoAlfa, el Acido Glutdmico (E),
presenta diferencias importantes con el PDBGlobal. Esto puede ser explicado con el hecho de que
aparentemente este residuo de aminodcido es un fuerte formador de estructuras helicoidales, y
en estas proteinas con alto contenido de hélices, estard sobrerrepresentado.
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Tabla 3.1.1.2. Diferencias maximas entre las frecuencias del PDBGlobal y las proteinas clasificadas por su
contenido de estructura secundaria seguin SCOP.

Aa MaxDiferencia Tipo Proteina

F 0.16 Others

Y 0.47 Others

M 0.58 Others

Q 0.63 Others

K 0.68 Others

T 0.69 AllBeta

S 0.90 Small

| 0.95 Small

D 0.95 Others

E 1.04 AllAlpha

P 1.08 Small

H 1.08 Others

R 1.12 Others

G 1.21 AllAlpha

\Y 1.24 Small

W 1.32 Others

N 1.42 Others

L 1.53 Small

A 2.36 Small

C 4.38 Small
4.5

e \axDiferencia I

4.0
3.5 I
3.0 Il

; /
s /
1:0 ’//

0.5 //
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Figura 3.1.1.1. Magnitudes de las mdaximas diferencias entre las frecuencias del PDBGlobal, y las frecuencias

Diferencia maxima

0.0

de las proteinas agrupadas segln composicidon de estructura secundaria, segun SCOP.
La linea negra en la diferencia cero, representa al PDBGlobal.

De acuerdo con la figura 3.1.1.1., el aminoacido Triptéfano, que constituye el 1.37% de las
proteinas en PDBGlobal, en las proteinas clasificadas como “Otras”, aparece casi el doble de veces.
Este resultado es llamativo, dado que la frecuencia de aparicién del Triptéfano en proteinas, es
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casi la minima de un aminoacido en proteinas. Las proteinas clasificadas como “otras”, no
presentan los contenidos de estructura secundaria de las demas proteinas de SCOP; es decir,
tendran componentes de estructura secundaria diferentes, y por tanto composicion de
aminodcidos diferentes. No se encontrd referencia a esto en la literatura, y es probable que sea
una observacién nueva para este residuo de aminoacido.

=
5]

——— Alpha+Beta CoiledCoil ~ =Small

Multidomain Others e PDBGlobal

N ® ©

25 Frecuencia de aparicién de Aas en Alfabeto Reducido en
proteinas agrupadas seglin SCOP

@

«
Frecuencia en %

Y

Frecuencia en %

By _4 "
—— Alpha+Beta CoiledCoil =Sl 5

Multidomain Others = PDBGlobal

o m 9~
|

C WMH Y Q F NP R I T K D S E V G A L C w P z G X B o u
Figura 3.1.1.2. Frecuencias de aparicién de los veinte aminoacidos estandar en las proteinas agrupadas
seglin su composicion de estructura secundaria segun la clasificacién SCOP.

Entre otras de las observaciones mas conspicuas estd el hecho de que la Cisteina (C), que
usualmente es uno de los aminoacidos menos frecuentemente encontrado en proteinas (presente
sélo en el 1.26% de las proteinas de PDBGlobal), aparecen con casi 4.5 veces mas en las proteinas
“pequeiias”: Es decir, estas proteinas pequefias usan mucho mas el aminoacido Cisteina para
construirse, que la globalidad de las proteinas, lo que posiblemente esta implicando que estas
proteinas pequeiias requieren de mds puentes de disulfuro para estabilizar su estructura
tridimensional, que el resto de las proteinas. Probablemente, al ser mds pequefias, cuenten con un
menor numero posible de enlaces débiles (como enlaces de H), para estabilizar su estructura, con
lo que los enlaces de disulfuro ganan importancia para mantener la estabilidad de la estructura
tridimensional. Estas proteinas efectivamente se encuentran mucho menos estabilizadas por
enlaces de hidrégeno 6 por interacciones hidrofdbicas (Cheek et al., 2006), y entre ellas se
encuentran Factores de crecimiento, toxinas, inhibidores enzimdaticos, hormonas, feromonas, y
alergenos.

El aminoacido Prolina (P), es también mas abundante en estas proteinas pequeiias, lo que podria
estar explicado en el hecho de que estas proteinas presentan una cantidad relativamente alta de
giros con respecto al total de contenido de estructura secundaria, y sus hélices e hilos Beta,
tienden a ser mas cortos. Por esto, al tener hélices e hilos y hojas mas cortos, la cantidad relativa
de los giros, se ve aumentada.

También es llamativo que en las proteinas pequefias, los aminoacidos Leucina (L) y Alanina (A)
tengan menores frecuencias (Leucina (L), poco mas del 7% y Alanina (A) poco mas del 6%)
(Capitulo 1) las que presentan en la mayoria de las proteinas. En general, estos son los
aminodcidos mas frecuentes en todas las proteinas, con frecuencias de alrededor del 10%. Estos
dos aminoacidos se consideran fuertes formadores de hélice Alfa, lo que encuentra una
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explicacion en el hecho de que en las proteinas pequefias, las estructuras secundarias regulares,
como hélices y hojas, son muy cortas ¢ inexistentes.

Mientras tanto, la Glicina es el aminoacido mas frecuentemente encontrado en ellas (en proteinas
“pequeiias”), lo que puede ser explicado por el hecho de que estas proteinas presenten un
contenido de giros relativamente mas alto que otras proteinas (Capitulo 1), y un alto nivel de
empaquetamiento, dado que la Glicina es el residuo de aminoacido cuya cadena lateral permite la
mayor cercania con otras zonas de la cadena.

El aminodcido mas frecuente en las proteinas Todo-Alfa, Alfa-Beta, proteinas Multidominio y
Alfa+Beta, es la Leucina, y el segundo mas frecuente en ellas es la Alanina (A) lo cual es consistente
con la globalidad de las proteinas y el PDBGlobal. Sin embargo, en las Todo-Beta, Pequefias
proteinas, y Otras (que corresponden a proteinas que no presentan una estructura secundaria
regular clasificada en las otras categorias SCOP), el residuo mas frecuente es la Glicina,
posiblemente debido a la necesidad de aumentar el nimero de giros o de vueltas sin estructura
secundaria anexa, o de empaquetar la estructura proteica. La Ala y Leucina (L) son aminoacidos
considerados propensos a formar hélices, lo cual es consistente con sus frecuencias mas bajas en
proteinas Todo-Beta.

Las proteinas Todo-Alfa presentan frecuencias mas altas que las demas proteinas, en los residuos
de Glutamico (E), Ala y Leucina (L), tipicos formadores de hélices, mientras que frecuencias mas
bajas en los residuos Valina (V) y Glicina (G), mas frecuentemente encontrados en hilos Beta y en
giros, respectivamente.

Las proteinas Todo-Beta presentan frecuencias mas bajas en los aminoacidos conocidos como
propensos a formar hélices, como Glutamico (E), Alay Leucina (L).

Las proteinas clasificadas como “Otras”, son ricas en estructuras al azar (“random coils”), son las
proteinas que presentan la mas alta frecuencia en Glicina (G), y que ademas es su aminodcido mas
frecuente. Glicina (G) es un aminodcido fuerte formador de giros y ademas, el aminoacido que
mas libertad de giro (en los angulos Phi y Psi, de Ramachandran) y por tanto es de esperar que
aparezca con frecuencia en estructuras al azar.

En la figura 3.1.1.2.B., es evidente que las proteinas agrupadas por su contenido de estructura
secundaria, siguen aproximadamente las frecuencias de la muestra PDBGlobal, con pequeias

|II

diferencias en las proteinas clasificadas como “small”, que presentan menor contenido de residuos

apolares, y en las clasificadas como “others”, con menor contenido de aminodcidos acidos.

Ademas de lo anterior, vale considerar que las diferencias en frecuencia de aminoacidos en un
grupo proteico especifico, con respecto a las frecuencias encontradas en el PDB, pueden estar
asociadas con la magnitud de la frecuencia. Es decir, en aminodcidos frecuentes, diferencias
grandes, pueden ser en realidad pequefias diferencias relativas, y en residuos con frecuencias
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pequefias, las diferencias pueden no evidenciarse en su real magnitud. Asi, las pequefas
diferencias encontradas en las frecuencias de Cisteina, se perciben como poco notorias en
comparacién con las diferencias de los aminodcidos con valores de frecuencia mas altos, Leucina.
Debido a esto, presentamos una figura con una normalizacidon de las diferencias, que hemos
Ilamado “Diferencias relativas” de manera que cada una de ellas, se pueda observar en proporcién
a la frecuencia del aminoacido encontrado en PDBGlobal. Esto magnificd las diferencias relativas
de los aminoacidos poco frecuentes, y minimizo un poco las diferencias de los aminoacidos muy
frecuentes. Presentamos una figura de las diferencias relativas, en la figura 3.1.1.3.

Tabla 3.1.1.3. Diferencias normalizadas entre las frecuencias del grupo de referencia (PDBGlobal) y las
proteinas clasificadas segun SCOP.
Aa PDBGlobal AllAlpha AliBeta Alpha-Beta Alpha+Beta CoiledCoil Small Multidomain  Others

C 0.00 0.59 7.75 -7.77 -4.25 -7.77 347.31 -9.49 -38.30
w 0.00 -12.17 25.36 -10.92 -4.66 -10.92 8.74 -11.32 96.03
M 0.00 9.38 -10.80 5.67 5.05 5.67 -21.23 2.33 -24.90
H 0.00 -7.63 -6.90 -8.70 -2.77 -8.70 -2.88 -19.25 -38.58
Y 0.00 -2.09 11.28 -3.83 0.95 -3.83 10.63 2.98 13.84
Q 0.00 9.74 0.39 -6.72 -2.05 -6.72 -1.27 -2.99 17.30
F 0.00 -0.84 3.34 -0.49 0.48 -0.49 -2.03 -0.88 -4.08
N 0.00 -6.83 11.29 -6.44 -3.92 -6.44 5.73 -7.62 33.64
P 0.00 -10.03 7.38 0.04 -2.67 0.04 23.26 5.85 -3.68
R 0.00 5.29 -7.45 2.33 5.15 2.33 10.81 6.85 -22.88
| 0.00 -0.67 -4.23 7.22 4.74 7.22 -17.06 7.35 -4.08
T 0.00 -9.69 12.44 -7.03 -4.76 -7.03 -3.09 -3.52 0.67
K 0.00 11.57 -1.70 1.34 4.05 1.34 5.74 10.37 -11.96
D 0.00 -0.42 0.91 -1.52 -0.75 -1.52 -10.77 -1.45 -16.14
S 0.00 -5.71 12.59 -8.60 -5.15 -8.60 10.05 -14.92 14.27
E 0.00 15.98 -7.80 4.21 10.27 4.21 3.45 11.79 -14.06
Vv 0.00 -9.45 5.28 5.50 191 5.50 -17.59 0.83 2.81
G 0.00 -15.37 5.04 0.84 -3.77 0.84 -3.69 -3.32 5.76
A 0.00 6.17 -15.80 6.14 -3.03 6.14 -27.68 0.58 9.16
L 0.00 11.35 -12.17 2.06 0.19 2.06 -17.30 1.04 2.17
350 400
Variacién en % del valor en que se diferencian de PDBGlobal (Eje 0) 350 Variacién en % del valor en que se diferencian las proteinas segtin SCOP
300 de PDBGlobal (Eje 0) por Aas en alfabeto reducido
250 300
200 250
——AllAIpha ——AllBeta —— Alpha-Beta 200

150 —— Alpha+Beta CoiledCoil ~ ———Small s Alalphal = \lBeta =—Alpha-Beta

———Others ——PDBGlobal 150 = Alpha+Beta CoiledCoil Small
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Figura 3.1.1.3. Frecuencias relativas de las proteinas agrupadas por composicidn de estructura secundaria
segun SCOP.

En la figura 3.1.1.3., también es evidente que la Cisteina estd casi la mitad de las veces en
proteinas clasificadas como “otras”, que en las demas proteinas de la clasificacién SCOP, lo que
sugiere que estas proteinas se ven mas estabilizadas por fuerzas no covalentes que la demas
proteinas. En este grupo de proteinas clasificadas como “otras”, también es llamativo que el
riptofano sea un aminoacido mucho mas frecuente que en las demas clasificaciones proteicas,
Triptof d h f t las d lasif t
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con una frecuencia de aparicidn, un 96% mayor que en las proteinas de PDBGlobal, que puede
encontrar explicacién en el hecho de que algunas proteinas pequefias contienen un motivo
estructural conocido como “Cremallera de triptéfano” (“Tryptophan zipper”) (Cochran et al, 2001,
Snow et al, 2004; Du et al, 2004)

En estas proteinas, la Histidina, aparece un 38.7% menos que en el grupo de referencia, al igual
que los otros dos aminodcidos basicos Arginina (22.8% menos frecuente) y Lisina (11.96% menos
frecuente), lo que sugiere que estas proteinas pueden aparecer mads frecuentemente en
ambientes cargados positivamente, o interactuando con moléculas de carga negativa.

En la figura anterior, la escala de las diferencias por encima de las frecuencias del PDBGlobal, se

III

ajustaron a mas de un 300% para mostrar las diferencias en Cisteina de las proteinas “small”. Con
ello, las diferencias de las demas proteinas se hicieron visualmente menos evidentes. En esta
figura, a una escala en las abcisas, de entre -100 y 100, correspondiente a las diferencias
normalizadas, salta a la vista que el Triptéfano también presenta una diferencia significativamente

alta en las proteinas agrupadas como “otras. Esta diferencia se comenté en pdginas anteriores.

3.1.2. Frecuencias de aminoacidos de las proteinas clasificadas por
su localizacion celular.

Se presentan las frecuencias de los aminoacidos en proteina agrupadas por su localizacion celular.
Se hizo una prueba de t-student pareada, comparando cada grupo de proteinas con la generalidad
de las proteinas representada en el PDB, y dio como resultado que las frecuencias de cada uno de
los grupos de proteinas, es diferente en su frecuencia de aminoacidos, con la generalidad de las
proteinas, representada en el PDBGlobal.

Tabla 3.1.2.1. Frecuencias de aminodcidos en proteinas agrupadas segun su localizacion celular.
Aa PDBSample Citoplasma MembrCel MatrExtrCel MatrzMit Citoesqlt Organelas Golgi MembrintMit

C 1.26 1.34 1.28 2.46 1.40 1.56 1.74 1.66 1.23
w 137 111 1.38 1.69 1.05 119 1.28 1.47 157
M 2.34 2.48 2.42 1.90 2.61 2.60 2.46 2.61 2.36
H 2.81 2.71 2.48 3.18 2.43 2.40 2.74 2.79 2.86
Y 3.41 3.15 3.47 3.61 3.02 3.27 3.25 3.85 3.37
Q 3.62 3.58 3.80 3.98 3.96 4.16 4.05 4.23 3.22
F 3.89 3.98 4.13 4.54 3.94 4.10 4.08 4.61 4.66
N 4.23 3.94 4.16 4.33 3.86 3.97 4.12 4.22 4.54
P 4.64 4.55 4.54 5.81 4.99 4.15 4,91 4.87 5.22
R 4,91 4.98 4.84 5.01 4.70 5.11 4.92 4.80 4.14
1 5.54 5.82 5.50 4.53 5.79 5.70 5.41 5.07 5.48
T 5.57 5.26 5.68 5.36 5.20 5.37 5.30 5.25 5.41
K 5.66 5.95 5.59 5.13 6.19 6.80 6.35 6.14 6.22
D 5.86 5.65 5.74 5.56 5.22 6.02 5.49 5.82 5.10
S 6.06 5.85 6.29 6.93 6.02 6.27 6.43 6.52 6.42
E 6.52 6.96 6.35 5.42 6.56 7.55 6.83 6.89 5.90
\ 7.06 7.22 7.11 6.68 7.06 6.74 6.73 6.66 7.05
G 7.87 7.64 7.66 8.15 8.19 6.82 7.19 6.47 7.74
A 8.53 8.52 8.48 7.42 8.59 7.08 7.37 6.57 8.42
L 8.82 9.31 9.08 8.31 9.19 9.15 9.36 9.51 9.08
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Figura 3.1.2.1. Frecuencias de aminoacidos individuales en las proteinas agrupadas por su localizacién
celular, comparadas con las frecuencias de la muestra PDBGlobal, y ordenadas ascendentemente.
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Figura 2.1.2.2. Frecuencias relativas de aminoacidos en las proteinas agrupadas por su localizacién
celular.

Tendencias generales y Diferencias importantes

Como puede observarse en la tabla 3.1.2.1., las diferencias entre las frecuencias de proteinas
agrupadas segun su localizacién celular y las del PDBGlobal, son mucho menores que las que hay
entre las proteinas agrupadas por composicion de estructura secundaria y el PDBGlobal.

En la tabla 3.1.2.1 y la figura 3.1.2.1., es evidente que la mayor diferencia se presenta en las
proteinas de la Superficie celular, seguido por diferencias puntuales en proteinas de la matrix
extracelular y del complejo de Golgi.

En las proteinas de la superficie celular, hay un mayor contenido de los residuos hidrofébicos
Triptéfano, Metionina, Fenilalanina, Isoleucina, y Leucina, y menor contenido de algunos
aminodcidos polares como Arginina, Glutamina, Lisina, Glutamico, Serina y Aspartico. Esto es
coherente con el hecho de que las proteinas de la superficie celular interactian con superficies
hidrofdbicas, tanto con la membrana celular, como con proteinas de membrana (Yamada, 1983,
Ferguson y Williams, 1988; Doer, 2009).

Para otros grupos de proteinas, la Glicina y la Alanina son menos frecuentes en las proteinas del
Complejo de Golgi que en las demas proteinas. En las proteinas de la Matriz extracelular, el
aminodacido menos frecuente es el Triptéfano, lo cual es de esperar, dado que es uno de los
aminoacidos mas hidrofébicos y a su vez el mas grande, lo que puede hacer a las proteinas menos
solubles en un medio esencialmente acuoso como este medio extracelular. Por otro lado, en estas
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proteinas, el aminodcido Cisteina es casi dos veces mas frecuente que en las demas proteinas, lo
qgue lleva a pensar que estas proteinas se estabilicen mas frecuentemente mediante enlaces de
disulfuro, que por fuerzas débiles, y/o cumpliendo una funcién nucleéfilica. Es de resaltar que el
medio extracelular es un ambiente mas oxidativo que el citoplasma, por lo que los puentes de
disulfuro se ven favorecidos en la matrix extracelular, lo que no ocurre en el interior
citoplasmatico celular (Sevier y Kaiser, 2002; Oka y Bulleid, 2013).

Las proteinas de la membrana interna mitocondrial, presentan pequefias diferencias en las
frecuencias de aparicion de sus aminoacidos individuales, con menores frecuencias que PDBGlobal
en Glutamina (Q), Arg, Glutamico (E), y Aspartico (D) y mayores frecuencias que PDBGlobal en
Fenilalanina, Asparragina, Prolina, y Lisina.

Mientras tanto, las proteinas de la matriz extracelular, Metionina (M), Isoleucina (l), Lys vy
Glutamico (E) estdn en menor frecuencia que PDBGIlobal, y Prolina (P), estd en mayor frecuencia.
Que la Prolina esté en mayor frecuencia en estos aminodcidos se pude explicar en el hecho de que
el Coldgeno, rico en prolina, es la proteina mas abundante de la Matriz extracelular. La Glicina (G)
también esta ligeramente mas abundante en las proteinas de esta localizacion celular, lo que
refuerza esta observacion.

En todos los grupos de proteinas, la Leucina es el aminoacido mas frecuentemente encontrado. En
las proteinas de la matriz extracelular, la Cisteina presenta una frecuencia de casi el doble en
comparacién con las proteinas de PDBGlobal. La matriz extracelular es un ambiente diferente de el
del citoplasma y es parcialmente oxidante, con lo que las proteinas de este espacio, pueden tener
mas puentes de disulfuro que otras proteinas que “viven” en ambientes mas reductores.

Las proteinas encontradas en el complejo de Golgi, presentan frecuencias menores en los
aminoacidos Alanina (A) y Glicina (G). Las de citoesqueleto y organelas, presentan frecuencias
menores de Alanina (A). Las proteinas de la matriz extracelular, presentan frecuencias mas altas
de Prolina (P), y mas bajas de Glutdmico (E) y de Alanina (A).

Al agrupar los aminodcidos en un alfabeto reducido, el comportamiento de los residuos en todas
las proteinas agrupadas por localizacidn celular, se asemejan mucho mas al PDBGlobal.

Aunque no es tan notorio en la figura 3.1.2.1., al normalizar las diferencias entre grupos de
proteinas y el PDBGlobal, salta a la vista que las proteinas de la matriz extracelular también
presentan diferencias importantes con el PDBGlobal. La diferencia mas conspicua es la de la
frecuencia de Cisteina, de casi 2 veces mas (cerca del 100%), con respecto al PDBGlobal, en las
proteinas de matriz extracelular, lo que sugiere que estas proteinas son mas ricas en puentes de
disulfuro 6 usan las Cisteinas como nucledfilos, ayudadas por el ambiente mas oxidativo que otras
localizaciones celulares. Las proteinas de la matriz extracelular, presentan en contraste, un menor
contenido de Metionina que todas las demds proteinas clasificadas por localizacidn celular y que
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las proteinas de la muestra del PDB. También presentan menores contenidos de Isoleucina, y de
acido Glutdmico que las demads proteinas.

También es notorio que presentan alrededor de un 60% mas de Triptéfanos e Histidinas en las
proteinas de la superficie celular, que las proteinas de PDBGlobal. En las proteinas de superficie
celular se pueden observar frecuencias menores de los aminodcidos Glutamina, y Asparragina,
Glutamico y Aspartico.

Las proteinas encontradas en el complejo de Golgi presentan frecuencias menores en los
aminodcidos Alanina y Glicina. Las de citoesqueleto y organelas, presentan frecuencias menores
de Alanina (A).

Las menores diferencias entre todos los grupos de proteinas y el PDBGlobal, se dan en los residuos
hidrofdbicos y los residuos con cadenas laterales hidroxilicas.

3.3.1.3. Frecuencias de aminoacidos de las proteinas clasificadas
por el organismo del que se aislaron.

Se seleccionaron proteinas de una variada gama de trece organismos, representantes tanto de
Eucariota y Procariota, como de Archaea. Los resultados, se presentan a continuacion.

Se realizd una prueba de t-student pareada para comparar cada grupo de proteinas, y se encontrd
que las frecuencias son diferentes.

Tabla 3.1.3.1. Frecuencias de aparicidn de los veinte aminoacidos estandar en las proteinas agrupadas por el

organismo del que se aislaron.
Aa PDBSample Human Mouse Rattus Bos Drosophi Arabidpsis Saccharom Pseudom Bsubtilis Ecoli Thermotog: Thermus Mycobacte

C 1.26 2.01 220 1.86 227 159 1.42 1.12 0.96 0.75 1.03 0.70 0.32 0.71
w 1.37 1.38 159 119 126 132 1.21 1.08 1.33 0.96 1.32 0.92 1.29 1.12
M 2.34 2.36 205 241 231 244 2.22 2.03 1.95 2.65 2.61 2.55 1.84 2.17
H 2.81 2.97 266 266 259 311 2.47 2.55 3.11 3.26 2.74 3.04 2.17 3.16
Y 3.41 3.39 3.69 334 325 345 2.93 3.53 3.05 3.39 3.06 3.19 2.84 2.37
Q 3.62 4.27 442 424 369 4.29 3.15 3.69 4.45 3.70 4.23 1.65 2.23 3.27
F 3.89 4.15 4.03 427 457 414 4.18 4.31 3.26 3.87 3.55 4.47 3.59 2.82
N 4.23 3.99 4.08 4.06 4.14 451 4.05 5.18 3.19 4.18 4.24 3.64 1.79 2.55
P 4.64 4.85 499 476 519 4.47 4.70 4.19 4.96 3.88 4.43 3.96 6.22 5.02
R 4.91 5.05 4.65 519 494 5.49 4.63 4.16 6.57 4.18 5.21 5.49 8.01 6.88
| 5.54 5.05 443 517 531 534 5.52 6.60 4.43 6.75 5.61 6.97 2.86 4.35
T 5.57 5.29 6.17 541 576 4.98 5.28 5.38 4.90 5.51 5.43 4.37 4.07 5.78
K 5.66 6.08 594 6.19 6.12 5.98 6.38 7.35 3.54 6.64 5.00 7.75 4.17 2.54
D 5.86 5.36 524 546 516 6.09 5.94 6.23 5.77 5.72 5.96 5.37 3.83 6.64
S 6.06 7.01 860 6.73 645 6.35 7.33 7.09 5.91 6.02 5.34 5.33 3.21 5.55
E 6.52 6.80 6.07 6.90 6.43 6.99 6.75 6.94 6.30 7.66 6.60 9.48 9.16 5.98
\' 7.06 6.80 6.75 6.84 673 6.84 7.58 6.48 6.79 6.73 7.10 8.58 8.62 8.26
G 7.87 6.96 7.07 7.06 7.46 6.21 7.54 6.16 8.71 7.32 7.77 7.34 9.22 8.65
A 8.53 6.00 6.00 7.00 7.00 7.00 7.00 6.00 10.43 8.00 9.00 6.00 11.00 12.00
L 8.82 9.44 9.06 9.18 9.02 9.13 9.39 9.44 10.39 8.69 9.21 9.13 12.70 9.92
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Figura 3.1.3.1. Frecuencias de aminoacidos individuales en proteinas agrupadas por el organismo del que se
aislaron.
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Figura 3.1.3.2. Frecuencias relativas (normalizadas) de aminoacidos individuales en proteinas agrupadas por
el organismo del que se aislaron.
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Figura 3.1.3.1.1. Contenido de Cisteina con respecto al PDBGlobal, en proteinas agrupadas por el

organismo en que se encontraron.

Tendencias generales y Diferencias importantes

Como puede observarse tanto en la tabla 3.1.3.1., en la figura 3.1.3.1. y en la figura 3.1.3.1.1,, las
diferencias entre las frecuencias de proteinas agrupadas segun el organismo de origen, son
mayores que las que hay entre las proteinas agrupadas por composicidn de estructura secundaria
y el PDBGlobal. Ademas, en la figura 3.1.3.1.1. es claro que los organismos pertenecientes a
Achaea y a los Procariota mas antiguos, presentan los menores contenidos de Cisteina, mientras
qgue los organismos ecuariotes, tienen mayor contenido de este aminoacido y este contenido
aumenta en la medida en que el organismo es evolutivamente mas reciente. Con esto,
consideramos que el contenido de Cisteina en las proteinas de un organismo, sirve como indicador
de la antigliedad de ese organismo. Esto es algo que segun nuestra bldsqueda bibliografica, no se
habia explorado antes, aunque si se habia reportado a la Cisteina como indicador de la
complejidad de un organismo (Miseta y Csutora, 2000).En la figura 3.1.3.1. Se observan
diferencias, principalmente, en los residuos de Cisteina, Triptéfano, Prolina, los de cadena lateral
amida y Glicina en todas las proteinas seleccionadas.

Los residuos de Cisteina presentan la mayor variabilidad en todas estas proteinas, lo que lleva a

inferir que las proteinas presentan diferentes grados de estabilizacion de la estructura 3D,
soportandose en algunos casos en la formacién de puentes de disulfuro, mientras que en otros
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casos, se apoya en la formacion de interacciones débiles.En la figura es evidente que las mayores
diferencias estan en las proteinas pertenecientes a los organismos Thermus, Thermotoga vy
Mycobacterium, que ademds, son los organismos evolutivamente mds antiguos de entre los
organismos seleccionados. Distancias evoutivas en comparacién con Homo sapiens: (Thermus
thermophilus y Thermotoca maritima: 2535.8 Millones de afios (My por su sigla en inglés);
Thermus y Thermotoga, son bacterias extremdfilas que viven en ambientes extremos de alta
temperatura, mientras que Mycobacterium es una bacteria aerobia que se caracteriza por ser muy
acido-resistente. Es decir, las tres bacterias pueden vivir en ambientes extremos, por lo que sus
proteinas también. (Huber et al, 1986; Oshima e Imahori, 1974; Vandai, 2009). En su orden, la
antigliedad de los organismos de la gréfica, son: Saccharomyces (1215.8 My), Arabidopsis, 1369.0
My; Drosophila, 782.7 My; Rattus, 92.3 My; lo anterior implica que el contenido de Cisteina tiene
una alta relacién con la antigliedad evolutiva. Sugerimos ampliar este trabajo, incluyendo un
mayor numero de proteinas, para lo cual, es preferible usar la base de datos de SwissProt, que al
contener secuencias proteicas y no estructuras, cuenta con un mucho mayor ndmero de proteinas
almacenadas.

En las figuras 3.1.3.1. y 3.1.3.2,, se puede observar que las proteinas de las gram negativas,
Thermus thermophilus, y Thermotoga maritima cuyas temperaturas éptimas de crecimiento estan
alrededor de los 65°C, y 80°C, respectivamente (Beffa et al, 1996; Huber et al, 1986), presentan los
menores contenidos de Cisteina (C), hasta un 70% menos que en las demas proteinas; Glutamina
(Q), hasta un 58% menos, y Tirosina (Y), con 27% menos (en cuanto a este Ultimo aminodacido,
también Mycobacterium presenta valores mds bajos que en las demas proteinas).

Estos menores contenidos de Cisteina (un 70% menos de este residuo), fueron las proteinas de
Thermus, una bacteria termdfila. Esta bacteria se aisld originalmente de fumarolas hidrotermales,
gue contienen significativas cantidades de acido sulfhidrico (H,S), y viven en un ambiente
reductor, que haria casi imposible la formacion de puentes de disulfuro, por lo que posiblemente
las Cisteinas son innecesarias y casi inutiles para sus proteinas, en términos de la estabilizacion de
la estructura mediante la formacién de enlaces de disulfuro. De alli, que este amindacido puede
haber sido seleccionado negativamente en los genes de estas proteinas.

En cuanto a los residuos de Cisteina, Thermotoga también presenta un menor contenido de este
residuo (un 45% menos de lo que contiene PDBGlobal), explicado posiblemente en el hecho de
gue las aguas termales en que viven, también pueden contener cantidades relativamente altas de
acido sulfidrico (H,S), y por tanto, seria vélido ofrecer la misma explicacion que se sugiere para
Thermus.

En cuanto a las proteinas de los demas organismos, salta a la vista que los organismos eucariotes
presentan mayores contenidos de Cisteina en sus proteinas, y los procariotes presentan menores
contenidos de este aminodcido. La mayoria de las Cisteinas en proteinas, aparece formando
puentes de disulfuro, y esta formacidon de enlaces representa la funcién mas importante de las
Cisteinas en las proteinas (Neves et al, 1999), por lo que consideramos la frecuencia de aparicién
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de este aminodacido en proteinas, desde el punto de vista de su aporte a la estabilidad proteica
estructural mediante el aporte de puentes de disulfuro.

El mayor contenido de Cisteina en eucariotes, ocurre probablemente debido al ambiente oxidante
gue produce el metabolismo oxidativo mas activo en procariotes, que en eucariotes y archaea.
Esto puede producir microambientes suficientemente oxidantes como para que ocurran los
enlaces de disulfuro. Los organismos procariotes y la levadura como el organismo eucariote mas
antiguo de nuestra seleccidn de organismos, presentan niveles mdas bajos de Cisteina que el
PDBGlobal y que los organismos eucariotes. El contenido gradualmente mas alto de Cisteinas en
proteinas de organismos mas recientes, ya se habia observado en estudios anteriores (Brooks y
Frescos, 2002). De acuerdo con esto, consideramos que probablemente la Cisteina, pueda usarse
como una especie de indicador de antigliedad evolutiva de una proteina, 6 de un organismo, si
hablamos del contenido de Cisteina del proteoma de un organismo.

También hay particularidades en las frecuencias de aminodcidos de Thermus, en comparacién con
las de Thermotoga. Thermus presenta los menores contenidos de Alanina (A), Isoleucina (l),
Treonina (T), Acido aspdrtico (D) y Serina (S), y los mayores contenidos de Prolina (P), Arginina (R)
y Leucina (L). Thermotoga, por su parte, presenta los menores contenidos de Alanina (A) y los
mayores contenidos de Glicina (G). Aunque ambas bacterias viven en ambientes acuosos a altas
temperaturas, Thermus ha sido aislada en fumarolas maritimas en las profundidades marinas, con
lo que estd soportando presiones mucho mayores, que Thermotoga, que se hallé en lagunas
termales, y esto puede tener influencia en la composicidn de aminodacidos. También es importante
resaltar que la diferencia de temperatura éptima de crecimiento entre ambas bacterias (Thermus:
65°C; Thermotoga: 80°C), puede ser importante en la composicion de aminoacidos de sus
proteinas termoestables.

Los contenidos de Acido Glutdamico y Valina, en las bacterias termoéfilas son mas altos que las de
las proteinas de los demas grupos, incluyendo el PDBGlobal, lo que sugiere que estos residuos
podrian participar en conferir mas alta estabilidad térmica a una estructura proteica.

El aminodcido mas comun en las proteinas de Thermus es Prolina, que en el caso del coldgeno, es
responsable por la termoestabilidad de esa proteina, en su forma hidroxilada (Gustavson, 1955;
Hall y Reed, 1957; Jimenez y Rosenbloom, 1974; Zscherp et al, 2003), lo que lleva a pensar que
este residuo de amindacido esté aportando termoestabilidad a las proteinas de Thermus.

También es llamativo que en las proteinas de Thermus, hay un menor contenido de los
aminodcidos con cadenas laterales amida (Z: Asparragina y Glutamina), alrededor de un 50%
menos. Esto podria estar parcialmente explicado en dos hechos: primero, las amidas de las
cadenas laterales de estos residuos, forman enlaces de H, que no serian muy estables a altas
temperaturas, y por tanto no aportarian a la estabilizacidn de la estructura 3D de las proteinas de
este organismo (Shimoniy Glusker, 1995).
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Segundo, las Asparraginas y Glutaminas podrian conferir menor estabilidad estructural a las
proteinas y a que las proteinas de Thermus deben ser proteinas muy estables en su estructura. Los
residuos de Asparragina (N) y Glutamina (Q) se han identificado como especialmente altos en
proteinas tendientes a formar cuerpos amiloides autopropagantes, como en los priones. Estos
cuerpos amiloides corresponden a proteinas que han cambiado su plegamiento normal en las
células (Michelitsch y Weissman, 2000).

Las proteinas de Thermotoga presentan niveles elevados en los residuos de aminoacidos acidos y
basicos, con contenidos un 20% mas altos en estos residuos. Esto podria contribuir a la formacién
de un corazdn en las proteinas globulares de Thermotoga, formado por amindacidos que se atraen
mutuamente, mas que por efecto de la hidrofobicidad en un corazén hidrofdbico. Los contenidos
de los residuos con cadelas laterales hidroxilas, también estdan en menor proporcidén en las
proteinas de Thermotoga, que en la muestra PDBGlobal.

Hay menor contenido de los residuos de Asparragina y de Glutamina en general, en organismos
procariotes, y un poco mas en eucariotes. Esto podria estar parcialmente explicado en el hecho de
gue estos aminoacidos participan en las modifiaciones postraduccionales de proteinas eucariotes,
inexistentes en las de eucariotes.

Mycobacterium presenta sus particularidades también: tiene los menores contenidos de Tirosina
(Y) y Lisina (K), y los mayores contenidos de Alanina (A), que pueden estar implicados en la
resistencia estructural de algunas proteinas, a ambientes acidos.

Tal vez una de las cosas mas interesantes de la comparacion de los contenidos de aminodcidos, es
la de identificar residuos que eventualmente contribuyan a conferir propiedades particulares a las
proteinas, para ser usados en el redisefio de estas moléculas.

3.1.4. Frecuencias de aminoacidos de las proteinas clasificadas por
Phylum.

Se presentan y discuten los resultados de las frecuencias de aparicion de aminoacidos en las
proteinas de organismos agrupados por Phylum. También se presentan los resultados de las
pruebas pareadas de t-student, que muestran que las frecuencias entre estas proteinas y la
generalidad de las proteinas en el PDBGlobal, son diferentes.
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Figura 3.1.4.1. Frecuencias de aminoacidos en proteinas agrupadas por Phylum, y comparadas con
PDBGlobal.
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Figura 3.1.4.2. Frecuencias normalizadas de aminodcidos en proteinas agrupadas por Phylum, y comparadas
con PDBGlobal.
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Tendencias generales y Diferencias importantes

En las figuras 2.1.4.1. y 2.1.4.2., se observan las siguientes cosas en comun: en la parte B de la
figura 3.1.4.1., se ven pocas diferencias entre las frecuencias de las proteinas agrupadas por
Phylum, con la excepcidon mas notoria, de las proteinas de Archaea. En la parte A, de la misma
figura, se observan también algunas diferencias en las proteinas virales. En mucha menor medida,
se ven algunas diferencias en las frecuencias de Procariota. Las proteinas de organismos
eucariotes presentan menos diferencias con el PDBGlobal. M3s de la mitad de las proteinas del
PDB, corresponde a proteinas eucariotas. Esto puede explicar la poca diferencia entre estas y el
PDBGIlobal. Las procariotas constituyen alrededor del 40%. También, ademads del contenido de
proteinas eucariotes en la totalidad del PDB, las muestras de cada grupo de proteina, fueron de
diferente tamano: 10.361 proteinas eucariotes, contra 7.824 de procariotes, 1.120 de Archaea y
759 de virus).

Por otro lado, los residuos de Metionina, Tirosina, Fenilalanina, Arginina, Aspartico, Glutdmico y
Leucina, son los que presentan menos diferencias entre las proteinas de diferentes Phyla. Es decir,
las proteinas de los diferentes Phyla, presentan contenidos similares de estos organismos. Esto
sugiere que estos residuos pueden ser determinantes para el andamiaje de las proteinas y que son
de aparicién temprana en la historia evolutiva.

Los residuos de Cisteina, tal como se comenté en la seccién anterior, 2.1.3. aparece en mayor
cantidad que el PDBGlobal, en proteinas de Eucariotes, y en menor proporcidn, en proteinas de
Procariota y Archaea, lo que es facilmente explicable por el mayor metabolismo oxidativo en
Eucariotes, y por tanto la generacidon de microambientes celulares mas oxidantes, adecuados para
la formaciéon y mantenimiento de puentes de disulfuro, y ademas que los eucariotes presentan
mayor cantidad de proteinas multiméricas cuyas subunidades se unen mediante puentes de
disulfuro, que los demas Phyla.
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Que las proteinas de eucariotas, se encuentran mas expuestas a ambientes oxidantes, que las
proteinas de Archaea y Procariota, puede entenderse evolutivamente en que tanto Archaea como
Procariota, viven en el planeta desde que habia una atmdsfera reductora, mientras que la mayoria
de Eucariotes sélo aparecié después de que la atmdsfera se hizo mas rica en oxigeno y por tanto
mas oxidante, lo que facilita la formaciéon de puentes de disulfuro. Eso lleva a pensar que la
formacion de puentes de disulfuro por las Cisteinas puede haber sido un evento de aparicién mas
tardia en la historia evolutiva de las proteinas y los organismos.

De manera curiosa, los virus también presentan un contenido mayor de Cisteinas, que las
proteinas del PDBGlobal y las Procariotes y Archaea, que puede encontrar explicacién en que
mucha de las proteinas de cdpsides virales se estabilizan y se organizan multiméricamente
mediante enlaces de disulfuro (Regeimbal y Bardwell, 2002; Messens y Collet, 2006; Berkmen,
2012).

En Archaea, las proteinas presentan mayores frecuencias en los residuos de Isoleucina, Lisina, y
Glutamico, con diferencias de entre el 30 y el 40%, y menores frecuencias en los residuos de
Cisteina y Asparragina, con diferencias por arriba del 40%, y en menor medida, en los residuos de
Cisteina, Histidina, Treonina y Serina, con diferencias cercanas al 20%.

Otra de las observaciones llamativas, es la menor frecuencia de aminodcidos con grupos Amida
(Asparragina (N) y Glutamina (Q), aqui representados con la letra Z) en Eucariotes (alrededor de
30% menos); y la mayor frecuencia de los mismos residuos de aminoacidos con grupos Amida en
proteinas de virus (aproximadamente un 20% mas).

También es conspicuo que en algunos amindacidos, las proteinas de virus y las de procariotes,
presentan una frecuencia mas o menos opuesta; es decir, en los casos en que Procariota usa un
frecuentemente un aminoacido (y en frecuencia mayor que el PDBGlobal), los virus lo usan de
manera menos frecuente que el PDBGlobal. A manera de ejemplo, las proteinas de procariotes son
mas ricas en los aminodcidos acidos (X) y los basicos (B), que el PDBGlobal (entre un 15y 20%), y
que los virus, por el contrario, presentan menores contenidos de estos residuos acidos y basicos
que el PDBGlobal (entre un 10 y un 15% menos).

Esto también ocurre en algunos aminoacidos de Archaea y Virus; es decir, mientras las frecuencias
de algunos aminodacidos en Archaea, estan por encima de las frecuencias del universo proteico, en
Virus, las frecuencias de los mismos residuos, estan por debajo de las frecuencias de la totalidad
de las proteinas almacenadas en el PDB, y viceversa.

3.1.5. Frecuencias de aminoacidos de las proteinas clasificadas por
tipo de enzima
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En esta seccidn se compararon las proteinas clasificadas por el tipo de enzima, segin la Comision
de Enzimas. Aunque estas proteinas presentaron las menores diferencias es sus frecuencias con
respecto a las proteina de PDBGlobal, sus frecuencias resultaron también diferentes en las
pruebas pareadas de t-student.
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Figura 3.1.5.1. Frecuencias de aparicion de los veinte aminodcidos en una muestra de proteinas enzimas,
clasificadas segun la Comision de Enzimas.

Tabla 3.1.5.1. Frecuencias de aparicion de los veinte aminoacidos en una muestra de proteinas del PDB

clasificadas por tipo de enzima EC.
SwissProtMar6-2013 PDB muestra global EC1-Oxidorred EC2-Transferases EC3-Hydrolases EC4-Lyases EC5-lsomerases EC6-Ligases Promedio

1.08 137 132 111 1.60 114 116 1.08 1.27
137 1.26 1.27 1.26 1.36 115 1.05 119 1.28
2.27 2.81 2.83 2.89 2.81 2.87 3.03 2.64 2.75
2.42 2.34 2.46 2.54 2.22 2.56 2.45 2.43 2.42
2.92 3.41 3.12 3.25 3.84 3.17 3.03 3.34 3.28
3.86 3.89 3.90 3.91 3.94 3.70 3.95 3.97 3.87
3.93 3.62 3.32 3.45 3.65 3.40 331 3.36 3.56
4.06 4.23 3.99 3.81 4.60 3.99 3.87 3.55 4.11
4.70 4.64 4.88 4.52 4.75 4.60 4.56 4.89 4.68
5.34 5.57 5.42 5.04 5.62 5.20 5.17 4.89 5.36
5.45 5.86 5.62 5.74 6.04 5.66 5.70 5.81 5.73
5.53 4,91 4.81 5.34 4.81 5.12 4.99 5.71 5.09
5.84 5.66 5.58 5.79 5.37 5.16 571 5.87 5.57
5.96 5.54 5.66 5.91 5.50 5.77 6.14 5.93 5.72
6.56 6.06 5.47 571 6.39 5.55 5.42 5.09 5.96
6.75 6.52 6.54 7.02 6.14 6.78 6.99 7.88 6.63
6.87 7.06 7.43 7.19 6.89 7.19 7.31 7.27 7.11
7.08 7.87 8.36 7.54 7.97 7.99 8.06 7.60 7.80
8.25 8.53 9.36 8.47 7.97 9.77 9.19 8.32 8.72
9.66 8.82 8.68 9.49 8.55 9.25 8.92 9.17 9.08
100 100
Variacién en % del valor en que se diferencian de PDBGlobal (Eje 0) Variacién en % del valor en que se diferencian las proteinas por tipo de Enzima EC
80 80 de PDBGlobal (Eje 0) por Aas en alfabeto reducido
60 60
40 40
20 20
-20 -20
-40 -40
-60 A -60 B
-80 ——ECI-Oxidorred EC2-Transferases EC3-Hydrolases -80 ——ECI-Oxidorred EC2-Transferases EC3-Aydrolases
—— ECd-Lyases ——ECS5-Isomerases = EC6-Ligases —— ECd-Lyases ———EC5-Isomerases = EC6-Ligases
_100 —— PDBGlobal ~100 ——PDBGlobal
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Figura 3.1.5.2. Diferencias normalizadas como porcentaje de variacién de las frecuencias de aminoacidos en
las enzimas con respecto a las proteinas del PDBGlobal.

Tendencias generales y Diferencias importantes
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En esta figura es evidente que en esta muestra de proteinas del PDB, de enzimas clasificadas
segun la clasificacion de la Comisién Enzimatica (Webb, 1992; Moss, 1992), se dan unas
frecuencias de aparicion de aminodcidos, bastante cercanas a las frecuencias de la muestra de
proteinas del PDB; las diferencias maximas, no superan el 20% con respecto al PDBGlobal.

Sin embargo, segun las pruebas pareadas de t-student, hay diferencias significativas entre las
proteinas clasificadas por tipo de enzima y el resto de las proteinas; las enzimas constituyen un
grupo muy grande dentro del PDB, por lo que sus frecuencias se parecen a las de la muestra
PDBGlobal. A manera de comentario, sin embargo, vale mencionar que la Alanina es un
aminoacido que aparece con una frecuencia mayor en las enzimas del tipo EC-1
(Oxidorreductasas), y EC-4 (Liasas), mientras que aparece un poco menos en enzimas tipo EC-3
(Hidrolasas).

También es llamativo que el acido glutdmico aparece con mayor frecuencias en proteinas del tipo
EC6-Ligasas, posiblemente como participante del sitio activo de estas enzimas, participando en la
desestabilizacién de grupos a ser quitados o afiadidos a las moléculas que actian como sustrato,
como residuo importante en fosforilaciones y defosforilaciones (Fraser et al, 2002), y como
residuo capaz de ligar metales en las enzimas del tipo ligasa. (Wojciechowski y Kantrowitz, 2003).
En la misma linea de pensamiento, la serina es un residuo menos frecuente en las ligasas que en
los demds tipos de enzimas.

Hay una pequeifia variacién en aminodacidos que aparecen con menor frecuencia, pero esto no es
claramente observable sin una normalizacién de las diferencias, con lo que generamos el grafico
2.1.5.2. en el que se presentan las diferencias en términos de un porcentaje de variacién con
respecto al estandar que para este trabajo, es el conjunto de proteinas de PDBGlobal.

En la figura 3.2.5.2., se observan menores diferencias en los contenidos de residuos de
aminoacidos con respecto al PDB, con las siguientes observaciones llamativas: las enzimas
hidrolasas presentan una ligeramente mayor frecuencia de uso de Cisteinas que las proteinas de
los demas tipos de enzimas (alrededor de un 10% mas). Esto posiblemente sea debido a que las
enzimas hidrolasas requieren de puentes de disulfuro para alcanzar el plegamiento correcto, y
para realizar su funcién catalitica (Song et al, 2004; Chu et al, 2010; Kim e Ishikawa, 2013).

Otra diferencia importante, es que las enzimas hidrolasas presentan mayores contenidos de
Triptofano (cerca de 20% mas), que los demas tipos de enzimas, que en general, presentan menor

contenido de este residuo de aminoacido que el PDBGlobal (cerca de un 20% menos).

A manera de contraste, las Isomerasas son las enzimas que usan menos Cisteinas, posiblemente
debido a los tipos de reacciones que catalizan.
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3.1.6. Frecuencias de aminoacidos de las proteinas agrupadas por
familia proteica, segiin PFam.

En la presente seccidn, se generaron y compararon las frecuencias de aminodacidos en un conjunto
de ocho familias de proteinas seleccionadas por la estabilidad de su estructura tridimensional, por
su contenido de estructura secundaria o por ser familias proteicas de especial interés para otras
investigaciones (ver Capitulo 2).

Prion ——Blactam ——PLA2 HyperstCutAL Prion ——Blactam ——PLAZ ——FlyperstCutAL
Globin AFP Actin ———GFP Globin AFP Actin ——GFP
12 CRISP ——TGFB-BMP e PDBGlObI 40 CRISP. ———TGFB-BMP___ == PDBGlobal
< ias de inoacidos en proteinas agrupadas x 35
<10 por Familia Proteica Pfam P
[} @ 39 Frecuencia de aparicién de Aas en Alfabeto Reducido en proteinas
.g ,g agrupadas por Familia Proteica PFam
c8 < 25
o o
3 3
o o
6 @ 20
[ [re
15
4
10
2
5
0 0
CWMHYQFNZPRI TKDSEVGA AL C w P z G X B o u

Figura 3.1.6.1. Frecuencias de los aminoacidos individuales en las proteinas agrupadas por familia proteica
segln PFAM y comparadas con las frecuencias de la muestra PDBGlobal.
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Variacién en % del valor en que se diferencian de PDBGlobal (Eje 0) Variacién en % del valor en que se diferencian las proteinas por Familia Proteica PFam
800 800 de PDBGlobal (Eje 0) por Aas en alfabeto reducido
700 700
600 Actin AFP 600 Actin AFP
Globin ——HyperstCutAl Globin —— HyperstCutAl
500 ——PLA2 ——Blactam 500 ——PLA2 ——Blactam
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400 e GFP CRISP 400 e GFP CRISP
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Figura 3.1.6.2. Frecuencias de los aminoacidos individuales en las proteinas agrupadas por familia proteica
seguin PFAM, normalizadas y comparadas con las frecuencias de la muestra PDBGlobal.

Tendencias generales y Diferencias importantes

En las figuras 2.2.6.1. y 2.2.6.2., y comparando con las figuras de frecuencias de agrupaciones
anteriores, es evidente que las mayores diferencias en frecuencia de aminodcidos con respecto al
PEBGIlobal, se presenta en las proteinas agrupadas por familia proteica, seglin la base de datos
PFam.

De entre estas, las mayores diferencias se presentan en las proteinas Fosfolipasas A2 (PLA2), que
presentan un contenido de Cisteinas especialmente alto en comparacion con las proteinas del PDB

(800% mas de contenido).

La familia de Proteina Verde Fluorescente (GFP) es la que presenta menos diferencias importantes
con respecto al PDB; sin embargo, presenta mayores frecuencias en los residuos de Aspartico,
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Glutamico, Glicina, Histidina, Asparagina, y Tirosina, y menores frecuencias en Alanina, Arginina y
Serina. Estas proteinas presentan caracteristicas estructurales particulares, pues la proteina es un
barril Beta, con dos pequefias hélices; una dentro del barril, formando parte del croméforo, y otra
hélice muy corta, por debajo del barril (Yang et al, 1996).

En la figura 3.1.6.2., que contiene las frecuencias normalizadas (diferencias relativas), se hace muy
evidente que la Cisteina estd en una frecuencia anormalmente alta en las proteinas del grupo de
las Fosfolipasas A2 (PLA2), lo que sugiere que estas proteinas se estabilizan muy dominantemente
por enlaces de disulfuro, mds que por enlaces de hidrégeno ¢ interacciones débiles. En algunos
reportes de Fosfolipasas A2, se han encontrado numerosos puentes de disulfuro en la estructura
(Beghini et al., 2000; Duan et al, 2001), llegando a veces hasta 8 puentes de disulfuro, lo que
implica la presencia de al menos 16 cisteinas (Jabeen et al., 2006) en una sola proteina. En algunas
Fosfolipasas A2 de venenos de serpientes se han encontrado 15 Cisteinas, lo que implica que al
menos una, no es formadora de puentes de disulfuro intracatenario (Gomes-Heleno, 2012).

También salta a la vista el alto contenido de Tirosinas en las proteinas de la familia de los priones,
se encuentra respaldado en el hecho de que estas proteinas y los dominios formadores de priones,
son ricos en este aminoacido, y también en Glutamina (King et al., 2012), que también aparece en
cantidad elevada en nuestra muestra.

El Triptéfano se encuentra anormalmente alto en Bacteriorrodopsinas, pues es necesario en estas
proteinas para su interaccidn con el retinal. (Mogi et al., 1989).

3.1.7. Consolidado de Frecuencias de aminoacidos

Se hizo una comparacién global de lo presentado en los puntos 2.1.1. a 2.1.6., con la idea de
identificar los grupos mas variables, las mayores diferencias y los aminodcidos con rangos mas
variables. En la figura 3.1.7., se muestran las frecuencias de los 52 grupos de proteinas del
presente trabajo.
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Figura 3.1.7.2. Frecuencias de las propiedades fisicoquimicas seleccionadas en un alfabeto reducido de

aminoacidos, en las proteinas en los 52 grupos de proteinas del presente trabajo.
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Figura 3.1.7.3. Frecuencias normalizadas de los aminoacidos individuales en alfabeto reducido, en las
proteinas en los 52 grupos de proteinas del presente trabajo.

Tendencias generales y Diferencias importantes

Entre las primeras cosas que saltan a la vista, esta el hecho de que las frecuencias aminoacidicas
en las proteinas son variadas con respecto a la globalidad de las proteinas, representada en la
muestra PDBGlobal. También es notorio que las frecuencias en las proteinas agrupadas por familia
proteica, muestran claramente mayor variabilidad entre ellas, que las demds agrupaciones,
seguidas por la agrupacidon de proteinas por Phylum. Después de ellas, el segundo grupo que
presenta alta variabilidad, es el de las proteinas agrupadas por organismo. En ese mismo orden,
las proteinas agrupadas por organismo, y luego las proteinas agrupadas por el contenido de
estructura secundaria. Las proteinas con frecuencias mds parecidas al PDBGlobal, son las
agrupadas por tipo de enzima.

La Cisteina es el aminodcido que presenta la mayor variabilidad en su frecuencia de aparicién de
entre todos los aminodcidos, fluctuando entre 0.32% en las proteinas de Thermus, y 11.54% en las
proteinas Fosfolipasas A2 (mds de tres veces en comparacién con el PDBGlobal). Sin embargo, la
diferencia mds alta presentada por un aminoacido con respecto a su aparicién en la generalidad
de las proteinas (PDBGlobal), es el Triptdfano, que en las Fosfolipasas A2 (PLA2), estd aumentado
en mas del 800% (Figura 3.1.7.3). El mismo aminoacido, en proteinas CRIP, estda aumentado mas
de cinco veces con respecto al PDBGlobal.

En la figura 3.1.7.3. que contiene las frecuencias normalizadas, se hace muy evidente que la
Cisteina estd en una frecuencia anormalmente alta en las proteinas del grupo de las Fosfolipasas
A2 (PLA2), lo que sugiere que estas proteinas se estabilizan muy dominantemente por enlaces de
disulfuro, mas que por enlaces de hidrégeno ¢ interacciones débiles. En algunos reportes de
Fosfolipasas A2, se han encontrado numerosos puentes de disulfuro en la estructura (Beghini et
al., 2000; Duan et al, 2001), llegando a veces hasta 8 puentes de disulfuro, lo que implica la
presencia de al menos 16 cisteinas (Jabeen et al., 2006)
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La Alanina y la Leucina son los aminodcidos mas abundantes en proteinas, y ademds, presentan los
rangos mas amplios de variabilidad después de la Cisteina (8.20 y 9.99%, respectivamente).
Alanina fluctua entre 4.08% en proteinas del Prion, y 12.28% en proteinas de Mycobacterium;
también es especialmente abundante en proteinas de Thermus thermophilus.

El Triptéfano y la Cisteina, son los dos aminoacidos menos frecuentemente encontrados en
proteinas. Sin embargo, es mas abundante en proteinas “small”, proteinas de superficie celular, B-
Lactamasas, proteinas HiperestablesAl, y proteinas ricas en Cisteina, CRISP, presentando en estas
ultimas, mayor abundancia que en ninguna otra proteina. El triptéfano fluctia entre las
frecuencias 0.77 y 2.89, y presenta el menor rango de variabilidad en su frecuencia de aparicion en
las proteinas estudiadas.

La Alanina y la Leucina son los aminodcidos mds abundantes en proteinas, y ademas, presentan los
rangos mas amplios de variabilidad después de la Cisteina (8.20 y 9.99%, respectivamente).
Alanina fluctia entre 4.08% en proteinas del Prién, y 12.28% en proteinas de Mycobacterium;
también es especialmente abundante en proteinas de Thermus thermophilus.

La Leucina presenta la mayor abundancia de cualquier aminoacido en una proteina, al tener una
frecuencia de aparicidon en proteinas de Thermus, de 12.7%. Su menor abundancia, se dan en
Priones, AFP, proteinas “pequeiias” y CRISP, con frecuencias de hasta 2.71%.

La familia de Proteina Verde Fluorescente (GFP) es la que presenta menos diferencias importantes
con respecto al PDB, pero presenta mayores frecuencias en los residuos de Aspartico, Glutamico,
Glicina, Histidina, Asparagina, y Tirosina, y menores frecuencias en Alanina, Arginina y Serina. Estas
proteinas presentan caracteristicas estructurales particulares, pues la proteina es un barril Beta,
con dos pequeiias hélices; una dentro del barril, formando parte del cromdforo, y otra hélice muy
corta, por debajo del barril (Yang et al, 1996).

También salta a la vista el alto contenido de Tirosinas en las proteinas de la familia de los priones,
se encuentra respaldado en el hecho de que estas proteinas y los dominios formadores de priones,
son ricos en este aminoacido, y también en Glutamina (King et al., 2012), que también aparece en
cantidad elevada en nuestra muestra.

El Triptéfano se encuentra anormalmente alto en Bacteriorrodopsinas, pues es necesario en estas
proteinas para su interaccidn con el retinal. (Mogi et al., 1989).
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3.2. Frecuencias de tripletas de residuos de aminoacidos
en las proteinas agrupadas por los criterios seleccionados.

Se analizan aqui las frecuencias de aparicién de las tripletas de aminodcidos completas y en la
forma de alfabeto reducido, como se describe a continuacion.

Para el estudio de tripletas, se agruparon los 20 aminodcidos en los 9 grupos, que abarcaron las
caracteristicas presentadas en la tabla 3.2.1., en que se agruparon los aminodcidos hidrofdbicos A,
F, I, L, M, V en la letra “U”; los aminoacidos con cadena lateral cargada positivamente H, K, R,
agrupados en la legra “B”; los aminodcidos con cadena lateral hidroxilica, S, T, Y, agrupados en
“0”; los de cadena lateral amida: N, Q, en “Z”; y los aminodcidos que consideramos no agrupables,
por sus caracteristicas particulares, C, G, Wy P.

De esta manera, las posibles combinaciones de tres residuos, que con 20 aminoécidos produce 203
= 8000 tripletas, se convierte en un conjunto de 9 letras que agrupan a los 20 residuos, y produce
9 = 729 tripletas, que en términos de la facilidad de visualizacién de las figuras, es mucho mas
facil de interpretar y distinguir datos interesantes.

3.2.0. Frecuencias de tripletas en proteinas de la muestra
PDBGIobal

La muestra PDBGlobal abarcé 19.308 proteinas que contenian en total, 7°475.351 tripletas. A
continuacién se presentan los resultados del conteo de tripletas y discusiones acerca de ellos.

Sobre la aparicion de tripletas de baja frecuencia en proteinas, y la
probabilidad de que exista una secuencia proteica

Es importante puntualizar que en el conjunto de proteinas estudiado (PDB), se encontraron todas
las posibles ocho mil (20%: 20 residuos en combinaciones de 3) combinaciones de tres residuos de
los veinte aminoacidos estandar; esto resulta llamativo, ya que en un trabajo anterior (Lareo y
Acevedo, 2005), se habia reportado que con una muestra mas pequena de hélices, ldaminas Beta y
giros, tomada del PDB, no se encontraron todas las posibles tripletas (y de manera légica, derivado
de esto, tampoco se encontrarian muchas de las posibles combinaciones de 4, 5, 6, o0 mas
aminodcidos); en una publicacidn nuestra, mas reciente, habiamos encontrado todas las tripletas,
pero algunas, como MWW, que aparecia sélo una vez, en la versién del PDB de Agosto de 2006, y
se habia encontrado en una enzima quitinasa de hongos (Mejia y Tischer, 2007).

Las 20 combinaciones de tres residuos, que menos aparecen en el PDBGlobal, se presentan en la
tabla siguiente. Usamos estas tripletas como ejemplo, para comentar que en general, los residuos
con menor frecuencia de aparicion en proteinas, son los que forman las tripletas menos
frecuentes. Sin embargo, esto no es absoluto. Como se puede ver en la tabla 3.3.0.1, algunas de
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las tripletas menos frecuencias, las forman aminoacidos con frecuencias algo mayores, como la
Histidina.

Extrapolando la informacidn anterior, es claro que adn hay muchos millones de combinaciones de
aminoacidos que no se han encontrado en proteinas, lo que puede ocurrir debido a:

1. que la evolucién aun no ha “ensayado” todas las posibles combinaciones de residuos de
aminodcidos para construir proteinas.

2. Que algunas combinaciones de aminodacidos han sido “ensayadas” en la evolucidn de estas
moléculas, y se hayan “descartado”.

3. Que las combinaciones existan, pero en proteinas que no se han estudiado. Por ejemplo, las
proteinas de ambientes extremos.

Tripl TtIPDBGlobal FrecObsTriplPDBGlobal FrecTriplEspPDBGlob

cMw 8 0,00000091 0,00003480
ccw 11 0,00000125 0,00001922
CHW 12 0,00000137 0,00002603
MWM 13 0,00000148 0,00011983
WCw 13 0,00000148 0,00029407
WCcCC 14 0,00000159 0,00022693
www 14 0,00000159 0,00040747
MwC 15 0,00000171 0,00009803
Mww 16 0,00000182 0,00008534
ciw 18 0,00000205 0,00001819
cMC 19 0,00000216 0,00002119
HWC 21 0,00000239 0,00005503
WCM 23 0,00000262 0,00020849
ccm 25 0,00000285 0,00002678
MWH 25 0,00000285 0,00016323
MCcw 27 0,00000307 0,00008669
WWH 28 0,00000319 0,00037753
WCH 31 0,00000353 0,00028343
WPC 31 0,00000353 0,00031314
WWM 31 0,00000353 0,00026091

Tabla 3.2.0.1. Frecuencias de aparicién de las 20 tripletas menos frecuentes, en las proteinas de la muestra
PDBGIlobal.

Es posible que ocurra una combinaciéon de las tres posibles razones expuestas en el parrafo
anterior. Seria de importancia tanto para el estudio de estructura y funcién proteinas como para la
evolucién de las mismas, conocer mas sobre las combinaciones que actualmente existe, y las que
posiblemente no, discriminando las que sdlo aparezcan en proteinas muy antiguas que pueda
llevar a pensar sobre la posibilidad de que la seleccién evolutiva haya ensayado y descatado
algunas combinaciones. Esto da idea de la importancia de calcular la probabilidad de que exista
una proteina. También para la Ingenieria de Proteinas, seria interesante saber si una combinacién
de aminoacidos existe en la naturaleza, 6 no, con el fin de procurar combinaciones de aminoacidos
gue la naturaleza ha “aceptado” en proteinas. También consideramos importante identificar las
combinaciones de amindacidos que puedan aparecer en proteinas que presentan condiciones
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particulares, como proteinas formadoras de cuerpos amiloides, proteinas con estructuras
secundarias muy estables, 6 proteinas que permanecen en ambientes extremos, etc.

La estimacion de la probabilidad de existencia de una proteina, calculada con los aminoacidos
individuales, lleva a obtener probabilidades por encima de cero, mientras que si se calcula la
probabilidad de existencia de una proteina usando secuencias cortas, es mas factible encontrar
secuencias con probabilidad cero de existir en la actualidad, lo que es mucho mds cercano a la
realidad en el universo proteico conocido.

Queremos resaltar que el nimero absoluto de apariciones de estas tripletas, de entre 8 y 31 veces,
es muy pequefio, considerando que en esta muestra, el nimero total de conteos de tripletas, fue
de 8'784.695. El numero de apariciones de las tripletas de menor frecuencia siguié siendo
extremadamente bajo, cuando ampliamos el muestreo a la totalidad del PDB (PDBUniverso), con
37’939.740 tripletas. Esto significa que la muy baja (o muy alta) aparicién de algunas tripletas en
las proteinas, y por tanto, la aparicién baja ¢ alta, de algunas combinaciones de residuos de
aminoacidos, debe ser un factor importante a ser tenido en cuenta a la hora de construir 6
redisefiar una proteina. La baja aparicion de unas tripletas, implica la baja aparicidn de secuencias
de longitudes mayores.

Es decir, si estimamos el nimero de posibles combinaciones de 4 residuos que se pueden formar
con una tripleta cualquiera XYZ, con 20 residuos, estamos hablando de 8000 posibles
combinaciones de 4 residuos de aminoacidos. Al haber sélo unas cuantas tripletas, es evidente
qgue habrd muy pocas tétradas de residuos de aminoacidos, lo que confirma que las proteinas no
han “ensayado” todas las posibles combinaciones, sino que ha habido una especie de “seleccién”
de unas cuantas combinaciones de residuos de aminodcidos, que han sido “exitosas”, en la
construccién de estructuras proteicas funcionales.

A manera de ampliacion de la informacién anterior, es claro que aun hay muchos millones de
combinaciones de aminoacidos que no existen en las proteinas, lo que podria estar ocurriendo por
dos posibles razones: la primera, que la evolucidon aun no ha “ensayado” todas las posibles
combinaciones para construir proteinas, y/o segunda, que algunas combinaciones de aminoacidos
han sido “ensayadas” en la evolucion de estas moléculas, y se hayan “descartado”. Por supuesto,
aun hay una tercera posibilidad, y es que muchas combinaciones pueden existir en proteinas, pero
simplemente hay muchas proteinas que no se han estudiado. Esto lleva a sugerir que las
frecuencias del presente estudio se actualicen periédicamente y que se amplie a secuencias cortas
de 5y 7 residuos, para verificar la aparicién de las secuencias que en este momento no se tienen
en proteinas, en la medida en que el nimero de proteinas conocidas siga aumentando
sustancialmente.

La estimacion de la probabilidad de existencia de una proteina, calculada con los aminoacidos
individuales, lleva al cdlculo de cualquier probabilidad por encima de cero. Mientras que si se
calcula la probabilidad de existencia de una proteina usando secuencias cortas, es mas factible
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conocer secuencias con probabilidad cero de existir en la actualidad, lo que es mucho mas cercano
de la realidad.

De aqui que consideramos importante calcular la probabilidad de que exista una secuencia
proteica basdndose en secuencias cortas, mas que en las probabilidades de aminodcidos
individuales. Esto seria de interés para la ingenieria de proteinas y eventualmente para la
protedmica, y posiblemente también para la biologia sintética. Por ello, hemos usado las
frecuencias de aparicion de aminodcidos individuales y de tripletas, para hacer el cdlculo de
probabilidad e la existencia de una proteina (Capitulo 5). En nuestras busquedas de literatura
sobre el estimado de la probabilidad de existencia de una secuencia proteica, no hemos
encontrado hasta ahora un articulo al respecto. Es posible que este calculo probabilistico se haya
considerado trivial y sin mayor importancia, pero lo consideramos util para construir una
secuencia proteica, y también consideramos que puede ser depurado para grupos especificos de
proteinas.

Comparacion entre frecuencias esperadas y frecuencias observadas de tripletas

Si se usan las frecuencias de los residuos de aminodcidos individuales como probabilidades, se
puede estimar la probabilidad de aparicién de una secuencia proteica. También puede calcularse
la probabilidad de aparicién de las combinaciones de tres aminodcidos, de que habla este trabajo.
Esto implica que la probabilidad de aparicidon de por ejemplo la tripleta Phe-Cys-Trp (FCW), cuya
probabilidad seria de pF(0.0389) x pC(0.0126) x pW(0.0137) = 0.00000674, si tomaramos como
punto de partida la frecuencia de los residuos en el PDB), deberia ser la misma que |la probabilidad
de aparicién de la tripleta en otras combinaciones, como Phe-Trp-Cys (FWC), é Cys-Phe-Trp (CFW),
por hablar de sdlo dos ejemplos de las seis combinaciones posibles; sin embargo, la frecuencia de
aparicion de las diferentes combinaciones de estos tres aminodacidos en la tripleta, son diferentes,
de acuerdo con las frecuencias observadas.

Dos ejemplos mas dramdticos, son: el de la tripleta WCW, en que la frecuencia esperada es de
0.0002941, mientras que la frecuencia observada es de 0.00000148. Es decir, casi 200 veces
menos frecuente de lo esperado! Y una de las tripletas cuya frecuencia observada es mucho mayor
gue la frecuencia esperada, como es el caso de AAG, cuya frecuencia observada es de 0.00073787,
mientras que la frecuencia esperada es de sélo 0.0000022. Es decir, aparece casi 340 veces mas
qgue lo esperado! Mientras que las demds combinaciones de los mismos aminodcidos de las dos
tripletas de estos ejemplos (CWW é WWC, y GAA 6 GAG) presentan frecuencias observadas muy
diferentes. Esto sugiere que al considerar tripletas de aminoacidos, el orden de la combinacién de
los tres aminodacidos en la tripleta, 6 en la secuencia en general, es de vital importancia en la
construccién de la proteina, como puede verse en la discusidn sobre tripletas opuestas.

Por otro lado, si se usan las frecuencias anteriores como probabilidades, se puede estimar la
probabilidad de aparicidon de una secuencia proteica. Asi por ejemplo, se podria estimar qué tan
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probable es que aparezca la secuencia de la insulina humana, como el producto de las
probabilidades de cada uno de los 51 residuos de aminoacidos que la componen. Esto se amplia
en el capitulo 5.

Ademds de lo anterior, se hizo una prueba de Chi cuadrado (x*) para comparar las frecuencias
observadas, versus las frecuencias esperadas, calculadas como la multiplicacién de las
probabilidades de los residuos de aminodacidos individuales que conforman la tripleta.

El valor de Chi cuadrado calculado, fue de 1.0. Para un valor a de 0.001 y 7999 grados de libertad,
el valor de Chi cuadrado es: 1, lo que nos confirma que las frecuencias son las mismas.

En la figura 3.2.0.1., puede verse que las frecuencias observadas no son iguales a las frecuencias
esperadas, calculadas con base en las frecuencias de los residuos de aminoacidos que las
componen. Con esto, consideramos que se puede estimar la probabilidad de existencia de una
secuencia proteica, con base en las tripletas que la componen. (Ver capitulo 5).
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Figura 3.2.0.1. Comparacion entre frecuencias de tripletas observadas en el PDBGlobal ordenadas de menor
a mayor, y las frecuencias esperadas, para las mismas tripletas, calculadas con las frecuencias de los
aminoacidos que las componen, obtenidas de la misma muestra de PDBGlobal.

Como se puede observar en la figura 3.2.0.1., las frecuencias esperadas son mas uniformes que las
observadas, y ademas, las observadas son diferentes de las esperadas.

Ya se habia reportado que para secuencias de 5 residuos, pentapletas, las frecuencias observadas
son diferentes de las frecuencias esperadas (Otaki et al., 2005). Estos autores, también observaron
que la distribuciéon de las secuencias cortas, que llamaron “secuencias constitutivas”, no es
aleatoria, y que ademds, muchas secuencias cortas (como las pentapletas), no se encontraron en
proteinas. Al sintetizarlas tanto mediante sintesis quimica de péptidos como por ingenieria
genética, verificaron que no hay barretas de tipo energético, 6 bioldgico/genético para la sintesis
de estas secuencias cortas en proteinas. Las distribuciones de frecuencias de aparicion de las
secuencias cortas en proteinas, obedecen a otros factores, tal vez como “unidades para la
construccién de proteinas” y lo que las secuencias cortas pueden aportar a la estructura proteica.
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En nuestra muestra, muchas tripletas estan lejos del valor esperado, pero algunas mas que otras.
Como ejemplo, la tripleta mas abundante en la muestra PDBGlobal, es la tripleta de tres histidinas
(HHH), que es una de las tripletas que mas se alejan de su valor esperado (0.003215 observado, vs
0.0000696 como valor esperado; es decir, aparece 46 veces mas de lo esperado). Este alejamiento
de HHH de su valor esperado, ya habia sido observado por Betancourt y Skolnick (2004), en una
muestra de 755,973 tripletas en que estudiaron los dngulos dihédricos de algunas secuencias en
proteinas. No logramos descartar, sin embargo, la posibilidad de que el motivo HHH forme parte
de algunas proteinas, como fragmento afiadido en una técnica para facilitar el proceso de
purificaciéon de la proteina, conocido como “Etiqueta de Histidinas” (“His tag”) (Hochuli et al.,
1988; Hengen, 1995; Gavin et al., 2002; Howarth et al, 2006; Zhao et al, 2010).

Las diez tripletas mas frecuentes en PDBGlobal, ademds de la tripleta HHH, son: AAA, con
frecuencia de 0.001075; AAL:0.000945; ALA:0.000873; EAL:0.000767; AAG:0.000738;
ALL:0.000709; AAV:0.000683; AVA:0.000665. Como puede notarse, estan compuestas
principalmente por los dos aminodcidos mas frecuentes en proteinas: Alanina y Leucina, con pocas
excepciones.

El hallazgo de secuencias cortas cuya frecuencia es mucho mayor de lo esperado, puede implicar
gue pequenos motivos como la secuencia HHH, son importantes en la estructura y funcion de
algunas proteinas, con lo que a través de este trabajo, estamos identificando motivos de secuencia
gue posiblemente sirvan como “ladrillos” de construccién de proteinas con un motivo estructural
o funcional particular, que dé caracteristicas especificas a la estructura proteica.

Una vez que identificamos el motivo HHH, optamos por mirar las frecuencias de tripletas en la
totalidad del PDB, que llamamos PDBUniverso, con la idea de identificar otras tripletas con
comportamientos alejados de lo esperado.

En la figura 3.2.0.2., salta a la vista que hay dos tripletas en el PDBUniverso, que también se alejan
mucho de las frecuencias esperadas, que corresponden a las tripletas WWP, y FQD.

Es llamativo que un motivo de frecuencia frecuente, esté compuesto por residuos de aminoacido
con poca frecuencia de aparicién de manera individual. El motivo WWP, también conocido como
motivo WW, o motivo Rsp5, fue identificado en 1994, por varios grupos (Sudol et al, 1994; André y
Springael, 1994; Hofmann y Bucher, 1994), y a partir de alli se ha identificado en varios grupos de
proteinas no relacionadas, y tienen que ver con la interaccidn proteina-proteina y proteina-lipido,
gracias al caracter no polar del Trp. Este motivo se puede unir a secuencias ricas en Prolina, que
usualmente también contienen Tirosinas. También se ha relacionado este motivo con el sistema
ubiquitina-proteasoma (Chondrogianni y Gonos, 2012), y al parecer juega un papel en
enfermedades como la hipertension (Schild et al, 1996) y la distrofia muscular (Huang et al, 2000).
Es de resaltar, que de este motivo pueden aparecer multiples copias en una proteina de
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interaccion con otras proteinas (Staub y Rotin, 1996). Sobre este motivo, volveremos en el
siguiente capitulo, donde presentaremos su asociacién con la estructura.

Sobre la otra tripleta que en el PDBGlobal se aleja de la frecuencia esperada, es el motivo FQD
(Phe-GIn-Glu — Fenilalanina-Glutamina-Glutamico), no encontramos referencia a ella en la
literatura, con lo que consideramos podriamos haber encontrado un motivo de secuencia de
importancia en la estructura de las proteinas. Esto se discutird mds ampliamente en el siguiente
capitulo, en que asociemos las tripletas de secuencia, con la estructura secundaria.
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Figura 3.2.0.2. Comparacion entre frecuencias observadas en tripletas de residuos de aminoacidos
en el PDBGlobal ordenadas de menor a mayor, y las frecuencias observadas en la totalidad del
PDB. En color azul, las frecuencias esperadas.

Debido a que la figura anterior sélo evidencia grandes diferencias para tres tripletas, posiblemente
debido a la escala que estas tres tripletas forzan en la figura, presentamos a continuacién la misma
figura (figura 3.2.0.3), en que hemos cambiado la escala para mostrar que hay un gran nimero de
otras tripletas que también presentan diferencias en las frecuencias observadas, con respecto a las
esperadas.

En la figura 3.2.0.3, se observan diferencias en las frecuencias de otras tripletas, con respecto a la
frecuencia esperada. Las mds conspicuas se siguen discutiendo en las siguientes paginas.
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Figura 3.2.0.3. Comparacion entre frecuencias observadas en tripletas de residuos de aminodcidos en el
PDBGlobal ordenadas de menor a mayor, y las frecuencias observadas en la totalidad del PDB. En color azul,
las frecuencias esperadas.

Comparacion entre las tripletas de aminodcidos y sus opuestas en
secuencia

En esta seccidn se compararon las frecuencias de las tripletas, con la combinacién de residuos de
aminodcidos que corresponde al opuesto en secuencia de la tripleta. El fin de este analisis, es el de
confirmar, o no, que el orden de los residuos en las combinaciones de aminoacidos, es importante,
y se presenta con una frecuencia diferente para las tripletas y sus opuestas en secuencia. En la
figura 3.2.0.4. se muestran estos resultados de las frecuencias de las 8000 tripletas, y las de sus

opuestas.
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Figura 3.2.0.4. Frecuencias de las 8000 tripletas, ordenada ascendentemente y de sus opuestas en
secuencia.

En la figura anterior, se puede observar que no necesariamente las tripletas y sus opuestas,
presentan frecuencias similares, lo que confirma el hecho de que la combinacién de aminacidos y
el orden de los mismos en las secuencias cortas que constituyen las proteinas, son importantes, y
no interreemplazables.

No se puede perder de vista, que de las 8000 tripletas de residuos de aminodcidos, hay 400
tripletas palindrémicas (iguales a su tripleta opuesta), que por tanto no presentan diferencia entre
la frecuencia de la tripleta y su opuesta.

Las tripletas y la hidropatia

En la figura 3.2.0.5. se presentan las 8000 tripletas, ordenadas por su hidropatia promedio
ponderada, calculada a partir de los residuos que constituyen la tripleta asi: Se considerd que el
aminodcido central aporta el 50% de su caracteristica a la tripleta, y los dos aminoacidos a lado y
lado, aportan cada uno el 25%.
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En la figura 3.3.0.5. se puede notar que la hidropatia promedio ponderada es diferente para casi todas las
tripletas, y que su valor puede ser importante en términos del aporte que hace a la hidropatia de la
proteina. Esto muestra que se tiene una gama de ladrillos de construcciéon de proteinas, 6 como el
investigador Joji Otaki las llama, “tripletas constitutivas” (Otaki et al, 2005), con hidropatias variadas, y
contindas normalizadas entre -1y 1.
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Figura 3.2.0.5. Hidropatias (Kyte & Doolittle, 1982) de las tripletas. En rojo, el promedio ponderado (con

respecto al aminoacido central (25%, 50%, 25%), y normalizado. En azul, el promedio simple y normalizado
de las hidropatias de las tripletas. En negro, la frecuencia de aparicion de cada una de las tripletas.

Las tripletas y sus frecuencias de aparicidn en proteinas del PDBGlobal

En esta subseccidn, se han analizado las frecuencias de aparicidn de las 8000 posibles tripletas de
aminodcidos, y tripletas construidas con el alfabeto reducido usado en la seccién 2.1. anterior.
Usando este alfabeto reducido, se redujo de 8000 a 729 tripletas de letras que representan
propiedades particulares de residuos de aminoacidos.

Como primera anotacion sobre la aparicidn de tripletas, a diferencia de los dos trabajos anteriores,
gue reportaban algunas tripletas que no aparecian en el PDB (Otaki et al, 2003; Lareo y Acevedo,
2004), en el presente trabajo encontramos todas las combinaciones de tres aminodcidos, siendo la
tripleta mas frecuente, HHH, y la menos frecuente, CMW, que aparecién sélo 8 veces, de entre
mas de 8 millones de conteos totales de las tripletas. Las combinaciones menos frecuentes en el
PDBGlobal, corresponden principalmente a tripletas de las combinaciones de los residuos menos
frecuentes Cisteina (C), Triptéfano (W) y Metionina (M).

Las tripleta mas frecuente es HHH construida con un aminodcido que no es de los mas frecuentes.
Esto puede explicarse en parte porque cerca del 10% de su frecuencia, se debe al uso de la
secuencia de seis Histidinas, usado para la expresién y purificacién de proteinas en laboratorio,
segun confirmamos al mirar los archivos PDB de las proteinas de nuestra muestra.

Aparte de ella, las tripletas mas frecuentes, que se presentan en la tabla 3.2.0.3, estdn formadas
por los residuos mas frecuentes, Alanina (A), Leucina (L), Glicina (G), Valina (V) y Glutamico (E).
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En la figura 3.2.0.6., se muestran las frecuencias altas mds conspicuas tanto en las tripletas
completas, como en las tripletas construidas con el alfabeto reducido.

Tabla 3.2.0.2. Frecuencias de las tripletas menos frecuentes en PDBGlobal.

Total Tripl FrecTripAa

8 CMW  0,00000091
11 CCwW  0,00000125
12 CHwW  0,00000137
13 MWM 0,00000148
13 WCwW  0,00000148
14 WCC 0,00000159
14 WWW 0,00000159
15 MwC 0,00000171
16 MWW 0,00000182
18 CIw 0,00000205
19 CMC  0,00000216
21 HwWC 0,00000239
23  WCM  0,00000262
25 CCM 0,00000285
25 MWH 0,00000285
27 MCW  0,00000307
28 WWH 0,00000319
31 WCH 0,00000353
31 WPC 0,00000353
31 WWM 0,00000353

Tabla 3.2.0.2. Frecuencias de las tripletas menos frecuentes en PDBGlobal.

Total Tripl FrecTripAa

28240 HHH  0,00321468
9443 AAA 0,00107494
8303 AAL 0,00094517
7666 ALA  0,00087265
7401 LAA  0,00084249
6740 EAL 0,00076724
6482 AAG 0,00073787
6225 ALL  0,00070862
6000 AAV  0,00068301
5837 AVA 0,00066445
5829 LLA  0,00066354
5818 LAE  0,00066229
5817 AGA 0,00066217
5795 VAA 0,00065967
5651 ALE  0,00064328
5611 GGG 0,00063872
5547 ALG 0,00063144
5536 EEL  0,00063019
5413 LLE  0,00061619
5406 ELL  0,00061539

Como ya se menciong, las tripletas mas frecuentes, con la excepcién de HHH, estan construidas
con los residuos mas frecuentes. Cuando se agrupan en un alfabeto reducido, se hace evidente
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que las tripletas mas frecuentes en las proteinas del PDBGlobal, son las tripletas construidas con
los aminoacidos apolares, y eventualmente con combinaciones de estos y aminodcidos basicos
(B:Arginina, Lisina, Histidina ), acidos (X: Aspartico y Glutamico), y aminoacidos con cadena lateral
hidroxilica (O: Serina y Treonina).
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Figura 3.2.0.5. Frecuencia de tripletas por alfabeto reducido en el PDBGlobal. Arriba: tripletas completas.
Abajo: tripletas reducidas.

En la figura 3.2.0.5., se puede ver que las tripletas mas frecuentes en el PDB Global, son las
constituidas, por los aminoacidos hidrofébicos, UUU, posiblemente por su importancia para la
formacion del corazén hidrofébico, que al parecer empuja el plegamiento mediante el colapso
hidrofébico y la formaciéon de un nucleo de residuos apolares al interior, sin importar si la
superficie es hidrofdbica 6 hidrofilica.

La siguientes tripletas mds frecuentes, en orden descendiente, son: la tripleta formada por un
residuo acido, con cadena lateral cargada negativamente, y dos residuos hidrofébicos, de la forma
XUU, su opuesta, de la forma UUX y la forma UXU; la tripleta formada por un residuo basico con
cadena lateral cargada positivamente, y dos residuos hidrofdbicos, de la forma BUU, su opuesta
UUB y la combinacién UBU; la tripleta formada por un residuo de cadena lateral hidroxilica y dos
apolares, de la formas UOU, OUU, y UUO.

Las tripletas menos frecuentes son las tripletas formadas por los residuos menos frecuentes de
manera individual: C, W y eventualmente, P.
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3.2.1. Frecuencias de tripletas en proteinas clasificadas por su
composicion de estructura secundaria, segiun SCOP
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Figura 3.2.1.1. Frecuencias de tripletas de residuos en proteinas agrupadas segtn SCOP.

En la figura anterior2.2.1.1., saltan a la vista las tripletas de mayor frecuencia. La tripleta HHH que
es alta (la mas frecuente) en PDBGlobal, también es la mas frecuente en proteinas Alfa+Beta,
Coiled-Coil, Others, y Small. Ya se comentd en la seccion anterior, sobre la mayor frecuencia de
esta tripleta en muchas proteinas, pero también se dejo abierta la posibilidad de que los
investigadores que han reportado estructuras proteicas al PDB, hayan incluido la etiqueta de
Histidinas en el extremo amino de las proteinas, con lo que esto podria haber contribuido a la alta
frecuencia de esta tripleta. Sin embargo, al revisar las secuencias de las proteinas del PDB, sélo
cerca del 0.4% de las proteinas, presentan la secuencia de seis Histidinas, que se usa para la
purificacién de proteinas recombinantes. Esto implica que aunque haya algunas proteinas con las
hexa-Histidinas en el extremo amino, estas no son suficientes para explicar la alta frecuencia.

En proteinas pequefias, la tripleta GRV es mds alta que las demas tripletas, exceptuando HHH,
pero no es la mas alta en otros grupos de proteinas. La Glicina en proteinas small, es un residuo
muy frecuente, por el contenido de giros que estas proteinas presentan. Los residuos de Arginina 'y
Valina, son residuos frecuentes, aunque no los mas frecuentes.

La tripleta ALA, es la mas alta en proteinas Todo-Alfa, lo que no es de extrafiar, ya que los residuos
de Alanina y Leucina son fuertes formadores de estructuras helicoidales, segin Chou y Fasman, y
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las proteinas Todo-Alfa son proteinas ricas en hélices. La misma tripleta ALA, es alta en proteinas
“Coiled coil”, y multidominio, que contienen hélices Alfa (lo que se discutird en el siguiente
capitulo.

La tripleta EAL, que es una de las mas frecuentes en el PDBGlobal, también es una tripleta
frecuente en proteinas Multidominio, y también estd formada por residuos de aminoacidos
formadores de hélices. Otras tipletas frecuentes como VCG en proteinas “otras”, puede estar
hablando de la formacion de puentes de disulfuro en proteinas, y VTV en proteinas TodoBeta esta
mostrando el residuo mas fuerte formador de hilos Beta, Valina, y otro fuerte formador de la
misma estructura, Treonina. La tripleta IAA es la tercera mas frecuente en proteinas tipo Coiled
coil.

En la figura 3.2.1.1., se puede ver que el comportamiento en términos de las tripletas mas
frecuentes, es aproximadamente el mismo que el PDBGlobal. Sin embargo, las proteinas con
diferente contenido de estructura secundaria, presentan tripletas diferentes como las mas
frecuentes: a manera de ejemplo, la tripleta mas frecuente para las proteinas Todo-Alfa, son UUU,
BUU, UUB y UXU. Para las proteinas Todo-Beta, son UUU, UOU, UUO y OUU. Para las proteinas
Alfa+Beta, son las tripletas UUU, BUU, UUB, OUU, y UXU. Para las Coiled-coil, son las tripletas
UuUu, BUU, UUB. Para las multidominio, UUU, y XUU. Para las proteinas “Otras”, UUU y UOU. Para
las proteinas pequefias, UUU y XUU.

En la figura 3.2.1.1., se puede ver que el comportamiento en términos de las tripletas mas
frecuentes, es aproximadamente el mismo que el PDBGlobal. Sin embargo, las proteinas con
diferente contenido de estructura secundaria, presentan tripletas diferentes como las mas
frecuentes: a manera de ejemplo, la tripleta mas frecuente para las proteinas Todo-Alfa, son UUU,
BUU, UUB y UXU. Para las proteinas Todo-Beta, son UUU, UOU, UUO y OUU. Para las proteinas
Alfa+Beta, son las tripletas UUU, BUU, UUB, OUU, y UXU. Para las Coiled-coil, son las tripletas
UUU, BUU, UUB. Para las multidominio, UUU, y XUU. Para las proteinas “Otras”, UUU y UOU. Para
las proteinas pequefias, UUU y XUU.

Se repite el comportamiento de las proteinas del grupo anterior, en que abundan los residuos
apolares, sobre todo en las proteinas de rata y raton. Lo Ilamativo es que varias de las tripletas que
contienen residuos apolares (“U”), también contienen residuos cargados negativa 6 positivamente
(de la forma “X“ (que agrupa a acido Aspartico y acido Glutamico), 6 “B” que agrupa a los residuos
cargados positivamente Arginina, Histidina y Lisina).

La tripleta formada por tres residuos no polares, resulta la mas abundante en proteinas de la
superficie celular, aspecto coherente con los tipos de proteinas que interactlan con proteinas de
membrana en la célula. Esto ya se ha notado en secciones anteriores, en que los residuos no
polares tienden a aparecer en mayor proporcién en estas proteinas. Igual ocurre en proteians del
PDB. La frecuencia de aparicion de esta tripleta es mas de dos veces mayor que las demas tripletas
abundantes en estas proteinas de la superficie celular. También es notorio que las tripletas mas
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abundantes en las proteinas agrupadas por su localizacion celular, contengan residuos no polares
(agrupados en “U”).

3.2.2. Frecuencias de tripletas en proteinas clasificadas por su
localizacidn celular.

Se presentan las figuras con las frecuencias de las tripletas. En la figura 3.2.2.1., se ven las tripletas
de mayor frecuencia. La tripleta HHH que es alta en PDBGlobal, también es alta en proteinas del
Citoplasma, de Organelas, de Membrana y de Golgi. En el capitulo sobre estructura, se discutira

sobre esta frecuencia, asociada con la estructura secundaria.

Las proteinas de la matriz extracelular presentan las mayores diferencias con el PDB, al igual que

en el estudio de aminodcidos individuales. Entre ellas, estan las tripletas PPG (que forma parte del

colageno, la proteina mas abundante de la matriz extracelular). También estan en frecuencias

altas, las tripletas DLG, CSG, SAG, y PGS, que presentan el residuo de Glicina, asociado con giros y
gran libertad de movimiento en los angulos de giro Psi y Phi, y también asociada con proteinas tipo
colageno.
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Figura 3.2.2.1. Frecuencias de tripletas de residuos en proteinas agrupadas por su localizacion celular.

En las proteinas de superficie celular, la tripleta mds abundante es la LLL, formada por un residuo
fuerte formador de hilos Beta y también de hélices.
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La tripleta mas comun en proteinas de la membrana interna mitocondrial, es GAG. Esta tripleta, es
la de mayor libertad de angulos de giro Phiy Psi, después de la tripleta GGG, lo que sugiere que
podria aportar un motivo de alta flexibilidad a estar proteinas.

Las proteinas del complejo de Golgi, la membrana Celular, y las de organelas, no presentan
frecuencias Ilamativamente diferentes de las frecuencias de tripletas del PDBGlobal.

La tripleta formada por tres residuos no polares, resulta la mas abundante en proteinas de la
superficie celular, aspecto coherente con los tipos de proteinas que interactian con proteinas de
membrana en la célula. Esto ya se ha notado en secciones anteriores, en que los residuos no
polares tienden a aparecer en mayor proporcion en estas proteinas. Igual ocurre en proteians del
PDB. La frecuencia de aparicion de esta tripleta es mas de dos veces mayor que las demas tripletas
abundantes en estas proteinas de la superficie celular.

También es notorio que las tripletas mas abundantes en las proteinas agrupadas por su
localizacion celular, contengan residuos no polares (agrupados en “U”).

3.2.3. Frecuencias de tripletas en proteinas clasificadas por
Organismo

En la figura 3.3.3.1., aparece de nuevo la tripleta HHH, como la mas frecuente en las proteinas de
Thermotoga, Pseudomonas, Mycobacterium, Bacillus subtilis, y Humano, incluso por encima de la
frecuencia de la misma tripleta en PDBGlobal. La tripleta EAL es la mds frecuentemente
encontrada en proteinas de Thermus, siguiéndole las tripletas ALA, LEA, y EEA, todas ellas con los
residuos de Alanina, el mas frecuente en nuestra muestra, dos tripletas con Leucina, el segundo
aminodacido mds frecuente en nuestra muestra del PDBGlobal. Las demas tripletas en los demas
grupos de organismos, no presentan diferencias visualmente diferentes que las frecuencias del
PDBGlobal.
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Figura 3.2.3.1. Frecuencias de tripletas de residuos en proteinas agrupadas por Organismo.

Se repite el comportamiento de las proteinas del grupo anterior, en que abundan los residuos
apolares, sobre todo en las proteinas de rata y raton. Lo llamativo es que varias de las tripletas que
contienen residuos apolares (“U”), también contienen residuos cargados negativa 6 positivamente

(de la forma “X“ (que agrupa a acido Aspartico y acido Glutamico), 6 “B” que agrupa a los residuos
cargados positivamente Arginina, Histidina y Lisina).

3.2.4. Frecuencias de tripletas en proteinas clasificadas por
Phylum

Este fue el grupo de proteinas mas homogéneo. De nuevo, aparece la tripleta HHH en mayor
frecuencia en las proteinas de Procariota, Archaea, Eucariota y Virus, con frecuencias mds altas

gue las del PDBGlobal en Archaea y Procariotes, y menores que el PDBGlobal, en Eucariota y Virus,
como se ve en la figura 3.2.4.1.

89



0,0045 - S

pet] nProkarycta WArchaca BPDBGObDM mEukaryots mVirus
0,0040 |

‘ Frecuencia de aparicion de tripletas estructurales en proteinas

0,0035 - |2 agrupadas segiin Phylum, vs PDBGlobal

0,0030 b
0,0025 v A
0,0020
0,0015
0,0010

0,0005

0,0000
0,0 500

Fomcusncin de tripletes de aminodcidos de afadeto reduddo e profeines agrupadsas I-;"‘:"‘"‘ta M F kot A L | PR | E b et

0,070 o por Pivglum , ws PDE G obe

10,0500

10,0500

0/0400

10,0300 4

0,020

10,0100

010000

Figura 3.2.4.1. Frecuencias de tripletas de residuos en proteinas agrupadas por Phylum.

La tripleta mas comun en Archaea es la tripleta EEL; es decir, dos Glutamicos, seguidos por una
Leucina. Las mas frecuentes en procariota son ALA y LAA, combinaciones de los dos residuos mas
comunes en proteinas, y formadores preferencialmente de hélices, aunque Leucina, presenta
también un alto valor de propensiéon para hojas Beta. Se observa un comportamiento lgual al de
los grupos anteriores.

3.3.5. Frecuencias de tripletas en proteinas clasificadas por Tipo
de Enzima

En la figura 3.2.5.1., sigue ocurriendo el mismo comportamiento en la tripleta HHH, frecuente en
todos los tipos de enzimas. Con las excepciones de ALA y EAL en Liasas, y LAA e IAA en Isomerasas,

son pocas las tripletas que sobresalen en sus frecuencias con respecto al PDBGlobal. Se observa un
comportamiento Igual al de los grupos anteriores.
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Figura 3.2.5.1. Frecuencias de tripletas de residuos en proteinas agrupadas por tipo de Enzima.

3.2.6. Frecuencias de tripletas en proteinas clasificadas por familia
proteica

En la figura 3.3.6.1., es evidente que esta agrupacién de proteinas es la que presenta frecuencias
mas variadas con respecto a la muestra PDBGIlobal. La tripleta HHH es comun en las proteinas
anticongelantes (AFP), las proteinas verde fluorescente y en menor medida, en PDBGlobal. Sin
embargo, si saltan a la vista, tripletas con alta frecuencia de aparicién por familias de proteinas en
particular: En las proteinas CRISP (Cysteine Rich Secretory Proteins), las tripletas mas comunes,
son CPS, CPA y YCP, conteniendo Cisteinas y Prolinas. El motivo Cisteina-Prolina es conocido en
proteinas con puentes de disulfuro, como las proteinas regulatorias por grupo hemo y en
microcoldgenos como los encontrados en algunos moluscos, porque la Prolina puede cumplir una
funcién parcialmente oxidante, facilitando el ambiente oxidativo que necesita la Cisteina para el
establecimiento de enlaces de disulfuro (Park, 2002; Boulégue, 2006).

En la familia de las Fosfolipasas A2 (PLA2), hay 5 tripletas con frecuencias notoriamente mayores
qgue las demas tripletas, y que las tripletas del PDBGlobal. Son ellas: DRC, RCC, YCG, AIC, CCY, y
YCG; todas conteniendo Cisteinas. Las enzimas Fosfolipasas A2 contienen hasta 14 puentes de
disulfuro, por lo que es de esperar que contenga tripletas ricas en Cisteinas.
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Figura 3.2.6.1. Frecuencias de tripletas de residuos en proteinas agrupadas por familia proteica.

La proteina que mas salta a la vista por la alta frecuencia de un gran ndmero de tripletas, es la
familia de priones, en que las tripletas con frecuencias llamativamente mas altas que las demas,
son TTT, y YYR. Estas tripletas se discutiran en el siguiente capitulo.
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CONCLUSIONES CAP. 3 - FRECUENCIAS DE
AMINOACIDOS Y TRIPLETAS

Las frecuencias observadas de tripletas en el PDBGlobal, son estadisticamente diferentes de las
frecuencias esperadas, calculadas con base en el producto de las frecuencias de aminoacidos
individuales. Esto indica que hay independencia entre las frecuencias de los valores individuales y
los de las tripletas, y muestra la importancia de estudiar las proteinas en términos de las
combinaciones de aminoacidos que componen las secuencias, en lugar de considerar los
aminoacidos de forma individual, dando justificacién al enfoque utilizado en este proyecto.

Las tripletas de aminodacidos ofrecen un panorama mas preciso que lo que se obtiene con los
residuos individuales, en términos de la influencia de una secuencia en la estructura de la
proteina, y la frecuencia de aparicién de tripletas versus la de aminoacidos individuales. La
importancia de esto radica en que no son Unicamente los residuos individuales los importantes
para la construccién de las proteinas, sino las combinaciones de estos residuos, las que
determinan las propiedades estructurales de estas moléculas.

La tripleta mds frecuentemente encontrada en la muestra PDBGlobal, fue HHH (Histidina-
Histidina-Histidina). Aunque se usa una secuencia de seis Histidinas para purificar proteinas
clonadas, el nimero de proteinas con una secuencia afiadida de Histidinas, en el PDB, resultd
menor del 1%, con lo que restando ese 1% del total de proteinas con este motivo de secuencia, la
tripleta HHH adn se puede considerar especialmente frecuente en su aparicion natural en
proteinas. Sobre esto, se ampliard en un estudio posterior, con la mayor muestra de proteinas
disponible, que es la base de datos Uniprot/SwissProt.

Las Cisteinas presentan los valores mas bajos en nuestra muestra de la totalidad de las proteinas.
Sin embargo, el contenido en este residuo de aminoacido, varia ampliamente entre los grupos de
proteinas, sugiriendo que la estabilizacion de la estructura 3D, y la unién entre subunidades de
diferentes proteinas, no siempre se da por enlaces de disulfuro, sobre todo, dado que la principal
funcién de la Cisteina en proteinas, es la de estabilizar la estructura mediante la formacién de
estos puentes.

La Cisteina aparece con frecuencias notoriamente mas elevadas en proteinas de organismos
eucariotes, mientras que se presenta en cantidades marcadamente menores, en organismos
procariotes, en comparaciéon con la generalidad de las proteinas, lo que indica que los primeros
organismos estabilizan sus proteinas soportdndose mas en puentes de disulfuro, y que los
procariotes estabilizan la estructura 3D de sus proteinas, basandose en interacciones débiles, lo
cual es esperable, dado el ambiente mas reductor del citoplasma de procariotes en comparacion
con el de eucariotes.
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En atencidn a lo anterior, se puede considerar que el contenido de Cisteina en las proteinas de un
organismo, puede usarse como un indicador de la antigliedad evolutiva de ese organismo, lo cual
resulta importante para estimar la edad evolutiva de una secuencia de aminodcidos en las
proteinas, y por tanto la aparicién de esa molécula en el universo proteico

Las Cisteinas, son los residuos de aminoacidos que mas varian entre las proteinas agrupadas segun
los diferentes criterios del presente trabajo, lo cual resulta interesante, dado que la Cisteina es un
aminodcido cuyas principales funciones en proteinas, son estabilizacién de la estructura mediante
la formacién de puentes de disulfuro, y su participacion en mecanismos cataliticos en el sitio
activo de algunas enzimas. Por tanto, la variacién de Cisteinas habla de la forma como se estabiliza
la estructura tridimensional de la proteinas, y eventualmente, de la capacidad catalitica de una
enzima

Las frecuencias de aminoacidos y de tripletas en las proteinas agrupadas por tipo de enzima,
presentan poca variabilidad, lo que sugiere que la clasificacidon estructural de enzimas, no se
puede realizar con base en la actividad catalitica y tipos de reacciones que realizan.

Las frecuencias de aminoacidos y tripletas son marcadamente diferentes entre familias de
proteinas, y diferentes comparadas con la muestra del universo proteico, lo que indica que la
clasificacién estructural de proteinas es mas adecuado si se consideran las proteinas agrupadas
por familia proteica.

La agrupaciéon en un alfabeto reducido, evidencia que los aminoacidos hidrofébicos son los mas
abundantes en las proteinas, posiblemente por su papel en la iniciacidn del plegamiento mediante
la formacidn del colapso hidrofdbico.

Las proteinas de pequefio tamafio, tienden a estabilizar su estructura mediante interacciones
débiles, dado que muestran contenidos de Cisteinas, especialmente bajos.

El motivo de secuencia WWP se encuentra en una frecuencia anormalmente alta en la totalidad de
las proteinas del PDB (PDBUniverso). Este motivo de secuencia, se constituye en un motivo
estructural conservado en las proteinas. Por los aminodcidos que componen la tripleta, asume
geométricamente la forma de un giro estructural, que resulta en una especie de mddulo para la
construcciéon de proteinas. Este giro estructural tiene una geometria particular, dada por el
tamafio de la cadena lateral de los Triptdfanos, y la torsidn que causa la Prolina, por su grupo
imino, y se encuentra con frecuencia en proteinas que interactlan con otras proteinas, y tiene
aparentemente un papel importante en algunas enfermedades.

La tripleta FQD (Fenilalanina-Glutamina-Glutamico), aparece con una frecuencia llamativamente
mayor que la esperada. Sobre esta tripleta, no encontramos referencia en la literatura, con lo que
gue lo consideramos un motivo de secuencia de importancia en proteinas. Consideramos que este
motivo merece un estudio posterior en términos de las estructuras que adopta, para analizar si
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ocurre algo parecido al motivo anterior WWP. Su frecuencia especialmente alta, debe estar
hablando su importancia como mdédulo de construccidn de algunas estructuras proteicas.
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CAPITULO 4. FRECUENCIAS DE AMINOACIDOS Y
TRIPLETAS EN ESTRUCTURAS SECUNDARIAS

En este capitulo 4, se analizan las frecuencias de los aminodcidos individuales y las tripletas en las
diferentes estructuras secundarias de DSSP-5. Se compara con la muestra representativa del PDB,
y se hacen comparaciones entre agrupaciones de pro

4.1. Frecuencias de residuos de aminoacidos individuales
en estructuras secundarias.

En la presente seccidn, se calculé el contenido de las cinco estructuras secundarias de nuestro
interés (Hélices, Hilos y hojas Beta, Dobleces, Giros Beta, y Estructuras al azar — “random coils”),
descritas en el capitulo 0, para compararlo con la muestra representativa del PDB (PDBGlobal),
seleccionada segun los criterios descritos en el capitulo 1. Las estructuras se obtuvieron por la
asignacion que hizo el algoritmo DSSP-5 descrito en el capitulo 0, y que usa el PDB como su
estandar de oro. Las frecuencias de aparicién de aminodcidos en las cinco estructuras secundarias
de interés en el presente estudio, se calcularon como el nimero de veces que aparece cada
aminoacido en una estructura secundaria, dividido entre el nimero total de veces que aparece esa
estructura secundaria en cada grupo de proteinas.

Se obtuvieron y analizaron las frecuencias de aparicion de aminodacidos individuales en la muestra
representativa del PDB y en proteinas agrupadas segun diferentes criterios, como contenido de
estructura secundaria segun la clasificacion SCOP, localizacion celular, organismo en el que se
encontraron, Phylum al que pertenecen los organismos en que se encontraron las proteinas, tipo
de enzima segun la Comisién de Enzimas (EC), y familia proteica segin PFam (ver capitulo 2). En
todos los casos, se analizaron las frecuencias de los veinte aminoacidos estandar hallados en
proteinas y codificados en el cddigo genético (con la excepcidn de Pirrolisina y Selenocisteina, por
estar muy poco representados en el PDB), en cada grupo de proteinas seleccionado.

En general, se ha comparado la composicidn de estructura secundaria de cada grupo de proteina,
con la composicién de la misma en la muestra PDBGlobal. También se han comparado las
frecuencias de aparicion de cada residuo en cada estructura secundaria, entre el PDB vy los
diferentes grupos de proteinas. Con esto, se han identificado los grupos de proteinas con
contenidos de estructuras secundarias particulares, y también los aminoacidos que muestran una
frecuencia de aparicion mayor en una 6 en otra estructura secundaria, y los aminoacidos que
aparecen poco en estructuras secundarias, posiblemente tendiendo a desestabilizarlas.

Se identificaron los grupos de proteinas en que aparecen aminoacidos con frecuencias claramente
diferentes a la muestra representativa, y se discutié sobre la posible explicacién bioldgica para que
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esto ocurra, y eventualmente su utilidad y posible impacto para el redisefio de proteinas y la
ingenieria de las mismas.

4.1.1. Frecuencias de aminoacidos en las estructuras secundarias,
en proteinas de PDBGIlobal

Se estudiaron las frecuencias de residuos de aminoacidos en la muestra PDBGlobal, en 19.308
proteinas, que sumaron 8'862.961 aminodcidos. Los resultados de las frecuencias de aminodcidos
en las estructuras secundarias, se presentan en la tabla 4.tabla 4.1.1.1. y la figura 3.1.1.1.

Tabla 4.1.1.1. Frecuencias de los veinte aminoacidos en las estructuras secundarias en el PDBGlobal.
Aa B H S T V)
0,06 0,12 0,06 0,07 0,07
0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
0,03 0,05 0,08 0,08 0,07
0,05 0,09 0,06 0,06 0,05
0,06 0,04 0,03 0,03 0,03
0,05 0,04 0,15 0,19 0,09
0,02 0,02 0,03 0,03 0,04
0,10 0,06 0,03 0,02 0,04
0,05 0,06 0,06 0,06 0,05
0,10 0,11 0,05 0,05 0,07
0,02 0,03 0,01 0,01 0,03
0,03 0,03 0,06 0,07 0,05
0,02 0,03 0,05 0,07 0,09
0,03 0,05 0,03 0,03 0,03
0,04 0,06 0,05 0,04 0,04
0,05 0,05 0,08 0,06 0,08
0,07 0,04 0,07 0,04 0,06
0,13 0,06 0,04 0,03 0,05
0,02 0,02 0,01 0,01 0,01
0,05 0,03 0,03 0,03 0,03
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Figura 4.1.1.1. Frecuencia de aparicién de aminoacidos en las estructuras secundarias del presente estudio
en la muestra PDBGIlobal.

Tendencias generales y Diferencias importantes

Los residuos que no aparecen dominantemente en una estructura secundaria:

En PDBGlobal, el residuo de aminoacido menos frecuentemente encontrado en proteinas, la
Cisteina (C), aparecen con la misma frecuencia, aproximadamente, en cada una de las estructuras
secundarias; esto modifica un poco la concepcidon de que la mayoria de las Cisteinas que no
participan en la formacién de puentes de disulfuro, tienden a aparecer preferentemente
formando parte de hélices (Neves et al, 1999).

Una situacién similar ocurre también con el Triptéfano (W), con lo que estos dos aminodcidos de
manera individual, no parecen preferir una estructura secundaria en particular. La Metionina (M)
y la Lisina (K), muestran una variacidn un poco mayor, pero no una tendencia fuerte hacia ninguna
estructura secundaria. Podria pensarse que estos aminoacidos son mas dependientes del contexto
de secuencia que les rodee para formar una estructura secundaria en particular. Podria decirse
gue son comodines para la formacién de estructuras secundarias.

La Fenilalanina (F) muestra una frecuencia ligeramente mayor en hilos Beta, mientras que la
Serina (S) muestra una ligera tendencia a aparecer en dobleces y estructuras al azar. La Histidina
(H), Glutamina (Q), Asparragina (N), Arginina (R), Treonina (T) y Tirosina (Y) presentan frecuencias
ligeramente mds altas en una estructura secundaria, pero sin que esta frecuencia sea
notoriamente mas alta que en otras estructuras secundarias.

Los residuos que aparecen dominantemente en una estructura secundaria:

Las estructuras helicoidales muestran que los aminoacidos que mas tienden a formarlas, son la
Alanina, el Glutdmico y la Leucina. Los hilos/hojas Beta son mas fuertemente formados por
Isoleucina y Valina. Los giros Beta, son mas fuertemente formados por Glicina que por ningun otro
aminodacido. Los dobleces son formados también por Glicinas, y eventualmente por Serinas. Los
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giros al azar son mas fuertemente formados por Prolinas y en menor medida por Glicinas y
Serinas, pero ningun otro residuo muestra una frecuencia alta en estas estructuras.

La Alanina aparece casi el doble de veces en estructuras helicoidales, que en el resto de
estructuras secundarias. El dcido Aspartico aparece menos en hilos/hojas Beta, que en otras
estructuras, sin presentar una frecuencia mas alta en ninguna estructura, mientras que el
Glutamico, aparece preferentemente en hélices, pero sin que sea una frecuencia especialmente
alta.

La Valina es el residuo mas fuerte formador de hilos/hojas Beta, y es tal vez el aminoacido cuya
frecuencia de aparicion en una estructura, es notoriamente mayor que en las demas estructuras
secundarias. Otro aminodcido con frecuencia mas alta en esta estructura secundaria, es la
Isoleucina.

En la gréfica se puede notar que la Glicina (G) aparece mas frecuentemente en Giros Beta, y un
poco menos en dobleces, y hasta en giros al azar, que en hélices 6 en hilos Beta. Segln las
propensiones de Chou y Fasman y su actualizacién mas reciente, ese aminodcido, tiende a formar
giros, lo cual parece ser correcto; sin embargo, las propensiones no identificaron un tipo de giro
hacia el cual pudiese presentar una tendencia (Chou y Fasman, 1974a,b,c; Chou y Fasman, 1977,
Costantini, 2002). En este ana
giros Beta y dobleces.

isis, es notorio que su tendencia de las Glicinas, esta dada hacia los

Por otro lado, la Prolina, otro aminodcido con propensién de Chou y Fasman alto hacia la
formacion de giros, presenta una frecuencia mucho menor que la Glicina, y aparece con mayor
frecuencia en giros al azar y en menor medida en giros Beta. También presenta bajas frecuencias
en hélices y en hilos Beta.

Aunque la Leucina aparece mas frecuentemente en estructuras helicoidales, presenta una
frecuencia sdlo ligeramente mas baja en hilos/hojas. Sus frecuencias de aparicidn en los diferentes
tipos de giros, es baja.

4.1.2. Frecuencias de aminoacidos en las Estructuras secundarias,
en los grupos de proteinas del presente estudio.

En la presente seccidn, se analizaron las frecuencias de aparicién de los 20 aminoacidos en forma
individual en las cinco estructuras secundarias definidas por DSSP (Kabsch y Sander, 1983).

La primera comparacidn que realizamos, es la de la composicion de las cinco estructuras
secundarias en las proteinas agrupadas por su contenido de estructura secundaria segun SCOP,
con la muestra representativa del PDB, que hemos llamado PDBGlobal. Una vez hecho esto,
comparamos las frecuencias en que aparece cada aminodcido en cada una de las cinco estructuras
secundarias (DSSP-5).
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Figura 4.1.2.1. Frecuencia de aparicion de las cinco estructuras secundarias en las proteinas del presente
estudio (H, B, S, T, U). La suma de los tres tipos de giros, que llamamos “giros totales”, se encuentra en color

gris.

En la figura anterior (3.1.2.1.) se puede observar que las proteinas de la muestra PDBGlobal,
presentan, por supuesto, los cinco tipos de estructuras secundarias. Sin embargo, hay grupos de
proteinas que presentan mayores contenidos de algunas estructuras.

Tendencias generales y Diferencias importantes

La estructura secundaria consistentemente mas frecuente, es la estructura helicoidal, que en
promedio, aparecen en promedio, en el 36.07% de la composicidon de estructura secundaria de las
proteinas; sin embargo, si se suman los tres tipos de giros en una categoria “giros totales”, esta
seria la estructura mas frecuente, apareciendo en el 42.43% de la estructura secundaria de las

proteinas.

La estructura secundaria que menos aparece en proteinas, es el dobléz, un giro que no tiene un
enlace de hidrégeno que contribuya a estabilizarlo y mantenerlo constante, que aparece en el
8.07% de las estructuras secundarias proteicas. La segunda estructura secundaria menos
frecuente, que compone el 10.67% de las estructuras secundarias proteicas, es la de los giros Beta,
parecidos al dobléz, pero con un enlace de hidrogeno que contribuye a mantener la estructura del
giro. Las frecuencias de aparicién de dobleces y giros Beta, presentan comportamientos similares

en general.

La segunda estructura secundaria mas frecuente fluctia entre los hilos/hojas Beta, y los giros al
azar. Aunque los giros al azar constituyen en promedio el 23.69% de la estructura secundaria de
las proteinas, en algunas proteinas, predominan las hojas Beta (21.5%), sobre los giros al azar, y en
otras predominan estos ultimos, sobre los hilos/hojas Beta.

Hay un grupo de proteinas que presenta una cantidad especialmente alta de hélices (76.04%), mas
gue la frecuencia mas alta de una estructura secundaria en todas las demas proteinas del estudio.
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Este grupo de proteinas es el de las Globinas, que ademas tienen el menor contenido de hilos Beta
(0.57%) y también el menor contenido de dobleces (2.46%), de entre todas las 52 agrupaciones de
proteinas de este estudio. Es llamativo que el contenido de hélices de esta proteina, es ain mas
alto que el de las proteinas que segun la clasificacién SCOP, corresponde a las proteinas “todo-
Alfa”, que es de proteinas dominantemente ricas en estructuras helicoidales. Este grupo de las
Todo Alfa presenta el segundo grupo con mayor contenido de hélices, con un 51.60%.

Las proteinas con mayor contenido de hilos y hojas Beta, son las proteinas Verde Fluorescentes
(GFP), con un contenido de esta estructura, del 50.57%. También son las proteinas con menor
contenido de hélices, con 8.29%. Las GFP son un barril Beta, con dos cortas hélices, una adentro
del barril y otra en la parte inferior. Otra proteina con alto contenido de hilos/hojas Beta, son las
proteinas Hiperestables CutAl, en que su estructura secundaria contiene un 35.18% de hilos y
hojas. Su contenido de hélices es similar, con 29.78%.

Resulta Ilamativo que las proteinas de los Priones, aunque tienen un contenido de hélices cercano
al promedio en las proteinas del estudio, con 40.86%, muestran también el mayor contenido de
estructuras de giros al azar, con 34.29%, lo que en parte puede contribuir a explicar la poca
estabilidad de su estructura tridimensional y su tendencia a cambiar el plegamiento. Estas
proteinas muestran un contenido menor de hilos/hojas Beta que el promedio de las proteinas
(10.67%).

Las proteinas clasificadas por SCOP como “pequeiias”, son las Unicas que contienen mas giros al
azar que las demas estructuras secundarias. Es importante recordar, que dentro de este grupo de
proteinas, se incluyen algunas de las proteinas clasificadas como “intrinsecamente desordenadas”.
Su alto contenido de “random coils” contribuye a explicar su desorden estructural intrinseco.

Aunque en general, las proteinas muestran mayores contenidos de hélices que de hilos/hojas
Beta, unas cuantas proteinas invierten esa proporcidn. Una de ellas, la agrupacion de proteinas de
la matriz extracelular presentan mayor contenido de hojas que de hélices. Lo mismo ocurre para
las proteinas Todo-Beta, y las proteinas anticongelantes (AFP), que contienen igual proporcion de
hilos/hojas, que de giros al azar, lo que podria explicar parcialmente su estabilidad a muy bajas
temperaturas.

Las proteinas agrupadas por organismo, presentan aproximadamente las mismas proporciones de
las estructuras secundarias, con la excepcién de las proteinas de ratén, que contienen ligeramente
mayor contenido de hilos/hojas, que de hélices.

Las protenas “Coiled coil” presetan frecuencias en sus estructuras secundarias, muy parecidas a las
de las proteinas Alfa-Beta (o Alfa/Beta) y hasta cierto punto, las Alfa+Beta, que a su vez se parecen
bastante a las frecuencias de la muestra PDBGlobal.
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Las proteinas “pequeiias” presentan el contenido mas alto de giros al azar (“random coils”) de las
proteinas de la figura, y contenidos bajos y casi idénticos de hélices y hojas. Esto muestra que las
proteinas “pequefias” presentan hélices y hojas mas cortas, conectadas con giros mas largos, con
lo que la dominancia relativa en contenido, sera de los giros.

Las proteinas Alfa-Beta (6 Alfa/Beta), que estan formadas principalmente por hojas Beta paralelas,
en unidades (Beta-Alfa-Beta), y las proteinas Alfa+Beta, formadas principalmente por hojas Beta
antiparalelas, en regiones segregadas de Alfa y Beta, presentan aproximadamente los mismos
contenidos de giros, pero Alfa-Beta presenta mayores contenidos de hélices, mientras que las
Alfa+Beta, presentan mayores contenidos de hilos/hojas Beta.

Los giros totales suman en general, entre el 38 y 46% de los contenidos de las proteinas de la
figura con las mas notorias excepciones en las proteinas llamadas “otras”, que presentan menores
contenidos de estas estructuras de giros, en alrededor del 35%, mientras que las proteinas
“pequeiias”, presentan los mayores contenidos de estas estructuras, llegando al 53%.

Los dobleces se mantienen entre el 6 y el 10% de la totalidad de estructuras en las proteinas, y los
giros Beta fluctian entre el 9y el 11%.

La composicidon de Giros tipo Beta y Dobleces, es aproximadamente la misma en el PDBGlobal y en
los grupos de proteinas clasificados segin SCOP. Las proteinas presentan contenidos
aproximadamente constantes de estas proteinas clasificadas segin SCOP, sin importar si
contienen mas hélices u hojas.

En la figura 3.1.2.1. se observa una distribucion bastante homogénea en los contenidos de
estructura secundaria en las proteinas agrupadas por organismo, con pequefas excepciones,
como el hecho de que las proteinas de raton presentan menores contenidos de estructuras
helicoidales, y mayores contenidos de hilos/hojas Beta que las proteinas de la generalidad
(PDBGIobal). Por el contrario, las proteinas de Mycobacterium presentan los contenidos mas altos
de hélices y los contenidos mas bajos de hilos/hojas Beta.

4.1.3. Frecuencias de aminoacidos en las Estructuras helicoidales,
de las proteinas evaluadas en el presente estudio.

En esta seccién, se comparan las frecuencias de aminodacidos en las cinco estructuras secundarias
del estudio (DSSP-5). En la figura siguiente, 3.1.3.1., se muestran las frecuencias de residuos en las
estructuras helicoidales.
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Figura 4.1.3.1. Frecuencia de aparicion de aminodacidos en estructuras helicoidales, en las proteinas
analizadas en el presente estudio.

Tendencias generales y Diferencias importantes

Las estructuras helicoidales
En la figura anterior se observa que los aminodcidos de las diferentes agrupaciones proteicas, son

en general bastante similares a las de la muestra PDBGlobal, con la notoria excepcion de las
proteinas agrupadas por familia. Es decir, con la excepcién de las familias de proteinas, los
aminodcidos se comportan aproximadamente igual, en términos de la frecuencia de aparicién en
estructuras secundarias helicoidales, con algunas excepciones puntuales en las demas
agrupaciones proteicas. Las proteinas clasificadas segun el tipo de enzima, presentan la mayor
homogeneidad en sus estructuras secundarias, lo que sugiere que los plegamientos usados para
construir proteinas con actividad catalitica, son aproximadamente los mismos para catalizar
diferentes tipos de reacciones. Sugerimos que esto deberia confirmarse estudiando las subclases
de enzimas, para mirar mas finamente si reacciones especificas, presentan una tendencia a un
plegamiento en particular.
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Los residuos que mds frecuentemente forman estructuras helicoidales, son las Alaninas, Leucinas y
Glutamicos. Los menores formadores de estas estructuras, son la Cisteina y el Triptéfano, seguidos
de Histidina, Metionina y Prolina.

Proteinas agrupadas por su contenido de estructura secundaria segun SCOP

En las proteinas agrupadas por su contenido de estructura secundaria, las mayores diferencias se
pueden encontrar en proteinas “pequefias”’, en los aminoacidos Cisteina, y Glutdmico, que
aparecen mas frecuentemente en hélices que lo que aparecen en las demds proteinas, y el
aminoacido Glicina que aparece menos en hélice que las demas. En el capitulo anterior, se observo
gue la Cisteina se encuentra en una frecuencia especialmente alta en proteinas pequefias.

Las proteinas clasificadas como “Otras”, también presentan diferencias en los residuos de
Glutdmico y Arginina, que estan menos frecuentemente en hélices, y la Asparragina y Serina, que
aparecen de forma ligeramente mas frecuente en hélices que lo que aparecen en las demas
proteinas. También Arginina y Triptéfano se observan mas frecuentemente en proteinas
clasificadas como “otras”, sobre las frecuencias de los mismos residuos encontrados en las demas
proteinas.

Proteinas agrupadas por su localizacién celular

En este grupo, las proteinas de superficie celular presentan las mayores diferencias con respecto a
la muestra PDBGlobal y las demds proteinas de diferentes localizaciones celulares. Las mayores
diferencias se pueden considerar asi: los residuos de aminoacidos que presentan una frecuencia
mayor en hélice que el PDBGIlobal, son Fenilalanina, Glicina, Isoleucina, Metionina, Treonina Valina
y Triptéfano, mientras que los aminoacidos que presentan menor frecuencia son: los aminoacidos
acidos Aspartico, Glutamico, Lisina, Asparragina, Glutamina y Arginina. Mientras que las hélices de
estas proteinas de superficie celular son mas ricas en Fenilalanina, Glicina, Leucina, Treonina,
Valina, y Triptétano. Segun esto, las hélices de las proteinas de la superficie celular, tienden a ser
hélices menos ricas en residuos polares, y mas ricas en residuos no polares; dicho de otra manera,
presentan hélices principalmente hidrofdbicas. Esto es coherente con el hecho de que estas
proteinas tienden a presentar una fuente interaccion hidrofdbica con proteinas de la membrana
y/o proteinas de la matriz extracelular, por lo que de alguna manera disminuyen sus interacciones
polares.

También se observan pequenas diferencias en los aminoacidos Glutamico, Glutamina y Arginina,
gue aparecen menos frecuentemente en proteinas de la membrana interna mitocondrial,
mientras que Fenilalanina y Glicina se encuentran con una frecuencia ligeramente mayor en las
mismas proteinas, con respecto a la muestra PDBGlobal.

Proteinas agrupadas por organismo

Las mayores diferencias se presentan en proteinas de las dos bacterias termofilas, Thermus y
Thermotoga, y en menor medida en las proteinas de Mycobacterium.
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En Thermus, la Alanina, Leucina, Glutdmico y Arginina, son los residuos con mayores frecuencias
en hélices, mientras que Aspartico, Isoleucina, Asparragina, Glutamina, Serina y Treonina aparecen
menos en hélices.

En Thermotoga, Alanina aparece menos en hélices, al igual que Glutamina. En cambio, el
Glutamico y la Isoleucina aparecen mas frecuentemente en estructuras helicoidales. Tanto en
Thermotoga como en Thermus, se encuentran particularidades debidas posiblemente a que sus
proteinas estan expuestas a un ambiente de alta temperatura, lo que las hace interesantes para la
busqueda de secuencias que provean termoestabilidad a las proteinas.

Mycobacterium, muestra una Lisina menos frecuente en estructuras helicoidales. Posiblemente
debido al ambiente acido en que usualmente vive, que podria interactuar fuertemente con la

carga positiva de este aminodcido.

Proteinas agrupadas por Phylum

Las mayores diferencias se presentan en proteinas de Archaea, en que Glutamico, Isoleucina, y
Lisina aparecen mas en hélices que las demas proteinas, mientras que Histidina, Glutamina y
Treonina aparecen menos.

Proteinas agrupadas por Tipo de Enzima

Como se ha mencionado antes, el grupo de enzimas es muy homogéneo en cuanto al uso de
aminodcidos en estructuras helicoidales. Esto sugiere que los plegamientos usados para construir
proteinas con actividad catalitica, son aproximadamente los mismos para catalizar diferentes tipos
de reacciones. Sugerimos que esto deberia confirmarse estudiando las subclases de enzimas, para
mirar mas finamente si reacciones especificas, presentan una tendencia a un plegamiento en
particular.

Proteinas agrupadas por Familia proteica

En esta agrupacion, que presenta la mayor heterogeneidad, las diferencias mas notorias estan en
qgue las proteinas Hiperestables CutAl hacen un mayor uso de Glutamico y Leucinas para la
construcciéon de las hélices, y menos uso de Fenilalanina, Glicina, Isoleucina, Metionina,
Asparragina, Prolina y Arginina. Dado que Glutamico y Leucina parecen ser fuertes formadores de
hélices, seglin las propensiones de Chou y Fasman, lo que sugiere que sus hélices pueden ser
bastante estables.

A manera de contraste, las hélices de los priones, presentan el menor contenido de Leucinas de
entre todas los 52 tipos de proteinas del presente estudio, con lo que esencialmente carecen del
residuo mas estable en élices, y en cambio estan construidas con Glutamina, Arginina, Treonina,
Valina y Tirosina. La Valina, segin Chou y Fasman, son los residuos mayores formadores de Hilos y
hojas Beta (Chou y Fasman, 1974a,b,c,; Chou y Fasman, 1977, Costantini, 2002). Esto puede
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contribuir a explicar en parte, la tendencia de las proteinas del Prién, a cambiar la estructura
tridimensional, asociada con enfermedad.

En GFP, las hélices aparecen formadas por Glutamico, Fenilalanina, y Prolina, principalmente,
mientras que en TGFB-BMP, las hélices se construyen principalmente con Glutamico, Isoleucina,
Leucina, y Arginina. Las proteinas CRISP construyen sus estructuras helicoidales en mayor medida,
con Lisina, Serina y Triptéfano. Las proteinas AFP son las que mas construyen sus hélices usando
Alanina. También usan Glutdmico para ello. Las Fosfolipasas A2 (PLA2), construyen sus hélices
usando principalmente Cisteina, algo completamente diferente de la proporcién de Cisteinas en
cualquier estructura secundaria. La Cisteina presenta una frecuencia de aparicion baja en todas las
estructuras secundarias, y en el caso de las PLA2, este aminodcido es el que aparece en mayor
proporcién en estructuras helicoidales.

La construccién de hélices con diferentes aminodcidos en diferentes familias, da cuenta de la
necesidad de que la estructura proteica se acomode a las particularidades del microambiente en
gue estan inmersas las proteinas y eventualmente, en la funcién que realizan.

4.1.4. Frecuencias de aminoacidos en hilos y hojas Beta, de las
proteinas evaluadas en el presente estudio

La siguiente figura resume el empleo de los diferentes aminodacidos en hilos y hojas beta, en
las proteinas agrupadas de acuerdo de los diferentes criterios.

Tendencias generales y Diferencias importantes

Al igual que en las estructuras helicoidales, las proteinas que muestran mayor homogeneidad en
las frecuencia de residuos en hilos y hojas Beta, son las proteinas agrupadas por tipo de enzima, y
las proteinas mas variadas en sus frecuencias en estructuras secundarias son las proteinas
agrupadas por familia. Las segundas mas variadas, son las proteinas agrupadas por organismo.

Los residuos que mas frecuentemente aparecen en estructuras hilos/hojas Beta, son las Valinas,
seguidas por las Leucinas e Isoleucinas, todos aminoacidos apolares. Los aminoacidos Cisteina y
Triptéfano, son los que menos aparecen en estas estructuras secundarias, seguidos por Histidina,
Metionina, y Prolina.

Proteinas agrupadas por su contenido de estructura secundaria segun SCOP

En la figura anterior (3.1.5.1.), aunque los aminodacidos tienden a comportarse de manera similar
en la mayoria de los grupos proteicos comparados con el PDB, es evidente que hay pequeias
excepciones, principalmente provenientes de las proteinas “pequefias”, y de las proteinas
clasificadas como “otras”. En las “pequenas”, la Cisteina tiende a estar en mayor proporcién en
estructuras Beta que cuando estd en el resto de proteinas de otros contenidos de estructura
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secundaria (en el capitulo anterior ya se discutié la importancia de las Cisteinas en la estabilizacion
de proteinas pequefias). En estas proteinas, la Valina, conocido como el mas fuerte formador de
hilos y hojas Beta, presenta en este grupo, la menor frecuencia hacia la formacion de estas
estructuras, con respecto al mismo residuo en las demds proteinas.
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Figura 4.1.4.1. Frecuencia de aparicién de aminodcidos en hilos y hojas Beta, en las proteinas analizadas en
el presente estudio.

En las proteinas “otras”, la Cisteina tiende poco a aparecer en hilos/hojas Beta. El comportamiento
de los demas aminoacidos es aproximadamente similar en todas estas proteinas.

Proteinas agrupadas por su localizacién celular

De nuevo, las mayores diferencias, se encuentran en proteinas de la Superficie celular, y en
menor medida, en el Complejo de Golgi. Sin embargo, las diferencias no son muy grandes. Sélo
vale mencionar que la Arginina en proteinas de superficie celular muestra la mayor frecuencia en

hilos Beta, que las Argininas de las demas agrupaciones de proteinas. Por otro lado, Fenilalanina
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muestra una mayor frecuencia en proteinas del Golgi, hacia los hilos Beta, que las demas
proteinas.

Proteinas agrupadas por organismo

En proteinas de Thermus, la Valina es el mayor formador de estructuras de hilos/hojas Beta. El
segundo mayor formador de esta estructura en Thermus, son las Leucinas, que como se vio en el
PDBGlobal, presenta una frecuencia alta tanto en hélices, como en hilos y hojas Beta. En estas
proteinas, la Cisteina aparece menos en esta estructura secundaria que en las demas proteinas del
grupo. En el capitulo anterior se discutid sobre la presencia de este aminodcido en bacterias.

A manera de comentario sobre las proteinas humanas, es en ellas donde la Lisina aparece menos
formando hilos/hojas Beta.

Proteinas agrupadas por Phylum

Al igual que con las hélices, en hojas Beta, las proteinas de Archaea son las que muestran un
comportamiento diferente en sus frecuencias. Pero al igual que en la mayoria de las proteinas, la
Valina es su mayor formador de esta estructuras secundarias. En cambio, la Isoleucina es mayor
formador de hilos/hojas Beta, que la Leucina, diferente al comportamiento en PDBGlobal.

Proteinas agrupadas por Tipo de Enzima

En las enzimas, sélo hay una pequefia diferencia por resaltar, y es la de el Glutdmico como un
mayor aportante a las estructuras secundarias, que en otros tipos de enzima y en el PDBGlobal.

Proteinas agrupadas por Familia proteica

De nuevo las familias proteicas forman el grupo mas heterogéneo en el aporte de los diferentes
aminodcidos a la estructura secundaria considerada. Como comentario muy llamativo, las
Cisteinas son el aminoacido mas abundante en las estructuras de hilos/hojas Beta, apareciendo en
casi el 20% de las mismas en proteinas de Fosfopilasa A2 (PLA2). La Tirosina (Y) es también un
residuo alto formador de esta estructura secundaria, constituyendo alrededor del 18% de las
mismas. A manera de contraste, en las B-Lactamasas no hay Cisteinas formando estructuras de
hoja Beta. Las Prolinas en PLA2, tampoco aparecen en hilos Beta.

Las proteinas secretoras ricas en Cisteina (CRISP), también muestran un alto contenido de Cisteina
en sus hilos Beta, con cerca del 13%. En ellas, ni la Histidina, ni la Prolina aparecen en este tipo de
estructura secundaria. Algo similar ocurre con las Globinas en que ni Metionina ni Asparragina se
encuentran formando esta estructura secundaria. La Glicina forma hojas Beta con mayor
frecuencia en GFP que lo que forma en proteinas de otras familias.
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4.1.5. Frecuencias de aminoacidos en Giros Totales, de las
proteinas evaluadas en el presente estudio.

Hemos llamado Giros totales, a la suma de los giros Beta, mas Dobleces, mas los Giros al azar
(“random coils”). Esto equivale a lo que Chou y Fasman consideraron en su articulo clasico, como
“giros” (Chou y Fasman, 1974a,b,c; Chou y Fasman, 1977, Costantini, 2002). Otros autores habian
ya clasificado diferencias en los giros, pero en general, se siguidé agrupando estos en una sola
categoria (Richardson, 1981).

En esta seccidn, presentamos las frecuencias de aminodacidos en la formaciéon de giros totales en
las diferentes proteinas. A continuacion, se muestra la figura 3.1.4.1., que agrupa las frecuencias

en giros totales.
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Figura 4.1.5.1. Frecuencia de apariciéon de aminoacidos en Giros totales, en las proteinas analizadas en el
presente estudio.

Tendencias generales y Diferencias importantes

En la figura 3.1.5.1., se observa que los aminodcidos de las diferentes agrupaciones proteicas, son
muy similares a las de la muestra PDBGlobal, en su tendencia a aparecer en estructuras de la
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totalidad de los giros, presentando la mayor homogeneidad de las estructuras secundarias
presentadas hasta ahora. Sin embargo, como se vera en las tres siguientes secciones, cuando se
subclasifican los giros, aparecen diferencias importantes entre diferentes grupos de proteinas.

Las proteinas con mayor diversidad en sus frecuencias de aminodcidos hacia la aparicién en giros,
son las proteinas agrupadas por familia proteica.

Dado que las diferencias son menos notorias en este tipo de estructura secundaria, en esta
subseccidn, agruparemos los comentarios de todos los grupos de proteinas en uno solo.

Con pequenas diferencias, la Glicina aparece en estos giros, en las proteinas “Otras” en mayor
proporcién, que en las demas proteinas. En la mayoria de las proteinas de este grupo, la Cisteina
presenta una baja frecuencia en giros totales, pero en las proteinas “pequefias”, este aminoacido
aparece con una frecuencia especialmente alta.

Los giros totales son dominantemente formados por el aminoacido Glicina y menos formados,
segun su frecuencia, por los residuos de Cisteina y de Triptéfano. Sélo en las familias de proteinas
aparecen otros aminoacidos con altas frecuencias en giros, como el caso del Aspartico como
formador de giros en Proteinas Morfogenéticas de hueso (TGFB-BMP), el Glutamico y la Prolina en
las proteinas Hiperestables CutAl, la Lisina y la Asparragina en las PLA2, La Asparragina, la Prolina
y la Serina en las proteinas CRISP, y la Tirosina en las proteinas del Prion.

Esto refuerza nuestra idea de que las particularidades del microambiente en que actia una
proteina y la funcidn que realiza, hace que se usen diferentes aminodacidos para la construccion de
la misma estructura secundaria, para darle caracteristicas particulares.

4.1.6. Frecuencias de aminoacidos en Giros tipo Dobléz, de las
proteinas evaluadas en el presente estudio.

En la figura 3.1.6.1., se puede ver que los aminoacidos de las diferentes agrupaciones proteicas,
son muy similares a las de la muestra PDBGlobal, lo que sugiere que en estas proteinas, los
aminodcidos se comportan aproximadamente igual, en frecuencia de aparicién en estructuras de
dobleces. Por ello, las observaciones siguientes, no se subdividen en los grupos de proteinas.

En todos los grupos de proteinas, el aminodcido mds frecuentemente encontrado en las
estructuras de dobléz, son las Glicinas, y los tres residuos menos frecuentes en esta estructura
secundaria, son Cisteina, Metionina, y Triptéfano, con excepciones a esto en las proteinas
agrupadas por familia proteica.

En las proteinas agrupadas por contenido de estructura secundaria (SCOP), localizacién celular,
Phylum y tipo de enzima, se presenta poca variabilidad, con pequefias excepciones: En las
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proteinas clasificadas como “otras”, la Arginina (N), y la Treonina (T), presentan frecuencias mas
altas en dobleces que lo que presentan otras proteinas. En proteinas agrupadas por localizaciéon
celular, las proteinas de superficie celular muestran mayor frecuencia del Glutdmico formando
dobleces que en otras proteinas. En proteinas agrupadas por Phylum, las proteinas de Archaes,
son, al igual que en las estructuras secundarias anteriores, las mas diferentes a las proteinas del
PDBGlobal. Es de recordar que entre los organismos que integran a Archaea, hay varios grupos de
organismos extremofilos, adaptados a ambientes con condiciones en que otros organismos no
sobreviven, lo que implica que sus proteinas deben asi mismo, presentar las adaptaciones
adecuadas para conservar la estabilidad estructural a pesar de condiciones extremas de
temperatura, salinida, acidez y alcalinidad, por ejemplo. En proteinas agrupadas por tipo de
enzima no se observan diferencias importantes.

En proteinas agrupadas por familia, la Glicina aparece casi dos veces mas frecuentemente en estos
tipos de giros, que en PDBGlobal. El aminodcido mds frecuente en dobleces tanto en proteinas
Hiperestables CutAl, como en GFP y en CRISP, es la Prolina. En Proteinas Morfogenéticas de
hueso, es el Glutamico el mas frecuente en esta estructura secundaria. En las Globinas, el
aminodacido mas formador de este tipo de giros, es la Fenilalanina. En PLA2, |la Cisteina presenta
una mayor frecuencia en giros que en ninguna otra familia de proteinas.

El residuo que mas frecuentemente aparece en giros tipo dobléz, es la Glicina, seguida por
Aspartico y Serina. Los menos formadores de estas estructuras, son La Cisteina, el Triptéfano y la
Metionina.
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Figura 4.1.6.1. Frecuencia de aparicion de aminoacidos en Giros tipo dobléz, en las proteinas analizadas en el
presente estudio.

4.1.7. Frecuencias de aminodcidos en Giros tipo Beta, de las
proteinas evaluadas en el presente estudio

En esta subseccidn se revisan las frecuencias de residuos en Giros tipo Beta en PDBGlobal, y los
demads grupos de proteinas.

Tendencias generales y Diferencias importantes

En la figura 3.1.7.1. se pueden ver pocas diferencias en la mayoria de los cuatro grupos de
proteinas menos variables en sus frecuencias de residuos en estructuras secundarias: en los
grupos SCOP, localizacidon celular, Phylum y Enzymas, la diferencias son minimas; entre los
diferentes organismos la variacién, aunque un poco mayor, sigue pequefia.. En cuanto a familias
proteicas aparece la mayor variabilidad. Lo mas conspicuo, es que el aminoacido Glicina es el que
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aparece mas frecuentemente en giros Beta, con la excepcidon evidente de las proteinas
Hiperestables CutAl, en las cuales el aminoacido mas frecuente en giros Beta es el Glutamico. A
manera de contraste llamativo, encontramos que el aminodcido mas parecido al Glutamico, el
Aspartico, no aparece en estructuras de giros tipo Beta, como tampoco la Cisteina aparece en
ellos. En estas proteinas, otros aminodcidos presentan frecuencia cero en giros Beta; son ellos,
Fenilalanina, Isoleucina, Metioinina y Triptéfano.
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Figura 4.1.7.1. Frecuencia de aparicion de aminodcidos en Giros tipo Beta, en las proteinas
analizadas en el presente estudio.

En los priones, la Treonina también forma giros Beta, mientras que en las demas proteinas,
aparece en estas estructuras, en frecuencias muy bajas. En CRISP, la Prolina y Serina también
aparecen con frecuencia en estos tipos de giros.

Los residuos que mas frecuentemente aparecen en estructuras de giros Beta, son las Glicinas, y no

hay otro residuo con frecuencias tan altas. Los menos formadores de estas estructuras, son las
Cisteinas, Triptofanos y Metioninas.
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4.1.8. Frecuencias de aminoacidos en Random Coils “Giros al
azar”, de las proteinas evaluadas en el presente estudio.
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Figura 4.1.8.1. Frecuencia de aparicién de aminodacidos en Giros al azar “Random Coils”, en las
proteinas analizadas en el presente estudio.

Tendencias generales y Diferencias importantes

Aqui se han considerado las frecuencias de cada aminoacido en las estructuras al azar. De nuevo,
las variaciones son pequefias en proteinas agrupadas por Phylum, localizacién celular y tipo de
enzima. En este caso, se observa mas variacion en familias de proteinas y en proteinas de
organismo diferente.

A diferencia de los otros tipos de giro, en que las Glicinas eran las de mayor frecuencia, las Prolinas
aparecen con mayor frecuencia, que las Glicinas, con la salvedad de que estas Ultimas aparecen
con una frecuencia ligeramente menor y son los segundos aminodcidos fuertes formadores de
giros aleatorios. En menor medida, aparecen frecuentemente las Serinas, Alaninas, Aspartico y
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Leucinas, en estas estructuras. Los aminoacidos Cisteina y Triptéfano, son los que menos aparecen
en estas estructuras secundarias.

En las proteinas clasificadas como “otras”, la Prolina es ain mdas dominantemente frecuente en
estos giros, que lo que ocurre en otras proteinas. En términos de frecuencia absoluta, el residuo
que presenta la mayor frecuencia en giros al azar, es la Glicina, en los priones, en que su
frecuencia en esta estructura esta cerca del 15%. Aparte de ello, la frecuencia mas alta de Prolina
en estos giros, estd en las proteinas de Thermus, con algo mas del 12%. En la otra bacteria termo
estable, Thermotoga, el aminoacido mas formador de giros randdmicos, es la Glicina, con algo mdas
del 10%.

En las proteinas agrupadas por familia, se evidencia que no sdlo las Glicinas y Prolinas forman giros
al azar, pues en proteinas anticongelantes (AFP), son las Alaninas, mientras que en las proteinas
CRIPS, es la Cisteina, seguida cercanamente en frecuencia por Asparragina, Serina y Treonina. Es
decir, en estas proteinas, adaptadas a bajas temperaturas, los giros al azar se construyen con
residuos mas polares que en las demads proteinas. La Asparragina también es el residuo mas
comun en esta estructura en las Fosfolipasas A2, seguido por Tirosina y Glicina. Ademas de la
Glicina, el residuo mas formador de giros al azar en GFP, son las Lisinas y Leucinas.

4.2. Frecuencias de tripletas en las estructuras secundarias

Se presentan aqui, las frecuencias de las tripletas y la estructura secundaria en la que aparecen, en
el PDBGIlobal. En este caso, se han analizado sdlo las frecuencias.

4.2.1. Frecuencias de tripletas en estructuras secundarias, en el
PDBGIlobal

En la seccidon actual, se estudiaron las frecuencias de aparicién de tripletas en estructuras
secundarias. En este caso, al hablar de tripletas de residuos, las tripletas estructurales, es decir la
estructura secundaria en que aparece cada tripleta de aminodacidos, se agruparon de la siguiente
forma: tripletas puras, de la forma “XXX”, en que los tres residuos de aminodcidos de la tripleta,
estan en la misma estructura secundaria. Ellas son HHH, BBB, SSS, TTT, UUU, para indicar hélices,
hilos Beta, Dobleces, Giros Beta y Giros al azar, respectivamente.

Luego se agruparon tripletas que hemos llamado “tripletas transicionales”, de la forma “XYY” &
“XXY”. En este grupo, quedaron las tripletas de transicion de hélice a dobléz: HHS y HSS; transicidn
de hélice a giro Beta (HHT y HTT); transicion de hélice a giro al azar (HHU y HUU); transicién de
hélice a hilos/hojas Beta (HHB y HBB), y asi, sucesivamente.
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Finalmente, una categoria agrupd las tripletas de la forma “XYZ”, 6 “XYZ”, en que al menos un solo
residuo de aminodcido estaria asignado a una estructura secundaria, lo cual no tiene sentido
desde el punto de vista de la estructura, pues no hay una estructura secundaria, como una hélice,
gue tenga una longitud de un solo aminodcido. A estas tripletas, que no hemos incluido en el
estudio, les hemos llamado, “tripletas de dificil interpretaciéon biolégica”.

Para presentar los resultados de estas frecuencias, hemos agrupado las transiciones posibles entre
dos tipos de estructuras secundarias ¢ tripletas estructurales puras. Es decir, a manera de ejemplo,
en la primera grafica se presentan las tripletas HHH y sus transiciones hacia y desde dobléz:
HSS+HHS, SHH+SSH, y por supuesto, SSS.

Para todas estas tripletas estructurales, hemos calculado la frecuencia de aparicion de cada
tripleta de aminodcidos, calculada como el niumero de veces que aparece cada tripleta de
aminodcido en cada tripleta estructural, dividido entre el nimero total de veces que aparece la
tripleta de aminoacidos. Hemos escogido un umbral de frecuencia de apariciéon para comentar
sobre las tripletas de mayor frecuencia de aparicién en las proteinas del PDBGlobal.

En este caso, y como demostrd el estudio de grupos de proteinas, nos hemos circunscrito al
analisis del PDBGlobal y no a los grupos de proteinas, dado que buscamos valores que contribuyan
a identificar reglas en el universo proteico.

Una vez se identificaron las tripletas que presentan mayor frecuencia de aparicién en una
estructura secundaria, hemos presentado las graficas de la frecuencia de aparicién de las mismas
en las diferentes estructuras secundarias, con el fin de identificar las tripletas que presentan una
especie de frecuencia alta absoluta, que permita identificar combinaciones de tres aminoacidos
gue muestren una fuerte tendencia hacia la formacién de estructuras secundarias particulares.

Sobra decir que las tripletas de transicién entre una estructura secundaria y otra, se han incluido
en esta seccidn. Las siguientes figuras se componen de dos graficas, la primera de las cuales, la de
arriba en la figura, muestra las tripletas que mas frecuentemente aparecen en una estructura
secundaria dictada por la tripleta estructural correspondiente a cada tripleta de aminoacidos. La
segunda grafica, en la parte baja de cada figura, muestra que las tripletas que se identifican con
alta frecuencia en una estructura, presentan su maxima frecuencia, justamente en esa estructuray
no en otra.

Sobre las hélices y dobleces, y las transiciones entre ellos
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Figura 4.2.1.1. Tripletas con alta frecuencia hacia la formacién de tripletas puras de hélices (HHH),
dobleces (SSS), y las transiciones entre estas dos estructuras secundarias (HHS+HSS y SSH+SHH).
En la gréfica de arriba, se presentan estas frecuencias. En la de abajo, las tripletas de mayor
frecuencia.

Aunque en la parte de arriba de la figura se ven unas veintidos tripletas con altas frecuencias, en la
grafica de abajo, se evidencian sélo unas cuantas de ellas.

En la figura anterior, arriba, las tripletas mas frecuentes en estructuras helicoidales (HHH), son ALA
(Alanina-Leucina-Alanina), y AAL (Alanina-Alanina-Leucina), formadas por tres residuos no polares,
y conocidos por su alta propension Chou y Fasman hacia hélices. La segunda tripleta mas
frecuente en hélices, es LAK (Leucina Alanina Lisina). En la parte de debajo de la figura, en el
extremo izquierdo, se ve que estas dos tripletas son las mayores formadoras de hélices en
PDBGlobal.

Las tripletas, SRW (Serina Arginina Triptdfano), y TWD (Treonina Triptofano Aspartico) tienen las
frecuencias mas altas en altas transiciones de dobléz a hélices (SSH+SHH). Como se puede ver,

estan constituidas por un residuo con cadena lateral hidroxilo, un triptéfano y un residuo cargado.

La tripleta NQT (Asparragina-Glutamina-Treonina), es la tripleta con la mayor frecuencia en las
transiciones entre dobleces y hélices, seguida por la tripleta RTG (Arginina-Treonina-Glicina).

La tripleta con la mayor frecuencia en la transicidn entre hélices y dobleces (SSH+SHH), es la
tripleta NQT, formada por Asparragina-Glutamina-Treonina.
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Sobre las Hélices y giros Beta, y las transiciones entre ellos
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Figura 4.2.2.1. Tripletas con alta frecuencia hacia la formacidén de tripletas puras de hélices (HHH),
Giros Beta (TTT), y las transiciones entre ellos (HHT+HTT y TTH+THH). En la grafica de arriba, se
presentan estas frecuencias. En la de abajo, las tripletas de mayor frecuencia.

Ya se comentd en la seccion 3.2.1., que la tripleta AAL aparece con alta frecuencia en hélices.

Las tripletas con frecuencia mas alta para la transicion entre hélices y giros Beta, son: AAG, EAG,
ELG, ALG, LLG, vy otras, que en general, implican la terminaciéon _AG 6 _LG. Es decir, la
combinacion LG aparece frecuentemente en la transicidon de hélice e inicio de giros Beta. También
se da la combinacion _DG como iniciador de giros a partir de hélices y de otras estructuras
secundarias (secciones subsiguientes de este capitulo). Esto es coherente con el hallazgo de que
las Glicinas aparecen usualmente en la terminacién carboxilo terminal de las hélices (C-cap)
(Preissner y Bork, 1991; Bork y Preissner, 1991; Doig y Baldwin, 1995).

La tripleta que mds frecuentemente aparece en medio de giros Beta en la forma TTT, es la tripleta
PET (Prolina-Glutdmico-Treonina). Es un dato llamativo, ya que el residuo individual que mas
aparece en esta estructura secundaria, es la Glicina. Sin embargo, el hecho de que Glicina sea muy
frecuente, pero no aparezca en la tripleta estructural TTT, sugiere que la Glicina sea mas un
iniciador de giros Beta, que un “continuador” de esa estructura.
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En la transicién entre la terminaciéon de un giro Beta y el inicio de una hélice, la tripleta mas
frecuente es KLK (Lysina-Leucina-Lysina). Esto diferente de la idea de que los iniciadores de hélices
(N-cap), sean los aminoacidos aceptores de enlaces de hidréogeno, como Asparragina, Aspartico,
Serina y Treonina (Doig y Baldwin, 1995). En este caso, un residuo cargado positivamente y dador
de enlace de hidrégeno inicia una hélice. En los estudios anteriores, se han estudiado los inicios y
finales de estructuras helicoidales, sin discriminar las transiciones desde y hacia otras estructuras
secundarias.

En la parte de debajo de la figura 3.2.2.1. se puede verificar que las tripletas mencionadas, son
efectivamente las que mds frecuentemente forman las estructuras secundarias presentadas.

Sobre las Hélices y giros al azar, y las transiciones entre ellos
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Figura 4.2.2.1. Tripletas con alta frecuencia hacia la formacién de tripletas puras de hélices (HHH),
Giros Beta (TTT), y las transiciones entre ellos (HHT+HTT y TTH+THH). En la gréfica de arriba, se
presentan estas frecuencias. En la de abajo, las tripletas de mayor frecuencia.

En el capitulo anterior se habldé sobre la presencia elevada de tripletas de Histidina (HHH) en el
PDBGIlobal. En este caso, se encuentra que la Histidina aparece con una frecuencia especialmente
alta en estructuras de giros al azar, UUU (barra mas alta, color naranja). Aparte de ella, la tripleta
GSH (Glicina-Serina-Histidina). En la figura de abajo se puede ver que otras tripletas aparecen con
mayor frecuencia en UUU, que son SSH (Serina-Histidina-Histidina), HSS (Histidina-Serina-Serina), y
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GSH (Glicina-Serina-Histidina), lo que muestra que las combinaciones con Histidina y Serina,
pueden presentar una tendencia a la formacidn de estas estructuras aleatorias.

En cuanto a la transicidn entre hélices y giros al azar, las dos tripletas con la mayor frecuencia en
ellas, son DEG (Aspdrtico-Glutamico-Glicina) y EGL (Glutdmico-Glicina-Leucina). Al parecer la
combinacion de aminodcidos con cadena lateral acido y Glicina, pueden contribuir a la transicién
de hélices a random coils.

Finalmente, la terminacién de giros al azar para empezar estructuras helicoidales, encuentran en
las tripletas TPE, SPE, DPE, DPA, y RPE (T:Treonina, S:Serina, P:Prolina, D: Acido aspartico, E:Acido
Glutamico, R:Arginina). En este caso, las combinaciones de Prolina y un residuo 4acido en el
extremo carboxilo de la misma, parecen facilitar el paso de giros al azar, y hélices. Sobra decir que
el Glutamico es un de los aminodacidos con mayor propensién hacia la formacion de hélice, y que la
Prolina es un “rompedor” de hélices, segin Chou y Fasman (Chou y Fasman, 1974a,b,c; Chou y
Fasman, 1977, Costantini, 2002).

Es importante anotar que en la totalidad de proteinas del PDB (PDBUniverso), las dos tripletas mas
abundantes fueron FQD y WWP, y que estas dos tripletas aparecen en estructura de giros al azar.
Esto es importante, porque esta es una estructura importante dentro de la funcién proteica, pues
aunque los giros al azar se constituyen en alrededor del 25% de las proteinas (al inicio de este
capitulo), cerca del 50% de la funcién proteica, se encuentra en zonas de giros al azar (Tokuriki et
al, 2008)

Sobre las Hélices y giros Beta, y las transiciones entre ellos

~———BBH+BHH ———HHB+HBB =———BBB =——HHH
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Figura 4.2.2.1. Tripletas con alta frecuencia hacia la formacién de tripletas puras de hélices (HHH),
Giros Beta (TTT), y las transiciones entre ellos (HHT+HTT y TTH+THH).

Como se vio en la primera seccidn de este capitulo 3, la Valina (V), es el residuo que aparece con
mayor frecuencia en hilos/hojas Beta. Ademas, es el residuo con mayor propension hacia esta
estructura secundaria, segun se ve en el siguiente capitulo 4, seccion 1, y en la literatura (Nowick y
Shabana, 1997). Pues bien, no es de extrafiar, que la tripleta de Valinas (VVV), sea la mas
frecuentemente encontrada en estas estructuras. La segunda tripleta mas frecuente en hilos/hojas
Beta, es la tripleta VLV (Valina-Leucina-Valina); la Leucina también presenta una alta frecuencia
como aminoacido individual en esta estructura, y una alta propension hacia la formacién de la
misma.

La tripleta mas frecuente en la transicion entre hilo/hoja Beta y hélice, es WNS, formada por tres
residuos que no presentan altas propensiones hacia hélices u hojas. Esto es llamativo, pues se
esperaria que residuos poco frecuentes en una estructura secundaria especifica, formaran
tripletas con baja frecuencia en cualquiera de las estructuras secundarias; sin embargo, la tripleta
WNS muestra que las tripletas permiten ver una parte del panorama: la de la tendencia a aparecer
en las transiciones entre estructuras secundarias. En el siguiente capitulo, en que se analizan las
propensiones, se vera que el valor de propension de algunas tripletas no estad dado hacia la
formacion de una estructura pura, sino hacia la formacidén de tripletas de transicion entre
estructuras secundarias, extendiendo el concepto de propensiéon hacia otro aspecto de Ia
estructura secundaria de las proteinas.

Las tripletas frecuentes en la transicién entre hélices y hojas Beta, son RLI (Arginina-Leucina-
Isoleucina), ENI (Glutdmico-Asparragina-Isoleucina), DRV (Aspartico-Arginina-Valina) y NIL
(Asparragina-Isoleucina-Leucina). En general, combinaciones de residuos que contienen cargas

negativas y positivas, combinados con aminoacidos no polares.

Sobre los giros tipo dobléz y los hilos/hojas Beta, y transiciones entre ellos
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Figura 4.2.2.2. Tripletas con alta frecuencia hacia la formacién de tripletas puras de hilos Beta
(BBB), dobléz (SSS), y las transiciones entre ellos (BBS+BSS y SSB+SBB).

En la grafica anterior, 3.2.2.2., se puede ver que las tripletas con mayor frecuencia en la estructura
de giro tipo dobléz, son KSP, CDG, GTG y GSW.
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CONCLUSIONES CAPITULO 4 - FRECUENCIAS DE LAS
SECUENCIAS CORTAS EN LAS ESTRUCTURAS
SECUNDARIAS

El contenido de estructura secundaria varia entre grupos de proteinas, siendo las estructuras
helicoidales, las mas comunes, y la suma de los tres tipos de giros, las siguientes estructuras mas
comunes.

De entre los tipos de giros en proteinas, los mas comunes, son los giros al azar (“random coils”),
gue aparecen con frecuencia aflorando a la superficie de las proteinas, y resultan importantes para
la funcion de una proteina en términos de su interaccion con otras moléculas. Esto justifica que se
le considere separado de los demas giros.

En general, Triptéfano y Cisteina, son los residuos con menor frecuencia en cada una de las
estructuras secundarias, lo que es inferible de la frecuencia de estos residuos en las proteinas. El
Triptéfano, es un aminodacido grande y no polar, cuyo transporte en el citoplasma celular, resulta
costoso energéticamente para la célula. Al parecer, este aminodcido estd involucrado en Ia
formacion de conformaciones que por su restriccion estérica, adoptan formas geométricas muy
particulares. La Cisteina, a pesar de su baja frecuencia de aparicion, resulta de especial
importancia para la estabilizacién de la estructura tridimensional. Parece que su papel esta en la
generacion de enlaces covalentes a larga distancia y no es importante en la conformacién de hojas
o hélices. La tripleta Triptéfano-Triptdfano-Prolina (WWP), que es una de las mas frecuentes en las
proteinas (ver Cap 3), aparece casi siempre formando una estructura de giro al azar. Esto se ve
reforzado con que es la tripleta con el Indicador de Preferencia Estructural (IPE) mas alto, lo que
indica que la estructura secundaria formada por estos residuos es muy estable (ver Cap 5). Es
posible que dado que los giros tienden a aflorar a la superficie de las proteinas, esta tripleta sea
importante en la funcidén proteica, posiblemente en la interaccién hidrofébica con otras proteinas.

La Alanina, Leucina y Acido Glutdmico, son los aminoacidos que mds frecuentemente aparecen en
estructuras helicoidales, mientras que Cisteina, Triptdéfano, Prolina e Histitina, son residuos que
aparecen poco en las estructuras helicoidales, lo que refuerza el concepto de propension de
algunos aminodcidos hacia la formacidn de estructuras secundarias, que se analiza en el capitulo
siguiente. Esto se ve reforzado con el IPE para las tripletas formadas por al menos dos de estos
tres aminodcidos, en que los valores de IPE son altos para la formacién de estructuras helicoidales,
tipo HHH, lo cual habla de una alta estabilidad de estos residuos en la formacién de hélices. Estos
resultados encuentran su analogo en un trabajo previo, publicado por nosotros, en que se miden
secuencias cortas de aminoacidos, de diferentes longitudes (Mossos, et al, 2014). La tripleta AAL
es la tripleta que aparece con mayor frecuencia en estructuras helicoidales.
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Los residuos de Valina son los que mds aparecen en estructuras de hilos y hojas Beta. Como se
vera en el capitulo siguiente, las tripletas de Valina-Valina-Valina, presentan un IPE de mas de 0.5,
en la formacién de hojas Beta, que implica que la mayoria de las veces, domina en esta estructura
secundaria, y las hace estables. Después de Valina, los residuos que mas aparecen en estas
estructuras, son los de la Isoleucina. Los residuos de Valina e Isoleucina, son bastante parecidos en
la estructura de su cadena lateral, y ambos son residuos preferidos para la construccién de hilos y
hojas Beta. Sin embargo, el residuo mas parecido a la Isoleucina es la Leucina, que es en contraste,
un fuerte formador de hélices. Esto nos lleva a hipotetizar que la Leucina pudo haberse mutado en
la estructura de su cadena lateral, convirtiéndose en Isoleucina para facilitar la formacion de hilos
Beta, siendo las Leucinas, mads antiguas que las Isoleucinas (Trifonov, 2000)

Los residuos de Glicina, aparecen preferencialmente en Giros tipo Beta, y en menor medida en
Giros tipo dobléz, mientras que los residuos de Prolina son los que dominantemente aparecen en
estructuras al azar. Los giros tipo Beta requieren mas cercania entre los aminoacidos cercanos al
giro, y la cadena lateral mas pequena es la de la Glicina; los dobleces podrian considerarse un giro
Beta sin un enlace de hidrégeno estabilizador. La Prolina con su torsién debida al amino
secundario, estaria causando la formaciéon de un giro particular, diferente a los demds (ver
conclusiones del capitulo 3).

Los residuos de Metionina, Asparragina, Glutamina, y Triptéfano presentan frecuencias de
aparicion bajas y aproximadamente iguales en todas las estructuras secundarias , lo que indica que
se acomodan en una estructura, dependiendo del contexto (es decir, de sus aminoacidos vecinos,
y no determinan por si mismos, la presencia de una estructura secundaria en particular.

Las proteinas virales presentan menores contenidos de estructuras helicoidales, y mayores
contenidos de estructuras Beta que las proteinas de los demas Phyla.

Las proteinas agrupadas por familia proteica y por contenido de estructura secundaria, presentan
las mayores variaciones en estructura secundaria. En ellas, las estructuras secundarias estan
construidas con diferentes combinaciones de aminodcidos.

Hay tripletas que aparecen casi exclusivamente en una estructura secundaria en particular, como
WMC, que aparece mas del 96% de las veces en HHH, la tripleta Histidina-Histidina-Histidina,
aparece mas del 90% de las veces en UUU, SHH aparece mas del 80% de las veces en UUU, para
citar unos ejemplos, que ademas presentan un IPE mayor de 0.7, lo que indica que para hacer
prediccién de estructura, no se pueden considerar Unicamente los aminodcidos individuales, sino
gue es conveniente mirar secuencias cortas en diferentes combinaciones de aminoacidos, y
ademads, hay que mirar el contexto de secuencia. Esto puede ser una de las causas de las bajas
predictibilidades de algunos modelos predictivos, basados en aminodcidos individuales.

El motivo de secuencia WWP, que en el capitulo anterior aparece en una muy alta frecuencia,
forma un tipo de giro particular, posiblemente debido al tamafio de la cadena lateral del
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Triptdfano, y la torsidn causada por el grupo amino secundario de la Prolina. Este giro particular se
constituye en un tipo de giro que no estad considerado entre las estructuras secundarias, y que
reportamos como una nueva estructura, sumada a los otros tipos de giros.
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CAPITULO 5. TENDENCIA DE AMINOACIDOS A
ADOPTAR ESTRUCTURAS SECUNDARIAS
PARTICULARES

En este capitulo analizamos la tendencia de los aminoacidos y tripletas para aparecer en
determinadas estructuras secundarias. Para expresar estas tendencias, usamos tres indicadores
diferentes: Las propensiones definidas por Chou y Fasman, la Entropia Conformacional y el
Indicador de Preferencia Estructural, que introdujimos en un trabajo anterior (Mejia y Tischer,
2007), y que aplicaremos en los presentes analisis.

En la seccién 5.1 evaluamos la propensién de Chou y Fasman en la muestranPDBGLobal y en las
agrupaciones consideradas a lo largo de este estudio. La seccién 5.2 se amplia este analisis
contrastando la Propension con la Entropia Conformacional y el Indicador de Preferencia
estructral. La seccion 5.3 presenta el analisis de las Propensiones de Chou y Fasman en tripletas de
residuos de aminodcidos.

5.1. Propensiones Chou y Fasman

Se presentan aqui las propensiones, entropias e IPE, y se comparan unas con otras, resaltando el
uso del IPE como complemento de la propension.

5.1.0. Propensiones de C&F en las proteinas de PDBGIlobal.

En el presente capitulo, se calcularon los valores de propensién de Chou y Fasman (C&F) para la
formacidn de estructuras secundarias hélice a, Hoja B y giros (Pa, Pb, Pc), de acuerdo con lo
reportado por los autores originales (Chou y Fasman, 1974; Chou y Fasman, 1978a,b), en la
muestra PDBGlobal, y los diferentes grupos proteicos del presente estudio, y se compararon con
las propensiones de Chou y Fasman, actualizadas y publicadas por Costantini y colaboradores, con
una muestra de mas de 2000 proteinas del PDB (Costantini et al., 2006), que hemos llamado
muestra PDBLit, y cuyas frecuencias y propensiones se presentan en la tabla 5.1.0.1.

El cdlculo de las propensiones de Chou y Fasman, para un aminodcido X en una estructura
secundaria Y, se realiza de la siguiente manera, segin Chou y Fasman (1974):

# de veces que aparece Xen Y + # total de aminoacidos enY
# total de apariciones de X + # total de aminoacidos

Con estas propensiones se pretende conocer la tendencia intrinseca de cada aminoacido en cada
estructura secundaria.

En nuestra muestra PDBGIlobal, y las submuestras de proteinas agrupadas por diferentes criterios,
analizamos no sdlo las propensiones de Chou y Fasman para las tres estructuras secundarias
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Hélice Alfa, Hojas Beta y Giros, sino que agrupamos los tres diferentes tipos de hélices en una sola
categoria de estructura secundaria, y lo mismo hicimos para hilos y hojas Beta. Sin embargo, los
giros, si se discriminaron en Giros Beta, en que hay un enlace de hidrégeno que contribuye a darle
rigidez y estabilidad; dobleces, en que no hay presente un enlace de hidrégeno, lo que le da mas
flexibilidad, y giros al azar (Smith et al, 1996), en que aparentemente no hay una periodicidad ni
regularidad identificable (Kabsch y Sander, 1983). Con esto, ofrecemos una novedad en cuanto a la
identificacidn de la tendencia a formar estructuras secundarias.

En las siguientes figuras, se han comparado los valores de propension Chou y Fasman entre
nuestra muestra PDBGlobal, y los valores actualizados a partir de PDBLit (Costantini et al, 2006),
donde los criterios de seleccidon fueron similares a los usados en el presente trabajo. Como se
observa en la figura 5.1.0.1., las dos muestras son esencialmente iguales en términos de las
frecuencias de los aminoacidos.

[y
(=]

e Frec Costantini

e Frec PDBGlobal

O R N W & 01l & N 00 ©
Il

Frecuencias aminoacidos. Comparaciéon CyF Costantini, y PDBGlobal

G P T HNSCVDYF I WMIKIROQULE A

Figura 5.1.0.1. Comparacion entre las frecuencias de los aminoacidos individuales entre la muestra
PDBGlobal, y la muestra FrecLiterat, reportada por Costantini et al (2006).

En la siguiente tabla se presentan las propensiones cldsicas de Chou y Fasman, con 15 proteinas,
las actualizadas por Costantini e tal (2006), con mas de 2000 proteinas, y las calculadas en el
presente trabajo, con mas de 19000 proteinas. Pa, Pb y Pc, significan Propensién a formar hélices,
Propensién a formar hilos y hojas Beta, y Pc: propensién a formar giros.
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Tabla 5.1.0.1. Propensiones de Chou y Fasman, clasicos, calculados con una muestra de 15 proteinas (Chou y
Fasman, 1974a), los calculados con una muestra de mas de 2000 proteinas (PDBSelect) (Costantini et al.,
2006), y los calculados en nuestra muestra de mas de 19000 proteinas (PDBGlobal). Pa se refiere a la

propensién a formar hélices; Pb, a formar hilos/hojas Beta, y Pc, a formar giros.
Aa Pa-C&F Pa-Const Pa-PDBGlobal Pb-C&F Pb-Const Pb-PDBGIlobal Pc-C&F Pc-Const Pc-PDBGlobal

A 141 1.39 142 0.72 0.75 0.75 0.82 0.80 0.79
C 0.66 0.74 0.85 1.40 131 1.36 0.54 1.05 0.93
D 0.99 0.89 0.91 0.39 0.55 0.55 1.24 133 132
E 159 135 1.39 0.52 0.72 0.70 1.01 0.86 0.84
F 1.16 101 1.00 1.33 143 1.44 0.59 0.76 0.76
G 0.43 0.47 0.47 0.58 0.65 0.67 177 1.62 1.61
H 101 0.92 0.76 0.80 0.99 0.84 0.81 1.07 128
| 1.09 1.04 1.03 1.67 171 174 0.47 0.59 0.57
K 1.23 111 1.15 0.69 0.83 0.82 1.07 1.00 0.98
L 134 132 1.30 122 1.10 115 0.57 0.68 0.67
M 1.30 121 1.14 1.14 0.99 0.97 0.52 0.83 0.90
N 0.76 0.77 0.77 0.48 0.62 0.65 1.34 1.39 138
P 0.34 0.50 0.55 0.31 0.44 0.44 1.32 172 167
Q 127 1.29 1.26 0.98 0.76 0.78 0.84 0.89 091
R 121 117 121 0.84 0.91 0.88 0.90 0.91 0.90
S 0.57 0.82 0.79 0.96 0.85 0.85 1.22 124 125
T 0.76 0.76 0.76 117 1.23 124 0.90 1.07 1.07
\% 0.90 0.89 0.88 1.87 1.86 1.89 041 0.64 0.62
W 1.02 1.06 1.10 1.35 1.30 133 0.65 0.79 0.74
Y 0.74 0.95 0.97 1.45 1.50 1.46 0.76 0.78 0.77

5.1.0.1 Propensiones de Chou y Fasman para estructuras helicoidales

En la figura 5.1.0.2., se muestran los valores de propensién de Chou y Fasman, para estructuras helicoidales.
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Figura 5.1.0.2. Propensiones de C&F, hacia estructuras helicoidales, para aminoacidos individuales, en C&F

Pa-C&F Pa-Const e pPa-PDBGlobal

original, la muestra PDBLit por Costantini et al, y la muestra PDBGlobal.

Se observa que aunque las frecuencias de los 20 aminodacidos son muy similares, hay diferencias
en las propensiones hacia la formacidon de hélices. Como puede observarse en la figura, las
propensiones de Chou y Fasman, son las mas diferentes, mientras que las de Costantini y las de
PDBGlobal, estan mas cercanas entre ellas. Se observan pequefas variaciones en Prolina (P),
Cisteina (C) y Lysina (K), en que las de nuestra muestra son ligeramente mayores, e Histidina (H) y
Metionina (M), menores en nuestra muestra con respecto a las propensiones actualizadas de
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Costantini. Como es conocido y de esperarse, Glicina y Prolina son los residuos con menos
tendencia a aparecer en hélices, mientras que Arginina (R), Glutamina (Q), Leucina (L), Glutamico
(E) y Alanina (A), son los de mayor propension hacia hélices.

5.1.0.2 Propensiones de Chou y Fasman para estructuras hojas y hilos

En la siguiente figura (5.1.0.3.), pueden verse las propensiones hacia la formacién de hilos y hojas
Beta obtenidas en PDBGlobal, en comparacién con las obtenidas por Costantini en PDBLit. Como
puede notarse alli, las propensiones hacia estructuras Beta son casi iguales, con la excepcion
notoria de la Histidina, en que el valor obtenido en PDBGlobal, es menor que en PDBLit.
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Figura 5.1.0.2. Propensiones de C&F, hacia hilos y hojas Beta, para aminoacidos individuales. Se presentan
los valores originales de Chou y Fasman, la muestra PDBLit reportada por Costantini et al, y los de la muestra
PDBGlobal.

En la figura 5.1.0.2., se ven diferencias muy pequefias entre las propensiones actualizadas de
Costantini y las de PDBGlobal, con la excepcidon notoria de la Histidina, que presenta mayor
propension en la muestra de Costantini. Es mas notoria la diferencia con las propensiones C&F
originales, con Prolina (P), Acido Aspartico (D) y Asparragina (N) como los residuos menos
formadores de hilos y hojas Beta, y algunos residuos de valores medios hacia estas estructuras.

5.1.0.3 Propensiones de Chou y Fasman para giros
En la siguiente figura (4.1.0.4), se pueden ver las propensiones para estructuras de giros (Pc), en
las muestras PDBGlobal y PDBLit. Como puede notarse alli, aunque las propensiones son casi

iguales en ambas muestras, hay pequefias diferencias en los aminoacidos Triptéfano (W) y Cisteina
(C) que son menores en el PDBGlobal que en la muestra de Costantini, y los aminoacidos Metioinia
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(M) e Histidina (H) que son algo mayores en propension hacia giros en PDBGlobal que en PDBLit.
La mayor diferencia estd en Histidina que presenta casi 0.1 de diferencia en PDBGlobal, mayor que
en PDBLit.

2.0
1.8
1.6
1.4 -
1.2 -
1.0 o
0.8 -
0.6 -
0.4 -~
0.2 -~

Pc-C&F Pc-Const e Pc-PDBGlobal

Propensiones de Chou y Fasman para giros totales

0-0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 1 1 1 1 1

I VLWFYAERMQCKT SHDNGYP
Figura 5.1.0.4. Propensiones hacia la formacién de giros (Pc), calculados originalmente por C&F, y las de las

muestras PDBGlobal y PDBLit.

En la figura anterior (4.1.0.4) es evidente que las propensiones actualizadas se diferencian de las
propensiones originales, y que ademas, aunque hay mayor parecido entre las actualizadas por
Costantini y las nuestras, hay diferencias mayores en los residuos Cisteina (C), e Histidina (H), y
diferencias menores en los residuos Triptéfano (W) y Metionina (M).

Los residuos menos propensos a aparecer en giros, son Isoleucina (I), Valina (V), Leucina (L),
Triptéfano (W), Fenilalanina (F), Tirosina y Alanina (A), es decir los residuos menos polares -mas
hidrofdbicos-, mientras que los residuos con mayor propensién hacia giros, son los residuos mas
hidrofilicos, lo que es coherente con la idea de que los giros tienden a aflorar a la superficie de las
proteinas, interactuando con el entorno acuoso (Chou, 2000).

Por otro lado, es evidente que los residuos con mayor propensién hacia giros, son Glicina y Prolina,

gue ademas aparecen entre los de menos propensién hacia otros tipos de estructuras secundarias,
como hélices e hilos Beta.
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5.1.0.4. Propensiones de Chou y Fasman, subclasificando los tipos
de giros en dobléz, giro Beta, y giro al azar

Dado que en el presente estudio hemos trabajado con las estructuras helicoidales (Alfa, Pi y 310)
agrupada en una sola estructura de “helicoidales”, y los hilos Beta agrupados con las hojas Beta,
las propensiones de Chou y Fasman para ellas, son esencialmente las mismas. Sin embargo, en el
presente estudio, hemos subdividido los giros, en consideracién a su importancia en la movilidad
de las estructuras proteicas, a su importancia como conectores entre otras estructuras
secundarias, y a su evidente participacién en la funcidon de las proteinas. En la Figura 5.5. se
pueden ver las propensiones para los diferentes tipos de giros (dobléz, giro Beta con enlace de H
estabilizante y Giro al azar).

2.50

Pa Pb e pcPDB Ps Pt Pu

2.00 -

1.50 -

1.00 -

0.50 -
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Figura 5.1.0.5. Propensiones de Chou y Fasman calculadas para los tres tipos de giros, segun DSSP.

En la figura 5.1.0.5., las convenciones son: Ps=Propensiones a formar dobléz; Pt=Propensiones a
formar giros Beta con un enlace de hidrégeno que los estabiliza, y Pu=Propensiones a formar giros
al azar. En color negro, la propensiéon de Chou y Fasman calculada para los giros en general, si
subdividirlos. En color gris, la propension a formar estructuras Beta para cada aminodacido, y en
color crema, la propension a formar estructuras helicoidales.

Algunos aminodacidos presentan una mayor tendencia a formar unos tipos de giros, que otros. Por
ejemplo, la Metionina presenta mayor tendencia a formar giros al azar, que otros tipos de giros, al
igual que Cys. En las propensiones a formar giros al azar, los aminoacidos que presentan mayor
tendencia a formar estos tipos de giros, son, en orden descendente: Prolina, Histidina, Treonina,
Cisteina, Metionina e Isoleucina. La Prolina y la Histidina son fuertes formadores de giros, y por
encima de sus propensiones hacia otras estructuras secundarias, tienden a formar estructuras al
azar. También es notorio que en general, los residuos fuertes formadores de Giros, son los mas
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débiles formadores de estructuras helicoidales e hilos/hojas Beta, y viceversa, los fuertes
formadores de hélices e hilos/hojas, son débiles formadores de giros.

La Glicina es el mas fuerte formador giros Beta, y aunque en menor medida, también es un fuerte
formador de dobleces, mientras que su propensién mas baja entre los giros, es a formar
estructuras al azar. La Prolina por su lado, es el maximo formador de giros al azar, y su menor
propension entre los giros, es a formar dobleces.

La Glicina presenta la mayor propension hacia una estructura secundaria de entre todos los veinte
aminodcidos, con una propension de 2.42 hacia la formacién de giros Beta, posiblemente dado el
tamafio mas pequefio de su cadena lateral, con lo que permite el mayor acercamiento entre las
cadenas laterales de los aminodcidos vecinos en la cadena. El segundo aminoacido con mayor
propension a una estructura secundaria, es Valina, con una propensién de 1.89 hacia la formacion
de estructuras Beta,

Los aminodcidos Treonina (T), Serina (S), Histidina (H), Aspartico (D), Asparragina (N), Glicina (G) y
Prolina (P), presentan mayores propensiones hacia la formacion de giros que hacia la formacién de
estructuras beta 6 estructuras helicoidales. Mientras que los aminoacidos con altas propensiones
a hojas 6 hélices (lle, Val, Leu, Trp, Phe, y Tyr), tienen a presentar bajas propensiones hacia la
formacion de giros en proteinas.

También es evidente en la grafica, que hay un grupo de aminodcidos cuyas propensiones tienden a
no ser claramente fuertes hacia la formacién de estructures secundarias especificas, como
Glutamico (E), Arginina (R), Metioina (M), Glutamina (Q), Cisteina (C), y Lisina (K).

5.1.1. Propensiones de C&F en proteinas agrupadas segun SCOP.

En la presente seccidn, se analizaran las propensiones C&F en las proteinas agrupadas de acuerdo
con su contenido de estructura secundaria, segin SCOP.

Como puede observarse en la figura 5.1.1.1., las proteinas “otras”, presentan las mayores
diferencias en las propensiones hacia estructuras de hilos/hojas Beta, y los diferentes tipos de
giros, con las Cisteinas formando mas fuertemente giros al azar que las demas proteinas de esta
clasificacion SCOP (Cisteina presenta una propension de mas del doble que las proteinas del
PDBGIlobal y que las demas proteinas de esta agrupacion SCOP); mientras tanto, el mismo residuo
en las proteinas “otras”, presenta una propension hacia la formaciéon de hilos/hojas Beta, de
menos de la mitad que en las demds proteinas. En general, la Cisteina en este grupo de proteinas,
presenta una tendencia intrinseca mas baja hacia la formacién de hélices, hojas, dobleces y giros
Beta que en las demas proteinas.
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A manera de contraste, en el mismo grupo de proteinas “otras”, el residuo de Metionina presenta
una mayor propensién hacia hélices que hacia los hilos/hojas Beta, y marcadamente menor hacia
la formacidn de los giros en general. En general, las proteinas “pequefias” son las que
presentan las mayores diferencias en sus propensiones hacia la formacidon de las diferentes
estructuras secundarias, con la excepcion de la tendencia a la formacidon de hélices, en que las
proteinas “pequefias” presentan las mayores diferencias.
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Figura 5.1.1.1. Propensiones de C&F, en proteinas agrupadas segtin SCOP.

Ademas de la diferencia en la Cisteina para la formacién de giros al azar, la Prolina presenta en las
proteinas “otras”, la maxima propensién hacia la formacién de giros al azar. La Glicina es
consistentemente alta en su tendencia intrinseca a la formacién de dobleces y giros Beta.

Las diferencias entre algunos grupos de proteinas y el PDBGlobal, sugiere que la propension de
Chou yFasman generalizada para todas las proteinas, puede estar desconociendo particularidades
de grupos de proteinas, y por tanto podria contribuir a explicar la baja predictibilidad que en
ocasiones genera el enfoque de Chou y Fasman.
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5.1.2. Propensiones de C&F en las proteinas agrupadas por
localizacidn celular

En esta seccién, se analizan las tenencias intrinsecas conocidas como Propensiones de Chou vy
Fasman, hacia la formacién de las las cinco estructuras secundarias (DSSP-5). Como puede
observarse en la figura 5.1.2.1. parte A, las propensiones hacia la formacion de estructuras
helicoidales son bastante homogéneas entre las proteinas agrupadas por localizacién celular, con
pequefias diferencias en el residuo de Tirosina (Y) , que presenta una propension mayor hacia
hélices, en las proteinas de la superficie celular, que en PDBGlobal y en las demas proteinas de
esta agrupacion.

En las propensiones hacia la formacién de hilos /hojas Beta (parte B de la figura 5.1.2.1.), las
mayores diferencias se presentan en los residuos Leucina (L) y Metionina (M) de las proteinas de la
matriz extracelular, que presentan mayores propensiones hacia esta estructura, que en las demas
proteinas de este grupo. La Metionina y la Fenilalanina (F) en las proteinas de la superficie celular,
tienden menos a formar hilos Beta, que las otras proteinas del grupo.

En cuanto a la formacién de dobleces, las proteinas de la matriz extracelular muestran que la
Cisteina en estas proteinas, presentan las propensiones mas bajas.

En general, las proteinas cuyas propensiones hacia hélices e hilos/hojas Beta, se alejan mas de las

propensiones Chou y Fasman calculadas para el PDBGlobal y para las proteinas agrupadas por su
localizacién celular, son las proteinas de la matriz extracelular.
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Figura 5.2.1. Chou & Fasman de aminodcidos en estructuras helicoidales, en proteinas agrupadas por su

localizacion celular.

En la formacidén de giros, no se encontraron diferencias importantes entre los diferentes grupos de

proteinas agrupados segln SCOP, con la excepcidon de la Cisteina, como un aminoacido con menor

propension a la formacidn de giros que lo que el mismo residuo forma en las demas proteinas.

5.1.3. Propensiones de C&F proteinas agrupadas por organismo

A continuacion, se presentan algunas curiosidades en las propensiones de los aminodcidos hacia

estructuras secundarias, en proteinas agrupadas por el organismo del que provienen.
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Figura 5.1.3.1. Propensiones Chou & Fasman de aminoacidos en proteinas agrupadas por Organismo.

Las menores variaciones en los valores de propension, las presentan los hilos/hojas Beta. Hay
pocas variaciones en las propensiones hacia estructuras helicoidales. Los giros vistos como
generalidad, presentan propensiones muy homogéneas. Sin embargo, al mirar los giros mas en
detalle y discriminarlos segun el tipo de giro, saltan a la vista otras diferencias llamativas, como
que la Cisteina, de baja tendencia a formar giros Beta en la generalidad (PDBGIlobal), tiende a
formar estas estructuras secundarias mas de dos veces mas altamente en las proteinas de
Thermus que en la generalidad de las proteinas (tomada como la del PDBGlobal). Curiosamente,
acido Aspartico, fuerte formador de cualquiera de los tres tipos de giros, muestra una propension
mas baja a los giros Beta en las proteinas de Thermus, y en cambio propensiones mas altas hacia la
formacion de dobleces y giros Beta, que la muestra PDBGlobal y las de mads proteinas agrupadas
por organismo. La Asparragina (N) también presenta una menor tendencia a formar giros Beta que
las demas proteinas. La Metionina en Thermus, presenta una propensién mas alta hacia los giros al
azar, que las propensiones que muestan las demas proteinas de esta agrupacion.
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Finalmente, en Thermotoga, otra bacteria termdfila, la Histidina (H), presenta una propension
anormalmente alta hacia la formacidon de estructuras al azar, que en PDBGlobal y las demads
proteinas de otros organismos. De hecho, es el aminoacido mas fuerte formador de giros a azar,
por encima incluso de la Prolina. Este aminoacido, Histidina, también presenta la menor
propension hacia la formacidn de estructuras helicoidales en proteinas de Thermotoga, aunque en
las demas proteinas, es un mediano formador de hélices.

El Triptéfano (W), presenta propensiones opuestas en Thermus y Thermotoga, hacia la formacién
de dobleces. En Thermotoga en cambio, el Triptéfano tiende a tener una baja tendencia a los
dobleces, mientras que en Thermus, tiene una propensién mas alta. La Asparragina, por su parte,
baja su tendencia a formar giros Beta, en las proteinas de Thermus.

Dado que Thermus y Thermotoga viven dptimamente en ambientes a temperaturas de 65°C y
80°C, respectivamente, lo que sugiere que la temperatura puede cambiar la tendencia intrinseca
de algunos aminodcidos hacia la formacion de una estructura secundaria particular (en este caso,
C,D,H,N, P, W).

5.1.4. Propensiones de C&F en las proteinas agrupadas por
Phylum.

En esta seccidn, se analizan las propensiones seglin el Phylum al que pertenecen los organismos
de los que se aislaron y caracterizaron estructuralmente las proteinas. En este caso, y al igual que
en las secciones anteriores de este capitulo, se analizaron las cinco estructuras secundarias, que se
conocen como DSSP-5 (estructuras helicoidales, hilos/hojas Beta, dobleces, giros Beta y giros al
azar.

En la figura siguiente (figura 5.1.4.1.), se consolidan las propensiones de las proteinas agrupadas
por Phylum hacia las estructuras secundarias. En ella se puede notar que las propensiones
presentan bastante homogeneidad, con muy pequefias excepciones. Entre ellas, la Lisina (K), es el
mas fuerte formador de estructuras helicoidales en virus, mientras que en la generalidad de las
proteinas, la muestra PDBGlobal, este aminodcido apenas se encuentra entre los medianos
formadores, y los mas fuertes formadores de hélices son Leucina, Glutdmico y Alanina. La
Gluramina (Q) y la Arginina (R), presentan también propensiones mas fuertes hacia las hélices en
las proteinas virales, que en los demds phyla.
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Figura 5.1.4.1. Propensiones Chou & Fasman de aminoacidos en proteinas agrupadas por el Phylum al que

pertenecen.

En Archaea, el Triptéfano (W), y la Tirosina (Y), presentan una menor tendencia a formar hilos y

hojas Beta que sus propensiones en los demas phila. En el mismo grupo de organismos, Archaea,

la Cisteina, la Histidina y la Metionina, presentan mayores propensiones hacia la formacion de

giros al azar, que lo que lo hacen en las proteinas de las demas agrupaciones de organismos.
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5.1.5. Propensiones de C&F en las proteinas agrupadas por Tipo
de enzima
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Figura 5.1.5.1. Propensiones Chou & Fasman de aminoacidos en proteinas agrupadas por el tipo de enzima,

segln la Comisidn de Enzimas.

Como se puede ver en la figura 5.1.5.1., las agrupaciones de proteinas con actividad catalitica

segln el tipo de enzima, es decir, segln el tipo de reaccidn que catalizan, muestran una mayor

homogeneidad en las propensiones, que en los grupos vistos hasta el momento. Esto sugiere que

la agrupacién de proteinas en tipo de enzima, es una clasificacion que deja de lado la estructura
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secundaria, y en cierta medida, puede considerarse como “completamente artificial”, en la medida
en que la agrupacidon no revela diferencias estructurales entre las proteinas.

Los dos grupos de enzimas que presentas las mayores diferencias en propension, al igual que en
las frecuencias, como se vid en el capitulo anterior, son las enzimas pertenecientes a los grupo 5y
6 de la Comisién de Enzimas: las Isomerasas (EC-5) y las Ligasas (EC-6). Sin embargo, las diferencias
en las propensiones, comparadas con la generalidad de las proteina (el PDBGlobal), son
relativamente pequefias, en comparacién con otros grupos de proteinas.

A manera de comentario, el Triptéfano (W), presenta menor tendencia a formar hilos Beta, que a
formar estructuras helicoidales, que en las proteinas de las otros tipos de enzimas. Los residuos de
Glutamina (Q) y de Arginina (R), en Isomerasas, presentan tendencias ligeramente mayores a
formar hélices que cuando estan en otras proteinas. Y la Cisteina en Isomerasas, muestra menor
tendencia a formar giros Beta, mientras que en Ligasas una mayor tendencia a formar los mismos
giros Beta, que en las proteinas Oxidorreductasas, Transferasas, Hidrolasas, Liasas y PDBGlobal.

5.1.6. Propensiones de C&F en las proteinas agrupadas por Familia
proteica segin PFam

Al igual que en el capitulo anterior, en que se compararon las frecuencias de aparicién de residuos
en estructura secundaria (seccion 3.1.6), las proteinas agrupadas segun la familia proteica a la que
pertenecen, segun los criterios de PFam, presentan la mayor heterogeneidad en sus valores de
propension hacia las diferentes estructuras secundarias.

Primero, es notorio que las propensiones de los 20 aminodcidos en las diferentes familias
proteicas, hacia las cinco estructuras secundarias, son marcadamente diferentes.

Segundo, es claro que cuando se miran los giros totales, no se identifica tanta heterogeneidad
como cuando se discriminan los diferentes tipos de giros, en que se observan diferencias
claramente mayores entre las propensiones en diferentes familias.

Tercero, las diferencias entre familias proteicas son tan marcadas, que en este caso fue necesario
cambiar la escala del eje y, que corresponden a la magnitud de la propensién. La escala, en las
graficas de las agrupaciones proteicas anteriores, secciones 4.1.1. a 4.1.5., estan a una escala de
propension de 3.0, mientras que en las proteinas por familia proteica, estan al doble, 6.0, como
propension.

En cuanto a las estructuras helicoidales, varios residuos presentan propensiones mas bajas hacia
estas estructuras, en algunos casos, disminuyendo hasta en mds de un 90% la tendencia a formar
estructuras helicoidales. Son estos los casos de Cisteina, Asparragina y Arginina en GFP, una
conocida proteina todo Beta; Alanina, Glicina, Leucina, Prolina y Serina en proteinas del pridn.
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Por otro lado, salta a la vista, que el acido Glutamico en las proteinas Anticongelantes (AFP),
presenta una alta tendencia a formar estructuras helicoidales. Con una propensién adn mayor que
el anterior residuo, el Triptofano en Proteina Verde Fluorescente (GFP), aparece como el mas
fuerte formador de estructuras helicoidales, con una propensién de mas de 3.5 hacia las hélices.
Esto lleva de nuevo a considerar que el concepto de propensién de Chou y Fasman, es un
concepto dinamico y dependiente de las condiciones en que se encuentre la proteina, y el entorno
de secuencia en que se encuentran el aminodcido.
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Figura 5.1.6.1. Propensiones Chou & Fasman de aminoacidos en proteinas agrupadas por familia proteica
segun PFam.

Un caso similar ocurre en las tendencias a la formacién de hilos y hojas Beta. En las proteinas de
Pridn, el residuo de Leucina presenta una propension de mas de cinco veces mas alta que su
propension hacia hojas en las demas proteinas del estudio. De nuevo, esto sugiere que el
concepto cladsico de propension, debe ajustarse teniendo en consideracién factores como el
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entorno de secuencia del aminoacido y eventualmente otras condiciones particulares de la
proteina.

Siguiendo con los comentarios sobre las propensiones en familias proteicas, la Histidina, tanto en
la familia de proteinas CRISP, como en la de PLA2, presenta valor de propension cero hacia la
formacién de hilos/hojas Beta.
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5.2. Comparaciones entre Propensiones de Chou y Fasman,
Entropia Conformacional y el Indicador de Preferencia
Estructural

La Entropia estructural, es un valor que se ha calculado usando la ecuacién de Shannon (Strait y
Dewey, 1996. La formulaciéon de la entropia de informacién esta dada por:

5= '_élpi (In p;)

Donde i se refiere en nuestro caso a uno de los tipos de estructuras secundarias analizados
(hélices, hojas, giros Beta, dobleces, random coils), p; es la probabilidad de encontrar la estructura
secundaria i en el conjunto de proteinas; n, el nimero total de posibles estructuras secundarias
(20; S es la entropia conformacional de cada aminoacido. Para facilitar la visualizacion, se
normalizé la Entropia estructural para que sus valores encajen entre 0 y 1 (dividiendo por su valor
maximo alcanzado), al igual que las propensiones de Chou y Fasman.

La Entropia conformacional pretende indicar en qué medida un amindacido 6 una secuencia de
aminodcidos, tiende a ser la uUnica formadora de una estructura secundaria (caso de baja
entropia), 6 por el contrario, tiende a formar diferentes estructuras secundarias (entropia alta).

El Indicador de Preferencia estructural, en adelante IPE, presentado por nosotros anteriormente
(Mejia y Tischer, 2007), se calculé con base en la mayor frecuencia de aparicién de un aminoacido
multiplicado por la diferencia entre la mayor frecuencia y la segunda mayor frecuencia). Con esto,
si un aminodcido aparece la totalidad de las veces en una estructura secundaria, su frecuencia en
esta estructura seria de 1.0, y la segunda mayor frecuencia seria 0.0. En este caso, el IPE seria de
1.0. En cambio, si aparece con la misma frecuencia al menos en dos estructuras secundarias, el IPE
seria de 0.0, indicando que no hay una preferencia hacia una estructura secundaria por parte del
aminoacido, la tripleta, 6 en general, la secuencia de aminoacidos. El IPE se calcula entonces asi:

IPE = Fra * (Fma - I:sma)

Fma: Frecuencia mas alta. F¢ma: Segunda frecuencia mas alta. IPE: Indicador de Preferencia estructural.
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Figura 5.2.1. IPE, Entropias y Propensiones en los aminoacidos de PDBGlobal (para ajustar al rango entre

cero y uno, se normalizaron las entropias y las propensiones).

Tendencias generales y particularidades

Propensiones hacia la formacidén de estruturas helicoidales (linea azul)
Aunque el valor de propensidon no es especialmente alto, los mayores formadores de estructuras

helicoildales son Glutamico y Alanina cuyas propensiones hacia otras estructuras son mucho
menores. También, y en menor medida, son formadores de hélices, la Leucina, Asparragina y
Arginina. Los residuos menos formadores de hélices, son la Glicina y la Prolina, fuertes
formadores de giros.

Propensiones hacia la formacidn de hilos y hojas Beta (linea roja)

El mayor formador de hilos y hojas Beta, es la Valina, seguida, curiosamente, por la Isoleucina
(curiosamente, porque un isomero de ella, la Leucina, es alto formador de hélices), y la Tirosina.
Ambos aminoacidos presentan valores bajos de propensién hacia cualquiera de las otras
estructuras secundarias. Los residuos menos formadores de hilos y hojas Beta, son la Prolina
(fuerte formador de giros al azar), el Glutamico (formador de hélices) y la Glicina (formador de
giros Beta y dobleces).

Propensiones hacia la formacién de dobleces (linea verde claro)

Ademas de la Glicina, como fuerte formador de este tipo de estructura secundaria, y en menor
medida, estan el Aspartico y la Asparragina. Sin embargo, estos dos ultimos residuos también
presentan una propensiones similarmente altas, hacia otras estructuras secundarias, con lo que
consideramos que necesitan la cercania de otros residuos fuertemente formadores de esta
estructura, para formarla.

Propensiones hacia la formacidn de giros Beta (linea morada)

Ademas de la Glicina, las Asparragina y en menor medida, la Prolina, pueden formar los giros
Beta. Los menores formadores de estos giros, son la Isoleucina (formador de hojas Beta), y la
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Valina (formador de hojas Beta). También son pobres formadores de giros Beta, la Leucina y la
Metioina.

Propensiones hacia la formacidn de giros al azar (linea amarilla)

Los residuos mas formadores de esta estructura, son la Prolina y en menor medida, la Histidina.
Aparece también la Serina como formador de esta estructura, aunque también puede formar, casi
en la misma medida, dobleces.

Los que no presentan altas propensiones hacia ninguna estructura secundaria

Se han identificado como fuertes formadores de estructuras secundarias, a la Alanina, el
Glutamico, la Leucina, Glutamina y Arginina (hélices), Valina, Isoleucina, Fenilalanina y Tirosina
(hilos y hojas Beta), Glicina (dobleces, giros Beta), Prolina, Histidina y Serina (Giros al azar). Sin
embargo, hay unos pocos residuos de aminodcidos que no presentan una fuerte propension hacia
ninguna estructura y podriamos considerarlos una especie de residuos “comodin”, en el sentido
de que se “acomodan” facilmente en cualquier estructura secundaria, por lo que seguramente son
mas dependientes del contexto de secuencia de sus aminodcidos vecinos, y son ellos: Cisteina y
Triptéfano (que en el capitulo anterior mostraban bajas e iguales frecuencias de aparicién en
cualquier estructura secundaria), Glutamico, Lisina, Metionina, Glutamina, y Treonina. Como se
verd en la seccién de analisis de propensiones, entropias e IPE para tripletas, estos residuos
“comodin”, tienden a formar lo que hemos llamado “Tripletas camaledn”, es decir, tripletas de
aminodcidos que se acomodan igualmente en cualquier estructura secundaria, sin presentar
preferencia dominante hacia ninguna de ellas.

En cuanto a la Entropia (linea marrén) y el IPE (linea verde oscuro)

Llama la atencion que el valor de la entropia, parece comportarse como un inverso aritmético del
IPE. Sin embargo, este comportamiento inverso no se conservo al comparar las entropias y el IPE
en tripletas, con lo que nuestro IPE se diferencia de la entropia conformacional. Por otro lado, una
ventaja que ofrece nuestro indicador, es que en el cdlculo, lo podemos asociar con la estructura
secundaria que mas frecuentemente forma un aminodcido 6 una tripleta, lo que no ocurre con la
entropia.

En cuanto al valor de IPE, los residuos con valores mas altos de IPE, resultaron ser Alanina y
Glutamico, fuertes formadores de estructuras helicoidales. También la Prolina. Este indicador esta
hablando no sdélo sobre propensidn hacia una estructura secundaria, sino también de Ia
propension hacia una Unica estructura secundaria. Esto significa que si un aminoacido es fuerte
formador de dos estructuras secundarias, su valor de IPE es bajo. A manera de ejemplo, la Glicina,
gue hipotéticamente deberia tener una alta preferencia estructural, al discriminar en diferentes
tipos de giros, su valor de IPE se baja considerablemente. De aqui, que consideramos el valor de
IPE, como un indicador de la “fortaleza” con que un aminoacido 6 una tripleta forma una
estructura secundaria y por tanto puede ser usado para identificar zonas mas estables 6 menos
estables hacia la formacion de estructuras secundarias en una proteina. Este concepto se ampliay
se hace mas marcadamente util en el estudio de tripletas de la seccidn siguiente.
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Propensiones, Entropia e IPE en proteinas agrupadas por su
contenido de estructura
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Figura 5.2.2. IPE, Entropias y Propensiones en los aminodacidos en proteinas agrupadas por contenido de
estructura secundaria segiin SCOP.

Tendencias generales y particularidades

Entre las generalidades mas conspicuas, estan: La Glicina es el residuo que mas fuertemente
tiende a formar giros Beta; si embargo, en algunos grupos de proteinas, sus valores hacia Ila
formacion de dobleces y de los valores de Propensién, Entropias e IPE no cambian mucho con
respecto al PDBGlobal. Hay diferencias particulares, como que la Valina (V), el Triptéfano (W) y la
Tirosina (Y), presentan las mas altas propensiones hacia la formacion de hilos y hojas Beta en las
proteinas clasificadas como “Small”. Aunque en general, la Prolina (P) es el mayor formador de
giros al azar, en el caso de las proteinas multidominio, este residuo es aun mas fuerte formador de
estas estructuras. En esas proteinas, también aparece la Cisteina (C) como un muy fuerte
formador de giros al azar, que en los demas grupos de proteinas de SCOP, no presenta una
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propension tan alta. En todos los grupos de proteinas, la mayor propension la presenta la Glicina,
gue en todas las proteinas agrupadas segun SCOP, alcanza la mdaxima propensién hacia la
formacion de giros Beta. El mismo residuo de amindacidos, presente bajas propensiones hacia las
estructuras helicoidales y los hilos Beta. A manera de contraste, la Histidina (H) y la Lisina (K),
presentan bajas propensiones hacia cualquier estructura secundaria, lo que sugiere que estos
residuos de aminodcido funcionan como una especie de residuo “comodin”, que se acomoda en
cualquier estructura secundaria, lo que sugiere que dependen del contexto de estructura
secundaria que forman los demas residuos en una proteina.

Las proteinas Todo-Alfa son el grupo de proteinas que presenta los mayores valores de IPE, y los
menores valores de Entropia, lo que significa que son las proteinas en que los residuos de
aminodcidos tienden a aparecer mas marcadamente formando estructuras secundarias
especificas. En diferentes grupos de proteinas de SCOP, los aminoacidos presentan diferentes
valores de IPE, es decir, que estos aminoacidos con valores altos de IPE, aparecen
dominantemente en una estructura secundaria, lo que sugiere que presentan una alta tendencia a
formar una estructura secundaria en particular. El valor menor de IPE, se encuentra en las
proteinas “Small”, en que ningin aminodcido parece presentar una frecuencia dominantemente
alta en ninguna estructura secundaria, con la excepcion de la Prolina (P), que aparece mas en giros
al azar que en otras estructuras secundarias.

El mayor valor de IPE en todos los grupos de proteinas segun SCOP, lo tiene la Prolina, que en las
proteinas “Todo Beta”, aparece formando mas frecuentemente hilos y hojas Beta, que ninguna
otra estructura secundaria.

5.3. Propensiones de Chou y Fasman, Entropias e IPE en
tripletas de aminoacidos

En esta seccién, se analizan las propensiones de Chou y Fasman, y se compara la Entropia
Conformacional, con el Indicador de Preferencia Estructural para tripletas de aminoacidos.

Como uno de los aportes del analisis de tripletas, es que permite no sélo identificar los residuos
con alta propension hacia una estructura secundaria, sino que también permite hacerlo para las
transiciones entre estructuras secundarias, por lo que en las siguientes figuras, hemos optado por
presentar las propensiones calculadas segin Chou y Fasman, en términos de figuras de tripletas
estructurales puras y transicionales. Las propensiones de Chou y Fasman, se normalizaron para
que sus valores encajaran entre 0 y 1, y esto permitiera hacer comparaciones con los valores de
Entropia (también normalizada), e IPE. Para facilitar la visualizacidn, en las figuras siguientes se
presentan sélo las barras que superan el valor de propension de 0.6 hacia cada estructura
secundaria. Escogimos un umbral alto, para facilitar la interpretacién, la identificacién de tripletas
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con mayor propension, y disminuir el ruido que producen tripletas con menores valores de
propension.

Generalizando las definiciones a tripletas de aminodcidos XYZ vy tripletas estructurales ABC se
define:

Propension:
(# de veces que aparece XYZ en ABC / frecuencia total de ABC)
(# total de apariciones de XYZ / # total de tripletas de aminoacidos)

Entropia Conformacional S: n
5= 'gpi (In p;)

donde i se refiere a las diferentes tripletas estructurales y p; es la probabilidad de encontrar la tripleta
estructural i en el conjunto de proteinas.

Indicador de preferencia estructural IPE para una tripleta de aminoacidos XYX:

IPE = Fa * (Fma - Fsma)
Fma: Frecuencia mas alta entre las tripletas estructurales adoptadas por la tripleta de aminodcidos XYZ;
Fsma: Segunda frecuencia mas alta adoptados por la tripleta XYZ.

Aqui calculamos las propensiones en las combinaciones de tres residuos de aminodcidos, lo cual
nos llevd a establecer las estructuras secundarias, y combinaciones de las mismas, para tres
residuos de aminoacidos. A estas tripletas de estructura secundaria, las hemos llamado “tripletas
estructurales”, e incluyen tripletas puras, que estan en una sola estructura secundaria, de la forma
HHH para una tripleta en estructura helicoidal; tripletas transicionales, que corresponden a zonas
de transicion entre diferentes estructuras secundarias, como transiciones entre estructuras
helicoidales y giros beta, por ejemplo, de la forma HTT é HHT; y finalmente, tripletas de dificil
interpretacioén bioldgica, de la forma HTB.

5.3.1. Las Propensiones en tripletas de aminoacidos

Al pasar de aminodcidos individuales a tripletas, aparecen en las tripletas estructurales
correspondientes, aparte de las tripletas puras (como HHH o EEE por ejemplo), tripletas que
combinan estructuras secundarias (como HEE o HEH). Entre ellas aparecen las tripletas que
Ilamamos transiciones entre estructuras (como HHE o HEE). En lo que sigue se analizan para cada
dos estructuras las correspondientes tripletas puras junto con las transiciones. Las tripletas mixtas
gue no son puras o transicionales (como HEH o HEU) se excluyen del presente andlisis dado que
son dificiles de interpretar.
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Hélices, dobleces y transiciones entre estas estructuras
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Figura 5.3.1. Propensiones hacia la formacion de hélices (HHH), dobleces (SSS), y las transiciones de hélice a
dobléz (HHS+HSS), y de dobléz a hélice (SSH+SHH).

En la anterior figura, se puede ver que la tripleta mas formadora de hélices es MWC (Metionina-
Triptofano -Cisteina), formada por residuos que no son conocidos por tener alta propension hacia
la formacién de hélices. Este es un hallazgo curioso e inesperado para nosotros, dado que los mas
fuertes formadores de hélices deberian estar formando las tripletas con mayores propensiones
hacia esta estructura. Esta combinacion de residuos que hemos Ilamado “comodin”, por su baja
propension hacia algunas estructuras secundarias, puede presentar una alta propensién hacia
hélice, por encontrarse posiblemente en medio de residuos fuertes formadores de hélices, con lo
que el contexto los ha llevado a formar la misma estructura de su contexto, una hélice.

En la figura no aparecen tripletas formadores de dobleces (SSS), ya que todas estas tienen una
propension encima de 0.6, por lo que se suprimen en la grafica.

En cuanto a la transicion de hélices a dobléz (HHS+HSS), aparecen las tripletas MMC (Metionina-
Metionina-Cisteina), QNT (Glutamina-Asparragina-Treonina), TRM (Treonina-Asparragina-
Metionina), RSW (Arginina-Serina-Triptéfano) y WTD (Triptéfano-Treonina-Aspartico).
Asparragina (N), Serina (S) y Aspdrtico (D), ya habian mostrado altas propensiones hacia los
dobleces, con lo que era mas 6 menos de esperar que aparecieran en las tripletas de transicién de
hélices a dobléz. Sin embargo, los residuos de Metionina, Cisteina, Glutamina, Treonina y
Triptéfano, no mostraban alta propensién hacia esta estructura; y estos tienen una tendencia alta
hacia la aparicidn en estas transiciones. Esto nos lleva a pensar que la propensién de residuos
individuales de aminodcidos, estd perdiendo parte del panorama, y que los residuos con bajas
propensiones hacia las estructuras “puras” (de la forma HHH, BBB, SSS, TTT y UUU), pueden ser
residuos con propensién a hacer las transiciones entre estructuras secundarias. En este sentido
ofrecemos con el estudio de tripletas transicionales un enfoque que generaliza el andlisis de las
secuencias N-cap y C-cap que comienzan y terminan hélices (Doig y Baldwin, 1995; Kruus et al,
2005.

Hélices, dobleces y transiciones entre estas estructuras
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Figura 5.3.2. Propensiones hacia la formacién de hélices (HHH), giros Beta (TTT), y las transiciones de hélice a
giro Beta (HHT+HTT), y de giro Beta a hélice (TTH+THH).

Las propensiones mas altas hacia la formacién de dobléz, estuvieron en las tripletas QCN
(Glutamina-Cisteina-Arginina), y WRW (Triptéfano-Arginina-Triptofano), mientras que la transicion
entre Giros Beta y hélices, estan principalmente formadas por MCW (Metionina-Cisteina-
Triptéfano), FMI (Fenilalanina-Metionina-Isoleucina), y HKH (Histidina-Lisina-Histidina).

Hélices, giros al azar, y transiciones entre estas estructuras
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Figura 5.3.3. Propensiones hacia la formacién de hélices (HHH), giros al azar (UUU), y las transiciones de
hélice a dobléz (HHU+HUU), y de dobléz a hélice (UUH+UHH).

En la figura anterior, se puede ver que la tripleta que mas alta propensidn presenta hacia los giros
al azar, son las tripletas de Histidinas (HHH), seguidas por combinaciones del mismo residuo, como
HMH (Histidina-Metionina-Histidina) y HSH (Histidina-Serina-Histidina). HHH es la tripleta que
encontramos como mas frecuente en el PDB, y segun la propension, la mayoria de las veces,
aparece en estructuras al azar, con lo que su valor de IPE serd también alto. Esto significa que esta
tripleta, HHH, es una de las combinaciones de residuos de aminodcido, que con mayor certeza
puede uno usar para la construccién de giros aleatorios en proteinas.

La transicidn entre hélices y giros al azar, esta dada principalmente por la combinacion de residuos
CFM (Cisteina-Fenilalanina-Metioinina) y WWR (Triptéfano-Triptéfano-Arginina).

No aparecen propensiones mayores a 0.6 (normalizadas), hacia las transiciones entre giros al azar
y hélices.

Hélices, hilos/hojas, y transiciones entre estas estructuras
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Figura 5.3.4. Propensiones hacia la formacion de hélices (HHH), hilos y hojas Beta (BBB), y las transiciones de
hélice a hilos (HHB+HBB), y de hilos a hélice (BBH+BHH).

Es llamativo que en la transicion de hilos/hojas Beta hacia hélices, hay un gran nimero de tripletas
con propensiones por arriba de 0.6. Las tripletas que forman estas transiciones, son NCF, KHP,
MKV, WLW, CMH, VMN, HNK, CSS, WSN, WTN, WVW, y NWS. Es decir, tripletas ricas en
Triptéfanos, y combinaciones con otros aminodcidos como Valina, Treonina, Asparragina, y Lisina.
Otras tripletas contienen Cisteina, Histidina y Prolina.

Hay 9 tripletas que forman fuertemente la transicién entre hélices e hilos/hojas Beta: HKF, YMC,
CNM, HQM, NRC, CVW, KYF, MYY y WWW.

Hilos/Hojas, dobleces, y transiciones entre estas estructuras
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Figura 5.3.5. Propensiones hacia la formaciéon de hilos y hojas Beta (BBB), dobleces (SSS), y las transiciones
de hilos/hojas a dobleces (BBS+BSS), y de dobleces a hilos (SSB+SBB).

Como ya se han comentado las propensiones hacia la formacién de hilos/hojas y de dobleces, se
comenta entonces sobre las transiciones de hoja a dobléz y viceversa. En la transicion de hoja a
dobléz, las tripletas con mayor propensidn a aparecer en esta zona de la estructura secundaria. En
cuanto a esto, tres tripletas marcan la transicion entre hilos/hojas y dobleces: VFW, YFP y FPY,
estando la Fenilalanina como constante y eventualmente la Prolina participando de la transicidn.
Es ampliamente conocido que la Prolina tiende a terminar hojas, y que no puede ser un donador
de enlace de hidrogeno, dado que no lo tiene en su grupo amida. Asi que las Prolinas pueden
interrumpir hojas, preferiblemente hacia dobleces, 6 hacia giros al azar.

En la transicion de dobleces a hilos/hojas, encontramos las tripletas con las mayores propensiones
hacia esta estructura: MNH y MWY. La Metionina (M), en forma de oligdmero, puede formar hilos
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Beta con torsiones, lo que puede sugerir que por ello aparezca en estas transiciones (Paskowskia
et al, 1978).

Hilos/Hojas, giros Beta, y transiciones entre estas estructuras
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Figura 5.3.6. Propensiones hacia la formacidn de hilos y hojas Beta (BBB), giros Beta (TTT), y las transiciones

de hilos/hojas a dobleces (BBT+BTT), y de giros Beta a hilos (TTB+TBB).

Las transiciones entre hilos/hojas y giros Beta, no presentan una tripleta con propensién mayor a
0.6. Las transiciones entre Giros Beta e hilos/hojas, estd dada por la tripleta HGK, con la mayor

propension a esta estructura.
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Figura 5.3.7. Propensiones hacia la formacion de hilos y hojas Beta (BBB), giros al azar (UUU), y las
transiciones de hilos/hojas a giros aleatorios (BBU+BUU), y de giros Beta a hilos (UUB+UBB).

Las transiciones de hilos/hojas a giros al azar, no tiene una tripleta con propensién
suficientemente alta (al menos de 0.6). Solo la tripleta FWI muestra una propensidn alta hacia la

transicién entre giros al azar y los hilos Beta.
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Figura 5.3.8. Propensiones hacia la formacién de dobleces (SSS), giros Beta (TTT), y las transiciones de
dobleces a giros Beta (SST+STT), y de giros Beta a dobléz (TTS+TSS).

Las transiciones de giros Beta a dobleces, no tienes una tripleta con propensién suficientemente
alta (al menos de 0.6). Solo las tripletas WFW, FWW, PWW y MYW muestran una propension alta
hacia la transicién entre dobleces y los giros Beta.

Giros Beta, giros al azar, y transiciones entre estas estructuras
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Figura 5.3.8. Propensiones hacia la formacion de giros Beta (TTT), giros al azar (UUU), y las transiciones de
hilos/hojas a giros aleatorios (TTU+TUU), y de giros Beta a hilos (UUT+UTT).

La transicidn entre giros al azar y giros Beta, estd dada por una tripleta formada por Cisteinas
(CCC). Desde una perspectiva evolutiva y de funcionalidad, esta tripleta tiene sentido como giro
que aflora a la superficie de una estructura proteica y le permite establecer enlaces de disulfuro
intramondmero o intermondmeros.

5.3.2. Las Entropias y el Indicador de Preferencia Estructural en
tripletas de aminoacidos

Es importante dejar en claro que el valor de IPE no habla de la propensiéon de una tripleta 6
aminodcido hacia la formacion de una estructura secundaria, sino del grado de “absolutez”, con
que una tripleta forma estructuras secundarias. A manera de ejemplo usaremos como ejemplo un
residuo que presenta propensiones altas hacia la formacién de giros tipo dobléz, y de giros tipo
Beta, como la Glicina. Sin embargo, el hecho de que aparezca en dos estructuras secundarias con
alta frecuencia (pues la propension es en ultimas, una normalizacién de la frecuencia de aparicién
en una estructura), hard que el valor de IPE para la Glicina, sea bastante bajo. En cambio, un
aminodcido o una tripleta que aparezca sdélo en una estructura secundaria, tendrd un alto valor
para IPE.

Por otro lado, cuando analizamos las propensiones e IPE en los grupos de proteinas encontramos
gue su valor como indicador se pierde un poco, dado que en algunos grupos de proteinas, muchas
tripletas no se han usado para construir las proteinas del grupo, por lo que no habria valor de IPE
para ellas. Debido a esto, optamos por analizar y usar el IPE globalmente.
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Figura 5.3.2.1. Comparacién entre el IPE calculado por tripletas de aminodacidos, y la Entropia
Conformacional, también calculada por tripletas de aminoacidos.

En la figura anterior (5.3.2.1.), se presentan las comparaciones entre la Entropia Conformacional y
el IPE calculados tanto para tripletas de aminoacidos, como para tripletas de alfabeto reducido.
Aunque ambos tienen un comportamiento aproximadamente inverso, hay diferencias
importantes, que nos llevan a considerar al IPE como nuestro valor a usar para la identificacidn de
tripletas con mayor “fortaleza” en la tendencia a formar estructuras secundarias en particular. En
las dos tablas siguientes,
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Tabla 5.3.2.1. Tripletas con valores cero, de IPE, que considera tripletas camaledn.

Tripleta IPE Tripleta IPE Tripleta IPE
CCH 0,0000 IPC 0,0000 PHA 0,0000
CCT 0,0000 IPD 0,0000 PWD 0,0000
cMC 0,0000 KCG 0,0000 QcG 0,0000
CNT 0,0000 KNR 0,0000 RGC 0,0000
CTC 0,0000 KWS 0,0000 THE 0,0000
CTW 0,0000 LPM 0,0000 TRN 0,0000
DHD 0,0000 MPM 0,0000 TWF 0,0000
DPC 0,0000 MRP 0,0000 VNC 0,0000
FEW 0,0000 MTD 0,0000 WCC 0,0000
FKG 0,0000 NDC 0,0000 WFW 0,0000
FWW 0,0000 NID 0,0000 WFY 0,0000
GPC 0,0000 NKD 0,0000 WHM 0,0000
GVN 0,0000 NMY 0,0000 WNW 0,0000
HGG 0,0000 NPC 0,0000 WTS 0,0000
HHC 0,0000 NSH 0,0000 WWI 0,0000
HYF 0,0000 PCM 0,0000 YIH 0,0000
HYH 0,0000 PCN 0,0000 YPR 0,0000

Tabla 5.3.2.2. Tripletas con valores altos de IPE, que consideramos son mas determinantes de la
estabilidad de la estructura secundaria.
Tripleta IPE  Estructura Tripleta IPE  Estructura Tripleta IPE  Estructura

WMC 0,9404 HHH Vil 0,5414 BBB VWV  0,4594 BBB
HHH 0,9116 uuu NWM 00,5211 HHH CWF 0,4582 BBB
SHH 0,7332 Uuu HSS  0,5209 uuu EEA  0,4567 HHH
YYC 0,7270 BBB HHM  0,5208 Uuu EMA 0,4542 HHH
MHH 0,7058 Uuu FQM  0,5095 HHH SSH  0,4500 Uuu
HHS  0,6239 uuu EAM 0,5009 HHH LRE 0,4477 HHH
CWC 0,6058 BBB VCW 00,4921 BBB VYY  0,4465 BBB
VVV  0,5865 BBB YFC  0,4920 BBB EAI 0,4463 HHH
wi 0,5755 BBB \Y| 0,4913 BBB MCL 0,4451 HHH
MWA 0,5724 HHH EHH 0,4786 uUuu MGS 0,4445 uuu
VIV  0,5724 BBB EAA 0,4721 HHH QAL 0,4428 HHH
n 0,5693 BBB vvC 0,4718 BBB EQL 0,4397 HHH
1\% 0,5634 BBB AQA 0,4708 HHH EQI 0,4388 HHH
MWW 0,5586 BBB EEL  0,4681 HHH EML 0,4371 HHH
SHM  0,5565 uUuu RMC 0,4611 HHH GHH 0,4365 uuu
RWY 00,5539 HHH ELA  0,4601 HHH VLV  0,4356 BBB
VYI 0,5449 BBB EAL  0,4599 HHH EEI 0,4320 HHH

En las dos tablas anteriores, se pueden ver las cincuenta tripletas que presentan un IPE de cero,
gue hemos llamado tripletas “camaledn”, pues su bajo IPE indica que no presentan preferencia
hacia ninguna estructura secundaria en particular, mientras que también se presentan las
cincuenta tripletas con los mayores valores de IPE.

Comparamos entonces dos proteinas, una conocida por su estabilidad en términos de la

estructura: la Proteina Verde Fluorescente (GFP), y una proteina que cambia su plegamiento y se
asocia con enfermedad causada por ese plegamiento incorrecto, el Prién.
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La figura 5.3.2.2., muestra los valores de IPE de las tripletas que componen a las secuencias de las
GFP (color verde), y los de las tripletas que componen las secuencias de las proteinas del Prién
(color morado). En ella hemos encontrado que la proteina GFP estd formada por tripletas con
mayores valores de IPE, en comparacién con los IPE de las tripletas que componen las proteinas
del Prién comparado los valores de IPE de las tripletas que constituyen la secuencia de
amindacidos de las dos proteinas.

Los IPEs de las tripletas que componen a GFP, consistentemente mas altos que los de las tripletas
gue se han usado para construir las proetinas del Prién, pueden contribuir a explicar la diferencia
en estabilidad entre las dos familias de proteinas. Los IPE altos contribuyen a explicar que las GFP
son proteinas mas estables, con menor tendencia a cambiar su estructura, mientras que el Pridn
es una proteina que puede cambiar la estructura secundaria, y por tanto la estructura terciaria, y
alcanzar estructuras tridimensionales que facilitan la agregacién y la formacion de cuerpos
amiloides, causantes de enfermedad. El IPE estaria permitiendo identificar una baja estabilidad de
la estructura secundaria de esta proteina.

Consideramos que el uso del IPE para la comparacion de proteinas en términos de la identificacion
de su estabilidad estructural, es uno de los aspectos mas interesantes de nuestro indicador.
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Figura 5.3.2.2. Comparacion entre los IPE de las tripletas que componen a las Proteinas Verdes
Fluorescentes y las proteinas del Pridn. En el eje X, las tripletas que componen la proteina, y en el
eje Y, los valores de IPE de las mismas.

Pero esta es una comparacion entre dos proteinas con conocidos y diferentes niveles de
estabilidad estructural. Por ello, hemos querido ir un poco mas alla, ampliado las comparaciones
con otras proteinas que se presenta a continuacion.

Considerando que el maximo valor de IPE es de 1, y que en nuestra muestra PDBGlobal, el maximo

valor de IPE hallado es de 94%, en la tripleta WMC, escogimos un umbral del 10% para considerar
bajos IPE (es decir, IPE menor de 0.1), como indicadores de tripletas que aparecen en varias
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estructuras secundarias sin una preferencia en particular, lo que hemos interpretado como
tripletas que no determinan la estructura secundaria por si mismas, y por tanto pueden cambiar
su plegamiento dependiendo de las condiciones microambientales de la proteina, ¢ de la
secuencia contexto en que estan inmersas en la secuencia proteica.

En la siguiente tabla puede observarse que diferentes proteinas, estan construidas con diferente
composicion de tripletas, y en ultimas construidas por tripletas que muestran valores diferentes
de IPE, lo que permite hacer inferencia sobre la estabilidad de las mismas.

En esa tabla, hemos considerado 1286 tripletas que constituyen a las proteinas presentadas aqui.
Escogimos tripletas mas estables, termoestables, como las de Thermus y Thermotogas, y otras
proteinas.

La tabla esta dividida en tres secciones de dos renglones cada una. En el renglén de arriba, se
presenta el numero de tripletas que presenta cada proteina, que cumple con la condicién de la
parte mads a la izquierda (Umbral). El segundo rengldn dice cudl es el porcentaje de esas tripletas
con respecto al total de tripletas en el grupo de proteinas.

Tabla. 4.3.2.3. Umbrales de IPE y porcentaje de tripletas que constituyen diferentes tipos de proteinas.
Umbral Small Human Thermotoga Thermus Archaea GFP AFP PLA2 Prion BMP

IPE<0,01 0 0 0 0 0 0 89 0 319 0
0 0 0 0 0 0 7 0 25 0
IPE<0,1 0 0 0 0 0 502 899 801 973 58
0 0 0 0 0 39 70 62 76 5

En la tabla anterior, puede verse que el nimero de tripletas con IPE menor que 0.01, que es un
valor bastante bajo de IPE. Sin embargo, encontramos que las proteinas humanas, las proteinas
clasificadas por SCOP como “pequefias”, las de Thermotoga, las de Thermus, las de Archaea, las
GFP y las BMPs, no presentan en ninguna de sus tripletas, valores tan bajos. Sn embargo, las
proteinas menos estables en su estructura secundaria, si presentan un pequefio porcentaje de
estas tripletas.

Pero cuando elevamos el umbral, para considerar las tripletas con IPE menor que 0.01, es decir, un
IPE que habla de poca estabilidad estructural de la estructura secundaria (entendida como las
tripletas que pueden aparecer en varias estructuras secundarias, con valores de frecuencia
aproximadamente iguales. En este caso, las proteinas GFP, AFP, PLA2, Prion y BMP, presentan
contenidos de estas tripletas mas altos. Es llamativo el caso del pridn, que esta constituido en mas
del 75% por tripletas de baja preferencia estructural. Esto puede estar explicando la tendencia de
esas proteinas, a cambiar el plegamiento de su estructura y alcanzar otras estructuras secundarias.
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Lo presentado anteriormente, puede verse en la figura 4.3.2.3., que muestra a las proteinas del
Pridn, constituidas por las tripletas con IPEs mds bajos, mientras que las de Humanos, las
pequefias y las de Thermotoga y Thermus, constituidas por tripletas con IPE mas altos.
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Figura Comparacién entre los valores de IPE de las tripletas que componen a diferentes grupos de proteinas
(TGFP-BMP, Prién, PLA2, AFP, Archaea, GFP, Thermus, Thermotoga, Human, Small). En el eje X, estan las
tripletas que componen a cada una de las proteinas, y no son las mismas entre unas y otras proteinas. Se
representan los valores de IPE de las tripletas que componen a varios tipos de proteinas.

Construimos un archivo Excel que recibe la secuencia de aminodacidos de una proteina y puede
calcular y contar el nimero de tripletas con alto 6 bajo IPE, de manera que se puedan identificar
en la secuencia proteica, zonas con valores altos 6 bajos de IPE, identificando de esta manera,
zonas mas 6 menos estables en su estructura secundaria.

Consideramos que este enfoque puede ser usado para analizar las proteinas de un proteoma, para

identificar aquellas con menor tendencia a la estabilidad estructural y por tanto, mas propensas a
cambiar su plegamiento.
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CONCLUSIONES CAPITULO 5 - PROPENSIONES,
ENTROPIA E IPE PARA AMINOACIDOS Y TRIPLETAS

En este capitulo analizamos tres diferentes indicadores: Propension, Entropia conformacional, e
Indicador de Preferencia estructural desarrollado por nosotros, y los comparamos en términos del
aporte al andlisis de estructura secundaria, y la inferencia que se puede derivar de la misma. Estos
tres indicadores se analizaron en amindacidos individuales y también en tripletas de aminodcidos.

Los valores de Chou y Fasman calculados tanto en aminodcidos individuales como en tripletas
varian significativamente entre diferentes grupos de proteinas, lo que significa que su capacidad
de prediccion es limitada al no considerar las particularidades de los ambientes de plegamiento y
funcidn de proteinas particulares. Por eso, su valor predictivo disminuye si se usan propensiones
globales. Las propensiones deberian calcularse para grupos de proteinas con caracteristicas
similares, en condiciones similares, de manera que se maximice su valor predictivo. De aqui que
resulta importante extender el concepto de propensién a tripletas de amindacidos.

La entropia conformacional resulta muy similar al inverso del Indicador de preferencia estructural
(IPE) que proponemos, a nivel de aminodcidos individuales, pero no ofrece informacién sobre la
estructura secundaria que un residuo tiende mas a formar, como si lo hace el IPE.

Cuando se evalua en tripletas de residuos de aminodcidos, la Entropia conformacional presenta un
comportamiento diferente al del IPE, lo que muestra que el Indicador de Preferencia Estructural
no es reemplazable por la entropia. La entropia mide la diversidad con que una tripleta aparece en
diferentes estructuras secundarias; mientras que el IPE se enfoca mas en determinar la
dominancia con que una tripleta de aminoacidos, forma una estructura secundaria particular.

El Indicador de Preferencia Estructural (IPE) que desarrollamos en el marco de este proyecto,
permite identificar secuencias cortas que se conservan en una estructura secundaria a lo largo de
diferentes proteinas, y también identifica secuencias cortas que pueden cambiar su estructura
secundaria de una proteina a otra, y que dependen del contexto de aminoacidos que le flanquean
en la secuencia. Extendiendo este concepto de andlisis de secuencias cortas, a la totalidad de la
secuencia proteica, el IPE permite identificar las proteinas cuya estructura secundaria es estable, e
indica cuando una proteina estd compuesta por tripletas de aminoacidos que le confieren
inestabilidad a la estructura secundaria. Por tanto, el IPE se puede usar en Ingenieria de proteinas,
en que se requiera construir una estructura secundaria estable 6 tendiente a cambiar.

El IPE permite también identificar tripletas que no presentan tendencias a formar estructuras
secundarias especificas, y que dependen del contexto de los residuos de aminoacidos que le
rodeen. A estas tripletas las hemos Ilamado “Tripletas camaledn”, pues alcanzarian su estructura
secundaria, dependiendo del entorno de secuencia y el ambiente que en se encuentren.
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Se desarrollé una herramienta de Excel para el andlisis de una secuencia de aminoacidos, en
términos de la preferencia estructural, estimada con el IPE, que puede ser util en el redisefio de
proteinas.

Las tripleta WMC (Triptéfano-Metionina-Cisteina), que aparece dominantemente en hélices
(HHH), v la tripleta HHH (Histidina-Histidina-Histidina), que aparece dominantemente en Giro al
azar (UUU), son las que presentan los mayores valores de IPE, por encima de 0.94, lo que significa
gue cada una de estas tripletas, es claramente formadora de una estructura secundaria en
particular. Consideramos que estas combinaciones de aminoacidos, son las mas determinantes
para la formacion de una estructura secundaria. Estas tripletas se vieron en el capitulo anterior,
como tripletas que aparecen con frecuencias muy altas en las estructuras secundarias que se
mencionan aqui.

Algunas tripletas, principalmente constituidas por repeticiones de los aminoacidos de Cisteinas,
Metioninas, Triptéfano, y Aspartico, resultaron ser tripletas con valor de IPE, cero, con lo que las
consideramos tripletas camaledn, que se acomodan a la estructura secundaria de los aminoacidos
del contexto que rodea la tripleta. Los residuos de Metionina y Triptéfano se presentaron entre los
aminodcidos con bajas frecuencias de aparicion bajas y aproximadamente iguales en todas las
estructuras secundarias, segun el capitulo 3; lo que valida la capacidad del IPE de categorizar
secuencias cortas de acuerdo con su preferencia estructural.
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CAPITULO 6. REDISENO DE BMPs Y B-LACTAMASAS
MEDIANTE RECONSTRUCCION ANCESTRAL

Entre 2010 y 2012, hice mi pasantia doctoral, entre los laboratorios de Quimica Fisica e Ingenieria de
Proteinas de la Universidad de Granada, y el laboratorio de Biologia Sintética del Instituto Tecnolégico de
Georgia, GeorgiaTech. Durante ese tiempo, reconstruimos computacionalmente, Proteinas Morfogenéticas
de Hueso, para su uso en cirugias ortopédicas y maxilofaciales, y enzimas Beta-Lactamasas para su uso en la
evaluaciéon de nuevas moléculas, candidatas a ser antibiéticos de nuevas generaciones. Debido a lo anterior,
este capitulo se presenta como un capitulo independiente, con su propia tabla de contenido, introduccidn,
etc.

En el presente capitulo, se presentan los resultados de este trabajo. Se ha incluido una tabla de contenido a
este capitulo, en forma particular, dado el caracter independiente de este trabajo, con respecto al trabajo de
los capitulos anteriores; por ello, este trabajo presenta sus propios objetivos, introduccion, resultados y
conclusiones.
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6.1. INTRODUCCION

6.1.1. LA INGENIERIA DE PROTEINAS

Podria decirse que las proteinas son las verdaderas protagonistas de la vida, desde el punto de
vista molecular, dada la enorme gama de actividades y funciones que realizan en los seres vivos.
Esto ha conducido a que el estudio de las proteinas sea un campo “caliente”, que genera muchas
publicaciones cada afio. Pero un campo de la ciencia alcanza su madurez, cuando el conocimiento
acumulado adquirido permite hacer modificaciones y nuevos disefios para su uso y aplicacion en
otras areas. En cuanto al campo especifico de las proteinas, esto se conoce como “Ingenieria de
proteinas”.

El término “Ingenieria de proteinas”, hace referencia a la modificacidon, disefio é redisefio de
proteinas con propiedades alteradas, ¢ incluso nuevas. La ingenieria de proteinas tiene un gran
interés biotecnoldgico dada la amplia gama de posibles aplicaciones practicas de las funciones
proteicas. Por el momento, estas aplicaciones son fundamentalmente de tres tipos: aplicaciones
biomédicas/terapéuticas (Lazar et al. 2003), aplicaciones tecnoldgicas/industriales (Kirk et al.,
2002), y aplicaciones en nanotecnologia (van den Heuvel y Dekker. 2007).

Las aplicaciones terapéuticas de proteinas se basan generalmente en anticuerpos monoclonales y
en proteinas involucradas en comunicacion celular (hormonas, factores de crecimiento,
citoquinas, etc.) (Lazar et al. 2003). Las aplicaciones tecnoldgicas se basan esencialmente en
proteinas con actividad enzimdtica e incluyen su uso en detergentes, industria alimentaria,
alimentacién animal, industria textil, sintesis orgdnica, etc. (Kirk et al., 2002). Las aplicaciones de
las proteinas en nanotecnologia, hacen uso esencialmente de proteinas que actian como motores
moleculares (la bomba de protones, polimerasas, proteinas de la contraccion muscular, etc.) (van
den Heuvel y Dekker. 2007).

Usualmente, la ingenieria de proteinas hace uso de la introduccién de mutaciones en la secuencia
de aminodcidos. El punto critico es introducir mutaciones que causen los cambios que se desean
introducir en la estructura para modificar la estabilidad, la funcién 6 alguna otra propiedad de la
proteina. Para ello, hay dos aproximaciones que se podrian considerar cldsicas:

1. El disefio racional (computacional), en que, conociendo la estructura de la proteina, y mediante
un modelo tedrico de cdmo los cambios afectarian a las propiedades de la proteina, se predicen
los efectos de las mutaciones.

2. Evolucién dirigida in vitro (Tobin et al, 2000), en que se cuenta con una amplia biblioteca de
variantes de proteinas, en el que se obtienen variantes con las caracteristicas deseadas, mediante

tamizaje y seleccion.

Estas dos aproximaciones tradicionales, aunque presentan algunas limitaciones, condujeron a
muchas “historias exitosas”. El disefio racional estd frecuentemente dificultado por el limitado
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conocimiento de la relacion estructura-energética de las proteinas mientras que la exitosa
evolucién dirigida in vitro, puede requerir del tamizado de bibliotecas muy grandes (lo cual puede
no ser practico, ni conveniente desde el punto de vista de la relacién costo-beneficio).

Hay una “tercera aproximacién”, que en los ultimos afios ha mostrado un incremento en el
numero de trabajos publicados que intentan usar informacién evolutiva en ingenieria de
proteinas. La razén detrds del desarrollo de este enfoque es doble. En primer lugar, como las
proteinas existentes hoy en los seres vivos, son el resultado de la seleccion natural, la informacién
acerca su evolucién puede usarse para guiar la ingenieria de proteinas. Como segundo punto, las
bases de datos de secuencias estan creciendo exponencialmente y contienen jugosa informacion
evolutiva que puede ser aplicada de forma inmediata. De este enfoque evolutivo, tal vez el mas
conspicuo y con resultados exitosos, sea la Reconstruccidn de secuencias ancestrales, que algunos
autores consideran que pertenece al campo conocido como Biologia sintética evolutiva.

Biologia Sintética Evolutiva y Reconstruccion de las secuencias ancestrales

Es una metodologia relativamente reciente, usada para inferir informacién evolutiva, ecoldgica,
bioquimica, fenotipica, ambiental ¢ biogeografica asociada con nodos ancestrales extintos en un
arbol filogenético. La Reconstruccidn de Secuencias Ancestrales (ASR, por su sigla en inglés), es la
generacion de secuencias de proteinas, genes, 0 incluso genomas completos extintos,
hipotéticamente correspondientes a tiempos antiguos, a partir de las secuencias de proteinas,
genes 6 genomas existentes hoy.

Originalmente, el famoso quimico ganador de dos premios Nobel y padre de la quimica
estructural, Linus Pauling y uno de los padres de la Evolucion molecular Emile Zuckerklandl,
quienes propusieron el modelo del reloj molecular, propusieron la reconstruccién de proteinas
antiguas extintas (Pauling y Zuckerklandl, 1963). Pocos afios después, Margaret Dayhoff,
posiblemente una de las madres de la Bioinformatica, propuso que las secuencias actuales podrian
dar informaciéon sobre secuencias del pasado (Eck y Dayhoff, 1966). A partir de esta propuesta,
Walter Fitch, de la Universidad de California en Irvine, propuso el enfoque de minimo cambio
(Maxima Parsimonia) para definir el proceso de cambio evolutivo en un arbol (Fitch, 1971).

Esto Ilend un vacio en la posibilidad de ir hacia atras en el pasado, dentro de una filogenia y mas
de 45 anos después de la propuesta de Pauling y Zuckerklandl, hasta que dos investigadores
estadounidenses retomaron el concepto y reconstruyeron una enzima Ribonucleasa (Benner y
Allemann, 1989). Hasta aqui, el trabajo habia sido basicamente matematico y computacional; seria
Steven Benner, y su grupo de investigacién, quienes llevarian al laboratorio las secuencias
reconstruidas, en un proceso que se conoce como resurrecciéon. A través de este estudio, se
demostré que la reconstruccidon ancestral podria dar como resultado proteinas funcionales con
caracteristicas particulares (Stackhouse, et al., 1990)

Entrando los 90, mediante un analisis de Maxima Parsimonia, se infirieron las primeras secuencias
proteicas de especies extintas, para luego sintetizar los genes y expresar las moléculas (Malcolm et
al., 1990; Adey et al., 1994; Jermann et al., 1995). Luego, los evolucionistas moleculares depuraron
los modelos matematicos y evolutivos que usan Maxima Parsimonia (Yang et al., 1994; Yang et al.,
1995; Swofford y Maddison, 1987), de Mdaxima Verosimilitud (Koshi y Goldstein, 1996), y de
Distancia (Pupko et al., 2000), para inferir secuencias ancestrales a partir de secuencias actuales.
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Posteriormente se reportaron reconstrucciones comparativas entre diferentes modelos
matematicos (Zhang y Nei, 1997). Posteriormente se estudiaron las propiedades fisicoquimicas de
proteinas resucitadas, encontrando propiedades tan interesantes como termoestabilidad
aumentada en algunas de ellas (Malcolm et al., 1990; Stewart, 1995). Con esto, se ha inferido
informacién acerca de los ambientes antiguos del planeta (Gaucher et al., 2003), estabilidad y
actividad de proteinas extintas (Thornton, J. 2004), y hasta aspectos fisioldgicos y etoldgicos como
si los dinosaurios cazaban de noche (Chang et al., 2002; Chang, 2003).

La reconstruccion de secuencias ancestrales también ha permitido deducir el camino evolutivo de
algunos genes y proteinas, con lo que se pueden identificar los cambios especificos en un
aminodcido 6 nucledtido, que debieron ocasionar cambios funcionales en la proteina (Stewart et
al. 1987; Swanson et al. 1991), También se han podido hacer inferencias evolutivas sobre
diferentes organismos (Ugalde et al., 2004).

El subcampo de las reconstrucciones de secuencias ancestrales relne un pequefio grupo de
expertos en el mundo, que han ofrecido depuraciones a las metodologias y ofrecido multiples
aplicaciones de las mismas (Liberles, 2007). Hoy en dia, se ha estado aplicando a la construccion
de proteinas con propiedades particulares, para Ingenieria de Proteinas, con resultados (Libertiniy
di Donato, 1994; Purdy, 2008; Dean y Golding, 1997). Nuestro grupo de investigacion, en
colaboracién con un grupo de investigacidon en GeorgiaTech, Atlanta, y la Universidad de Columbia
en los Estados Unidos, ha participado en la reconstruccion, resurreccion y evaluacion experimental
de enzimas Tiorredoxinas (Perez-Jimenez, et al, 2011).

El presente trabajo forma parte de las primeras reconstrucciones de proteinas ancestrales para su
evaluacion en el laboratorio, realizada en nuestro grupo de investigacién. Hemos reconstruido
proteinas ancestrales de BMP2, BMP4, y otras proteinas de la superfamilia de los TGF-B, que
participan en procesos de desarrollo en el organismo de vertebrados. Dentro de nuestra
reconstruccion, hemos obtenido secuencias proteicas ancestrales de nodos de mas de 750
millones de afios en el pasado.

Para el presente trabajo, hemos trabajado en colaboracion con el grupo de investigacidn Biologia
Sintética Evolutiva liderado por Eric Gaucher, en GeorgiaTech, conocido experto en la
reconstruccion de secuencias ancestrales. Esta investigacion se enmarca dentro de las prioridades
del Consorcio cientifico para la Ingenieria de Proteinas (Prodestech por “Protein Design and
Technologies”), que abarca varios de los grupos que trabajan en punta en este campo en Espaiia, y
forma parte de un proyecto colaborativo con el grupo de investigacién en Ingenieria de tejidos del
Instituto de Estudios Bioldgicos (IEB), de la Universidad Complutense de Madrid, liderado por el
Dr. losé Luis Lépez Lacomba (http://prodestech.cib.csic.es/members/group-5,
http://portal.ucm.es/web/ingenieria-de-tejidos/inicio), que trabaja en el desarrollo de
aplicaciones terapéuticas de las Proteinas Morfogenéticas de Hueso, y las estrategias para
transferir los desarrollos a la clinica y la industria.

LAS PROTEINAS MORFOGENETICAS DE HUESO

Las BMP, regeneracidn dsea, efectos de la des-regulacidn, y proteinas recombinantes

Las BMPs se consideran un grupo primordial de senales morfogenéticas, inductoras de la
formacién de hueso y cartilago. Su funcién como sefiales celulares se ha hecho evidente cuando
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ocurre una regulacién inadecuada de las sefiales, causando procesos patogénicos (Bleuming et al.,
2007). En especial, el cancer implica una regulacién incorrecta del sistema de sefiales de BMPs. A
manera de ejemplo, la ausencia de sefializacion, es un factor importante en la progresion del
cancer de cdélon (Kodach et al., 2008), y la sobre-activacion de la sefializacién debida a una
esofagitis inducida por reflujo, provoca el sindrome conocido como Eséfago de Barret, que es
critico en el desarrollo del adenocarcinoma en la porcion terminal del tracto gastrointestinal
(Milano et al., 2007).
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% ondrogénesis

Vascularizacion y
formacion de
hueso

Remodelacion del
hueso y pobacidon por
médula dsea

Figura 5.1. Eventos celulares que ocurren después de la implantacidn de las BMP. Estas inducen la formacion
de hueso endocondrial (mediante un intermediario de cartilago), y directo (intramembranoso). El resultado
final en cada caso, es tejido éseo que se remodela y se llena con médula ésea hematopoiética.
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Dado su papel en la regeneracion de tejido dseo, las BMPs se han empezado a usar
terapéuticamente en cirugias ortopédicas y maxilofaciales (Wikesjo et al., 2009, Moghadam et al.,
2001). En medicina regenerativa, las BMPs se dirigen al sitio de la fractura para su incorporacién
en un implante éseo, que las libera gradualmente a lo largo de varias semanas, para permitir la
formaciéon de hueso a medida que ocurre la estimulaciéon del crecimiento por las BMPs. Hace
pocos afios, la FDA aprobé dos productos de BMP para aplicaciones clinicas (principalmente para
tratar las fracturas de huesos largos y regeneracidon de discos intervertebrales), mediante su
liberacion en una matriz de coldageno que se implanta en el sitio de la fractura. Uno de los
productos aprobados es conocido como “Infuse bone graft” de la compafiia Medtronic, aprobado
en 2002 para su uso en la fusién espinal y hoy también en aplicaciones dentales (informacién
sobre la patente, en http://www.accessdata.fda.gov/cdrh docs/pdf/P000058a.pdf). El otro
producto aprobado es conocido como “OP-1 BMP-7” de la compaiiia Stryker Biotech, y se usa
como ayuda terapéutica en la fusidon de vértebras para prevenir el trauma neurolégico, y para el
tratamiento para curar una tibia fracturada donde haya fallado un injerto éseo como tratamiento
previo (Zimmermann et al., 2007;
http://www.healthpointcapital.com/research/2004/04/12/fda_approves second growth factor f

or_the spine/).

Aparte de estos dispositivos médicos aprobados por la FDA, hay varias patentes relacionadas con
las proteinas morfogenéticas de hueso, de las que se han identificado, al dia de hoy, 23 tipos de
BMPs en el ser humano, de las cuales, la que al parecer juega el papel mas critico en el desarrollo
dseo y que es posiblemente la que ha recibido mayor atencién y sobre la que se realiza mas
investigacion, es la BMP-2, de la que Wozney tiene una patente por una version recombinante de
la proteina (Oficina de patentes de los Estados Unidos: http://patft.uspto.gov/netacgi/nph-
Parser?Sect2=PTO1&Sect2=HITOFF&p=1&u=/netahtml/PTO/search-
bool.htm|&r=1&f=G&|=50&d=PALL&RefSrch=yes&Query=PN/5618924). Esta patente, con nimero
de registro de patente en los Estados Unidos US5618924, otorgada el 8 de Abril de 1997, y aunque
expiraba el 8 de Abril de 2014, obtuvo una extensidon de la patente hasta el 2016 (Medtronic,
Annual Report, 2009). Considerando el costo del tratamiento con las proteinas patentadas y
aprobadas, y la actividad de la BMP-2 comercial, es de gran interés disefiar una BMP-2 con
actividad y estabilidad magnificadas, y a un costo de tratamiento mas razonable.

Los problemas dseos y el impacto clinico de las BMP

En un estudio presentado en el Congreso Europeo de Osteoporosis y Osteoartritis, realizado en
Valencia, en Marzo de 2011, por el presidente de la International Osteoporosis Foundation, se
mostré que los costos de las fracturas por fragilidad 6sea en Francia, Alemania, Italia, Espafia,
Suecia y el Reino Unido, ascienden a 31 billones de Euros al afio (Strom et al. 2011). También se
han hecho estudios sobre el costo social y econémico de las fracturas derivadas de osteoporosis
en Espafia, mostrando que sélo por fracturas de cadera, se presentan mas de 40.000 casos al ano,
mas otras fracturas relacionadas con la osteoporosis (Solan et al., 2010; Herrera et al., 2006;
Alvarez-Nebreda, 2008)

Las fracturas traumaticas implican un factor importante de enfermedad. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los accidentes traumaticos implican unos 500 millones de
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ddlares al afio en el mundo, de los cuales una parte importante implica fracturas y cirugias dseas
(Hak, 2005, World Health Organization, 2003).

Los primeros estudios clinicos se iniciaron con 11 pacientes, que mostraron resultados
prometedores en términos de la regeneracidn dsea (Howell et al. 1997). Hoy en dia, se han hecho
estudios clinicos con BMP-2 para el tratamiento de varias patologias dseas. El éxito comercial de la
BMP-2 recombinante humana ha estimulado la evaluacién clinica en otros subconjuntos de
defectos dseos y la investigacion en nuevos factores de crecimiento. Los productos se han
aprobado también para su uso en procedimientos de implantacion dental (Cochran et al., 2000). El
uso de los factores de crecimiento para reparacion de cartilago, tendén ¢ tejidos blandos, aln
estan en estados preclinicos, constituyéndose en un nicho con ventajas competitivas para quienes
investigan en ello.

La BMP-2 se aprobé para la fusion espinal y para fracturas de tibia (Govender et al., 2002) y se ha
evaluado su efectividad en la reparacion de fracturas (Eihorn et al., 2003); la BMP-7 (también
conocida como Proteina Osteogénica-1 (OP-1), recibié una exencidon humanitaria como dispositivo
para uso en fracturas no articulares que han fallado en curarse por otros tratamientos
(Friedlaender et al., 2001). Las BMP-2 y BMP-7, aunque comerciales y aprobadas por la FDA para
su uso clinico, tienen un inconveniente importante: su alto costo, que puede oscilar entre 5000 y
8000 euros en un tratamiento convencional (Hak, 2005).

Producir proteinas recombinantes de BMPs, ofrece perspectivas interesantes en términos de su
utilidad terapéutica en tratamientos para la regeneracién dsea, pero también en otros aspectos en
que esté implicada la regeneracidon de tejidos y el control de la misma mediante sefalizacion
celular.

Importancia y un poco de historia

Las enfermedades dseas 6 relacionadas con articulaciones y huesos, los eventos traumaticos, las
deformidades del desarrollo y la reseccidn de tumores, son causa frecuente de defectos dseos que
pueden afectar seriamente la calidad de vida y comprometer las habilidades quirdrgicas de
cirujanos ortopédicos y maxilofaciales, y tienen impacto en los costos asociados con el sistema de
salud (Kenley et al., 1993).

Es comun que la reparacion de deficiencias dseas implique técnicas quirdrgicas como injertos
autélogos, aloinjertos, dispositivos de fijacién interna & externa, estimulacidon eléctrica, e
implantes aloplasticos (Kalfas, 2001). Se estima que sélo en los Estados Unidos, se realizan mas de
500.000 procedimientos de injertos dseos, la mitad aproximadamente, dedicados a la fusidn
espinal (Greenwald et al., 2010). La tecnologia existente, aunque efectiva en muchos casos, aun
presenta dificultades y desventajas. Desde hace algunos afios, la Biotecnologia ofrece alternativas
a la reparacién dsea, mediante la administracién de factores de crecimiento, con la consecuente
mejora en la calidad de vida de los pacientes, disminucién de costos de tratamientos y cuidados, y
reparaciones permanentes sin efectos colaterales importantes (Kenley et al., 1993; Murray-Rust,
1993; Nandi, 2010).
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Los factores de crecimiento implicados en el desarrollo y reparacién del hueso, son las Proteinas
Morfogenéticas de Hueso (BMPs por su sigla en inglés). Las BMPs promueven la formacion de
hueso y cartilago, y participan en la regeneracién de los mismos en el caso de heridas y fracturas.
Estas proteinas son parte de una superfamilia de proteinas conocida como Factor de Crecimiento
Transformante tipo B (TGF- B por su sigla en inglés), que son citoquinas reguladoras de procesos
celulares, que incluyen proteinas participantes en control del crecimiento celular, la proliferacion
celular y la apoptosis, entre otras (Burt, 1992; Herpin, et al., 2004).

Los estudios sobre regeneracién de hueso empiezan en 1889, cuando Senn observé que el hueso
descalcificado podia inducir la curacion de defectos dseos (Senn, 1889). La primera evidencia de la
formacidon de hueso ectépico, la dio Lavender, cuando inyectd extractos de hueso crudo en
musculo (Levander, 1934, 1938). Lacroix en 1945 sugirid que la regeneracién de hueso deberia
estar dirigida por los mismos factores implicados en el crecimiento (Lacroix, 1945). Ya en 1965, el
cientifico y ortopedista estadounidense, Marshall Urist, en un trabajo pionero reportd el
descubrimiento de una familia de proteinas en la médula dsea, que tienen capacidad
osteoinductiva, cuando usé un segmento de hueso desmineralizado vy liofilizado, que indujo la
formacion de nuevo hueso cuando fue implantado en musculo de conejo (Science, 1965).

Con esto, Urist descubrié que el compuesto activo responsable de la regeneraciéon ésea era una
mezcla de proteinas, a las que bautizé con el nombre de “Proteinas morfogenéticas de hueso”
(Urist y Strates, 1971); la osteoinduccidn es la habilidad de un material de promover la formacién y
el crecimiento de hueso, sobre la superficie de hueso ya existente, también se define como la
formacidn de hueso de novo en tejidos duros 6 blandos (Wozney, 2002), con claras ventajas para
la reconstruccion bioldgica con fines terapéuticos, reemplazando los trasplantes dseos, con
procedimientos donde se induce formacion de hueso del mismo paciente.

La formacién de hueso es un evento celular que implica una cascada de multiples pasos, de los
cuales las etapas clave son: quimiotaxis, mitosis y diferenciacién (Reddi y Huggins, 1972). Estos
estudios despertaron interés en la comunidad cientifica y se llegd a investigar mas
exhaustivamente en la purificacidn de estas proteinas, ya que la matriz de hueso desmineralizado
es insoluble, con lo que un avance importante fue precisamente el uso de agentes caotrdpicos
como 4M Hidrocloruro de Guanidina, 8M Urea, 6 1% SDS para ello; con esto, fue posible crear un
bioensayo reproducible para la formacidon de hueso ectdépico (Sampath y Reddi, 1981). El ensayo
se basaba en la actividad de la enzima Fosfatasa alcalina y en el contenido de calcio en el hueso
recién formado. Reddi propuso que las BMPs eran responsables del inicio de la cascada de eventos
en que las células progenitoras en la médula dsea, se ven inducidas por estas proteinas para
producir osteocitos que conducen a la formacién de hueso (Reddi y Huggins, 1972; Reddi, 1981).

Sin embargo, el extracto sélo 6 el residuo insoluble por si mismos no inducen la formacién de
hueso, lo que sugiere que en la célula se necesita un conjunto de eventos coordinados que
implican tanto al extracto soluble como al sustrato de colageno insoluble (Sampath et al, 1987;
Luyten et al., 1989). Wozney logré clonar las BMPs que mostraron ser biolégicamente muy activas,
lo que significd un salto en el desarrollo del campo de investigacion de estas proteinas (Wozney et
al., 1988), y condujo a muchos avances basados en el uso de BMPs recombinantes para la
aplicaciones clinicas como fusidn espinal, curacion de fracturas e ingenieria de tejidos dentales
(Nakashima y Reddi, 2003; Seeherman y Wozney, 2005). El grupo de Reddi depurd la purificacién y
secuenci6 parcialmente la primera proteina osteogénica en 1989 (Luyten, 1989).
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Las BMPs humanas se producen ahora en grandes cantidades mediante tecnologias
recombinantes. En 2002, la Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA por
“Food and Drug Administration”) aprobd dos productos que contienen rhBMP-2 y rhBMP-7 en
matrices de coldgeno absorbible para la fusién espinal y la curacidn de fracturas de huesos largos
(McKay et al., 2007; White et al., 2007). Reddi en 1997 y Wagner en 2010 propusieron cambiar el
nombre de “bone morphogenetic proteins” a “body morphogenetic proteins” dada su
participacidon en la sefializacién de otros procesos en el organismo, ademas del desarrollo de
hueso (Reddi, 2005, Wagner, et al, 2010).

Sobre la estructura de las BMPs

Las BMPs se sintetizan como moléculas de preproproteina. Antes de la dimerizacién, estas
moléculas se cortan proteoliticamente en un sitio consenso de Arg-X-X-Arg, para generar las
proteinas maduras que se dimerizan posteriormente. Se ha demostrado que la regién N-terminal
controla la estabilidad de la proteina madura procesada y que la secuencia corriente-abajo
adyacente al corte, determina la eficiencia del mismo (Constam y Robertson, 1999).

La formacién del dimero con un nudo de Cisteinas, es requisito para la funcién inductora de hueso.
Las BMPs pueden ser activas como homodimeros y como heterodimeros. Su estructrua primaria
es similar en un 40 a 50% a la de los TGF-B, y como se menciond antes, forman parte de esta
superfamilia (Wozney et al., 1988). Aunque como las TGF-B, inducen la expresion de la Fosfatasa
alcalina y la Osteocalcina (que actian como marcadores de diferenciacién), las TGF-B1 inhibien
dramaticamente la expresién de Osteocalcina y la actividad de la Fosfatasa alcalina (Spinella-Jaegle
et al., 2001).

La resolucién de la estructura tridimensional de la BMP-7 mediante cristalografia de rayos X,
mostré que aunque hay una limitada identidad de secuencia, las BMP y las TGF-B2 comparten un
plegamiento comun. Dentro de la subfamilia, hay mayor similaridad en secuencia: Mientras que la
BMP-7 comparte menos del 38% de identidad en secuencia con la TGF-B2, presenta una
similaridad del 60 y del 85% con la BMP-2 y la BMP-5, respectivamente (Spinella-Jaegle et al.,
2001; Griffith etal., 1996).

Los mondmeros presentan 3 puentes de disulfuro intracatenarios que forman un nudo de Cisteina
gue se constituye en el nucleo del mondmero, y un puente de disulfuro intercatenario con el otro
mondmero, que estabiliza el dimero activo (Figura 5.2). El mondémero también presenta cuatro
cadenas de hoja B antiparalela que forman dos proyecciones en forma de dedo hacia afuera del
nudo (Figura 5.3), Tabas et al., 1991). El gen de la BMP-2 en humanos, se encuentra en el
cromosoma 20, en la localizacién 20p12.3 (Tabas et al., 1991).

MVAGTRCLLALLLPQVLLGGAAGLVPELGRRKFAAASSGRPSSQPSDEVLSEFELRLLSMFGLKQRPTPSRDAY
VPPYMLDLYRRHSGQPGSPAPDHRLERAASRANTVRSFHHEESLEELPETSGKTTRRFFFNLSSIPTEEFITSAE
LQVFREQMQDALGNNSSFHHRINIYEIIKPATANSKFPVTRLLDTRLVNQNASRWESFDVTPAVMRWTAQGHAN
HGFVVEVAHLEEKQGVSKRHVRISRSLHQDEHSWSQIRPLLVTFGHDGKGHPLHKREKRQAKHKQRKRLKSSC
KRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNHAIVQTLVNSVNSKIPKACCVPTELSAIS
MLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR

Figura 5.2. Secuencia de los 396 residuos de la preproproteina de la BMP-2 humana. En color azul, la
secuencia de los 114 residuos de la proteina madura activa.
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La BMP-2 humana, que es la proteina blanco en el presente trabajo, se sintetiza como una larga
proteina de 396 residuos, que luego se madura cortando la parte amino terminal, y dejando los
ultimos 114 residuos del extremo carboxilo terminal (Figura 5.2).

al otro mondmero |

QAKHKQRKRLKSSCKRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNHAIV
QTLVNSVNSKIPKACCVPTELSAISMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR

Figura 5.3. Secuencia de los 114 residuos de la BMP-2 humana madura, con las Cisteinas en color, y los

enlaces de disulfuro intra e intercatenarios.

En la Figura 5.3, se pueden ver en la secuencia de la BMP-2 madura, las Cisteinas y los puentes de
disulfuro que forman, tanto intracatenarios, como intercatenarios con el otro mondmero para
formar el dimero activo de la BMP-2. Los puentes de disulfuro forman un nudo que estabiliza al
dimero activo (Figura 5.3).
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Figura 5.4. Topologia de la BMP-2 humana (generada en www.pdb.org).
La BMP-2 presenta dos largas hélices hacia el extremo carboxilo, y cinco hélices cortas hacia el

segundo tercio de la proteina, cerca del extremo amino. La molécula presenta un largo hilo Beta
hacia la mitad de la proteina, entre los residuos 59 y 70 (Figura 5.4 y 5.5).
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Figura 6.5. Estructura tridimensional del dimero de BMP-2 humana (3BPM).

La BMP-2 interactia con su receptor, conocido como BRIA (por “BMP receptor IA”), mediante
interacciones de van der Waals, y la formacion transitoria de enlaces de hidrogeno. Los residuos
criticos para la interaccién, son Leu51 y Asp53 en la BMP-2. Se han construido variantes L51P que
no se unen a los conocidos como receptores tipo |, como el BRIA, que confirman la importancia de
este residuo para la interaccién (Keller et al., 2004). Otros residuos importantes para la interaccion
de BMP-2 con su receptor, porque participan en la formacion de enlaces de hidrégeno, son
W28(NE1), L51(N y O), D53(0D2 y N), N59(0OD1), S69(0 y 0OG), Y103(OH) (lo que estad entre
paréntesis corresponde al &tomo que participa en el enlace) (Keller et al., 2004). La estructura del
complejo ligando-receptor se ve en las figuras 6.5y 6.6.
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Figura 6.6. La estructura del complejo BMP-2-BRIAec. Vista lateral del lado préximo a la membrana. En
naranja y azul, monémeros de BMP-2. En verde, el receptor BRIAec. Se etiquetaron los elementos de
estructura secundaria extremos de la cadena y los giros 1y 3 del receptor (tomada de Kirsch, T. Et al. 2000).

Epitope nudillo

Epitope muieca

p2

Figura 6.7. Estructura del complejo BMP-2-BRIAec. Vista desde arriba, aproximadamente a lo largo de eje
bilateral del complejo. En dorado y azul, mondmeros de BMP-2. En verde, el receptor BRIAec. Se etiquetaron
los elementos de estructura secundaria extremos de la cadena y los giros 1 y 3 del receptor (tomada de
Kirsch, T. Et al. 2000).
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Mecanismo de accion de las BMP

Aunque las BMP son proteinas multifuncionales, las BMPs identificadas como osteogénicas, son
basicamente las BMP-2 y BMP-7 que pueden inducir la formaciéon de hueso y cartilago. Estas
proteinas actiuan como senales locales que difunden hasta la superficie celular, alterando el
proceso de desarrollo. La BMP-2 actia como un homodimero unido por un enlace de hidrégeno e
induce la formacidon de hueso y cartilago. Juega un papel critico en la diferenciacién de
osteoblastos.

Desde el punto de vista fisico y quimico, las BMPs se pueden considerar como proteinas
secretadas que actian como ligandos y que se unen a receptores especificos en la superficie
celular de diferentes tipos de células. Al interactuar con su receptor, causan efectos autocrinos y/o
paracrinos, con lo que tienen un impacto importante en la organizacién celular y tisular.

Los receptores transduce la sefial mediante un grupo de proteinas conocidas como SMADS (este
término es una fusidén de los términos MAD, del inglés “mothers against decapentaplegic”, una
proteina identificada en Drosophila, cuya forma mutada reprime el gen decapentaplégico,
importante en el desarrollo embrionario, y el término SMA, una proteina encontrada en
Caenorhabditis elegans, que causa un pequefio tamano corporal en el nematodo (small). Las
SMADS son homdlogas a ambos tipos de proteinas) (Attisano y Wrana, 1998; Whitman, 1998;
Derynck, 1998). Estos Smads llevan la sefal desde el citoplasma hasta el nucleo, por lo que se les
considera factores de transcripcion que regulan la expresion de algunos genes particulares
(Whitman, 1998).

In vivo, las BMPs actian esencialmente como factores de diferenciacion, convirtiendo células
mesenquimaticas en células formadoras de cartilago y hueso (Derynck, 1998; Massagué et al.,
2005). Un estudio sugiere que tanto in vitro como in vivo la implantacidén de estas BMPs, estimulan
células en tejidos blandos y duros (musculo, médula désea y periosteum), que se convierten en
células formadoras de hueso 6 de cartilago (Pogue y Lyons, 2006).

La actividad de las BMPs esta controlada en varios niveles. El factor de transcripcion tejido-
especifico (conocido también como factor bdsico hélice-giro-helice) y su secuencia de unién
(conocida como “caja E”), juegan un papel critico en el camino de expresion que siguen las BMPs.
En el medio extracelular, proteinas solubles inhibitorias como las noguinas, cordinas y folistatinas,
pueden afectar a algunas BMPs e inhibir su union a los receptores de superficie celular. En el
interior de la célula, la actividad de las BMPs se controla mediante la combinacion de la
transduccién de la sefal y las proteinas inhibitorias Smad (Singhatanadgit y Olsen, 2006) (Figura
5.5).

Las BMPs pueden también regular la expresién de las proteinas inhibitorias Smad. Estas Smad
estan fosforiladas y se translocan en el nucleo, donde regulan la transcripciéon de genes diana,
junto con otros factores de transcripcidn que incluyen PEBP2alphaA/Cbfal Tou, L., Quibria, N. y
Alexander, J.M. 2003).
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Figura 5.8. Mecanismo de accién de las BMP-2.

Otras funciones de las proteinas de la familia de las TGF-B

Las proteinas de la superfamilia de las TGF-B cumplen funciones muy variadas en el desarrollo de
los organismos. De ellas, las usadas en el presente estudio para la reconstruccion de las proteinas
ancestrales, es decir, las de las familias de proteinas parecidas a las BMPs, abarcan 19 grupos, que
van desde las BMP-2 a las BMP-10, y de las BMP-12 a las BMP-15 y las GDF-1, 3, 5, 6, 7, 9 y Nodal,
forman un conjunto de proteinas participantes en senalizacion de multiples procesos celulares,
funciones diferentes en diferentes tipos celulares, y un enorme potencial terapéutico, que se
menciona brevemente al final de este trabajo. En la siguiente tabla, se presentan algunas de las
funciones identificadas para las proteinas usadas en este trabajo, para la reconstruccion de
proteinas ancestrales, y de las que como potencial perspectiva futura, este trabajo puede derivar
en la reconstruccidn de otras proteinas de la misma familia.
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Tabla 6.1. Proteinas de la familia de los TGF-B y algunas de sus funciones.

Proteinas de la
familia de los TGF-B

Funciones identificadas

BMP2

BMP3
BMP3B / GDF10

BMP4

BMPS
BMP6

BMP7
BMP8A

BMP8B

BMP9 / GFD2

BMP10

BMP11 / GDF11

BMP12 / GDF7

BMP13 / GDF6

BMP14 / GDF5
BMP15

GDF1

GDF3 / Vgr2

GDF9

Nodal

Produccidn de hueso y cartilago, usada también en implantes dentales y
cirugia maxilofacial

Regula negativamente la densidad ésea

Involucrada en la formacion del craneo y en morfogénesis del esqueleto.
Diferenciacién del embrién en humanos. Diferenciacién del tejido
ectodérmico. Juega un papel importante en la formacién de hueso
endocondrial. Esta involucrada en el desarrollo muscular y mineralizacién
Osea.

Implicada en el desarrollo de algunos canceres. También en el desarrollo
del nervio dptico.

Induce a todos los marcadores osteogénicos en células madre
mesenquimaticas.

Transformacién de células mesenquimaticas en hueso y cartilago. Induce
diferenciacion a osteoblastos.

Participa en la osteogénesis epitelial. También en la homoestasis 6sea.
Homodloga a BMP7 y BMP5. Parece estar implicada en la osteogénesis.
Participa en inducir y mantener la habilidad de las neuronas colinérgicas
del prosencéfalo para responder a la acetilcolina. Estas reuronas son
importantes para el aprendizaje, la memoriay la atencion. También parece
estarinvolucrada en la regulacion del metabolismo del hierro.
Involucrada en la tabicacidn del corazon.

Regula los genes Hox, participantes en el desarrollo anteroposteriory el
corddn espinal. Regula el nimero de receptores olfatorios y de células
retinales ganglidnicas en el desarrrollo de la retina.

Participa en el desarrollo nervioso del embrién en crecimiento. Induce la
formacién de neuronas sensoriales en el cordén de la espina dorsal.
Crecimiento y diferenciacién de embriones en desarrollo. También
participa en el desarrollo de la epidermis y las articulaciones dseas.
Bloquea el efecto de la Noggina, que controla el desarrollo neuronal.
Participa en el desarrollo esquelético.

Participa en el desarrollo y maduracién de los ovocitos y foliculos. Sélo se
expresa en los ovarios.

Participa en el desarrollo de los patrones izquierda-derechay lainduccion
del mesodermo en el desarrollo embrionario.

Potencia la actividad de otros factores de crecimiento. Inhibe a algunas
BMPs. Participa en laregulacion del desarrollo de las células madre
embrionarias. También en la formacién del endodermo y mesodermo en
los estados pre-gastrula.

Afecta laformacion y desarrollo de los ovocitos. Se requiere para la génesis
de foliculos en los ovarios.

Esencial para la formacidn del mesodermoy la formacion de estructuras
del eje izquierdo-derecho en el desarrollo embrionario temprano.
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6.3. OBJETIVOS

6.3.1. OBJETIVO GENERAL

Mediante herramientas de la Biologia Sintética Evolutiva, reconstruir secuencias ancestrales de
proteinas de la superfamilia de los Factores de Crecimiento Transformantes tipo Beta, para la
obtencion de secuencias de ancestros de Proteinas Morfogenéticas de Hueso tipo 2, para su
evaluacion en el laboratorio.

6.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccionar secuencias actuales de proteinas de la superfamilia de los Factores de Crecimiento
Transformantes tipo Beta, con base en la similaridad de secuencia, organismo de procedencia,
disponibilidad de secuencia completa, y valores de confianza como el valor E.

Realizar alineamientos de las secuencias de las proteinas seleccionadas.

Poner a punto la metodologia computacional de la Biologia Sintética Evolutiva para la
reconstruccion de proteinas ancestrales.

Obtener secuencias ancestrales con altos niveles de probabilidad a posteriori, para su resurreccion
y evaluacion en el laboratorio.
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6.4. MATERIALES Y METODOS

Seleccion de la secuencia de inicio (sequencia “query”)

Usamos la secuencia de residuos de aminodacidos de la preproproteina BMP-2 humana (cédigo de
referencia NCBI: NG_023233.1, nimero de acceso YR9FBSMPO011), como punto de partida para
hacer una busqueda de BLAST de otros miembros de la familia de los TGF-p.

Busqueda de secuencias en la base de datos del NCBI

Usamos la opcién de busqueda en genomas completos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica de los Estados Unidos, que es tal vez una de las fuentes mas completas de recursos
bioinformaticos para la investigacion de genes y proteinas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). Las condiciones de busqueda incluyeron un umbral de
0.0001 que corresponde a la probabilidad de que dos secuencias sean similares sdélo por azar, y un
rango de identidad de 20 al 100%.

Realizamos la busqueda en organismos cuyos genomas han sido completamente secuenciados,
distribuidos asi: 12 genomas de mamiferos : humano (Homo sapiens), orangutan (Pongo abelii),
mono Rhesus (Macaca mulatta), mono Titi (Callithrix jacchus), conejo (Oryctolagus cuniculus), rata
(Rattus norvegicus), oso panda (Ailuropoda melanoleuca), perro doméstico (Canis lupus
familiaris), Caballo (Equus caballus), toro (Bos Taurus), rata marsupial (Monodelphis domestica),
y ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus); 3 aves: Gallo doméstico (Gallus gallus), Pavo real
(Meleagris gallopavo), y pinzén cebra (Taeniopygia guttata); un reptil: el lagarto anolés (Anolis
carolinensis); un anfibio: el Sapo tropical (Xenopus (Silurana) tropicalis); el pez cebra (Danio rerio),
y cuatro invertebrados: el gusano de la bellota (Saccoglossus kowalevskii), el erizo purpura de mar
(Strongylocentrotus purpuratus), el nematodo C.elegans (Caenorhabditis elegans), y la mosca de la
fruta (Drosophila melanogaster).

Alineamiento de las secuencias seleccionadas

Para el alineamiento, usamos el programa MUSCLE (Edgar, 2004a y b), con la matriz Gonnet250,
considerar una de las mejores matrices evolutivas para proteinas. Hicimos los alineamientos vy la
edicion de los mismos, en el programa MEGA (Tamura et al., 2007; Tamura et al., 2011). Una vez
editado el alineamiento pasamos a construir los drboles filogenéticos.

Arboles filogenéticos de las secuencias seleccionadas
Con base en el alineamiento, construimos multiples arboles filogenéticos usando el programa
MrBayes, basado en Inferencia Bayesiana. Este programa usa métodos de cadenas de Markov y

muestreo de Montecarlo para estimar la distribucién de los parametros del modelo
(Huelsenbecket al., 2001. Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Se realizaron decenas de arboles
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filogenéticos para su evaluacion a la luz de la informacién de la literatura y las relaciones
evolutivas del “Arbol de la vida” (“Timetree”, http://www.timetree.org/; Hedges et al., 2006); sin
embargo, no fue posible resolver dos politomias en el arbol, por lo que optamos por adaptar el
arbol que se habia obtenido, al arbol filogenético de los TGF-B, publicado recientemente en
Nature, por Shi et al. (2011).

Reconstruccion de las secuencias ancestrales de los TGF-

Para la reconstruccion alimentamos el programa PAML, con los alineamientos y el arbol
filogenético obtenido; PAML usa el modelo de Maxima Verosimilitud, para reconstruir las
secuencias ancestrales mas probables, mediante el modelo de Jones (Yang, 1997; Yang, 2007).
Posteriormente, analizamos las probabilidades a posteriori, y las mutaciones obtenidas, para
tomar las decisiones sobre qué secuencias reconstruidas, se resucitaran.

189


http://www.timetree.org/

6.5. RESULTADOS Y DISCUSION

La busqueda tipo BLASTP que hicimos en los genomas completos de los organismos mencionados,
arrojé secuencias de proteinas de las siguientes subfamilias de la superfamilia de TGF-: BMP-2,
BMP-3, BMP-3B (GDF-10), BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8A, BMP-8B, BMP-9 (GDF-2), BMP-
10, BMP-12 (GDF-7), BMP-13 (GDF-6), BMP-14 (GDF-5), BMP-15, GDF-1, GDF-3, GDF-9, y Nodal
(GDF = Factor de crecimiento y diferenciacién, por su sigla del inglés); todas estas proteinas
pertenecen a la familia de los Factores de Crecimiento Transformantes tipo B, similares a Proteinas
Morfogenéticas de Hueso. Para la escogencia de estas subfamilias, seguimos los criterios de
clasificacion de los TGF-B, mas recientes y aparentemente mas robustos (Shi et al., 2011). Hicimos
una ronda adicional de seleccidn de secuencias, buscando eliminar duplicados, proteinas anotadas
incorrectamente, proteinas secuenciadas parcialmente 6 con aparentes errores de secuenciacion,
e incluimos secuencias de proteinas de la superfamilia y de los organismos seleccionados, recién
reportadas, pero que no estaban reportadas aun en los genomas completos de los mismos, con lo
gue se obtuvieron las secuencias que aparecen relacionadas en la tabla 2.

Tabla 5.2. Secuencias de proteinas de la familia de lasTGF-B seleccionadas, tanto por tipo de

subfamilia proteica, como por organismo. El alineamiento se realizé con estas 323 secuencias.
. BMP BMP GDF10 BMP BMP BMP BMP BMP BMP GDF2 BMP GDF7 GDF6 GDF5 BMP GDF GDF GDF
Especies Nodal Tot
2 3 BMP3B 4 6 8A 8B BMP9 10 BMP12 BMP13 BMP14 15 1 9
1 1 3 1 1 1
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Totales 23 19 16 21 21 12 25 8 9 15 20 8 16 17 17 9 17 19 31 323

Para realizar el alineamiento afadimos una secuencia de la misma superfamilia de los TGF-B, pero
gue es conocido que pertenece a otra subfamilia, mds lejanamente relacionada desde el punto de
vista evolutivo. La razén de incluir esta secuencia, fue la de proveer una secuencia “outgroup”,
gue sirviera para enraizar el arbol filogenético obtenido. La secuencia que escogimos para esto,
fue la de la proteina GDNF de ratén (GDNF : factor neurotréfico derivado de linea de células
gliales, del inglés “Glial cell line-derived neurotrophic factor”). En la Figura 5.5 se presenta una
parte del alineamiento obtenido con el programa Muscle.
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Figura 6.9. Fragmento del alineamiento de las TGFB de los organismos seleccionados. Note la alta

homogeneidad.

Aunque realizamos la seleccién de las secuencias proteicas, teniendo en consideracién la
secuencia de las preproproteinas, debido a que la idea es reconstruir la proteina madura de 114
residuos, el alineamiento final, se hizo con la proteina madura (Figura 5.5).

Con las secuencias seleccionadas, cosntruimos decenas de arboles filogenéticos, sin haber podido
resolver dos politomias, que aparecen resueltas en el articulo de Shi et al. (2011); por ello,
optamos por construir nuestro arbol filogenético usando como “molde”, el arbol de los autores
mencionados (Figura 5.6).
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BMP-2

BMP-4

BMP-5

BMP-7

BMP-6

BMP-3A

BMP-3B

BMP-9=GDF-2

BMP-10

Nodal

BMP-3

BMP-3B

GDF-9

BMP-15

BMP-13=GDF-6

BMP-14=GDF-5

BMP-12=GDF-7
GDF-1

GDF-3

Lo b LLL e

Figura 6.10. Arbol filogenético de la familia de proteinas parecidas a BMPs, de la superfamilia de las TGF-B.

Este drbol filogenético tiene algunas particularidades: las ramas terminales corresponden a un tipo
de proteinas; una subfamilia (ejemplo BMP-2, BMP-4, etc). Ademds de ello, como puede
observarse en la Figura 5.8, cada rama terminal, incluye secuencias de los organismos
seleccionados; Es decir, el arbol filogenético que hemos obtenido presenta relaciones evolutivas
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entre especies animales en sus ramas terminales (por ejemplo Homo sapiens y Drosofila
melanogaster), y relaciones evolutivas entre familias de proteinas en los nodos mas antiguos (por
ejemplo las BMP-2 y las BMP-7), con lo que podemos inferir tanto eventos relacionados con los
procesos de especiacion (proteinas ortélogas), como eventos relacionados con la duplicacién de
genes (proteinas paralogas). Asi, son ortdlogas, la proteina BMP-2 humana, con la proteina BMP-2
de orangutan, mientras que son ortdlogas, las proteinas BMP-2 y las BMP-4.

Debido a lo anterior, en las ramas terminales podemos estimar distancias evolutivas entre
especies (por ejemplo, tenemos la distancia entre Homo sapiens y Drosofila melanogaster, cuyo
ancestro comun estd a 782.7 millones de afios en el pasado). Podemos estimar también la
distancia evolutiva entre proteinas pardlogas. Sin embargo, en el presente reporte, no
presentamos la distancia evolutiva entre estas proteinas.

Todos estos nodos reconstruidos son mads antiguos que la mayor distancia evolutiva entre las
especies seleccionadas para esta reconstruccién; es decir, son mas antiguos que 782.7 millones de
afios (ilustraciones 5.7 y 5.8). De los nodos reconstruidos computacionalmente, presentamos aqui
tres nodos seleccionados para su resurreccién y estudio en el laboratorio.
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Figura 6.11. Arbol filogenético mostrando algunos de los nodos ancestrales, de los cuales se reconstruyo el
nodo 336 para resucitar en el laboratorio.
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Figura 6.12. Detalle del arbol filogenético de las TGF-B, mostrando las ramas de las BMP-2 y las BMP-4. Se

muestran los nodos ancestrales mds cercanos a las proteinas BMP-2. Se reconstruyeron los nodos 340 y 341.
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En las figuras 5.11 y 5.12 se presentan los nodos ancestrales reconstruidos (los nodos 336, 340 y
341), que corresponden a las siguientes interpretaciones evolutivas:

Nodo ndmero 336: Ancestro comun entre el grupo de subfamilias de proteinas BMP-2 / BMP-4, y
el grupo de subfamilias BPM-5 / BMP-6 / BMP-7 / BMP-8A / BMP-8B.

Nodo numero 340: Ancestro comun entre las proteinas BMP-2 de vertebrados y las de
invertebrados.

Nodo numero 341: Ancestro comun entre las proteinas de mamiferos / aves / reptiles, y las
proteinas de peces e invertebrados.

Los nodos 336 y 337 presentaron las mismas secuencias, con 7 residuos diferentes de la proteina
BMP-2 humana. Los nodos 342, 343 y 344, también muestran secuencias iguales, con sélo tres
mutaciones con respecto a la BMP-2 humana; y los nodos 345 hasta las proteinas BMP-2 actuales,
presentaron la misma secuencia que la proteina BPM-2 humana.

Las reconstrucciones seleccionadas para estos tres nodos, fueron las realizadas con los modelos
WAG?2, mediante reconstruccién marginal.
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NOTA: debido a que las proteinas redisefiadas obtenidas en este trabajo, son un producto con el
que aplicard a una patente, la oficina de transferencia de Tecnologia de la Universidad de
Granada, ha solicitado expresamente la omisidn de esa informacion en este documento, con el
fin de evitar la vulneracidn de la aplicacién a la patente. Por ello, se ha ocultado en las siguientes
tablas y figuras, que presentan las secuencias de las proteinas reconstruidas.

Tabla 2. Nodos reconstruidos, con sus mutaciones y porcentajes de similitud y disimilaridad con
respecto a la BMP-2 humana.

Como se nota en la tabla 2. Los nodos mas cercanos a las proteinas actuales, presentan un menor
numero de mutaciones y por tanto mas similitud con las BMPs actuales, que los nodos mas
antiguos.

Las secuencias de las proteinas ancestrales obtenidas, son
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Figura 5.13. Mutaciones de los nodos ancestrales reconstruidos, con relacion a la BMP-2 humana. La primera
linea corresponde a las posiciones de los residuos en la proteina. La segunda linea es la secuencia de la BMP-
2 humana. Las tercera, cuarta y quinta lineas, corresponden a las mutaciones en las secuencias de las
proteinas ancestrales de los nodos 336, 340 y 341.

Note que dos de los residuos importantes para la unidn al receptor, Leu51 y Asp53 (marcados con
un recuadro rojo en la Figura 6.9), no estan modificados en el nodo ancestral 41, mientras que en
los nodos mas antiguos (36 y 40), ocurre una mutacién por un aminodacido equivalente,
conservando las propiedades fisicoquimicas (Glu por Asp), pero no mutacién en la Leu51.

También es importante resaltar que las zonas grises en la Figura 6.9, corresponden a zonas de
interaccion con el receptor, y que con la excepcidn del cambio de Asn por Tyr en la posicién 96, la
proteina ancestral del nodo 41 (es decir, el nodo reconstruido mas cercano a las proteinas
actuales). En cuanto a los residuos que establecen enlaces de hidrégeno con el receptor, las
proteinas ancestrales no presentan mutaciones en las posiciones W28, L51, D53, N59, S69, e
Y103. En las ancestrales de los nodos 36 y 40, se ha cambiado un Glu53 por un Asp, por lo que la
mutacion es conservativa y se puede mantener el enlace de hidrégeno. Con esto, al parecer no
hay mutaciones en las zonas importantes de la proteina para la interaccion con el receptor.

A medida que los nodos reconstruidos se alejan de las proteinas actuales, aparecen mas
mutaciones que pueden (a priori), afectar la unién del ligando (la BMP-2) con su receptor de
membrana. Hasta el momento, se tienen construidos los plasmidos con los genes de las proteinas
ancestrales, para su expresidn tanto en Escherichia coli, como en células de ovario de hamster
chino (células CHO), como modelo de mamifero.
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6.6. Sobre la Reconstruccion Ancestral de B-Lactamasas

Se reconstruyeron enzimas ancestrales de enzimas B-Lactamasas clase A, correspondientes
diferentes épocas de la historia del planeta, llegando hasta periodos precambricos.

Se resucitaron Lactamasas correspondientes a los siguientes ancestros comunes: ENCA
(Enterobacteria Common Ancestor, 600 millones de afios atras), GPBCA (Gamma Proteo Bacteria
Common Ancestor, de 1500 millones de afios de antigliedad), GNCA (Gram Negative Common
Ancestor, 2000 millones de afios atras), y PNCA (Gram Positive/Negative Common Ancestor, de
hace 3000 millones de afios). Se usé una enzima B-Lactamasas clase A existente hoy en dia, en E.
coli, como secuencia semilla para la recuperacién de las secuencias de las demas lactamasas de
origen cromosdmico, de hoy en dia.

Las enzimas presentaron secuencias sustancialmente diferentes a las enzimas de hoy: ENCA (55
residuos diferentes), GPBCA (111 diferentes), GNCA (122 diferentes), y PNCA (124 diferentes).

Todas las proteinas ancestrales presentaron una Tm mayor que las lactamasas de hoy, llegando
hasta una estabilidad térmica de 35°C mayor, lo que es coherente con la temperatura del planeta
de hace miles de millones de afios, segun el registro geoldgico y paleoclimatico. El lograr
termoestabilidades mayores que las proteinas de hoy, es algo deseable en la ingenieria de
proteinas, dado que se logran altas temperaturas de actividad en procesos industriales, y se
elimina la necesidad de mantener una cadena de frio de una enzima, por ejemplo.

Las enzimas ancestrales reconstruidas presentaron también una mayor promiscuidad de sustrato,
gue también es coherente con la teoria evolutiva, en que la especializacion se logra con el paso de
mucho tiempo de respuesta a condiciones cambiantes que ejercen presién selectiva sobre los
genes de las enzimas.

En esta seccion, se presenta el articulo “Hyperstability and substrate promiscuity in laboratory
resurrections of Precambrian -Lactamases”, publicado en el Journal of American Chemical Society
en febrero de 2013, que incluye la metodologia, usada tanto en la reconstruccion computacional,
como el trabajo experimental que llevé a la resurreccidn y caracterizacion de las enzimas.

Mi participacion en la reconstruccién de Lactamasas, correspondid a la reconstruccién
computacional de las mismas, clonacidn de los genes en los vectores adecuados, expresion de las
proteinas, y realizacién de algunas de las pruebas de microcalorimetria para verificar la estabilidad
térmica de las enzimas ancestrales.

A continuacion, el articulo publicado que pretende mostrar lo que se presentaria en esta seccién
del capitulo 6. En el capitulo 7, se presentan los productos derivados de este trabajo.
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6.6. CONCLUSIONES CAPITULO 6 - REDISENO
DE BMPs y B-LACTAMASAS MEDIANTE
RECONSTRUCCION ANCESTRAL

Las proteinas hipotéticamente ancestrales, resucitadas en el laboratorio, presentaron la actividad
gue se esperaba, que es la misma de las proteinas “semilla” usadas para la seleccién de secuencias
proteicas iniciales.

Las proteinas hipotéticamente ancestrales presentan una estabilidad térmica magnificada, y
temperaturas de fusién (Tm), hasta 35 grados centigrados mas alta.

La termoestabilidad magnificada de las proteinas ancestrales correspondientes a periodos
precambricos, es coherente con la evidencia geoldgica que dice que el planeta estaba a mayores
temperaturas que hoy en dia.

Las proteinas ancestrales presentan mayor promiscuidad en su actividad que las proteinas de hoy,
lo que es coherente con la teoria evolutiva.

La reconstruccion de secuencias ancestrales se constituye en una herramienta poderosa para la
ingenieria de proteinas, sobre todo cuando se requieren enzimas mas termoestables 6 se requiere
promiscuidad de sustrato.

La Reconstruccion de Secuencias Ancestrales permite hacer inferencias evolutivas, sobre genes y

proteinas, y eventualmente usar esa informacion para el redisefio de proteinas, genes y genomas
de hoy en dia.
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SIGUIENTES PASOS Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El paso ldgico siguiente, es evaluar en el laboratorio las proteinas ancestrales reconstruidas, al
igual que evaluar su actividad in vitro e in vivo. Para ello, ya se han construido los pldsmidos con
los genes de estas proteinas. Se expresaran tanto en E. coli, como en células de mamifero (células
CHO, de Ovario de Hamster Chino), por lo que se han construido los genes tanto en un plasmido
de expresion para E. coli, como para la expresion en células de mamifero.

Aunque en el presente trabajo se trata la reconstruccion de sdélo tres nodos ancestrales, hemos
reconstruido en realidad todos los nodos ancestrales del arbol filogenético de las ilustraciones 7 y
8. Esto significa que podemos evaluar nodos mas antiguos como candidatos a modificaciones en
las proteinas BMP-2.

Lo anterior también significa que podemos reconstruir nodos de otras proteinas de interés
médico, como las BMP-7 que se usan para estimular el crecimiento de células renales, y de esta
manera aumentar el éxito del trasplante de rifdn. Esta proteina también participa en la
recuperacion de fibras musculares cardiacas como tratamiento posterior al infarto de miocardio, y
en la rehabilitacion motriz de algunas areas dafiadas del cerebro. Hay otras proteinas de la
superfamilia de las TGF-B, que tienen otras potenciales aplicaciones terapéuticas, con lo que las
posibilidades que abre la reconstrucciéon ancestral de estas proteinas son muchas y de variadas
aplicaciones potenciales.
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7. CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES Y
PRODUCTOS DEL PRESENTE TRABAJO

CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo se analizaron aminodacidos individuales y en tripletas, junto con su relacién a
las estructuras secundarias que adopta.

La muestra utilizada en el andlisis, PDBGlobal, es representativa de la totalidad de PDB y del
universo proteico representado en él. Esta muestra, y las submuestras resultantes de la
agrupacion por criterios como contenido de estructura secundaria, localizacion celular, organismo
del que provienen, Phylum al que pertenecen los organismos, Tipo de Enzima segun la Enzyme
Commission y Familia proteica, se ponen a disposicién usardn en trabajos posteriores a este
proyecto de investigacion.

Se estudiaron las frecuencias de aminoacidos y de tripletas de aminoacidos tanto en la muestra
PDBGlobal como en subconjuntos que agrupan las proteinas de acuerdo con diferentes criterios.
Como resultados principales se obtuvieron:

e Las Cisteinas presentan los valores mas bajos en la muestra de la totalidad de las proteinas,
pero el contenido en estos residuos de aminodcidos, varia ampliamente entre los grupos de
proteinas, indicando variados contenidos de puentes de disulfuro como opcidn para estabilizar
la estructura tridimensional y la unién entre subunidades.

e La Cisteina aparece en frecuencias notoriamente elevadas en proteinas de organismos
eucariotes, mientras que se presenta en cantidades notoriamente menores, en organismos
procariotes, lo que indica que los primeros estabilizan sus proteinas soportdndose mas en
puentes de disulfuro, y que los segundos estabilizan la estructura 3D de las proteinas,
basdndose en interacciones débiles.

e Las tripletas aparecen en frecuencias diferentes de lo esperado, calculando éstas ultimas con
base en las frecuencias de los aminodcidos que las componen, lo que implica que para estimar
la probabilidad de ocurrencia de una secuencia proteica, es mas preciso usar las frecuencias de
tripletas de residuos, y que otras reglas rigen el uso de combinaciones de residuos en la
construccion de las proteinas.

e Las frecuencias de aminoacidos y de tripletas en las proteinas agrupadas por tipo de enzima,
presentan poca variabilidad, lo que sugiere que la clasificacidn estructural de enzimas, no se

puede realizar con base en la actividad catalitica y tipos de reacciones que realizan.

e Las frecuencias de aminoacidos y tripletas son marcadamente diferentes entre familias de
proteinas, y diferentes comparadas con la muestra del universo proteico, lo que indica que en

212



la clasificacion estructural de proteinas es mas adecuado si se consideran las proteinas
agrupadas por familia proteica.

e La agrupacion en un alfabeto reducido, evidencia que los aminoacidos hidrofébicos son los mas
abundantes en las proteinas, posiblemente por su papel en la iniciacién del plegamiento
mediante el colapso hidrofébico, y su lugar en el corazén hidrofébio de proteinas globlulares.

e Las proteinas de pequeiio tamafio, tienden a estabilizar su estructura mediante interacciones
débiles, dado que muestran contenidos de Cisteinas, especialmente bajos.

Se generalizaron los conceptos de N-cap y C-cap, al analizar las transiciones entre diferentes
estructuras secundarias.

Al analizar aminoacidos individuales y tripletas de amindcidos, con respecto a las frecuencias, con
las que adoptan diferentes estructuras secundarias, se obtuvieron las siguientes conclusiones
principales:

e El contenido de estructura secundaria varia entre grupos de proteinas, siendo las estructuras
helicoidales, las estructuras mas comunes, y la suma de los tres tipos de giros, las siguientes
estructuras mas comunes.

e Para construir un giro al azar, se recomienda usar combinaciones de los residuos Histidina y
Prolina, dada su alta frecuencia, propension y valor de IPE en estas estructuras secundarias.

e Las proteinas agrupadas por familia proteica y por contenido de estructura secundaria,
presentan las mayores variaciones en estructura secundaria.

e Hay tripletas que aparecen casi exclusivamente en una estructura secundaria en particular, lo
gue indica que para hacer predicciéon de estructura, no se pueden hacer con aminoacidos
individuales, y ademas, hay que mirar el contexto de secuencia.

e Las propensiones de las tripletas, muestran una parte del panorama que los aminoacidos
individuales no permiten ver. Que algunas combinaciones de residuos (en este caso, tripletas),
presentan propensiones altas hacia la formacidn de transiciones entre estructuras secundarias
particulares.

e El estudio de tripletas permite identificar secuencias de aminoacidos frecuentes en las tripletas
transicionales entre dos estructuras secundarias. Este andlisis puede ser considerado como una
generalizacién los conceptos de N-cap y C-cap, que flanquean las hélices.

Para profundizar el andlisis de la relacidn entre aminodcidos y estructura secundaria, se emplearon
tres indicadores: la propensiéon de Chou y Fasman, la entropia conformacional y el indicador de
preferencia estructural, desarrollado por el autor de este proyecto. En cada caso se introdujo el
concepto para aminodcidos individuales y se generalizaron las definiciones para hacerlas validas
para secuencias cortas de aminodcidos. De acuerdo con estos indicadores se puede decir:
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e Los valores de IPE permiten identificar proteinas con una mayor tendencia a mantener la
estructura secundaria (y por tanto, la terciaria), y también proteinas con baja tendencia a
conservar la estructura secundaria. En el caso de proteinas estables como GFP, el IPE permite
identificar que esta formada por combinaciones mas estables en su estructura secundaria,
mientras que los priones estan formados por combinaciones de residuos menos estables,
detectables por sus valores de IPE.

e El alcance de la inferencia que se puede obtener de las propensiones, para la construccién de
nuevas proteians, resulta incompleto, pues no permite identificar las estructuras secundarias
con tendecia a mantenerse estables. El valor de IPE, permite complementar el concepto de
propension, al identificar combinaciones de residuos que forman una estructura secundaria
con tendencia a cambiar 6 a conservarse.

o El IPE resulta casi opuesto al concepto de Entropia conformacional, en el caso de aminoacidos
individuales. Sin embargo, al analizar secuencias cortas, las diferencias entre el IPE y las
Entropias, se hace mas marcado y ya no pueden usarse indistintamente para interpretar una
secuencia proteica con su estructura secundaria. El IPE permite identificar proteinas 6 zonas de
proteinas, que pueden cambiar el plegamiento, segin se puede inferir de la observacion de
proteinas como Priones.

En el marco de los estudios doctorales se hizo una pasantia entre los laboratorios de Quimica
Fisica de Proteinas e Ingenieria de Proteinas de la Universidad de Granada, y el laboratorio de
Biologia Sintética de GeorgiaTech, durante la cual se hizo la reconstruccidn ancestral de Proteinas
Morfogenéticas de Huesoy enzimas Beta-Lactamasas. Resultados de esta pasantia son:

e Para construir proteinas con termoestabilidad magnificada y promiscuidad en su funcién, seria
conveniente usar las metodologias de la reconstruccién ancestral.

e La termoestabilidad magnificada de las proteinas ancestrales correspondientes a periodos
precambricos, es coherente con la evidencia geoldgica que dice que el planeta estaba a
mayores temperaturas que hoy en dia.

e Las proteinas ancestrales presentan mayor promiscuidad que las proteinas de hoy, lo que es
coherente con la teoria evolutiva.

e Las herramientas de la Reconstruccién de Secuencias Ancestrales permiten asomarse al

pasado, para hacer inferencias evolutivas, sobre genes y proteinas, y eventualmente usar esa
informacién para el redisefio de proteinas de hoy en dia.
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7.2 RECOMENDACIONES

Dado que los seis tipos de enzima de la comisién Enzimatica, no mostraron variabilidad en
las frecuencias ni propensiones, y que abarcan una gama amplia de reacciones quimicas,
recomendamos que se realice este trabajo con las subclases de enzimas, que realizan
reacciones quimicas mas especificas.

Extender el estudio de tripletas a la sustituibilidad de las mismas, para la construccion de
matrices de sustitucién de aminodcidos, para la globalidad del PDB, y por grupos de
proteinas.

Explorar el uso del IPE en genomas 6 proteomas completos y verificar experimentalmente
su poder predictor de proteinas con tendencias a modificar su plegamiento.

Dado que las familias proteicas son las que presentan mayor variabilidad en las frecuencias
de amindacidos y tripletas, y en los valores de propensién, entropia e IPE, pueden
considerarse un interesante reservorio de informacién para hacer inferencia sobre las
combinaciones de aminoacidos y las condiciones particulares de las proteinas, que
determinan la estructura funcional de una proteina. Por ello, se recomienda extender este
trabajo a un niumero mayor de familias proteicas, de manera que se obtenga una mayor
variedad de caracteristicas particulares que permitan inferir sobre su estructura y funcién.

Recomendamos extender este trabajo con tripletas, teniendo en consideracién los dngulos
Phiy Psi como medio de caracterizar las tripletas y las estructuras en que aparecen.

Seria interesante extender el presente trabajo a la estructura tridimensional comparando
tripletas en diferentes proteinas, mediante el uso de los valores de RMSD (Root Mean-
Square Deviation), que permitan inferir sobre las tripletas tridimensionalmente mas
estables 6 sobre las conformaciones que pueden adquirir.

Se recomienda extender la metodologia aplicada en el presente trabajo, a la

caracterizacidén de estructuras secundarias con caracteristicas particulares, como hélices
anfipaticas, voluminosas, completamente hidrofdbicas, etc.
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7.3. PRODUCTOS Y PUBLICACIONES

7.3.1. Del trabajo en proteinas del PDB

Publicaciones:

Se publicaron dos capitulos de libro:

1. Mejia-Carmona, D.F, Tischer, |. Design of a new indicator of structural preference for
residue triplets into proteins. Proceedings, International Seminar on Bioinformatics and
Systems Biology, Popayan, Colombia. ISBN 978-958-9451-21-2 Fecha de publicacién:
Marzo, 2007.

2. Mossos, N., Mejia-Carmona, D.F., Tischer, |. 2014. FS-Tree: Sequential Association Rules
and First Applications to Protein Secondary Structure Analysis. Advances in
Computational Biology - Advances in Intelligent Systems and Computing. 232: 189-198.

ISBN 978-3-319-01568-2. Capitulo que se puede consultar en
http://link.springer.com/chapter/10.1007%2F978-3-319-01568-2 28 y libro, consultable
en: http://download.springer.com/static/pdf/653/bfm%253A978-3-319-01568-

2%252F1.pdf?auth66=1383966956 162bfca7def6d969e79e88e268cf3bal&ext=.pdf

Presentaciones en eventos locales, nacionales e internacionales:

1. Se presentd una ponencia oral en el simposio internacional “2nd International Seminar on
Genomics, Proteomics, Bioinformatics ans Systems Biology -2006".

2. Se presentd una ponencia oral en el congreso nacional “ll Congreso Colombiano de
Biologia Computacional y Bioinformatica, 2013”.: Mossos, N., Mejia-Carmona, DF.,
Tischer, |. FS-Tree: Sequential Association Rules and First Applications to Protein
Secondary Structure Analysis.
http://www.ucaldas.edu.co/index.php?option=com content&view=article&catid=419%3A
universidad-al-dia&id=8492%3Aii-congreso-colombiano-de-biologia-computacional-y-
bioinformatica&ltemid=1039).

3. Se presentaron ponencias orales en tres eventos locales de divulgacion de resultados de
trabajos cientificos: Semana de la ingenieria, Universidad del Valle, versiones 2006 y
2008), y Simposio Grupo de Estudio y Trabajo en Genética, GETEG, 2007.
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7.3.2. Del redisefio de proteinas por reconstruccion
ancestral

Publicaciones:

Se publicé un articulo cientifico en una revista internacional de prestigio (la revista de mayor
impacto en Quimica): Journal of the American Chemical Society.

1. Risso, V., Gaviria, JA., Mejia-Carmona, DF., Gaucher, E., Sanchez-Ruiz, JM. Hyperstability
and enhanced promiscuity in resurrected Precambrian B-Lactamases. Journal of the
American Chemical Society. Feb, 2013.

Este articulo fue comentado en numerosas paginas de ciencia en el mundo, como la American
Chemical Society, Sciencedaily, Sciencenews, y otros, y alcanzé el quinto lugar entre los articulos
de mayor interés en la entidad “Faculty of 1000”:
http://wildtypes.wordpress.com/2013/03/04/ancient-enzymes-conferring-antibiotic-resistance-re-created-
in-the-lab/

http://www.sciencedaily.com/releases/2013/02/130227102028.htm
http://portal.acs.org/portal/acs/corg/content? nfpb=true& pagelabel=PP_ARTICLEMAIN&node id=223&c
ontent id=CNBP_032276&use _sec=true&sec url var=regionl& uuid=09fe5a45-35af-4ccf-9ele-
bd886db74c7e

http://www.science20.com/news_articles/3 billionyearold antibioticresistant proteins resurrected-
104944

http://zeenews.india.com/news/science/three-billion-year-old-proteins-resurrected 832121.html
http://articles.timesofindia.indiatimes.com/2013-02-28/health/37351145 1 antibiotic-resistance-proteins-
beta-lactamase

http://www.sciencenewsline.com/summary/2013022717350003.html
http://www.deccanherald.com/content/315547/three-billion-year-old-proteins.html
http://m.phys.org/news/2013-02-resurrection-billion-year-old-antibiotic-resistance-proteins.html
http://f1000.com/prime/717979625

http://www.sci-news.com/biology/article00904.html
http://zeenews.india.com/news/science/three-billion-year-old-proteins-resurrected 832121.html
http://www.science20.com/news _articles/3 billionyearold antibioticresistant proteins resurrected-
104944

http://articles.timesofindia.indiatimes.com/2013-02-28/health/37351145 1 antibiotic-resistance-proteins-
beta-lactamase

http://www.sciencenewsline.com/summary/2013022717350003.html
http://www.deccanherald.com/content/315547/three-billion-year-old-proteins.html
http://m.phys.org/news/2013-02-resurrection-billion-year-old-antibiotic-resistance-proteins.html
http://f1000.com/prime/717979625

http://www.sci-news.com/biology/article00904.html
http://wildtypes.wordpress.com/2013/03/04/ancient-enzymes-conferring-antibiotic-resistance-re-created-
in-the-lab/

http://pubs.acs.org/stoken/presspac/presspac/abs/10.1021/ja311630a
http://www.sciencedaily.com/releases/2013/02/130227102028.htm
http://portal.acs.org/portal/acs/corg/content? nfpb=true& pagelabel=PP_ARTICLEMAIN&node id=223&c
ontent id=CNBP 032276&use sec=true&sec url var=regionl& uuid=09fe5a45-35af-4ccf-9ele-
bd886db74c7e
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Presentaciones en eventos locales, nacionales e internacionales:

2.

Se presentd un poster en el congreso internacional de la FEBS (Federation of European
Biochemical Societies), en San Petersburgo, Rusia:

Risso, V., Gaviria, JA., Mejia-Carmona, DF., Gaucher, E., Sanchez-Ruiz, JM. Precambrian
Antibiotic Resistance. Federation of European Biochemical Societies — Congress 2013 July,
2013.

Se presentd una ponencia oral en un evento de Ingenieria de proteinas en Espafia:
Mejia-Carmona, DF. "Reconstructing ancestral growth factors” - First Meeting on Protein
Design Technologies - September 16th-18th (2011) - Castillo de Magalia, Navas del
Marqués. Avila. Espafia. http://prodestech.cib.csic.es/wp-
content/uploads/2011/09/ProdestechProgramFINAL.pdf

Se presentd una ponencia oral en el congreso internacional: International congress on
Basic Biomedical Sciences. Universidad Libre, Cali, Colombia, Ago 2013. Uso de la
evolucidén molecular para rediseiiar Beta-Lactamasas para la investigacion en resistencia
a antibidticos.

Se presentd una ponencia oral en un evento local, semana de la investigacién en quimica,
Universidad Industrial de Santander, UIS, Bucaramanga Dic 6,2013.

Se presentd una ponencia oral en un evento local: Redisefio de proteinas mediante la
reconstruccion ancestral, aplicado a BMPs. Semana de la quimica, Universidad Santiago
de Cali, Octubre 31 de 2013.

Otros - Aplicaciones a patentes:

Se prepara una aplicacibn a una patente por las Beta-Lactamasas con promiscuidad vy

termoestabilidad elevada, para su uso en la evaluaciéon de multiples moléculas candidatas a ser

usadas como antibidticos, por parte de la industria farmacéutica. Esta aplicacion se presentard a la

Oficina Espafiola de Marcas y Patentes (OEMP).

Se estdn realizando los ensayos in vitro, e in vivo, en el grupo de Ingenieria de Tejidos de Ia

Universidad Complutense de Madrid (http://portal.ucm.es/web/ingenieria-de-tejidos/inicio), para

aplicar a una patente con las Proteinas Morfogenéticas de Hueso, y su uso en cirugias ortopédicas

y maxilofaciales. Esta aplicaciéon se presentara inicialmente a la Oficina Espafiola de Marcas y
Patentes (OEMP).
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Reporte de Faculty of 1000, mostrando el escalafén de articulos de mayor interés en Biologia y
Quimica en Frebrero de 2013, con el articulo sobre Resurreccion de Lactamasas ancestrales,
publicado en JACS, en el lugar 5 del “top-10” de articulos publicados en este campo.
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Hyperstability and Substrate Promiscuity in Laboratory
Resurrections of Precambrian f-Lactamases

Valeria A. Risso,""T Jose A. Gaviraft Diego F. Mejia-Carmona,T’|| Eric A Gaucher,§

and Jose M. Sanchez-Ruiz*"

"Facultad de Ciencias, Departamento de Quimica Fisica, Universidad de Granada, 18071 Granada, Spain

*Laboratorio de Estudios Crystalogréficos, Instituto Andaluz de Ciencias de la Tierra (Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas—Universidad de Granada), Avenida de las Palmeras 4, 18100 Armilla, Granada, Spain

$School of Biology, School of Chemistry, and Parker H. Petit Institute for Bioengineering and Biosciences, Georgia Institute of

Technology, Atlanta, Georgia 30332, United States

© Supporting Information

ABSTRACT: We report a sequence reconstruction
analysis targeting several Precambrian nodes in the
evolution of class-A f-lactamases and the preparation
and experimental characterization of their encoded
proteins. Despite extensive sequence differences with the
modern enzymes (~100 amino acid differences), the
proteins resurrected in the laboratory properly fold into
the canonical lactamase structure. The encoded proteins
from 2—3 billion years (Gyr)-old f-lactamase sequences
undergo cooperative two-state thermal denaturation and
display very large denaturation temperature enhancements
(~3S °C) relative to modern f-lactamases. They degrade
different antibiotics in vitro with catalytic efficiencies
comparable to that of an average modern enzyme. This
enhanced substrate promiscuity is not accompanied by
significant changes in the active-site region as seen in static
X-ray structures, suggesting a plausible role for dynamics in
the evolution of function in these proteins. Laboratory
resurrections of 2—3 Gyr-old fS-lactamases also endowed
modern microorganisms with significant levels of resist-
ance toward a variety of antibiotics, opening up the
possibility of performing laboratory replays of the
molecular tape of lactamase evolution. Overall, these
results support the notions that Precambrian life was
thermophilic and that proteins can evolve from substrate-
promiscuous generalists into specialists during the course
of natural evolution. They also highlight the biotechno-
logical potential of laboratory resurrection of Precambrian
proteins, as both high stability and enhanced promiscuity
(likely contributors to high evolvability) are advantageous
features in protein scaffolds for molecular design and
laboratory evolution.

Antibiotic resistance genes are widespread in natural
environments, partly as a result of human activities such
as the use of antibiotics in agriculture and fish farming.1 In all
likelihood, however, antibiotic resistance existed before the
modern use of antibiotics. In fact, resistance genes have been
found in unpolluted sites such as remote Alaskan soil,* the
bottom of the Pacific Ocean,®® and even 30 000-year-old

-4 ACS Publications  ©2013 American Chemical Society
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permafrost sediments.”® Furthermore, f-lactamases, the enzymes
responsible for the primary mechanism of resistance toward f-
lactam antibiotics, are widely distributed throughout the bacterial
domain of life and are believed to have originated billions of years
(Gyr) ago.’ The role antibiotics and antibiotic resistance play in
modern natural environments is not fully understood," so one
can only speculate about the reasons for the existence of f-
lactamases that are several billion years old. It has been suggested
that they originated as a mechanism of defense to stave off
competitors> or had a role in signaling.*

Laboratory resurrection of ancestral proteins® has been shown
to provide insight into the ancient properties of biomolecules as
well as the intracellular and extracellular environments hosting
these proteins. Here we report the derivation of statistically
probable sequences for several Precambrian f-lactamases, the
preparation in the laboratory of the corresponding proteins, and
their experimental characterization in terms of stability, function,
and structure.

We used a set of chromosomal sequences of extant class-A -
lactamases [Tables S1 and S2 and Figure Sl in the Supporting
Information (SI)] to construct a phylogenetic tree encompassing
Gram-positive and Gram-negative bacteria (Figures S2 and S3).
The sequences were derived from a search in the NCBI database
of complete genomes, and thus, plasmidic lactamases were not
included. To avoid potential complications during the sequence
reconstruction process that could arise from recent evolution
during the antibiotic era, we determined that none of the
sequences came from clinical isolates. The 75 sequences selected
provide uniform coverage of the phyla in Bacteria, including the
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, and Cytophaga—
Flexibacter—Bacteroides (CFB) lineages, and the topology of the
inferred phylogenetic tree is sufficiently close to an accepted
phylogeny of these organism56 (Figure S4) to allow us to target
well-defined Precambrian nodes (for details, see Materials and
Methods in the SI). We focused our sequence reconstructions of
P-lactamases on the last common ancestors (CAs) of enter-
obacteria (ENCA), Gammaproteobacteria (GPBCA), various
Gram-negative bacteria (GNCA), and various Gram-positive and
Gram-negative bacteria (PNCA). Estimates of divergence times®
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indicate that these ancestors inhabited Earth about 1, 1.5, 2,and 3
Gyr ago, respectively. We used Bayesian statistics to reconstruct
the sequences of the pf-lactamases corresponding to these
Precambrian nodes and accounted for the protein corresponding
to the most probabilistic sequence (i.e., the sequence with the
most probable amino acid at each position) for each phylogenetic
node of interest (Figure SS). The reconstructed proteins have
substantial amino acid sequence differences relative to extant /-
lactamases and also to a consensus sequence computed from
extant f-lactamases (Table S3). The phenotypic robustness of
the laboratory resurrection was supported by measurements on
additional sequences at the GNCA node derived from a Monte
Carlo sampling of the posterior probability distribution (Figures
S6—S10 and Table S4).

The laboratory resurrections of the ancestral f-lactamases
were characterized to determine their structural, physicochem-
ical, and functional properties (see Materials and Methods).
Crystallization and 3D structure determination of the lactamases
corresponding to the GNCA and ENCA nodes showed that they
share the extant lactamase fold despite extensive sequence
differences (122 and 5SS amino acid differences, respectively,
relative to TEM-1 f-lactamase’ (Figure 1). Closer inspection
revealed that no important conformational changes reside in the

Figure 1. (A) Structural comparison of the TEM-1 f-lactamase (PDB
entry 1btl; green) and the resurrected GNCA (PDB entry 4b88; red)
and ENCA (PDB entry 3zdj; blue) f-lactamases. The catalytic serine
§$70 is shown. (B) RMSD plot. Circles represent the active-site positions
(green for $70). Minor structural differences (labeled a—f) are seen only
in the a+/3 domain. (C) (left) GNCA lactamase structure. Positions with
differences relative to modern TEM-1 f-lactamase are shown in red.
(right) Side-chain conformations within a sphere of 8 A centered at S70
for GNCA (red) and TEM-1 (green) f-lactamases. Active-site residues
are labeled.
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ancestral GNCA and ENCA structures relative to the TEM-1
lactamase structure [root-mean-square deviations (RMSDs) of
1.44 and 0.63 A, respectively] (Figures 1 and S16). Minor
movements having RMSD > 2 A appear in the a+f domain of
the GNCA lactamase, corresponding to solvent-exposed loops
and the terminal helix, but such movements can be expected. No
substantial differences were found in the @ domain, and all of the
active-site amino acids occupy canonical space (RMSDs of 0.42
and 0.40 A for GNCA and ENCA, respectively).

The thermal stability of the resurrected Precambrian f-
lactamases was studied by differential scanning calorimetry
(DSC). The resurrected 2—3 Gyr-old f-lactamases were found
to be highly stable, as revealed by their denaturation temper-
atures (T,,), which were ~35 °C higher than those of extant
lactamases, including that from the thermophilic Bacillus
licheniformis (Figures 2A and S14). Also, the effect of scan rate
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Figure 2. (A) Plot of denaturation temperature vs geological time for -
lactamases, with uncertainties in geological time from ref 6 (see Figure
S14 for details). Inset: kinetic distortions in the thermal denaturation of
P-lactamases as measured by the effect of scan rate on the DSC profiles
(see Figure S1S for details). (B) DSC profile for thermal denaturation of
the resurrected GNCA f-lactamase: O, experimental data; solid line,
best fit using the two-state equilibrium model (see Figure S15 for details
and additional fits).

on the DSC profiles indicated that kinetic distortions are
substantially smaller for the resurrected ancestral lactamases
(Figure 2A inset and Figure S15), suggesting enhanced kinetic
stabilization against irreversible denaturation processes.” In fact,
the DSC profiles for the resurrections of 2—3 Gyr-old fS-
lactamases are well-described by a simple native-unfolded, two-
state equilibrium model (Figures 2B and S15).

It is unlikely that the enhanced stability shown in Figure 2A
was obtained by chance or through biases associated with the
sequence reconstruction process because the sequence differ-
ences are extensive (~100 amino acid replacements) and, as is
well-known, most mutations in a protein are destabilizing.”'°
Moreover, the T, enhancement of ~35 °C is substantially larger
than those reported in stability engineering studies of modern f-
lactamases. For instance, combinatorial recruitment of consensus
mutations led to a T, enhancement of 9 °C for the f-lactamase of
Enterobacter cloacae,'' and consensus variants of TEM-1 f-
lactamase obtained through intense neutral drifts displayed T,
enhancements of up to 7 °C."? In fact, the highest T,, reported to
date for a variant of TEM-1 S-lactamase is 69 °C,"® which is still
~20 °C below the T, values for the resurrected 2—3 Gyr-old f-
lactamases (Figure 2A)."* It is also noteworthy that two other
recent Precambrian protein resurrection studies®® involving
thioredoxins and elongation factors also found T}, enhancements
of 30—35 °C upon “traveling back in time” 2—3 Gyr. The fact
that thioredoxins, elongation factors, and f-lactamases differ in
structure, size, and function strongly suggests that hyperstability
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http://pubs.acs.org/action/showImage?doi=10.1021/ja311630a&iName=master.img-000.jpg&w=196&h=312
http://pubs.acs.org/action/showImage?doi=10.1021/ja311630a&iName=master.img-001.jpg&w=204&h=103

Journal of the American Chemical Society

Communication

should be a general outcome for many Precambrian resurrection
efforts, likely reflecting the adaptation of Precambrian proteins to
the hot conditions of the ancestral oceans.

In vitro measurements of the catalytic properties for the
hydrolysis of several antibiotics (Figure S11) revealed that the
resurrections of 2—3 Gyr-old p-lactamases have somewhat
decreased values of k./K, for penicillin antibiotics but
substantially enhanced values for third-generation antibiotics
(Figures 3A and S12 and Table SS). Actually, while the extant
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Figure 3. (A) k.,/K,, for the in vitro hydrolysis of antibiotics catalyzed
by extant and resurrected f-lactamases. (B) Generalist-to-specialist
conversion as illustrated by the catalytic efficiencies for benzylpenicillin
(BZ) and cefotaxime (CTX). (C) Distribution of catalytic efficiencies.
Open circles represent values for modern enzymes from ref 15, and
arrows indicate values for the f-lactamases studied in this work. Thicker
and longer arrows are used for the substrate-promiscuous laboratory
resurrections of the 2—3 Gyr-old f-lactamases. (D) MICs determined
using an E. coli strain transformed with plasmids containing the
resurrected f-lactamases. In (A) and (D), shading is meant to illustrate
the change in the range of values with geological time. The uncertainties
in geological time are given in Figure 1A. The Michaelis—Menten
parameters and MICs (together with the associated errors) are collected
in Tables SS and S6. BZ, ampicillin (AMP), and the third-generation
antibiotics CTX, ceftazidime (CAZ), and ceftriaxone (CRO) (Figure
S11) were studied.

TEM-1 f-lactamase is clearly a penicillin specialist, the GNCA
and PNCA f-lactamases show roughly similar levels of catalytic
efficiency for the different antibiotics studied (penicillin and
third-generation) and can be regarded as substrate-promiscuous
enzymes (Figure 3B). Bar-Even et al.' recently analyzed the
catalytic efficiencies for several thousand (extant) enzymes and
found that the “average enzyme” has an moderate efliciency of
key/ Ky ~ 10° M™! 571, which is much lower than the diffusion
limit of 10°~10° M~ s™". Figure 3C shows the distribution of
catalytic efficiency for extant enzymes reported in ref 15 with
some added arrows that locate the catalytic efficiency levels of the
f-lactamases studied here (see Figure S13 for the K, and kg,
distributions). The efficiencies of the GNCA and PNCA f-
lactamases toward the different antibiotics used are similar to that
of the average extant enzyme. The resurrected 2—3 Gyr-old f-
lactamases can thus be described as moderately efficient
promiscuous enzymes. Broad substrate scope in lactamases
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from clinical isolates has sometimes been linked to significant
structural alterations.'® Thus, it is surprising that the structures
determined for the promiscuous GNCA f-lactamase and the
modern TEM-1 penicillin specialist did not show significant
differences in the active-site region (Figure 1C) or the critical Q
loop (Flgure 1B). While subtle structural effects could certainly
play a role,"” it appears plausible that the evolution of function in
this system is related to dynamic effects'®' that may not be
apparent in the static X-ray structures.””>!

To assess the capability of each resurrected ancestral j-
lactamase to confer antibiotic resistance within a modern
organism, we transformed a DHSa Escherichia coli strain with a
PBR322 plasmid containing a reconstructed gene sequence
encoding a resurrected protein. To minimize alterations in
protein export to the periplasm, the reconstructed ancestral
sequence was fused to the 23-residue peptide signal sequence
from the extant E. coli lactamase. Minimum inhibitory
concentrations (MICs) were subsequently determined for the
penicillin-family antibiotic ampicillin and also for several third-
generation antibiotics (Figure 3D and Table S6). The
resurrected f-lactamases showed decreased MICs for ampicillin
(compared with the extant f-lactamase from E. coli) but
enhanced MICs for other antibiotics, in qualitative agreement
with the in vitro catalytic efficiencies described above (compare
panels A and D in Figure 3).*> The capability of the resurrected
Precambrian f-lactamases to confer antibiotic resistance within a
modern organism opens up the interesting possibility of
performing directed laboratory evolution of these proteins in a
straightforward manner (ie., through in vivo selection for
enhanced resistance).

Several published studies of laboratory resurrection of
ancestral proteins have provided narratives describing evolu-
tionary adaptations over planetary time scales. One plausible
narrative suggested by the present results is that the enhanced
stability of our resurrected f-lactamases reflects the adaptation to
high temperatures predlcted to be associated with Earth’s early
oceans that hosted life.*** Consequently, the decrease in stability
over several Gyr (Figure 2) may reflect the cooling of the oceans,
although the existence of stability/activity trade-offs cannot be
ruled out. The resurrected proteins’ enzymatic promiscuity may
be related to the wide variety of substances Precambrian
lactamases had to hydrolyze® or may simply reflect generalist
properties of the first stages in the evolution of lactamase
enzymes.”® This generalist property is revealed by the capability
of our resurrections to hydrolyze different types of antibiotics,
including modern third-generation ones (Figure 3A,D). Their
functional conversion from generalists to penicillin specialists
over a several-Gyr time scale (Figure 3) could be an adaptation to
the development of efficient penicillin-like antibiotics by other
organisms (mterestmgly, the divergence time of fungiis ~1.2 Gyr
before present).’ The overall enzymatic and physicochemical
characterization of the resurrected f-lactamases thus supports
the notions that Precambrian life was thermophilic and that
proteins can evolve from generalists (displaying substrate
promiscuity) to specialists capable of efficient enzymatic
turnover during the course of natural evolution.

The availability of resurrected Precambrian p-lactamases
opens up new possibilities in the study of the emergence of
antibiotic resistance. For instance, it should now be possible to
perform laboratory replays of the molecular tape of lactamase
evolution to probe the molecular determinants of the efliciency
of lactamases in adapting to different types of antibiotics. From a
different perspective, we point out that both high stability and
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promiscuity (likely contributors to high evolvability) are
advantageous features in protein scaffolds for molecular design
and laboratory evolution. High stability allows destabilizing but
functionally useful mutations to be accepted without compro-
mising proper folding.*** Substantial promiscuity is essential for
laboratory evolution of high levels of a targeted function.**® The
reported simultaneous occurrence of both features thus supports
the potential of laboratory resurrection of Precambrian proteins
in protein engineering and protein biotechnology.
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INTRODUCTION AND OBJECTIVE

Experimental resurrection of ancestral proteins [1-2] provides insight into the ancient

possibilities in the study of the emergence of antibiotic resistance [4].

RESULTS
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Figure 3. Functional characterization of resurrected Precambrian B-
lactamases. (a) Minimum inhibitory concentration (MIC) values
determined using an extant E. coli strain transformed with plasmids
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sequence reconstruction. (a) Cladogram of the tree used as a basis for
the re-creation of Precambrian B-lactamases. The internal nodes
targeted are labeled and their posterior probabilities shown. (b)
Posterior probability profiles of the inferred amino acids across the 262
positions for the targeted internal nodes.
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sequences for the targeted Precambrian nodes. (A) The reconstructed
sequences shown are the most probabilistic from each node (i.e., the
sequences with the most probable amino acid at each position). (B)

Sequence differences between the p-lactamases studied in this work. Figure 4. Functional characterization of laboratory resurrections of

Pr ian . (a) S d-order rate constant for the in vitro
hydrolysis of antibiotics catalyzed by extant and resurrected B-lactamases. (b)
Generalist (broad substrate scope) to specialist conversion as illustrated by the
catalytic effi for P and cefc

CONCLUSION

* The resurrected proteins have substantial amino acid sequence differences with extant
B-lactamases .

* These ancient B-lactamases can be described as generalist (promiscuous) enzymes,
able to confer a moderate level of resistance against many different types of antibiotics.

* (Crystallization and 3D-structure determination shows that the ancient lactamase
shares the extant lactamase fold, despite extensive sequence differeces (on the order of
one hundred amino acid differences).

* These ancient enzyme lactamases are highly stable as demonstrated by Tm
enhancements with respect to extant lactamases of about 35 degrees Celsius.

properties of biomolecules as well as intracellular
and extracellular environments hosting these proteins. B-lactamases enzymes are widely distributed throughout the bacterial domain of
life and are believed to have originated billions of years (Gyr) ago [3]. Here, we report the resurrection of Precambrian B-lactamases
corresponding to several nodes in the phylogeny of Gram-negative bacteria. The ancient enzymes display high temperature stability,
having denaturation temperature enhancements up to about 35 degrees Celsius with respect to modern B-lactamases. The most ancient
of these B-lactamases are promiscuous towards a variety of substrates and are able to endow modern microorganisms with resistance
towards different types of antibiotics (including third-generation). This enhanced promiscuity is not accompanied by significant changes
in the active-site region as seen in static X-ray structures. This work supports the findings that Precambrian resurrections generate hyper-
stable proteins, provides direct evidence for the generalist-to-specialist conversion during protein evolution
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Figure 5. Hyperstability of resurrected Precambian B-lactamases. (a)
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o+ domain

Figure 6. Structural characterization of laboratory resurrections of Precambrian
B (a) Structural c of the TEM-1 p-lactamase (PDB.ID 1btl; green) and
the resurrected B-lactamases for the last common ancestor of various Gram-negative bacteria
(GNCA; PDB.ID 4b88; red) and the last common ancestor of enterobacteria (ENCA PDB.ID
3zdj; blue). The catalytic serine is shown. (b) RMSD plot; circles represent the active site
positions (green for the catalytic serine). () GNCA lactamase structure (left) showing in red
the positions with amino acid differences with respect to the modern TEM-1 lactamase. The
conformation of the side-chains within a sphere of 8 A centered at the catalytic serine 70 is
also shown (right) for the GNCA and TEM-1 (red and green). Active-site residues are labeled.
(d) Structural comparison of the a and o+ domains of TEM-1 B-lactamase from E. coli
(green), GNCA (red) and ENCA (blue)
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Abstract. A protein’s structure is determined by its amino acid se-
quence alone. In order to describe the relation between amino acid and
corresponding structural sequences, we use an association rule mining
approach. Traditional association rule mining is not appropriate in a
sequential context. Therefore, we develop the structure FS-tree to repre-
sent subsequences and their frequencies in a sequence database, as well
as the underlying construction algorithm.

A FS-tree is a prefix tree, which stores subsequences in a compact
way. The sequential context oblige us to introduce a modification of
the support concept, the relative support which does not give too much
weight to short sequences. A 2-dimensional FS-tree for sequence pairs
over different alphabets allows to obtain rules that establish the relation
within the pairs.

Mining a 2-dimensional FS-tree of amino acid sequences and corre-
sponding secondary structures, enables us to generate rules for their re-
lation. We analyze hypothetical and observed tree size, inferring that
there are short residue sequences acting as determinants of specific sec-
ondary structures. The most important rules are related to pure structure
sequences, where rules for turn and helices exceed by far the rules for
strands, as revealed by a rule composition analysis. By cross validation
we verified that residue sequences with high propensity to specific struc-
ture sequences apply generally, independant of a specific protein sample.
These promising results motivate us to explore FS-tree related analysis
in a wider range of applications including the development of rules based
prediction algorithms.

Keywords: algorithms, association rules, data mining, prediction, pro-
tein, secondary structure, propensity.

1 Introduction

Increasingly, data mining approaches are used to analyze and predict protein
structure and function as well as interactions between proteins. Protein sec-
ondary structure analysis and prediction were initially studied by Chou and
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Fasman [1,2] and GOR [3,4], who applied mainly statistical methods to de-
termine the propensity of a group of 1-3 amino acids for a specific secondary
structure. The propensity approach was extended to longer sequences[5]. Fol-
lowing studies include nearest neighbor algorithms [6,7] and neural networks[8].
The neural network approach was recently modified [9,10], resulting in a signif-
icant increase in prediction accuracy. Support vector machines, frequently used
in the protein interaction problem, are successfully applied to predict secondary
structure [11,12,13,14]. In this paper we explore the potential of association rules
in secondary structure analysis and prediction, a data mining technique barely
used in this context.

Originally, association rules were determined for a transactional database,
where every transaction consists of a transaction ID and an itemset [15,16].
An association rule P = @ is a relation between itemsets P and @), such that
PN @ = ©@. The support of a rule P = @ is the frequency of P U Q, its con-
fidence represents the probability that @ occurs, whenever P occurs. A rule
P = (@ is defined as interesting, if its support and confidence values exceed a
chosen threshold. Rule extraction addresses the frequent itemset mining prob-
lem, which is generally resolved by the candidate-generate-and-test approach
proposed by Agrawal [16] or by pattern growth introduced by Han[17]. Han
employs a prefix tree, the Frequent Pattern Tree (FP-tree), to store itemsets,
ordered by item frequency and eliminating not frequent items. The FP-tree is
a compact representation of itemsets, because common prefixes share a path
of nodes. The rule mining problem for biological sequence analysis has to deal
with sequential, not transactional databases. We need to identify frequent sub-
sequences, being most important the order in which symbols occur. Therefore,
we create the data structure Frequent Sequence Tree (FS-tree), capable to effi-
ciently store subsequences occurring in a sequential database together with their
frequencies. We develop the algorithms for FS-tree construction and frequent
subsequences extraction. Applying the FS-tree construction and extraction to
paired sequence data (P, @), where P and @ are sequences of different types, we
are able to generate association rules of the form P = @ that establish the rela-
tion between P and @) quantified by the corresponding support and confidence
values.

Constructing the 2-dimensional FS-tree for data pairs of proteins and their
secondary structure sequences we are able to extract association rules in order
to determine those amino acid subsequences, that assume a specific structural
sequence with high frequency. We explore the bioinformatic potential of this F'S-
tree, analyzing the obtained tree size and the resulting association rules, and we
show that the most interesting rules do not depend on the specific data set used
to generate the FS-tree.

The rest of this document is organized as follows: Section 2 contains the infor-
matic development: tree construction and sequence extraction; section 3 applies
the FS-tree to protein structure analysis; and finally, section 4 is dedicated to
our conclusions.
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2 Tree Construction and Sequence Extraction

2.1 FS-Tree Construction

Algorithm buildFS-tree(D) The Frequent Sequence Tree (FS-tree) we
Input:  sequence database D propose here, stores efficiently all subse-
Output: its frequent sequence quences from a sequence database D over
tree T'; level a finite alphabet X, along with their fre-
frequency array L quencies. The tree is constructed from the

Create the root of an FS-tree T, suffixes of all sequences in D. Every suffix
and label it as "null" is represented as path obtained by travers-
Initialize L in O ing the tree in depth from its root. Each
for all sequences X € D node N stores a symbol from alphabet >
Sx = set of suffixes of X and a frequency count. The shortest path
for all s € Sx between root and N represents a suffix of
increasePath(T’, L, s) a subsequence in D, the count establishes

its frequency in D. Sequences in D with
common suffix s in the database share this
suffix in the tree, allowing to refer to a suffix as s, whether it is subsequence in the
database or path in the tree. The resulting tree is able to store all subsequences
occurring in D. It is compact because common suffixes are shared. The stored
suffix frequencies allow easy extraction of frequent subsequences. The algorithm
responsible for the tree construction, buildFS — tree is shown in figure 1.

Fig. 1. Algorithm for tree construction

2.2 Frequent Sequence Extraction

In the current situation, the concept of support expressed directly in frequency
seems to be not the most appropriate one. The shorter a sequence, the higher is
its probability to appear in the database and this high probability could shadow
the relative frequent appearance of interesting longer sequences. Therefore, we
introduce the concept of relative support of a sequence s as its frequency with
respect to the set of all sequences of the same length: A sequence is defined to
be frequent, if its relative support exceeds a given support threshold minsup.
Note that different to the traditional support concept, the relative support does
not necessarily decrease with the tree level.

The level frequency L updated during tree construction, is used to extract fre-
quent sequences. The iterative extraction algorithm applies an in-depth search.
Due to the inequality

frequency in h < frequency in ¢

relative support(h) < <
Llevel(h) Lheight

it is possible to prune the search process at a descendant h of a node ¢ whenever

frequency in ¢

<mi .
Tresant < mansup
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2.3 Time Analysis and Space Requirements

Let D be a database of n sequences over an alphabet X of size s and m the
maximum length of sequences in D.

Algorithm buildFP — tree is analyzed in the worst-case scenario, where all
database sequences have length m. For each sequence in D, a set of m suffixes
will be generated, with lengths ranging from 1 to m, requiring an execution cost
of O(m). The cost of sending a suffix to increasePath is proporctional to its
length; therefore, we obtain a total cost of O(L7™, j) = O(m?) for constructing
the paths for one sequence; considering all n sequences in D, the resulting worst-
case cost for buildFP — tree is O(n-m?). The worst-case for space requirements
is O(m?®), according to the size of a complete s—ary tree of depth m.

The frequent subsequence extraction is an in-place algorithm, hence no ad-
ditional space is required. The execution time, given by the number of visited
nodes, is O(m?®).

2.4 Frequent Sequence Pairs and Rule Extraction

According to our bioinformatics goals, we need to construct a FS-tree for se-
quence pairs and extract its interesting rules, i.e. given is a database D of se-
quence pairs (P, Q), where P and @ have same length and are defined over the
finite alphabets X7 and Y5, respectively. The problem is reduced to the previous
case, considering the 2-dimensional alphabet Y = X x Y5 and the transposed
2-dimensional sequences Z = (P, Q). Subsequence pairs are frequent (section
2.2) if a user defined relative support threshold minsup is exceeded. A rule is a
frequent subsequence pair (P, Q) for which also a confidence threshold mincon f
holds. The confidence of a frequent pair depends on the frequency in which P
occurs as antecedent. In order to obtain the confidence of a frequent pair we
have to search the tree in depth first and totalize the frequencies of nodes with
antecedent P, extracting rules only if minconf is exceeded.

3 First Applications to Protein Structure Analysis

A main problem in protein structure analysis is to determine the tendency of
an amino acid sequence P for a secondary structure sequence ). Our approach
applies F'S-tree construction and rule extraction, identifying rules P = @, which
exceed given thresholds for support and confidence.

3.1 Data Set and Tree Construction

The proposed mining technique is based on data from Protein Data Bank (PDB)
which offers high quality and quantity information of protein sequences together
with their 3-dimensional atom coordinates|18]. We based our analyses on a subset
PDB, referred as PDBsub, that consists of proteins solved by X-ray diffraction,
removing sequences with non-standard amino acid residues. PBDsub contains
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39.660 protein sequences, composed of 11°039.951 residues, 37,82 % of them in
helix, 22,27% in strand and 39.92% in turn. To obtain the secondary structure
sequences, we applied the DSSP algorithm [19] an algorithm that assigns the se-
condary structure from the atomic coordinates of a protein, based on hydrogen
bond pattern detection; grouping in one 3 types of helix (H, G, I) labeled as H,
2 strands (B, E) labeled as B and 3 coils (T, S, U) labeled as U. We constructed
the FS-tree of pairs, as described in section 2.4, using the alphabet X of amino
acids (1-letter code) and the alphabet of secondary structures ¥y = {H,B,U}.

3.2 Real versus Hypothetical FS-Tree Size for PDBsub

At each tree level k, the hypothetical number of nodes is given by (20 x 3)F =
60*, according to the possibility of combining in a sequence of length k, 20
residues with 3 structures. Contrasting the number of hypothetical nodes with
the observed ones we obtain table 1.

Table 1. Observed and hypothetical F'S-tree size

level k 1 2 3 4 5
subsequences of length k 11°039.951 10’978.935 10’918.836 10’859.045 10°799.491
observed nodes 60 3.538  119.641 1’176.938 2’914.686
hypothetical nodes 60 3.600  216.000 12’960.000 777°600.000

At level 1, all 60 theoretically possible nodes are found in our sample set,
which is not surprising, given that our sample contains over 11 million residues
in different secondary structures. That means, that every residue occurs in each,
helix, strand and turn. The frequency in each structure is shown in figure 2.
We observe that Proline and Glycine are the amino acids with the highest fre-
quencies in a specific secondary structure; appearing over three times more in
turns than in others. Valine is the only amino acid with the highest frequency for
strands. Alanine, Glutamic acid, and Leucine are the amino acids with a dom-
inant frequency for helices. Cysteine, Phenylalanine, Isoleucine, Lysine, Valine
and Tyrosine are amino acids whose frequency is not dominant in any secondary
structure. Given the frequencies of individual amino acids at the FS-tree level 1,
it is easy to calculate the classic Chou and Fasman propensities of amino acids,
for any given data set and extent the propensity concept to longer sequences
(see section 3.3). This could be an interesting application of the FS-tree struc-
ture, especially if we keep in mind that recent publications ([20,21]) state that
propensity depends on the selected protein data set. We calculated the propen-
sities of individual amino acids based on the FS-tree and found nearly perfect
coincidence between our results and the propensities determined for PDBselect
in [21]. At level 2, not all possible nodes are present. Table 2 shows the residue-
structure pairs of length 2 which are not observed in our dataset. Each residue
pair occurs in any of the considered pure structures (HH, BB, UU) - obviously
with very different frequencies. But there are some residue pairs, that are not



194 N. Mossos, D.F. Mejia-Carmona, and I. Tischer

found in the transitional structures BU, HU, BH or HB. Proline seems to play
a special role in pure structures, as many possible rules relating Proline with a
transitional structure are not observed.

Table 2. Analysis of tree level 2: Residue-
structures pairs not present in PDBsub

1000000

800000

600000

structure

E Residue sequence not combined with
2 oo sequence
S PP. BU
200000 CP, EP, NP, PH, PI, PR, PV, PY, WP, YP. HU
MF, PP, QC, WC. BH

AP, CD, CP, DP, EP, EQ, FP, GP, HP, HW, IP, IW,
KP, LP, MP, NP, PA, PC, PD, PE, PF, PG, PH, PI,
PK, PL, PM, PN, PP, PQ, PR, PS, PT, PV, PW, PY,
QP, RP, SP, TP, VH, VP, WN, WP, WS, WW, YP.

Residues

0B

Fig. 2. Analysis of tree level 1: Frequency
of residues in secondary structures

At level 3, only 119.641 out of 216.000 possible nodes occur (55.39%). More
than 10 million residue-structure triplets are distributed over the observed nodes,
corresponding to an average frequency of 91.26 per residue-structure triplet. At
level 4 and higher, the number of observed nodes does not reach the hypothetic
quantity, i.e. our sample set PDBsub and even PDB (PDBsub is roughly half
the size of PDB) are too small to conclude whether all combinations naturally
exist. Nevertheless, the node frequency at each level is relatively high (about 3 at
levels 5-8), and there are nodes significantly more frequent than others (rules),
which suggests that there are short residue sequences acting as determinants of
specific secondary structures.

3.3 Analysis of Rule Number and Composition

A rule’s support refers to its frequency in the dataset, its confidence indicates
the preference of the residue sequence to a specific structural sequence. Together,
support and confidence allow to identify relations between residual and struc-
tural sequences which are very probable. These interesting rules, easily extracted
from the FS-tree, could be considered as an extension of the propensity concept
for longer sequences. Different to the classic propensity, this extended concept
allows to adjust the desired grade of certainty of selected rules defining ade-
quate support and confidence thresholds. For instance, in the case of sequences
of length 1, using a threshold of 10~% for support and 0.41 for confidence, we
extracted 16 interesting rules, all of them with a classic propensity greater than
1.1; for thresholds of 10~ and 0.445 respectively, we obtain only 9 rules, all of
them with a classic propensity greater than 1.3.

We analized number and composition of interesting rules, in dependence of
support and confidence thresholds. As expected, the number of rules decreases
as support and confidence increase (see table 3 for some specific values).
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Table 3. Rules in dependence of support and confidence

Confidence

Support  50% 60% 70% 80% 90%

1077 102.934 94.099 84.447 67.647 51.205

5-107° 1.264 598 187 57
1074 648 316 67 5

13
1

Support 0.00001 Support 0.00005

Percentage

0.5 06 0.7 0.8 09 05 0.6 07 0.8 09 0.5
Confidence Confidence

Support 0.0001

[ Mixed
B umn
[strand
ﬂ Helix

0.6 0.7 0.8 0.9

Confidence

Fig. 3. Rule composition according to secondary structure

Table 4. Rules for thresholds of 0.00005 (support) and 0.8 (confidence)

Residue sequence

structure
sequence

PP.

FQM.

PPP, QPD, PPG, PDG, KPP, GPP, QQP, DPP,
NPP, EPP, HPN.

TVLV.

EQVL, LQKV, KLFN, RALA, LAKE, RNLL
ELDK, DEAE, RAKR, DEAA, KSEL, EAEL
EMLR, NAAK, AAKS, DKAI, DLLE, EKLF
EALA, ELAR, VEAA, EEAL, AVRR, DAAV,
AAVN, EELL, EALR, LDKA, QKVV, EAAR,
EAEK, RAAL, AELL, KALE, AAVR, EAAV
VDAA.

RDLK, QPDG, HRDL.

VDAAV.

RDLKP.

HRDLK.

uu
HHH

Uuu
BBBB

HHHH

Uuuu

HHHHH
UUUUH
Uuuuuu

In figure 3 we show the rule composition for specific support and confidence
values. We observe that the percentage of mixed rules -rules that involve more
than one structure type- decreases as support and confidence are increased. Ac-
cordingly, the percentage of pure rules -where only one structure is present-
increases for higher support and confidence thresholds: the most import rules
predict pure structures; i.e. certain residue sequences occur frequently in a
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specific secondary structure type. These sequences could be considered as el-
ementary units for secondary structure determination, or, in other words, se-
quences with a very high propensity to a specific secondary structure.

The rules obtained for thresholds of 0.00005 (support) and 0.8 (confidence)
are shown in figure 4. The most interesting rules represent a “ pure”’, not mixed
secondary structure (with only one exception, the rule RDLKP=UUUUH), All
are short rules, the maximum length is 5. The shortest rule is PP=UU; i.e.
a sequence of 2 Prolines is most likely to be found in a turn. Among the 12
third-level rules that exceed the chosen thresholds there is only one rule for a
helix structure (FQM=HHH). The others are rules for turns. In all rules that
derive UUU, there is at least one Proline in the corresponding residue sequence
(4 sequences with one Proline, and 7 with 2 or more Prolines). This is coherent
with the findings of Costantini et al. [21], who offered an update of the Chou
and Fasman propensities, by using the PDBselect, with more than 2000 proteins:
they suggest that Proline is the most determinant amino acid for a secondary
structure, with a propensity for turns, that is over three times higher than for
any other structure. Accordingly, our strongest rule (support 0.00013, confidence
90%) is PPP=UUU; i.e. PPP is most probably found in turns. This supports the
suggestion to use Prolines to increase stability of turns ([22]). At level 4, the dom-
inant structure is helix, present in 37 of 41 rules. Almost all residue sequences for
helices contain at least one of the amino acids with the highest propensities for
helices (Alanine (A), Glutamic Acid (E) and Leucine (L)); being QKVV=HHHH
the only exception. At this level we also extract 3 rules for turns, and the only
interestig rule for strands TVLV=BBBB. At level 5, there are only 3 rules,
each one continues a rule of length 4: VDAAV=HHHHH, RDLKP=UUUUH
and HRDLK=UUUUU. It is curious that in fifth-level rules, the HHHHH and
UUUUU do not contain the most determinant residues for those secondary struc-
tures (A, E, L for H and P for U).

3.4 Domain of Interesting Rules

Previously we derived the interesting rules for chosen support and confidence
thresholds. In which degree do these rules depend on the specific data set,
used to construct the FS-tree? To answer this question we applied a seven-fold
cross-validation, dividing PDBsub and its corresponding structure sequences in
7 parts. In each validation process, 6 parts are used for training; the seventh
part is reserved to test if the rules apply. We used the training data to construct
the FS-tree and to capture the rules. Then we verified in the test set the rule
application: for each incident of a rule’s residue sequence we verified if it appears
with the corresponding structural sequence. The percentage of rules that apply
correctly, is reported in table 5.

The table shows that the most important rules (confidence 90%) apply in a
very high percentage in the test sets, suggesting that these rules do not dependent
on the data set that is used to construct the tree. Therefore we can conclude
that the residue sequences with high propensity to specific structure sequences
apply generally, not only in a specific context.
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Table 5. Percentage of rules generated by the training set, which apply in the test set

Confidence
Support 50% 60% 70% 80% 90%
10~° 74.269+0.011 83.1424+0.012 89.295+0.011 93.153+0.012 96.835+0.011
51075 58.527+0.002 66.524+0.002 74.66640.005 84.67140.011 93.037+0.010
107% 58.405+0.002 66.299-+0.002 73.431+0.005 82.4104+0.009 89.97840.025

4 Conclusions

We present the FS-tree, a new prefix tree structure, capable to store compactly
subsequences of a sequential database. In a FS-tree, a pattern is an ordered se-
quence of symbols, whereas the traditional FP-tree for transactional databases
is based on sets. For sequential databases, the standard concept of support has
to be revised. In this context it is important to determine the frequency of a
sequence with respect to sequences of equal length, which leads us to the defini-
tion of relative support. We define an efficient algorithm for extracting frequent
sequences, based on the appropriate strategy to reduce FS-tree search. Applying
the FS-tree structure and algorithms to sequence pairs, we are able to gener-
ate sequential association rules between sequences of two different alphabets.
In order to illustrate the potential of FS-trees in bioinformatics, we apply it to
secondary structure analysis of protein sequences.

Our first analysis concerns the number of observed nodes of fixed length. As
an overall result we obtain, that neither all hypothetically possible short residue
sequences nor all possible structure sequences for a given residue sequence are
observed. A possible explanation of these results includes both, the limited num-
ber of structurally known proteins as well as the propensity of residue sequences
for specific secondary structures. Secondly we analyzed the number and compo-
sition of interesting rules, in dependence of the chosen support and confidence
thresholds. The most important rules are related to pure structure sequences,
where rules for turn and helices exceed by far the rules for strands. The obtained
rules provide the residue-structure relations with the highest propensity. By cross
validation we showed that the most frequent rules are general, not depending on
the specific data set used to generate the tree.

These first analyses show the high potential of the FS-tree structure in bioin-
formatics and motivate us to explore it in a wider range of applications, which
include the development of rules based prediction algorithms.
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