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Presentacion

La Bioinformatica es un area interdisciplinaria que se ocupa del analisis computacional de los sistemas
bioldgicos, siendo una de sus ramas la aplicacion de este tipo de analisis a los sistemas moleculares. Si bien
una parte de la Bioinformatica se ocupa del desarrollo de nuevas metodologias, en la actualidad contamos
con un gran conjunto de herramientas computacionales que permiten sistematizar, extraer y analizar la
informacion bioldgica contenida en secuencias moleculares tanto de acidos nucleicos como de proteinas.
Estas herramientas permiten entre otras cosas, predecir la estructura de proteinas, disefiar ligandos
especificos como inhibidores o antibidticos, disefiar racionalmente proteinas, identificar sitios funcionales y
predecir la funcién bioldgica. Asi, la Bioinformatica es un campo estrechamente relacionado con la
biotecnologia, la bioquimica, la biologia molecular, la farmacologia, y consecuentemente tiene incidencia en
distintas areas como por ejemplo la salud y el agro, tanto en el dmbito académico como industrial.

La incorporacién de estas herramientas acompafnada del marco conceptual adecuado para su utilizacidn y
su articulacién con resultados experimentales, son los principales objetivos de la asignatura optativa -y de
postgrado- Bioinformatica, perteneciente a la Licenciatura en Biotecnologia y Biologia Molecular dictada por
el Area Biotecnologia y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La
Plata. Los docentes a cargo de la materia son el Profesor Gustavo Parisi y los JTPs Mauricio Lozano y Maria
Leticia Ferrelli. El programa de la materia incluye los siguientes temas orientados principalmente al estudio
de proteinas: estructura de proteinas, evolucion biolégica, estudios de similitud secuencial, utilizacion de
bases de datos bioldgicas, estimacion de la estructura de proteinas, estudios basados similitud estructural,
modelado molecular, inferencia filogenética, e integracién estructura-evolucion (prediccion de la funcién
bioldgica).

En el contexto de esta asignatura, y con el objetivo de que los estudiantes adquirieran una mayor
experiencia practica en las diferentes temdticas estudiadas, se realizd6 un trabajo practico integrador
desarrollado a lo largo de 12 clases, durante las cuales se profundizé en la caracterizacién de una proteina
que fue elegida por los estudiantes bajo la supervision de la catedra. Como resultado del andlisis
bioinformatico realizado se exigié a los estudiantes la presentacidn de un trabajo escrito individual, con el
objetivo de fijar los conocimientos adquiridos, e introducir a los estudiantes en la escritura cientifica.

Previamente a la entrega final se realizaron dos etapas de evaluacidén y correcciéon que fueron utilizadas
como evaluaciones parciales de los conocimientos practicos adquiridos. En estas instancias se evaluaron y
corrigieron los métodos utilizados y la interpretacidn de los resultados obtenidos. Los contenidos incluidos
en las etapas 1y 2 fueron los siguientes:

Etapa 1: Analisis secuencial

e Busqueda de informacion de la proteina en diferentes bases de datos. A partir de esta informacion,
y una breve busqueda bibliografica, debera redactarse la introduccion.

e Busqueda de homdlogos cercanos y remotos utilizando diferentes métodos (Secuencia-secuencia,
profile-secuencia, HMM). A partir de los resultados deberd presentar un analisis del nimero de
homalogos vy su distribucion taxondmica.

e Prediccion de estructura secundaria, segmentos transmembrana, regiones desordenadas vy
dominios.



e Seleccién de un conjunto de secuencias (segun el objetivo de andlisis planteado) con las cuales
deberd realizarse un alineamiento multiple.

Etapa 2: Analisis estructural y filogenético

e Obtencidon de un modelo molecular para la proteina. Esta etapa debera detallar el proceso utilizado
incluyendo: Asignacién de plegamiento, alineamiento, modelado, visualizacién. Comparacién con el
template y evaluacién de la calidad del modelo.

e Obtener la clasificacidon estructural de la proteina.

e Obtencidn de un arbol filogenético por el método de maxima verosimilitud con soporte de las
ramas por bootstrap. En esta etapa se deberd detallar el proceso utilizado, incluyendo la evaluacién
del alineamiento, seleccién del modelo evolutivo, pardmetros utilizados para la generacion del
arbol.

e Realizar un andlisis funcional utilizando tanto datos estructurales como secuenciales.

Se redactara la conclusion a partir de la informacién de la primera y segunda parte.

Finalmente se corrigid y unificd el formato al de una comunicacién cientifica estructurada en las siguientes
secciones: Introduccién, Objetivos, Métodos y resultados, Conclusiones, Referencias.

En el presente libro se recopilan los trabajos realizados por estudiantes de la cursada 2021. Cada trabajo fue
realizado a criterio de cada estudiante y con la posibilidad de contestar preguntas especificas que surgieran
en el anadlisis de dicha proteina. Las herramientas vistas en el curso son numerosas y cada autor/a del
trabajo utilizd las que consideraba convenientes. El conjunto de proteinas estudiadas en este libro
corresponden a diversos organismos, incluyendo especies bacterianas, arqueas, eucariotas y virus:

ID Uniprot Proteina Organismo Super-reino
AOA6V8D8A1 Thymidylate synthase Candidatus Poseidoniales archaeon Archaea
Q89KW9 BIl4781 protein Bradyrhizobium diazoefficiens Bacteria
B5F500 Phosphoglycerol transferase | Salmonella agona Bacteria
Q6W3M3 ATP citrate synthase Alvinella pompejana epibiont Bacteria
Q8TCU5 Glutamate receptor ionotropic, NMDA 3A Homo sapiens Eukaryota
Q2TA06 Aurora kinase A Bos taurus Eukaryota
Q96D96 Voltage-gated hydrogen channel 1 Homo sapiens Eukaryota
Q91Vv45 KiSS-1 receptor Mus musculus Eukaryota
—memee metacaspasa-4 (MCA4) Nicotiana benthamiana Eukaryota
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Andlisis secuencial de la proteina fosfoglicerol transferasa | de
Salmonella agona (cepa SL 483)

Déborah Colman

Cdtedra de Bioinformdtica, Area de Biotecnologia y Biologia Molecular, Departamento de Ciencias
Bioldgicas, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata, La Plata, Argentina.

RESUMEN

La enzima fosfoglicerol transferasa | (gen mdoB) de la enterobacteria Salmonella agona (cepa SL483) fue
caracterizada a partir de una secuencia de aminodcidos mediante distintas herramientas bioinformaticas.
Datos bibliograficos de otros microorganismos asociados filogenéticamente determinaron que la funcidn
biolégica podria participar del traspaso de azlcares dentro del sistema fosfotransferasa. Nuestros
resultados indicaron que la proteina esta compuesta por 763 aminoacidos con peso molecular de 85084 Da.
Se determind que la secuencia aminoacidica en estudio tiene, al menos, un plegamiento secundario
conformado por un péptido seiial, 4 regiones transmembrana y un dominio Sulfatasa. El plegamiento de
este dominio conforman 4 alfas-hélices hacia el exterior y 4 hojas beta en el interior, dispuestas en un
arreglo globular. Se buscaron proteinas homdélogas cercanas y remotas con el fin de investigar las
variaciones evolutivas. Los géneros taxonémicos mas representados fueron: Salmonella sp., Escherichia sp.
Shigella sp. y Citrobacter sp.. Los resultados alcanzados permitieron predecir la funcién proteica.

PALABRAS CLAVE: proteina - dominio - estructura secundaria - plegamiento.

INTRODUCCION

Las enterobacterias tienen membrana fosfolipidica interna como externa, formando asi un espacio
peripldsmico contenedor de la pared celular formada por peptidoglicano. La membrana interna o
membrana citoplasmatica es impermeable a las moléculas polares, regula el paso de nutrientes,
metabolitos y macromoléculas, ademas mantiene la fuerza motriz proténica que es fundamental en el
metabolismo energético bacteriano; mientras que el espacio peripldsmico contiene una gran concentracién
de proteinas y peptidoglucano (Quirés Cardenas).

La proteina fosfoglicerol transferasa | es una enzima glicerotransferasa de la membrana citoplasmatica de
bacterias Gram negativas que forma parte del sistema fosfotransferasa responsable de la incorporacién de
azucares. La funcion bioldgica esta relacionada con el metabolismo de glicerolipidos, principalmente en la
transferencia de residuos fosfoglicerol desde el fosfatidilglicerol hasta oligosacaridos derivados de
membrana (membrane-derived oligossacharides, MDO), constituyentes del espacio periplasmico (Jackson
et al.). Estudios previos reportaron que el sitio activo de esta proteina se ubica sobre la regidn periplasmica
de la membrana interna y su actividad esta estrictamente regulada por la osmolaridad (Bohin et al.).

Las primeras caracterizaciones de esta proteina se hicieron usando como modelo a Escherichia coli, pero
también se han reportado en otras bacterias Gram negativas, tal como Salmonella sp. (Schulman, et al.;
Fricke, et al.). El objetivo de este analisis es caracterizar la proteina a partir de su secuencia de aminoacidos
y comparar los cambios en las secuencias de organismos relacionados evolutivamente utilizando
herramientas bioinformaticas.
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METODOS

Identificacidon de la proteina. Se utilizé la plataforma de identificacién de proteinas Uniprot, la secuencia
guery estaba anotada con el cddigo B5F500. Otra alternativa fue el programa de busqueda por homologia
Blastp contra la base de datos no redundantes. Los pardmetros configurados fueron los establecidos por
default (Max target sequences 5000, e-value threshold 0.05, Word size 6, Matrix BLOSUM®62).

Busqueda de homdlogos cercanos y remotos. La busqueda de homodlogos cercanos se hizo con Blastp
(NCBI) y Blast de UniProt contra la base de datos Swiss-Prot. La busqueda de homdlogos remotos se realizd
con el servidor online HMMER, utilizdndose el programa jackhmmer contra la base datos UniProt -
Reference Proteomes. Rango de e-values configurado: 0.00001 — 0.03. Se hicieron 2 iteraciones.

Caracterizacion de secuencia aminoacidica. Prediccién de estructura secundaria. La base de datos Pfam se
utilizé para caracterizar a la proteina y en base a la informacién brindada por los links (InterPro, Phobius) de
otros servidores se recopilaron mas datos. Para estimar la presencia de desorden se uso lupred2A seteado
en IUPred Structured domains. Para detectar regiones flexibles, Dynamine fue la opcién elegida. El servidor
JPred se utilizd para caracterizar la estructura secundaria basada en la composicién de aminoacidos.

Alineamiento multiple. Para seleccionar las secuencias del alineamiento multiple, se tomaron los hits
provenientes del analisis realizado con el programa jackhmmer para busquedas de homdlogos remotos. Se
revisaron los alineamientos y parametros y luego se elabord un archivo multifasta conteniendo 31
secuencias hits junto con la secuencia query. El alineamiento multiple (Multiple sequence alignment, MSA)
se construyo con el programa TCoffee.

Asignacion de plegamiento. A partir de la secuencia aminoacidica se utilizdé la herramienta HHpred para
predecir la estructura proteica. Se utilizaron los pardmetros seteados por default.

Busqueda del template para modelar. Se realizé la busqueda de proteinas homdlogas con estructura
conocida para modelar la secuencia query. Se usé el programa de busqueda remota HHpred con los
parametros seteados por default para la asignacion de plegamiento.

La revisién del alineamiento de la secuencia query y de la secuencia template se hizo con el programa
Notepad++, de esta manera los missing residues y gaps fueron corregidos manualmente. El programa de
modelado por homologia elegido fue el Modeller versidn 10.1. Se obtuvieron 10 modelos, y luego de revisar
los potenciales energéticos (Dope score y moldpdf) se seleccioné aquel con menores puntajes. La
evaluacion del modelo seleccionado se realizd con el programa ProSA, el cual analiza la energia global y por
posicién. También se optd por Dope, integrado en el programa Modeller.

Alineamiento estructural. A partir de la estructura generada, el programa PyMol fue el sefialado para
alinear las estructuras proteicas query-template. Se calculé el RMSD.

Estimacion filogenética. A partir del alineamiento multiple realizado previamente, se procedio a analizar el
modelo de evolucién mas ajustado a las secuencias aminoacidicas. Para ello se utilizé el subprograma
MODELTEST incorporado en el paquete HyPhy. Se construyd un arbol filogenético por Neighbor Joining para
comparar entre modelos.

Con el programa PHYML se estimo la filogenia mediante el método de maxima verosimilitud (maximum
likelihood, ML), utilizando el modelo evolutivo designado previamente. El analisis de ML se determind con
un soporte de las ramas por Bootstrap = 100, se consideré la elaboracién del modelo con el parametro
gamma distribution. Se utilizé una secuencia outgroup, cuya seleccién se determiné mediante busqueda

13



por homologia en el programa blastp contra la base de datos que incluia Unicamente el taxén Archaea
(MBC8501365). El nuevo alineamiento multiple se repitié como fue detallado anteriormente.

Prediccidn de funcion. Para predecir sitios funcionales de la proteina en estudio se utilizaron los servidores
ConSurf y Evolutionary Trace.

RESULTADOS

Identificacidn de la proteina. La identificacion de la proteina en Uniprot (compuesta por 763 aminodcidos,
peso molecular 85084 Da) arrojoé que se trata de la enzima fosfoglicerol transferasa I, también referenciada
como glicerofosfotransferasa fosfotidilglicerol-oligosacarido de membrana, codificada en el gen mdoB de la
enterobacteria Salmonella agona (cepa SL483). Su funcién bioldgica es transferir residuos de fosfoglicerol
desde fosfatidilglicerol a la cadena de carbonos de glucanos unida a membrana. La actividad catalitica es
(EC=2.7.8.20): Fosfatidilglicerol + oligosacarido derivado de membrana D-glucosa
<=>1,2-diacil-sn-glicerol + oligosacarido derivado de membrana 6-(glicerofosfo)-D-glucosa. La ruta
metabdlica asociada es la biosintesis de glucano peripldsmico osmoregulado (osmoregulated periplasmic
glucan, OPG).

Se trata de una proteina globular conformada por un péptido sefal, cuatro regiones transmembrana y un
dominio identificado como Sulfatasa (Figura 1), perteneciente a la Superfamilia de las Fosfatasas alcalinas.

Pfam :_EEIFE_ 7RI
disorder i TEZ
tm & signal peptide { B fF N 763

Figura 1. Caracteristicas estructurales (Pfam) de la proteina mdoB de S. agona (Uniprot ID: B5SF500).

Por su parte, la busqueda por homologia en el programa Blastp contra la base de datos no redundante
informd que la secuencia aminoacidica es la proteina glicerofosfotransferasa fosfotidilglicerol-oligosacarido
de membrana (MULTISPECIES: phosphatidylglycerol--membrane-oligosaccharide glycerophosphotransferase
[Salmonella]), en concordancia con lo detectado en Uniprot. El identificador de secuencia es
WP_001292705.1. Los valores del match fueron: Score 1579 bits, e-value 0.0, Porcentaje de identidad (%ID):
100%, Porcentaje de similitud: 100% y Gaps 0%. El numero de hits obtenidos en las condiciones analizadas
fue de 4985, cuyo porcentaje de identidad abarco el rango de 82.57% hasta 100% con un e-value de 0.0
para todos los hits. La taxonomia presenté mas del 95% organismos clasificados dentro de la familia
Enterobacteriaceae (clase gamma-Proteobacteria). Los géneros taxondmicos mas representados fueron:
Salmonella sp., Escherichia sp. Shigella sp. y Citrobacter sp..

Busqueda de homoélogos cercanos y remotos. En funcidén de la poca diversidad taxondmica conseguida con
Blastp, se optd por usar blast contra la base de datos Swiss-Prot, obteniéndose un total de 48 hits; de los
cuales, 37 matches comprendieron un rango de %ID entre 38.3% hasta 100%. Los 11 hits restantes fueron
desestimados después de analizar los alineamientos y parametros resultantes (%ID menor al 30%, e-value
5.8e°—8.3e™, scores 77-168).

El grupo con 37 hits se dividié en 2 subgrupos de acuerdo con el %ID. Uno de los subgrupos contenia hits
con un %ID del 40% aproximadamente, y e-value en el rango de 8.2e®—1.1e®, siendo Xanthomonas sp. el
Unico género taxondmico; mientras que el otro subgrupo estuvo comprendido entre el 90 - 100% de
identidad, e-value 0.0 y cuyos taxones correspondieron a los taxones Salmonella sp., Escherichia sp. Shigella
sp. y Citrobacter sp,.
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La busqueda de homdlogos remotos en jackhammer resulté en 2126 hits totales, de los cuales, 63 hits
Unicamente dieron parametros considerables y, con valores de %ID no estrictamente correctos o
esperables. Es decir, se seleccionaron hits con e-values en el rango de 2.9e*"*hasta 0.0, con %ID cercano al
50%, % de similitud mayor al 70%, y Bit score superior a 900. Los taxones correspondieron al phylum
Proteobacteria [familia Enterobacteriaceae. Géneros taxondémicos: Salmonella sp., Escherichia sp.,
Citrobacter sp., Shigella sp., Kluyvera sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Superficieibacter sp., Raoultella
sp., Erwinia sp., Pantoea sp., Serratia sp.]. Dados los porcentajes de identidad y similitud obtenidos con esta
estrategia se concluye que los hits encontrados aun corresponden a homdlogos cercanos.

Caracterizacion de regiones secuenciales y prediccion de estructura secundaria. A partir de lo obtenido con
Pfam, la fosfoglicerol transferasa | se conforma por un péptido sefial (sitio 1-18); 4 regiones transmembrana
(sitios 28-47; 59-74; 80-98; 110-128), un dominio sulfatasa (sitio 163-446). El dominio Sulfatasa (cédigo de
acceso PF00884.23) pertenece al clan CLO088. A partir de las referencias cruzadas de Pfam, se pudo acceder
a la base de datos InterPro que confirmé que la proteina en estudio tiene un dominio Sulfatasa y pertenece
a la Superfamilia de las fosfatasas alcalinas. El analisis con Phobius confirmé la presencia de las regiones
transmembrana (ver Anexo).

El programa IUPred2A reportd que la enzima de interés tiene estructura globular. Se realizd una busqueda
de motivos secuenciales en Prosite, pero no se obtuvieron resultados. Se evalué el desorden de esta
proteina mediante la herramienta bioinformatica Dynamine, estimando una estructura poco flexible, lo cual
es propio de las proteinas globulares (ver Anexo).

La prediccion de la estructura secundaria se realizd con el programa JPred, cuyo resultado estimé que hacia
el extremo N-terminal de la secuencia de aminoacidos se forma un arreglo tipo alfa hélice hasta la posicién
140 aproximadamente, luego le siguen cortos segmentos de arreglos alfa hélice y hojas betas: y desde la
posicion 600 aproximadamente hasta el extremo C-terminal, el programa predijo que la secuencia se
ordend en hojas beta (Figura 2).

Figura 2. Resultado de la prediccion de la estructura secundaria con el programa JPred. Los segmentos rojos
corresponden a arreglos alfa hélices y las flechas verdes corresponden a arreglos hoja beta.
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Comparacion con secuencias homalogas. Alineamiento multiple. Para realizar el MSA se seleccionaron 31
hits de los determinados previamente en la busqueda de homdlogos. Las secuencias para alinear se
eligieron segun los pardmetros de confiabilidad (e-value, %ID, %similitud, Score), y la diversidad taxonémica.
En el MSA se observd que la Unica regién transmembrana de la proteina de interés que se conservo es la
posicionada entre 59-74 (Figura 3.A). Respecto a la regidon del dominio Sulfatasa se encontré altamente
conservado para los organismos elegidos (Figura 3.B).

sp|BSFS00) : —HE
AOADT 4E i
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Figura 3.A. Alineamiento multiple. La imagen corresponde a la regién transmembrana conservada (59-74). Las referencias de los
organismos elegidos se enlistan en el Anexo.

Figura 3.B. Alineamiento muiltiple. La imagen corresponde al dominio Sulfatasa conservado. Las referencias de los organismos
elegidos se enlistan en el Anexo.

Analisis estructural. El analisis de la proteina fosfoglicerol transferasa | prosiguié con la estimacion de su
estructura tridimensional.

Para realizar la asignacion de plegamiento se utilizé la herramienta HHpred después de probar con varias
opciones bioinformaticas, tal como Phyre2. El alineamiento con HHpred determind que el mejor hit fue la
proteina 3LXQ de PDB (correspondiente a la entrada Q87NY2 en Uniprot), identificada como Vibrio
parahaemolyticus serotype 03:K6 (Gammaproteobacteria). Contiene un dominio Sulfatasa con unidn al ion
manganeso. Los valores fueron 25 % ID, e-value 3e?, score 278.32, % de similitud 28.9. El template alined
desde la posicidon 159 hasta la posiciéon 460 de la secuencia proteica query, coincidiendo con la regién del
dominio Sulfatasa. La resolucion de la cristalografia fue de 1.95 A. Esta estructura proteica dio mejor

valoracién para usarse como molde para la proteina en estudio. La cadena A de la secuencia molde
correspondid al alineamiento con la secuencia en estudio.
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Para iniciar el modelado molecular para la proteina se utilizd el template propuesto por HHpred en el
analisis de fold assignment. Aun considerando que el modelo a generar no seria el dptimo para
determinaciones mas precisas, se eligid este template.

Cabe mencionar que se probaron otros métodos de busquedas por homologia tales como Blastp contra
PDB, Psiblast y FFas03, pero ninguna de estas herramientas arrojé mejores hits y/o valores que la
herramienta mencionada mas arriba.

El programa de modelado fue seteado para determinar 10 modelos, de los cuales se eligié uno a partir de
los potenciales estadisticos intrinsecos del programa. Se analizé el modelo mediante dos pardmetros
energéticos: global (z-score: -6.35, Prosa) y local (Dope score) (Figura 4).

- A Poalchon da 8 hrammiems S3e, Swrphew

Depe ac
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Figura 4. Analisis energético del modelo tridimensional propuesto para la proteina en estudio. a. Validacidn energética global por
el programa ProSA. El punto negro refiere a la proteina de interés. b. Perfil energético por sitio superpuesto de las secuencias query
(azul) y template (naranja).

El modelo demostrd que la proteina query tiene al menos 4 segmentos alfa hélices hacia el exterior de la
estructura, y 4 hojas beta en el interior; también se observan loops que no estan alineados (Figura5a, by
c). En términos generales, tiene forma globular. A partir del alineamiento estructural se observé que 450
aminoacidos del template fueron alineados contra 302 aminodcidos de la secuencia query, estimando un
score match align de 236.5. El cdlculo de RSMD arrojoé un valor de 0.137, segun el programa PyMol.

Figura 5. Alineamiento estructural. Estructura tridimensional de proteina query (azul) superpuesta
con la estructura de la proteina molde (naranja). a. Se observa el plegamiento alfa hélice hacia la
superficie de la estructura. En b. y c. se muestran los plegamientos hojas beta en el interior de la
cavidad proteica.
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Estimacion filogenética. Utilizando las secuencias del MSA descrito anteriormente se realizé una estimacion
filogenética. El resultado de la prueba arrojé que el modelo de evolucién mds adecuado para las secuencias
a estudiar fue WAG + F. El outgroup elegido no fue el correcto pues marca mucha distancia evolutiva del
resto de las secuencias. La secuencia query fue determinada en un nodo con buen soporte (arrojé un
bootstrap de 100), por lo que la informacion que contiene el alineamiento fue suficientemente robusta para
confirmar la relacidn evolutiva en ese nodo (Figura 6).
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Figura 6: Arbol filogenético construido por el método de maxima verosimilitud. Bootstrap=100.0utgroup: secuencia aminoacidica
de Archaea (MBC8501365). Bootstraps mostrados corresponden a valores > 50.

Prediccion de funcién. El analisis de ConSurf indicé que la estructura de la proteina tiene en sus hélices alfa
regiones mas conservadas, que podrian estar asociadas a sitios importantes para la funcién, cuya
disposicion se indica hacia el interior de la proteina, mientras que las regiones menos conservadas se
posicionan en el exterior de la estructura tridimensional tal como era de esperarse (Figura 7). Respecto de
los scores mas altos de conservacion, estos estan en el centro de la proteina y se sitlan las hojas beta y
hacia el exterior se ubican los arreglos alfa hélices.

CONCLUSIONES Y DISCUSION

A partir de estas determinaciones podriamos sugerir que la proteina fosfoglicerol transferasa | tiene
estructura globular, con al menos 4 arreglos alfa hélices hacia el exterior, dejando hacia el core al menos 4
arreglos hojas beta. Los residuos que componen cada una de estas estructuras secundarias se dispusieron
de acuerdo a su conservacién evolutiva. Aquellos mas conservados se ubican hacia el interior de la proteina
globular, mientras que los residuos menos conservados, se encuentran hacia el exterior.
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Figura 7. Estructura de proteina fosfoglicerol transferasa I. La escala de colores sefiala la conservacion de los residuos (rojo) hasta
los residuos menos conservados (violeta).

Respecto a la estructura no se pudo evaluar los loops, por lo que sera necesario re evaluar el template para
intentar estimar algo al respecto. En términos generales, la estructura terciaria lograda podria considerarse
buena, dado el bajo porcentaje de identidad del template, aunque insuficiente para lograr un acabado
modelado de la proteina. Este molde se selecciond entre los pocos hits arrojados por las distintas bases de
datos estructurales analizadas.

Es importante mencionar que el anadlisis de la estructura terciaria se realizd a partir de la cadena A del
template cuyo alineamiento fue contra la regién del dominio Sulfatasa, situado en las posiciones 159-460 de
la secuencia query, dicha ubicacién coincidié con lo informado por Pfam (dominio Sulfatasa: 163-446). Los
arreglos descritos en la estructura secundaria, mds precisamente en la zona transmembrana en el
N-terminal no pudieron visualizarse en el analisis tridimensional dado que no se obtuvo un template que
cubra esa regidn. Seria de mera importancia conseguir en un proximo estudio un molde que supere las
limitaciones expuestas en este trabajo.

Como ya se ha mencionado, la proteina es globular, lo cual es tipica de proteinas de membrana. Respecto al
alineamiento multiple para el analisis filogenético, se puede decir que las secuencias elegidas pertenecieron
al grupo taxonémico enterobacterias, por lo que el outgroup elegido fue incorrecto, generando importante
distancia evolutiva. Asimismo, no hubo una notoria separacién de ramas, esto pudo deberse a que las
secuencias seleccionadas correspondieron al mismo taxon.
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RESUMEN

Los virus se encuentran dentro de los principales patdgenos de los cultivos, causando pérdidas
devastadoras, por lo que entender sus mecanismos de infeccidn e interaccion con la planta es fundamental
para lograr su erradicacidon. Una de las formas es identificar las proteinas del hospedador participes en los
mecanismos de defensa ante estos patdgenos, como lo es la metacaspasa-4 (MCA4), una peptidasa que se
activa ante estrés iniciando una reaccidon en cadena con el propésito de atacar al organismo invasor y evitar
su propagacioén. En este trabajo se aborda un andlisis bioinformatico de la MCA4 presente en plantas N.
benthamiana (NbMCA4) a fin de predecir su posible estructura e identificar segmentos fundamentales en
su funcién, para poder inferir sobre su rol durante la infeccion viral.

PALABRAS CLAVE: Metacaspasa; Nicotiana benthamiana.
INTRODUCCION

El crecimiento de la demanda de productos vegetales a nivel mundial, junto a la limitacién de tierras
cultivables, hacen cada vez mas urgente la necesidad de mejorar las capacidades de produccion en un
marco de preservacion del suelo y de sustentabilidad ambiental. Los virus estdn entre los principales
patdgenos de los cultivos, son responsables de pérdidas devastadoras en agricultura y dada la capacidad de
adaptacion a las estrategias de proteccion de los cultivos, su erradicacion del ambiente parece imposible.
Por esto, entender sus mecanismos de infeccion e interaccion con la planta es fundamental para la
produccion de productos vegetales. Una de las caracteristicas resaltantes de los virus es su capacidad de
evadir los mecanismos de defensa de la planta, los cuales pueden ser receptores virales codificados por
genes de resistencia (R) de la misma o mecanismos especializados, como PTGS vy, para lograr un analisis
profundo al respecto, primero se debe abordar el estudio de estos mecanismos.

Un grupo de proteinas, las metacaspasas (MCAs), funcionan como mecanismo primario de defensa de la
planta ante el ataque de patdgenos. Son cistein proteasas representadas en todos los dominios de la vida
(Uren et al., 2000), fueron descubiertas afios mas tarde que las caspasas a partir de una busqueda de
similitud estructural. De acuerdo a las preferencias de corte y estructura, las MCAs se han clasificado en 3
diferentes tipos, I, Il y lll , encontrandose sélo las MCAs tipo | y Il en las plantas verdes (Viridiplantae).
Ambos poseen el dominio catalitico conservado en las caspasas compuesto por las subunidades de 20 kDa
(p20) y 10 kDa (p10); en la subunidad p20 se encuentran los residuos cataliticos Histidina-86 y Cisteina-139.
Las MCAs tipo Il poseen ademas una region de enlace de 160-180 aminoacidos entre p10 y p20. Estas
proteinas se expresan como zimdgenos y se activan por autoclivaje, esta actividad es regulada por
modificaciones postraduccionales, como fosforilaciones, ubiquitinacién, nitrosilacion, cambios de pH y
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concentracion de iones, asi como por la interaccion con otras proteinas (Minina et al.,, 2017). Estan
involucradas en la muerte celular programada (PCD, Programmed Cell Death), programas de desarrollo y
morfogénesis y en la contencion de estreses bidticos y abidticos (He et al., 2008, Watanabe & Lam et al.,
2011).

Nos propusimos identificar el rol que cumple la metacaspasa-4 presente en plantas de Nicotiana
benthamiana (NbMCA4) durante la infeccidn viral. La NbMCA4 es una metacaspasa tipo Il, homdloga de la
MCA4 de A. thaliana, la cual ha sido asociada a la activacién de un programa de PCD bajo estrés oxidativo o
ante el ataque de patdgenos (Watanabe and Lam, 2011) a partir del clivaje en trans del PROPEP1 dando
como producto PEP1, péptido que inicia una gran cadena de defensa en la planta (Hander et al., 2019). Con
tal fin iniciamos un andlisis de la biologia de esta proteina, el cual se encuentra en actual estudio y muestra
indicios de la importancia que podria tener en cuanto a la defensa de la planta. Nos planteamos entonces
como objetivo de este trabajo realizar un estudio bioinformatico de la NbMCA4 para poder recopilar mayor
informacion en base a su secuencia, predecir su estructura y analizar su funcién en base a homologias,
ademads de reconocer sitios potencialmente importantes para la misma, que permitirian el disefio de
mutantes para fortalecer el analisis bioldgico.

METODOS Y RESULTADOS

Analisis de secuencia

Para acceder a la secuencia de nucleétidos completa de NoMCA4 se utilizé la base de datos SolGenomics, ya
que tanto en GenBank como en European Nucleotide Archive sélo se puede encontrar la anotacién parcial
(DQ084024), mientras que la secuencia primaria de la proteina no se encuentra anotada en forma completa
en ninguna plataforma, la misma contiene una longitud de 418 aminodcidos, dando una proteina de 45,8
kDa de tamafio, y se proporciona a continuacion

>NbMCA4

MAKKAVLIGINYPGTKAELKGCINDVKRMYSCLIKRFGFSEEDITVLIDTDDSYTQPTGRNIRKVLSDLVGSAEEGDSLFVHYS
GHGTRLPAETGEEDDTGYDECIVPCDMNLITDDDFRELVDKVPEGCRITIVSDSCHSGGLIDKAKEQIGESHKQGDDENEGH
GSGFGFKKFLRRSVEDAFESRGIHIPRRHDRREEEEESFAESSVIETEDGDQVHVKNKSLPLSTLIEILKQKTGKDDIDVGKLRP
TLFDVFGEDASPKVKKFMKVIFNKLQHGKGEGESGGFLGMVGNLAQEFLKQKLDENDESYAKPAMETHVEGKQEVYAGSG
SRGLPDSGILVSGCQTDQTSADATPAGGDSYGALSNAIQEILAESDGPITNEEVVTKARKKLQKQGYTQRPGLYCSDHHVDA
PFVC

A fin de analizar la estructura primaria de la NoMCA4, se procedid a una busqueda de dominios en Pfamy
en CDD (base de dados de dominios conservados, perteneciente a NCBI), encontrando en ambas
plataformas un dominio conservado en su secuencia perteneciente a la superfamilia CASc en la region
N-terminal de la proteina. Este dominio es tipico de las caspasas, descrito en Pfam con el cédigo de acceso
00656, llamado peptidase_C14. Se encuentran dentro de este los dos residuos conservados pertenecientes
al sitio activo de las MCAs, H86 y C139 (subrayados en la secuencia proporcionada arriba).

Query seq,
specific hits
Superfanilies

Figura 1. Anadlisis en base a la secuencia primaria NbMCA4. Se observa la detecciéon del dominio Peptidase_C14
perteneciente a la superfamilia de las CASc predicho por CDD.

Con el objetivo de inferir estructuras secundarias a partir de su secuencia, se utilizé el programa PSlpred, el
cual asigna posibles plegamientos a las regiones e informa la confianza en la prediccién. Se puede ver en la
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Figura 2 que el arreglo aparentemente dominante serian las alfa-hélices, predichas con maxima confianza,
unidas por una gran cantidad de loops. La misma busqueda se realizé a partir del servidor Quick2D, el cual
muestra predicciones de varios programas, incluido el PSlpred, sin indicar la confianza. Los resultados se
muestran en el material suplementario (Figura S1) donde se puede ver que mayormente hay coincidencias
entre ellos. En cuanto a la busqueda de motivos o regiones coiled-coils a partir de la secuencia primaria, se
corrieron los servidores Prosite y Coils, respectivamente, sin encontrarse nada en ninguno de los dos (datos
no mostrados). Asi mismo, se buscaron posibles segmentos transmembrana, para lo cual corrimos el
servidor Phobius, donde se indicd la ausencia de un dominio de anclaje a lo largo de toda la cadena
aminoacidica (dato no mostrado).
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Figura 2. Prediccion de estructuras secundarias a partir de la secuencia primaria
utilizando el programa PSlpred. Las referencias por colores se observan en el
extremo inferior.
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Tanto la plataforma IUpred como DynaMine son muy usadas para la prediccion de regiones desordenadas
dentro de la secuencia proteica, se corrieron ambas, los resultados se muestran en la Figuras 3a y 3b. La
mayor parte de la secuencia queda cerca del cutoff en ambos programas, lo cual podria ser coincidente con
la gran cantidad de loops que se observaban en las predicciones de estructura secundaria, y aportan
movimiento a la proteina. Ademas de segmentos cortos en los extremos, IUpred predice una region
desordenada con un score levemente mayor al cutoff entre los residuos 150 y 170 aproximadamente, vista
también en DynaMine junto con otros picos. Se ve en ambas plataformas segmentos con estructura muy
ordenada, uno en la regién N-terminal, abarcando aproximadamente del residuo 20 al 40, coincidente con
la regién donde se predice la presencia de una alfa-hélice de esa longitud, otro entre los aminodacidos
230-280, segmento en el cual se predice la presencia de 4 alfa-hélices unidas por loops muy cortos, y otro
en el segmento 110-130.
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Figura 3. Prediccion de regiones ordenadas/desordenadas a partir de la secuencia de NbMCA4 por los
programas a. I[UPred y b. DynaMine

Analisis de homologia

Se buscaron secuencias homoélogas usando el Blastp de NCBI para analizar la conservacion de NbMCA4.
Como base de datos se usd “non-redundant protein sequences”, se indicd un maximo de 250 secuencias
alineadas, un E-value de 0.05, ktuple de 6 aminoacidos y BLOSUM 62 como matriz. De un total de 250
proteinas encontradas todas presentaron mds del 60% de similitud, con un coverage cercano o igual al
maximo y valor de e-value 0.0. Se seleccionaron 81 homdlogas pertenecientes al clado Mesangiosperma
con cobertura de blast mayor o igual a 98% y se procedid a alinearlas a partir de su secuencia primaria.

En el material suplementario se puede ver el alineamiento resultante en formato MSF (Figura S2). Al hacer
un analisis sobre éste encontramos que NbMCA4 comparte con todas las secuencias un porcentaje de
identidad mayor o igual a 70% con gran cantidad de segmentos conservados y el nimero de gaps, dejando
fuera del andlisis a las escasas proteinas con distinta longitud, es muy bajo. La totalidad de las secuencias
mantienen los residuos correspondientes al sitio activo H86 y C139 presentes en el dominio peptidase_C14.
Estos datos muestran con seguridad que la MCA4 es una proteina muy conservada evolutivamente.
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Modelado de la proteina: estructura terciaria

Para inferir la estructura terciaria, se realizé6 un modelado por homologia. Como primer paso, la asignacion
de plegamiento, se utilizaron los programas HHpred, seleccionando como base de datos PDB_mmCIF70, y la
plataforma de NCBI, BLASTp, usando como base de datos la PDB. En ambos se introdujo la secuencia
primaria de NbMCA4 vy los resultados mostraron como mejor template a la estructura cristalizada de la
metacaspasa-4 de A. thaliana (AtMCA4), con un porcentaje de identidad del 70%, alto score y e-value
cercano al 0 para HHpred y O para BLASTp, cubriendo el 100% de la secuencia. No hizo falta realizar un
analisis con métodos mas sensibles como psiBLAST ya que este porcentaje de similitud es mas que
suficiente para modelar la estructura terciaria de la NboMCA4 a partir del template, como asi tampoco un
analisis filogenético para evaluar cercania evolutiva. En el caso de BLASTp, se encontré tanto la AtMCA4 wild
type (wt) (cddigo PDB: 6W8S) como su version mutante C139A, donde se reemplazé la cisteina presente en
el sitio activo por una adenina (cédigo PDB: 6W8R), mientras que en HHpred sdlo figura el mutante C139A.
Continuamos nuestro analisis con la versidn wt, 6W8S, ya que en 6W8R la mutacidn de un residuo tan
importante podria afectar la estructura de la proteina a partir de la cual realizaremos el modelado.

Para corroborar la calidad del alineamiento a modo de asegurarnos un buen modelado se procedié a
realizar el mismo en EMBOSS Needle (algoritmo Needleman-Wunsch), usando la matriz BLOSUMG62 vy
analizarlo en Gendoc, obteniéndose un porcentaje de similitud del 81%, y 67% de identidad entre las
secuencias, con sélo 23 gaps en todo el alineamiento. En la Figura S3 del material suplementario se puede
ver el mismo.

Una vez que validamos el alineamiento, se procedié a realizar una busqueda en la base de datos PDB de
todas de todas las estructuras cristalizadas para la proteina AtMCA4, encontrandose 6W8S con una
resolucion de 3.484 A, y 6W8T con una resolucién de 3.2 A, esta ultima corresponde a la estructura vista
cuando se tratan los microcristales con Ca+2; para comprender mejor esto nos remitimos a la publicacion
donde se reportaron las estructuras (Zhu et al., 2020) y vimos que la AtMCA4 se activa por clivaje en el
residuo K225 en presencia de una concentracidon de Ca+2 elevada, y que la diferencia en las estructuras es
gue 6W8S corresponde a la proteina entera, presentando una distancia entre K225 y los residuos cataliticos
C139 y H86 apta para el ataque nucleofilico, mientras que en la estructura 6W8T se puede ver que hubo un
clivaje en el residuo K225 (las estructuras se muestran en la Figura S4 del material suplementario).
Decidimos proceder al analisis con la estructura del zimégeno, 6W8S.

Se pudo ver que la proteina AtMCAA4 cristaliza como un mondémero, con iones sulfato co-cristalizando con
ella. Se identifica en ella un sélo dominio peptidase_C14 tal como habiamos predicho para la NbMCA4.
Presenta una region desordenada (153-172) coincidente con los resultados arrojados por |Upred para
NbMCA4.

Una vez encontrado el template, se descargd su secuencia en PDB, la cual tenia coordenadas desde el
residuo 2 hasta el 420, presentando 64 missing residues, de los cuales 57 abarcan la regiéon 152-208. Con
estos datos se procedié a modelar a partir del programa Modeller, el cual genera distintas estructuras
tratando de violar la menor cantidad de restricciones posibles. Se obtuvieron 25 modelos, siendo
NbMCA4.B99990014 el mas certero (Figura 4). Tal como se habia predicho en su estructura secundaria, la
NbMCA4 presenta una gran cantidad de segmentos hélices alfa, unas pocas beta plegadas y gran cantidad
de loops.
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Figura 4. Estructura obtenida a partir del modelado por homologia de NbMCA4 usando el
programa Modeller, con la estructura 6W8S de AtMCA4 como template.

Para evaluar el modelado se usd el programa Prosall, obteniéndose en la evaluacién global un Zscore de
-7.54, el cual cae dentro de la poblacién de estructuras de referencia (Figura 5a). En cuanto a la evaluacion
local en el mismo programa, pudimos corroborar que el modelo es en su mayoria bueno, excepto por una
corta region que presenta elevada energia, la cual podria corresponder al segmento de missing residues
donde el programa tuvo que modelar ab initio (Figura 5b). En segundo lugar se realiz6 un alineamiento
estructural entre el modelo obtenido y 6W8S a partir del programa TM -Align, donde se ve que el primero
de estos muestra dos loops que no corresponden a la estructura de su homdloga (Figura 5c). EIl mismo
analisis se realizé por el programa SuperPose, el cual muestra un RMSD total de 0.72, el cual es un valor
muy aceptable de alineamiento estructural (dato no mostrado).

Analisis taxonédmico

Para poder conocer el camino evolutivo de la proteina, se procedid a realizar un analisis taxondmico de esta
utilizando el alineamiento multiple anteriormente mostrado. Se utiliz6 el método de maximum likelihood
realizado por el programa HyPhy para obtener el mejor modelo que explique la evolucidn de las secuencias,
generando como primer arbol filogenético un Neighbor Joining, y asignando 4 categorias de velocidad de
evolucién para gamma distribution sea cual fuera el modelo de evolucidn resultante. El resultado arrojé que
con un score de 31243.52409783448 y un likelihood de -15441.762, el mejor modelo es JTT+F. Con estos
datos nos fuimos al programa PhyML para lograr estimar la topologia de las secuencias alineadas a partir
del modelo JTT+F+gamma, indicando que realice un andlisis de bootstrapping no paramétrico (100
replicantes) para validar la informacién del alineamiento, el arbol resultante se puede ver en la Figura 6y a
partir de él podemos inferir la cercania evolutiva de NoMCA4 a las distintas homdlogas, con un gran soporte
en la informacidn secuencial para los nodos resultantes.
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Figura 5. Evaluacion del modelo estructural obtenido para NbMCAA4. a y b. Evaluacion energética global y local, respectivamente,
usando el programa Prosall; c. Alineamiento estructural entre el modelo obtenido y la estructura de referencia, 6W8S.

Prediccion de la funcion

A la hora de predecir la funcién de una proteina de novo la Unica herramienta bioinformatica que tenemos
es la comparacién con un homologo cuya actividad esté reportada, y luego validar biolégicamente esta
informacion. En este caso, la proteina que vamos a utilizar es la AtMCAA4.

La AtMCA4 esta reportada como una cistein proteasa que cliva especificamente luego de los residuos R o K,
sin clivar sustratos especificos de las caspasas. Induce la muerte celular programada (PCD) al sensar estreses
bidticos y abidticos, a partir del aumento de la concentracion de Ca+2 intracelular. El sitio activo esta
compuesto por dos residuos, H86 y C139, los cuales estan conservados en la NbMCAS9, y cliva luego del
residuo K225, el cual esta presente en una regidon conservada en NbMCA4 como K224 (Figura S3),
generando dos subunidades, p20 (1-225) y p10 (226-418). Sus anotaciones en Gene Ontology (GO)
muestran que actua en el citoplasma, citosol, mitocondria, membrana y plasmodesmos, funciona como una
cistein-endopeptidasa con unién a proteinas presentando actividad hidrolasa y estd involucrada como se
habia mencionado antes en la regulaciéon de la PCD y de otros procesos bioldgicos involucrados en la
defensa de la planta ante ataques bidticos y abidticos.
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Figura 6. Arbol filogenético obtenido con el programa PhyML para 82 proteinas homélogas evolucionando a partir del modelo

JTT+F+Gamma. Se muestra el soporte de cada nodo realizado a partir de un analisis de bootstrapping no paramétrico con 100
replicantes por el mismo programa.

A partir de la secuencia de NbMCA4 se corrid el programa Universal Evolutionary Trace (UET) y se vieron
cuales son los residuos mas conservados evolutivamente, obteniéndose los resultados de la Figura 7, los
cuales muestran una gran conservacién a lo largo de toda la cadena, excepto por dos segmentos: 156-220
(region reportada con estructura desordenada en AtMCA4) y 267-338. Con esta misma secuencia pero
agregando la estructura de referencia 6W8S cadena A (las 4 cadenas son idénticas) de AtMCA4 se inicid el

programa ConSurf y los resultados fueron similares: se conserva casi toda la secuencia exceptuando las
mismas dos regiones (dato no mostrado).

A Al M

Figura 7. Analisis de residuos conservados evolutivamente en la MCA4 a partir del programa Universal Evolutionary Trace (UET).

Los picos mas altos y de color rojo corresponden a una mayor conservacion, mientras que los de menora altura y azules a una
menor conservacion.
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CONCLUSIONES Y DISCUSION

La proteina NoMCA4 posee un dominio conservado en su secuencia perteneciente a la superfamilia CASc, el
cual contiene los residuos pertenecientes al sitio activo, H86 y C139, también presentes en ella.

La estructura secundaria predicha de la NbMCA4 presenta mayormente arreglos alfa-hélice con algunas
beta-plegadas y gran cantidad de loops.

Segun las predicciones de IUpred, la NbMCA4 presenta regiones desordenadas en sus colas y en el
segmento 150-170, este ultimo reportado en la estructura de su proteina homadloga, AtMCA4.

NbMCA4 es una proteina muy representada a lo largo del clado mesoangiosperma, conservando la mayor
parte de los segmentos de su secuencia, con dos regiones variables, una de ellas correspondiente a una
posible estructura desordenada.

La proteina homdloga con estructura conocida mds cercana es la AtMCA4, la cual presenta un 81% de
identidad con NbMCA4 cubriendo el 100% de la proteina y su estructura es un mondmero que co-cristaliza
con iones sulfato (PDB: 6W8S).

A partir de la estructura de AtMCA4 se modeld la de NbMCA4, obteniendo buenos valores energéticos
globales y locales, excepto por una regidn de elevada energia, y un alineamiento estructural bueno, con un
RMSD de 0.72, donde se observa el modelado erréneo de dos loops. Para un mejor modelado habria que
optimizar la region correspondiente a esos loops.

La NbMCA4 funcionaria como una cistein proteasa, y se activaria auto-clivandose a partir de los residuos
H86 y C139 luego del aminodcido K224 luego de sensar una concentracion de Ca+2 intracelular elevada por
un estrés biodtico o abidtico sufrido por la planta hospedadora.
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RESUMEN

En la regulacién del ciclo celular, las proteinas Aurora juegan un papel fundamental como reguladores de la
segregacién de cromosomas y la divisién celular. Debido a esto, su mal funcionamiento ha sido asociado al
desarrollo de células malignas y hay interés en su utilizacién como blancos terapéuticos. En el presente
trabajo se aplicaron diferentes herramientas bioinformdticas para obtener informacién secuencial y
estructural de la proteina Aurora kinasa A, de la especie Bos taurus (Uniprot ID: Q2TA06). Esta presenta un
dominio kinasa y una region N-ter desordenada. Ademds presenta un 88.8% de identidad con la proteina
ortdloga humana, la cual se utilizd para construir el modelo de la proteina por homologia. La estructura de
la proteina permite observar un loop de activacidn y el sitio activo.

PALABRAS CLAVE: Bos taurus, Aurora kinasa A, bioinformatica

INTRODUCCION

La vaca o toro, cuyo nombre cientifico es Bos taurus, es una especie de mamifero artiodactilo de la familia
Bovidae, cuya alimentacion es estrictamente herbivora. Estos mamiferos rumiantes fueron domesticados
hace unos diez mil afios en el Medio Oriente, y su ganaderia se desarrollé progresivamente a lo largo y
ancho de todo el planeta. Su importancia econdmica y ganadera deviene del consumo de su carne, leche y
cuero. Argentina se posiciona mundialmente como el sexto productor mundial de carne vacuna, con una
produccién de 3,025 miles de toneladas en 2019, el 5% de la produccién mundial®.

Las proteinas de la familia Aurora kinasas cuentan con tres miembros en mamiferos: Aurora A, Aurora B y
Aurora C. La proteina Aurora kinasa A (ARK-1) es una serina/treonina kinasa que participa en la regulacién y
progresion del ciclo celular. Se encuentra asociada al centrosoma y los microtibulos del huso durante la
mitosis y juega un rol importante en varios eventos mitéticos, incluyendo el establecimiento del huso
mitdtico, la duplicacidn del centrosoma, la separacién del centrosoma, el alineamiento de los cromosomas,
el check-point del ensamblado del huso mitdtico y la citoquinesis.

La busqueda de la proteina ARK-1 de Bos taurus en GenBank permite obtener la siguiente secuencia de 402
aminodcidos (N° acceso NP_001033117, Uniprot ID: Q2TA06), derivada del gen localizado en el cromosoma
13 codificado en 10 exones:

>Q2TA06
MDRCKENCISGPKTAVPLSDGPKRVPVAQQFPSQNPVSVNSGQAQRVLCPTNSSQRVPSQAQKLVSIQKPVQTLKQKPPQ
AASAPRPVTRPPSNTQKSKQPQPPAPGNNPEKEVASKQKNEESKKRQWALEDFEIGRPLGKGKFGNVYLAREKQSKFILALK
VLFKAQLEKAGVEHQLRREVEIQSHLRHPNILRLYGYFHDATRVYLILEYAPLGAVYRELQKLSKFDEQRTATYITELANALSYC
HSKRVIHRDIKPENLLLGSAGELKIADFGWSVHAPSSRRTTLCGTLDYLPPEMIEGRMHDEKVDLWSLGVLCYEFLVGKPPFE
ADTYQETYRRISRVEFTFPDCVPEGARDLISRLLKHNPSQRPTLKEVLEHPWIIANSKPSSCQKKESTSKQS

Las siguientes caracteristicas de la proteina ARK-1 en Bos taurus y su actividad bioldgica son
inferidas de su homdlogo humano, por similitud de secuencia. La proteina es necesaria para el
correcto ensamblado del huso durante la mitosis y para la localizacion de NUMA1 y DCTN1 al
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cortex celular durante la metafase. ARK-1 es también necesaria para la activacion inicial de CDK1
en los centrosomas. Fosforila numerosas proteinas targets, como ARHGEF2, BORA, BRCA1,
CDC25B, DLGP5, HDAC6, KIF2A, LATS2, NDEL1, PARD3, PLK1, RASSF1, p53/TP53, TPX2. Regula la
actividad despolimerizadora de tubulina de KIF2A. Participa en la formacién normal de axones, asi
como en la formacién y estabilizacion de microtiubulos. ARK-1 es un regulador clave en la via
p53/TP53, particularmente en vias criticas en la transformacion a células oncogénicas. Fosforila sus
propios inhibidores. Regula los niveles de la proteina anti-apoptdtica BIRC5 por supresion de la
expresion del adaptador FBXL7 de la proteina ubiquitin-ligasa E3 mediante la fosforilacién del
factor de transcripcion FOXP1.

La sobreexpresion de las proteinas Aurora kinasas ha sido descrita en varias células malignas,
sefialando su participacion y rol como oncogenes en la génesis de tumores. Inhibidores de estas
proteinas han sido propuestas y estudiadas como posibles terapias anticancerigenas (Yan et al.,
2016). Ademads, su importancia en el desarrollo del ciclo celular ha sido estudiado en la
maduracién meidtica de oocitos en varias especies, tales como Xenopus laevis, Mus musculus y Bos
taurus, brindando informacioén acerca de los procesos bioquimicos involucrados en la formacién de
oocitos maduros.

El objetivo del trabajo es aplicar diferentes herramientas bioinformaticas para obtener informacién
secuencial y estructural de la proteina Aurora kinasa A, de la especie Bos taurus.

METODOS Y RESULTADOS

PRIMERA PARTE: Analisis secuencial

La busqueda de la proteina ARK-1 de Bos taurus en UniProt permite obtener la informacién anotada para la
misma en diferentes bases de datos. Se encuentran anotados los residuos 143, 162 y 274 como sitios de
union a ATP y el residuo 256 como aceptor de protdn, perteneciente al sitio activo. También se encuentran
anotadas las regiones 210-213 y 260-261 como regiones de unién a nucleétidos fosfato. Las anotaciones de
Gene Ontology (GO) molecular function para la proteina ARK-1 son: unidén a ATP, actividad serin treonin
kinasa, unién a ubiquitina ligasa. Se encuentra regulada por modificaciones post traduccionales,
fosforilacion y desfosforilacion, principalmente en el residuo Thr-288 a lo largo del ciclo celular.

Se buscé la proteina en la base de datos Pfam para evaluar la presencia de dominios. Los pardmetros
establecidos evallan secuencias con un valor de corte de E-value de 1.0. Se encontré un dominio
significativo, el dominio kinasa, desde el aminoacido 133 al 383, indicado en la figura 1. Se trata de un
dominio que posee 12797 arquitecturas anotadas.

Bkin ase._:}

Figura 1. Esquema que muestra la prediccion de
dominios en la proteina ARK-1 de Bos taurus en Pfam.
Se encontr6 un solo dominio estadisticamente
significativo, el dominio kinasa, en la regién 133 a 383.

La busqueda de la presencia de segmentos transmembrana en el servidor TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) no arrojé ningin segmento, lo que es esperable para la
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proteina ya que se encuentra localizada en el centrosoma, el huso mitdtico, centriolos y proyecciones
neuronales, segln las anotaciones en UniProt y de acuerdo a la funcién biolégica de la proteina.

Utilizando el programa Parcoil Scoring Form en la péagina http://cb.csail.mit.edu/cb/
paircoil/cgi-bin/paircoil.cgi se buscaron predicciones a partir de la secuencia de regiones con estructura
terciaria coiled-coil, obteniendo como resultado que la proteina ARK-1 no presenta regiones con dicha
estructura.

Se utiliz6 el programa IUPred2A (Prediction of Intrinsically Unstructured Proteins) en la pagina
https://iupred2a.elte.hu/ para buscar la presencia de regiones desestructuradas en la proteina, con los
parametros predeterminados (Long Disorder). El programa arrojé una regiéon con gran probabilidad de
carecer estructura en el N-ter de la proteina, y la regidon estructurada conteniendo el dominio kinasa
anotado en Pfam entre los aminoacidos 133-383. En la figura 2 se muestra el grafico obtenido del servidor.
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Figura 2. Prediccion de segmentos desestructurados de la proteina ARK-1 de Bos taurus con el programa IUPred2A.
Un score de uno se refiere a un residuo con alta probabilidad de ser desestructurado.

La busqueda de prediccion de la estructura secundaria en el servidor Quick 2D
(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/quick2d) arroja un resultado concordante con la prediccién de los
segmentos desestructurados, con una region desordenada en el N-ter de la proteina. Luego, la prediccion
establece segmentos con a-hélice mayoritariamente, y algunas regiones cortas de cadenas [3. Al utilizar el
servidor PsiPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) para la busqueda de prediccién de la estructura
secundaria, el programa arroja un resultado similar en cuanto a las predicciones de a-hélice y cadenas 3,
pero con la gran diferencia de predecir en la regidon N-ter largas secuencias de coils. El programa incluye la
confianza en la prediccion de la estructura secundaria, y esta resulta baja para el N-ter, hasta
aproximadamente el aminoacido 75, por lo que podria tratarse de una regién desestructurada. El gréfico
arrojado por el PsiPred se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Figura que muestra la prediccidn de la estructura secundaria a partir del programa PsiPred. En rosa se
encuentran los aminoacidos formando parte de una a-hélice y en amarillo aquellos involucrados en cadenas 3. En
gris, se predicen los residuos participantes en coils. La prediccidn hasta el aminodcido 75 posee baja confianza (no
mostrado).
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El andlisis de la secuencia en MobiDB predice que el extremo N-ter de la proteina es desordenado, desde el
aminodcido 1 al 126 (figura 4). El programa también otorga la prediccion consenso del desorden, en la cual
esta region no estd incluida. Sin embargo, el MobiDB-lite es el Unico predictor que aparece, por lo que
resulta raro que el consenso no incluya la regién desordenada predicha por este.

Se realiz6 una busqueda de proteinas homadlogas utilizando BLAST en NCBI con los parametros word size: 6,
expect threshold: 0.05, la matiz BLOSUMG62, gap penalty: 11 y gap extension: 1y conditional compositional
score matrix adjustment. Estos son los pardmetros establecidos por el programa, y se utilizé para recuperar
5000 secuencias de una base de datos de proteinas no redundante. El programa recuperd 5000 secuencias
de la base de datos. Se aplicd un filtro de coverage de 70% al 100% para obtener homdlogos de la proteina
completa. Con este filtro, el programa devuelve 2445 secuencias de las 5000 previas.

Sequence
Disorder consensus D Structure

MabiDB-litz Disorder Steusare
| T ; T T T |
40 80 120 160 200 240 280 320 360 400

Figura 4. Imagen de la prediccion de segmentos desordenados en el programa MobiDB.

La secuencia recuperada con menor porcentaje de identidad es de 42.35% de identidad. La secuencia con
mayor valor de E-value es de 5e-101. Por lo tanto considero que las secuencias recuperadas corresponden a
proteinas homologas cercanas. Todas pertenecen al dominio eucariota, y se encontraron homalogos en
estramenopilos, algas verdes, amebas, algas rojas, hongos y metazoos.

Se realizd luego un PSI-BLAST utilizando los pardmetros predeterminados, iguales a los pardmetros del
BLAST salvo por un word size de 3, para recuperar 1000 secuencias. Se aplicd un filtro de coverage a partir
del 70%, y con las 919 proteinas se realizd un Profile y una busqueda de 1500 secuencias con un valor
umbral de E-value de 0.005. El programa devolvié 1342 secuencias. Al realizar otra iteracién del nuevo
profile construido frente a la base de datos de proteinas no redundantes y solicitar la recuperacién de 5000
secuencias, el programa devuelve 3789 secuencias con coverage mayor al 70%. Si comparamos este valor
con las 2445 secuencias halladas con el BLAST, evaluamos que se recuperaron mas proteinas homalogas. Sin
embargo, el porcentaje de identidad menor encontrado es de 48.96%, por lo que no se recuperaron
homologos lejanos. Por otro lado, la realizacion del primer profile con 919 proteinas puede haber
introducido un sesgo hacia las proteinas mas similares.

Para evaluar homodlogos mas lejanos, se realizd un PSI-BLAST contra una base de datos de proteinas
clustereadas, lo que permite crear profiles con mayor diversidad y por lo tanto mas representativos de las
diferencias entre las proteinas homologas. Se utilizé el programa en MPI Bioinformatics Toolkit, la base de
datos clustereada no redundante nr50 12 Apr predeterminada por el sitio, la matriz BLOSUM62, 3
iteraciones, un umbral de E-value para la inclusién en los profiles de 1le-8, un umbral de E-value para el
reporte de resultados de 1e-3 y 5000 como maximo de secuencias recuperadas. El programa recuperd
5000 secuencias de la base de datos. El E-value mayor es de 8.18e-109 y corresponde a la secuencia titulada
"hypothetical protein FGO68_gene235 [Halteria grandinellal", la especie corresponde a un protozoo ciliado.

Para evaluar la existencia de homadlogos fuera del dominio Eukarya se realizé un BLAST en la pagina del NCBI
con una base de datos de proteinas no redundante y se excluyeron aquellas secuencias en el dominio
eucariota. Se utilizaron los pardmetros predeterminados detallados previamente, y se realizé la busqueda
para 1000 secuencias. Al filtrarlas para un coverage mayor a 70%, el programa devolvié 69 secuencias. De
estas secuencias, solo 15 pertenecen a organismos, mientras que el resto son construcciones sintéticas.
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Todas las secuencias derivan de ensayos de ensamblado de metagenoma (MAG: Metagenome assembled
genome) a partir de diversas muestras. Las secuencias son entonces proteinas hipotéticas anotadas a partir
de bases de datos de proteinas procariotas, y figuran pertenecientes a los siguientes géneros u especies:
Clostridia, ~Waddilaceae, Planctomycetes, Candidatus Dadabacteria, Candidatus Riflebacteria,
Thermoleophilia, Candidatus Latscibacteria, Candidatus Brocadiae, Gemmatimonadetes, Acidobacteria,
Candidatus Eisenbacteria.

Con el objetivo de evaluar el alineamiento de proteinas homdlogas a ARK-1 a lo largo del arbol de la vida y
los residuos conservados entre ellas se eligieron secuencias distribuidas en diferentes ramas del arbol y se
prepard un archivo de texto del tipo FASTA para realizar posteriormente un analisis de alineamiento
multiple global. Se escogieron al azar las siguientes secuencias con mds del 70% de coverage: 5 secuencias
provenientes de bacterias, 2 secuencias de algas verdes y 2 de algas rojas, 6 secuencias del reino Plantae, 6
secuencias del reino Fungi y 10 secuencias pertenecientes a animales. Se realizé un alineamiento multiple
de secuencia en el programa T-Coffee. El alineamiento muestra que entre todas las secuencias, el dominio
kinasa se encuentra altamente conservado mientras que las regiones N-ter y C-ter de las proteinas poseen
mayores divergencias. Las proteinas alineadas probablemente no posean la misma funcidn biolégica,
especialmente aquellas obtenidas de bacterias, para cuyas secuencias no esta anotada la funcién biolégica.
Para las secuencias obtenidas de animales, la similitud es mayor y mejor el alineamiento. El dominio kinasa,
presente en organismos tan divergentes como bacterias y mamiferos, implica su temprana aparicién en el
desarrollo de la vida. Por lo tanto se podrian estar recuperando proteinas que no pertenecen a la subfamilia
de Aurora. En la figura 5 se muestra un fragmento del inicio de la regién del dominio kinasa alineada por el

FD LGRGKFGH -R- 05 -RHP
Tripterygium.wi TSSETSATEKKRWTLNDFDIGKPLGROKFGHVYLAREK - R - SNHI VALKVLFKSOL 00SOVEHOLRREVE -RHPNILRLYGYF - YDOKRVYLILEYAAKGELYKELOK - -

T-coffee.
Bos - - SKOKNEE SKKROWALEDFE I GRPLGKGKFGNVYLAREK - 0 - SKFI LALKVLFKADL EKAGVEHOLRREVE I0SHL - RHPNILRLYGYF -HDATRVYLILEYAPLGAVYRELOK - - L-SK
Bubalus SKOKNEESKKROWALEDFE IGRPLGKGKFGNVYLAREK -0 - SKFILALKVLFKAOL EKAGVEHOLRREVE IOSHL - RHPNILRLYGYF - HDATRVYLILEYAPLGAVYRELOK - -L-SK
Camelus - SKOKNEESKKROWALEDFE IGRPLGKGKFGNVYLAREK - 0 - SKF] LALKVLFKADLEK&GVEHOLRREVE OSHL - RHPNILRLYGYF - HDATRVYLILEYAPLGAVYRELOK - -L-SK
Homo SKOKNEESKKROWALEDFE IGRPLGKGKFGNVYLAREK -0 - SKFI LALKVLFKAOL EKAGVEHOLRREVE IOSHL - RHPNILRLYGYF - HDATRVYLILEYAPLGTVYRELOK - -L-SK
Puma --LPSAIKIFPRROWALEDFE IGRPLGKGKFGNVYLAREK - (0 - SKF] LALKVL KAOL EKAGVEHOLRREVE I0SHL - RHPNILRLYGYF - HDATRVYLILEYAPLGAVYRELOK - - L-SK
Calonectris AKKKGEETKKROWSLDDFE IGRPLGKGKFGNVYLAREK - 0 - SRFI LALKVLFKTOL EEAGVEHOLRREVE I0SHL - RHPNILRLYGYF - HOVTRVYLILEYAPRGEVYKELOK - - L-TK
Malurus - TKKKSEETKKROWSLDDFE IGRPLGKGKFGNVYLAREK - [ - SKFTLALKVLFKTOL EEAGVEHOLRREVE I0SHL - RHPNILRLYGYF - HDVTRVYL. LEHAPRGEVYKELOK - -L-TK
Salarias -KSGOGSASSKRWNLEDFD IGRPLGKGKFGNVYLARER - 0 - TKFI LALKVLFKKOL EKAGVEHOLRREVE IOSHL - RHPNILRLFGYF - HDATRVYLILEYAPKGELYSELOR - -R- GO
Echeneis KNDSDSSASKTRWSLENFD KGKFONVYLARER - 0 - SKFILALKVLFKKOL EKAGVEH -RHPNILRLYGYF - HDASRVYLILEFAPKGELYSELOR- -C-GS
Danio NTSGSSKSSKKAWTLENFD IGRALGKGKFGSVYLARED -0 E L -RHPNILRLYGYF - HDAARVYLILEFAPKGELYGELOR- -C-GT
Galdieria.sulph YL’S\’NNPSORTHS FD GRGKF K - K- TEFVVALKVLFKNO -RHPNILRLFGYF - YDKSRVYLILEYAPGGELYKLLOK - -5-GR
Chondrus.crispu PPSTENTDI FKLIKLLGKGRFGKVIFKAREL - ALK TLNKAH -RHPNILRLYGFF - YDE TRIYLILEYAPGGEL YKHLKD - - CBGT
Auxenochlorella TAERT SSSASAMJDFD GKPLGRGKFGNVYLARER - K - NKYI VALKVLFKNO -RHPNILRL GYF YDETRWL LE‘I’MP.GE YKELOR- -V-GH
Micractinium.co RSTS( FDIGKPLGRGKFGNVYLARER - K - Si Vi 0 -RHPNILRLYGYF - YDATR! AARGELYKELOR- -A-GS
Thamnocephalis. - OSDEHGFNER”VE_ADFDVGKALGKGKFGRWLAREK R- SG\"\NALKVLLKSE =R‘PEH LRL‘I’GYF YDETRWL LEYAGRGEM‘I’KVLKT’ -K-GH
Linderina.penni - THNSSSRVKSRNWKI TDFD I GKVL GKGKFGRAYLARER - N - TNFI CAL! - LRLYGYF - HDEKR! E--0-GN
Russula.emetica SSVSRTRPTREHHLTDH)IGWLGKGKFGRWMVRTK?E PNY. LALKCLYKSE -RH?NVLRL‘I’GYF HDEKRXFU[EFAGKGELYKOLTK- -Y-GC
Neocallimastix ETKSSOSSOEKRWT INDFEVGRAI VYLAREK -R - SGY ALKVLHKKE -RHGNITRLYGYF - YDKKCVYLITEYAANGELYKKLRA- -E - GK
Thelephora.ganb Tl YBFDIGRPLGKGRFG!WHVR_T‘_'Q LALKCLYKKEI L -RHPNILRLYGYF - HDENRIFLMLEFAGKGEMYKOLMK - - Y - GR
Cylindrobasidiu DSTNDROYP TROWTLNSFEMGI GKGKFGR! E-PRYITALKTLYKSEL VS| -RHPNVLRLYGYF - HDEKRIFLMLEFAGKGEL YROLSK- - A-GR
Nymphaea,colora PSMEGLEKKERRWTLNDFE LIGKPLGRGKFGNVYLAREK - K - SKYI VALKVLFKSOL -RHPNILRLYGYF-YDOTRVYLILEYAAKGELYKELOR- - C-KY
Gossypium.hirsu VSSEASAGE KKRWTLSDFDIGKP VYLAREK - R - SNHI VALKVLFKS NILRLYGYF - YDOKRVYLILEYAAKGELYKELOK - -E-KY
c 9
c.
(.
R,
K

Benincasa.hispi - - TTTEASAVE KRRWTLNDFDIGKPLGRGKFGHVYLAREK - R - SNHI VALKVLFKSOL RHSNILRLYGYF - YDOKRIYLVLEYAPRGELYKELOK - - C-KY
leiphus jujuba VSSEVSAAE KKRWTLNDFDIGKPLGRGKFGHVYLAREK - R - SNHI VALKVLFKSOL 00 -RHPNILRLYGYF - YDOKRVYLILEYAAKGELYKELOK - - C-KY
Prunus.avium SEVSATE TRRWTLNDFDIGKPLGRGKFGHVYLAREK -R - SNH: VALKV'LFKSD 0 OSHL - RHPNILRLYGYF YD"KEWLILEYWGEL'I’KE OK- -C-KY
Clostridia.bact EXLIKVTGOVOIRKYYKGRLLGKGGFAKCYEFSCA - E - NKKI FAGKVIAKSSL L - HHPOIVAFEHYF - EDTENVYT! TLNDLLKR KR
Planctomycetes. -LLOMORETVOKVTRIGPYDLIRKLGEGGMGAVYOARDT - R - THAI VALKVLPRSRAKDKTFLTRFEAEAHASFEL - DHPNIVRGLDVG - NAD GYHFLV'E‘I'VEGHD -GR
Candidatus.Dada ~~ﬂDEN! 0KGTLIDGRYE IOLPLGTGGMGDVYL VFDK - AUNNEP TALKLLHKNI S NELRHVRRFRNE VI VARKL - SHPNIVRIYDFGK TONGRCY. IDGKSL‘I'EHIPE P-DK
Thermoleophilia -=s VPADSPEEVAGGRFEIAGFLGEGTRKRVYAARDR - E GSLVAVS - VFSTEGMAATAOVRARRE AE AMAKL GTHPHL VVVIASG - ODGORPY TASE YMPGGDLGD D-RR
Acidobacteria.b  --------PEPSASFAPNDTFLGKYVILRVLGOGGMGTVYLARHL - 7- LETLFAIKVLKPHLI QSRDATERFOREARITALI - EHPNVVRVFDVG - VEEMICY{.VPEYLNGESLRORLNR H-KR
cons | = ] X ot C il AR il 5 ] LI 1 S . : R

Figura 5. Alineamiento multiple de secuencia en T-coffee, incluyendo secuencias de bacterias, animales, plantas, hongos y algas.

SEGUNDA PARTE: Analisis estructural y filogenético

Se escogié la proteina 1MQ4, cédigo PDB correspondiente a la estructura cristalizada de la proteina Aurora
A de Homo sapiens como template para el modelado por homologia de la proteina Aurora A de Bos taurus.
La proteina humana de 403 aminoacidos presenta un 88.8% de identidad con la proteina ortdloga bovina
(358/403 aminodacidos). La estructura PDB elegida como molde no presenta mutaciones, fue cristalizada por
el método de difraccion de rayos X y posee una resolucion de 1.90 A (Nowakowski et al., 2002). La
estructura cristalizada de la proteina abarca desde el aminoacido 126 al 388, que incluye el dominio kinasa.
De los 263 aminodcidos cristalizados, el porcentaje de identidad es de 96,6% (254/263). Se incluye el
alineamiento entre ambas secuencias en la figura 6.
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Bos taurus 126 RQW EDFEIGRPLGKGKFGN REKOQ K KAQLEKAGVE RREVE IQSHLRHPHN R G 198
Homeo sapiens 126 R QW EDFEIGRPLGKGKFGN EKQSK K KAQLEKAGVE RREVE IQSHLRHPN R G 198
Bos taurus HDATR E P GG RELQKLS DEQRTAT TE N SYCHSKR HRD IKPEN GSAGELK271
Homo saniens HDATR E PLGT RELQKLS DEQRT TE N SYCHSKR HRD |KPEMN GSAGELK271
R R
Bos taurus DFGWSVHAPSSRRTTLCGTLD E EGRMHDEKVDLWS LG CYE GKPPFEADTYQETYRR ISRV 344
Homo sapiens DFGWSYHAPSSRRTTLCGTLD E EGRMHDEKVDLWS LG CYE GKPPFEANTYQETYKR ISRV 344
o0 o0 ki o
Bos taurus EFTFPDCVPEGARD SR KHNPSORPTLKE EHPW N -5 387
Homo sapiens E PO TEG 1] SR KHNPSQRP RE EHPWITANSS 388

Figura 6. Alineamiento entre la secuencia de aminodcidos cristalizada del gen Aurora A de Bos taurus y Homo
sapiens. Se indica con una flecha las posiciones no conservadas.

El modelado por homologia se realizé por el programa Modeller a partir del alineamiento entre ambas
secuencias proteicas. La calidad del modelo se analizé por el DOPE score, obteniendo el mejor modelo entre
los 10 generados el valor de -33556.46094. El analisis del modelo en el servidor PROSA generd los graficos
mostrados en la imagen 7 A) y B), indicativos de la calidad del modelo. El Z-Score del modelo es de -6.8,
indicando que se encuentra dentro del rango para modelos de proteinas del mismo tamaio en la base de
datos PDB. En el grafico de energia por residuo se observa un fragmento que posee mas energia. Al graficar
el valor DOPE por posicion del modelo se observa un pico en la misma regidn, los residuos con valores mas
positivos que -0,020 corresponden a las posiciones 282-289 (figura 7 C).

Figura 7. Figuras que indican la calidad del modelo estructural. A) Grafico generado en PROSA de la energia de
cada residuo por posicion. Se observa una region levemente positiva. B) Grafico que grafica el Z-score del
modelo en un grafico conteniendo los Z-scores de los modelos contenidos en PDB. El modelo generado se
encuentra dentro de los valores esperados para modelos de la misma longitud. C) Gréfico del DOPE score por
posicidn. Se observa un pico en la misma region del grafico A, entre las posiciones 282 y 289. Ademas se
observa un pico en el extremo C-ter de la proteina.

Al visualizar el modelo (figura 8) se observa que la regién de mayor energia corresponde al loop de
activacion (Nowakowski et al., 2002).

Se utilizé el programa MEGA X para realizar un arbol filogenético entre varias secuencias de proteinas de
diversos organismos recuperadas a partir de un BLAST contra la base de datos del NCBI. Ademas se eligieron
aquellas secuencias anotadas como Aurora A y que representaran una amplia variedad de organismos. El
alineamiento multiple por el algoritmo MUSCLE revela que el dominio kinasa se encuentra bien conservado
y el N-ter varia entre las especias, observandose grandes regiones con gaps. Por lo tanto, el N-ter se excluyd
para el analisis filogenético, utilizando la regidn mas conservada de la proteina para el analisis posterior,
siguiendo el trabajo realizado por Brown et al (2004). Se evaluaron diferentes modelos de evolucidn de
proteinas para el alineamiento realizado por MUSCLE por el método de Maximum Likelihood (ML). El
modelo LG+G resultd el mejor modelo, dado por el BIC Score mas bajo. Luego se estimd la filogenia
utilizando el método ML con el modelo dptimo LG+G con 4 categorias discretas de velocidad de cambio
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evolutivo. Se muestra en la figura 9 el arbol inferido a partir de 150 réplicas por el método de Bootstrap no
paramétrico.

(51—

C-lobe

Rosa Homo sapiens
Azul Bos taurus

Figura 8. A) Estructura de Aurora kinasa A de Homo sapiens. Se indican los a hélices en rosa, las hojas plegadas 8 en
amarillo, el loop de activacién en verde, los iones Mg?* como esferas amarillas y el fosfato unido rojo y verde. Imagen
obtenida y adaptada de Nowakowski et al. 2002. B) Imagen del modelo generado de la proteina Aurora kinasa A de
Bos taurus y la estructura molde de la misma proteina de Homo sapiens alineados en PyMOL.

Se observa que en el arbol hay dos grupos separados, uno correspondiente a vertebrados, y otro en el que
se agrupan secuencias pertenecientes a plantas e invertebrados. Los hongos quedan agrupados,
evolutivamente mas alejados del resto. Los genes en el cluster de vertebrados son ortdlogos. La baja
confianza en las ramas del otro cluster no permiten afirmar sus relaciones evolutivas con certeza. Se resalta
una divergencia evolutiva entre las secuencias de ambos grupos. Los resultados son concordantes con los
descriptos por Brown et al (2004). En este trabajo se menciona que los invertebrados poseen dos proteinas
homalogas Auroras, los hongos incluidos en el presente alineamiento tienen una Unica proteina Aurora, y
los mamiferos tres. Ademdas concluyen que las proteinas Aurora A de mamiferos y vertebrados de sangre
fria son ortélogas, mientras que las proteinas Aurora B y Aurora C de mamiferos evolucionaron mas
recientemente a partir de un evento de duplicacidn en vertebrados de sangre fria.

El andlisis del modelo pdb de Aurora A de Bos taurus por el programa Evolutionary Trace resulta en la
coloracién de los residuos segun la prediccién de su importancia bioldgica tanto en la secuencia como en el
modelo 3D de la proteina. Se observa que la regién correspondiente al loop de activacion y el tunel se
encuentran predichos como regiones de mayor importancia. Se incluye en la figura 10 una imagen de la
superficie del modelo generado en PyMOL en donde se resalté en color magenta el loop de activacidn, el
cual dio la energia mds alta por DOPE previamente. Por otro lado, se sefialan en naranja los 26 aminoacidos
indicados por Brown et al. (2004) que se encuentran en el sitio activo de la proteina Aurora A de Homo
sapiens. De estos residuos, uno solo difiere entre los ortélogos humano y vacuno, indicado en verde, que
corresponde a un cambio de T por A en la posicion 217 de la secuencia de Bos taurus.
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NP 0010331171 Bos taurus
98

72 (- NP 001135979.1 Qvis aries

XP 010989914.1 Camelus dromedarius
74

KAFE421732.1 Rousettus aegyptiacus

XP 027944941 1 Eumetopias jubatus

100
MNP 001310232.1 Homo sapiens

XP 032758535.1 Rattus rattus Vertebrados
94

KAGE938626.1 Chelydra serpentina

NVWH48730.1 Fregata magnificens

100 XP 026520737.1 Notechis scutatus

100
XP 026553253 1 Pseudonaja textilis

XP 029467571.1 Rhinatrema bivittatum

. 30 | — NP 0010815651 Xenopus laevis

56

XP 039591006.1 Polypterus senegalus

AUGS84424 1 Platynereis dumerilil
39
Invertebrados

KAF0290500.1 Amphibalanus amphitrite

93

KAF3785125.1 Nymphaea thermarum

100 XP 010049144 2 Eucalyptus grandis Plantas

100

XP 016741933.1 Gossypium hirsutum

XP 0157943361 Tetranychus urticae

- Invertebrados

XP 040078191 1 Ixodes scapularis

NP 001018849.1 Ark1 Schizosaccharomyces pombe
Hongos

AJV91032 1 Ipl1p Saccharomyces cerevisiae

Figura 9. Arbol filogenético inferido a partir del alineamiento maltiple del dominio conservado kinasa de
distintas secuencias homdlogas de proteinas de Aurora A. Se utiliz6 el método de Maximum Likelihood con
el modelo LG mas la distribucién gamma con 4 categorias discretas de velocidad de evolucién. El arbol inicial
fue obtenido automaticamente por los algoritmos Neighbor Joining y BioNJ. Se muestra el arbol a partir de
150 replicados por el método Bootstrap. El analisis involucrd 23 secuencias, de las que se observa la especie
de la cual derivan y el cddigo de acceso del NCBI.
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Figura 10. Imagenes de la superficie del modelo generado para el dominio funcional de Aurora A de
Bos taurus en PyMOL. Se indica en magenta el loop de mayor energia, correspondiente al loop

activador. En naranja se resaltan los residuos lindantes al sitio activo para el homdlogo humano,

segun Brown et al (2004). En verde se indica el residuo no conservado entre los homdélogos humano y

vacuno, que corresponde a un cambio de T por A en la posicidn 217 de la secuencia para Bos taurus.

Al evaluar los mismos 26 residuos lindantes al sitio activo en el MSA utilizado para la construccién del arbol

filogenético, se observa que 14 de las 26 posiciones sefialadas no se encuentran conservadas para todas las

secuencias (figura 11).

¥, ATVE1032 1 iplip Saccharomyces cerevisise KS

2 AUGB4424 1 Piatynerels dumert KKKWT
3 KAFO250500 1 Amphbaianus amphirte RKWT
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22 XP 039591006 1 Polypterus senegals KGE
23 XP 040073191 1 lkodes scapulars i GE
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Figura 11. Se muestra una parte del alineamiento multiple de las secuencias incluidas en el armado del

resaltan con violeta los sitios lindantes al sitio activo segun Brown et al 2004, y con una flecha roja aquellos que no estan
conservados para todas las secuencias. De los 26 residuos, 14 no son idénticos.

WTTUVTUWUOUXTOODUM

w

TTuUOvUVTET

e i o o i s

—

f mw o

"o UvwTUUTD

PR EEE]

R

o@D m

DI PXDDDBWDDDA

arbol filogenético. Se

39



CONCLUSIONES Y DISCUSION

La proteina Aurora A de Bos taurus presenta un alto porcentaje de identidad (88.8%) con su ortdlogo
humano. Esta proteina homdloga se encuentra cristalizada y ampliamente estudiada como posible target de
drogas anti tumorales.

Aurora A bovina presenta un segmento N-ter desestructurado y un dominio kinasa seguido de una corta
region de aminodacidos en el extremo C-ter.

El andlisis filogenético reveld que las proteinas Auroras A en vertebrados son ortdlogas. Estas presentan
diferencias evolutivas con sus homologas en invertebrados, las cuales se agrupan en el mismo cluster que
las secuencias de hongos y plantas.

Con respecto al MSA, resulta Ilamativo que un alto porcentaje de residuos lindantes al sitio activo no se
encuentren conservados entre los distintos organismos (14/26, 54%). Por otro lado, el dominio N-ter de las
proteinas es desestructurado y especie especifico. Seria interesante realizar un analisis de las regiones N-ter,
y un analisis estructural entre el dominio kinasa de proteinas con diferente funcién bioldgica versus el
dominio kinasa de las proteinas Aurora, de manera de dilucidar relaciones funcionales en estos dominios
ampliamente distribuidos.
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RESUMEN

La proteina denominada bll4781 pertenece a la bacteria de suelo Bradyrhizobium diazoefficiens (USDA 110),
rizobio de importancia agrondmica por su capacidad de fijar N atmosférico en las raices de leguminosas. La
secuencia de esta proteina presenta una longitud de 100 aa, no presenta regiones transmembrana y
presenta regiones desordenadas entre las posiciones 1-15 y 83-100, respectivamente. Se realizd una
busqueda de homologia por diversos métodos y programas, y se encontraron homdlogos remotos con
estructura conocida, y sélo uno de ellos presentd la mayor significancia estadistica, una proteina piruvato
dehidrogenasa perteneciente a la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas palustris CGA009. Las
relaciones filogenéticas muestran mayor cercania evolutiva con varias especies de Bradyrhizobium,
formando un clado de 8 especies donde se encuentra el representante de la proteina de estructura
conocida. Para predecir la posible funcién bioldgica de la proteina se realizé una busqueda exhaustiva en
diferentes bases de datos realizando el seguimiento del n2 EC, encontrando que la proteina de estudio
participa en las rutas metabdlicas de la fermentacién del acetato y metabolismo del piruvato, realizando la
posible funcidon molecular de catalizar la reaccién entre el piruvato y una molécula de ubiquinona, dando
como resultado acetato, ubiquinol y diéxido de carbono.

PALABRAS CLAVE: piruvato deshidrogenasa, funcion, bioinformatica

INTRODUCCION

La proteina denominada bll4781 pertenece a la bacteria de suelo Bradyrhizobium diazoefficiens (USDA 110),
rizobio Gram negativo capaz de fijar el N atmosférico en dérganos especializados de las raices de las
leguminosas denominados ndédulos. La simbiosis rizobio-leguminosa es de gran importancia agrondmica y
permite que la planta crezca con éxito en ausencia de fertilizantes nitrogenados suministrados de forma
externa. Esta bacteria, junto a otras de su misma especie, como por ejemplo Bradyrhizobium elkanii y
Bradyrhizobium japonicum (referidas conjuntamente como Bradyrhizobium spp.), forman parte del grupo
de microorganismos conocidos como PGPR (Plant growth-promoting rhizobacteria) debido a la propiedad
mencionada anteriormente. Gracias a esta propiedad, se utilizan como componentes principales de los
inoculantes para soja, los cuales hoy en dia son ampliamente utilizados y la practica de la inoculacién estd
ampliamente extendida.

El genoma de esta bacteria es un cromosoma circular de 9.105.828 bp de longitud que comprende 8317
posibles genes codificantes de proteinas, de los cuales el 52% muestra una secuencia similar a genes de
funcion conocida y un 30% a genes hipotéticos. El restante 18% no muestra una similitud aparente a los
restantes genes reportados.

El objetivo general de este trabajo es predecir la posible funcién biolégica de la proteina en cuestion a partir
de conocer su posible estructura utilizando algunas de las herramientas brindadas durante el curso.
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METODOS Y RESULTADOS

En particular, la secuencia de aminodcidos de la proteina bll4781 tiene una longitud de 100 aa. A
continuacién se muestra la secuencia de aa de dicha proteina en formato FASTA:

>tr | Q89KW9 | Q89KW9_BRADU BII4781 protein OS=Bradyrhizobium diazoefficiens (strain JCM 10833 / BCRC
13528 / IAM 13628 / NBRC 14792 / USDA 110) OX=224911 GN=bll4781 PE=4 SV=1

MAGPKEQPLPPDVVTREDAVEILRVFVLDGGLSMAFQRAFEEPDMWGLLLVDLARHAARAYARESEYTEEDALSRILEMFQA
EIERPTDTGTTTPRGKGH

En la busqueda de homdlogos cercanos y remotos se hizo uso de los programas BLAST y PSI-BLAST, de la
base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information), asi como de los programas HMMER
y HHpred, del servidor Toolkit.

Se realizd una primera busqueda con BLAST con un pardmetro de 1000 secuencias iniciales, descartando
aquellas secuencias con porcentajes de identidad menores al 30%, con lo cual quedaron establecidas 521
secuencias como posibles homoélogos cercanos. A continuacién, se realizé una busqueda de homadlogos
remotos por PSI-BLAST, también con un pardmetro inicial de 1000 secuencias, arrojando en la primera
iteracion un resultado de 765 secuencias, luego se realizaron 3 iteraciones mas donde el programa
encuentra y aflade secuencias con menos del 30% de identidad a partir de la tercera iteracién. Para un
analisis de mayor sensibilidad, se utilizé el programa JACKHMMER (secuencia-profile) del EMBL-EBI,
encontrando 463 "matches" con significancia estadistica en la primera iteracion. La busqueda se realizé por
base de datos de UniProt, con restriccion por taxonomia (Eubacteria) y sin modificacion de parametros
numéricos preestablecidos. Por ultimo, se utilizd el servidor Toolkit para correr el programa HHpred
seleccionando la base de datos del PDB, con el cual llegamos al grado de mayor sensibilidad (profile-profile)
en la busqueda de homologia remota. El programa encontré 27 "hits", de los cuales el primero de ellos tuvo
la mayor significancia estadistica (E-value 7,9 e-35), Score (192,7) y porcentaje de Identidad (%76).

La distribuciéon taxondmica de los resultados obtenidos por BLAST y PSI-BLAST muestra que el mayor
namero de microorganismos representados corresponden a proteobacterias, mas precisamente a
alfaproteobacterias, seguidas de gamma y betaproteobacterias, encontrandose como mas distantes a
organismos como Calditrichaeota bacterium y un nematode (Diploscapter pachys) (Figura S1).

Por otra parte se llevé a cabo la prediccién de la estructura secundaria, utilizando los programas Quick2D
(Figura 1) y PSIPRED, de sus respectivos servidores online comparando sus resultados. Para visualizar si la
proteina posee segmentos transmembrana, se utilizd el servidor Phobius (Figura 2.a). Asi mismo para
conocer las posibles regiones desordenadas, se utilizé el servidor |Upred2A (Figura 2.b). La busqueda de
dominios se llevd a cabo mediante la base de datos de Pfam. La proteina en estudio presenta un dominio
que abarca desde la posicion 6 a la posicion 88 en la secuencia. El dominio se denomina DUF5076, y en la
base de datos mencionada se pueden observar las secuencias (153), las arquitecturas (3), las especies (128)
y las estructuras (4) asociadas al mismo.

Como se observa en la figura 2.a, la probabilidad asignada para conocer si la proteina posee segmentos
transmembrana es muy baja, y ocupa aproximadamente desde la posicién 20 a 40 de la secuencia de aa. El
programa Quick2D al tener integrada la prediccién de segmentos transmembrana, y al ser la probabilidad
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muy baja, no lo muestra. En la figura 2.b se puede observar que la secuencia presenta regiones mas
desordenadas desde la posicion 1 a 15 y desde la 83 a la 100, aproximadamente, como también lo muestra
en coincidencia el Quick2D.

Continuando con el andlisis secuencial, para la realizacion del alineamiento multiple, se seleccionaron 15
secuencias que se muestran en la Tabla S1. Para la realizacién del mismo se utilizé el programa MUSCLE, del
servidor EMBL-EBI.

Protein ID: tr | Q89KW3I| Q89KWS_BRADU BII4781 protein OS=Bradyrh

An_QUERY 1 MAGPKEQPLPPDVVTREDAVEILRVFVLDGGL SMAFQRAFEEPDMUGLLLVDLARHAARAYARESEYTEEDALSRILEMFQAEIE 35
55_PSIPRED HH EEEEEEFEE EEEEEEE HHHFHHHHHHHAHAHHHHHHHH HHHRHHRHHHRRHARHH
S5_SPIDER3 HHEH EEEEEEFEE EEEEEEE HEEHHARHHERHHERRBHEHHR HHABHHEHHAHHHARHH
55_PSSPREDA HHHHHHHHHHHEE ~ HHHHHHHHH HHHHHHHHAHHHHHHHHHEH  HHHHHHHHHHHHHHEH
55 _DEEPC HHHHEHHHARAAHARHHHEAHEHRH HHHHHHHARHHEHHHHHHAR HHHHHHEHHHAHHHRR
55_NETSURFPZ HHHHH EEEEEEFEE EEEEEEE HHHHHHHHHHHHHEHHHHHHAHE  HHHHHHHHHHHHHHHH
D0_NETSURFPDZ DD

DO_DISOPRED DODDOD

Dg_SPOTD DDDDDDDE B0 DD

DO_TUPRED DODDDDODDDDDDD Do DDD
AA_QUERY 86  RPTDTGTTTPRGKGH 188

55_PSIPRED

55_SPIDER3

S5_PSSPREDS

55_DEEPCNF

55_NETSURFPZ

DO_NETSURFPDZ DDODCDODDODDD

D0_DISOPRED DOODDDODEDDDD

DO_SPOTD DDDODDDODDDODD

D0_IUPRED DOCODDDDDDDDDDD

55 - g-helix B-strand -helix CC - Coiled Coils TM - Transmembrane DO - Disorder

Figura 1. Prediccion de estructura secundaria por Quick2D.

a Phobius prediction

Prediction of tr/QS5KW9 QSIKWS_BRADL

Sears

PEAM -

Figura 2. Prediccion de estructura secundaria y regiones desordenadas. a. Prediccion de segmentos transmembrana
por Phobius. b. Prediccidn de regiones desordenadas segun IUpred2A.
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En la Figura 3 se puede observar el resultado del alineamiento multiple:
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Figura 3. Alineamiento multiple en formato CLUSTAL de la secuencia query y las seleccionadas.

Como se observa en la figura anteriormente presentada, en todas las secuencias fue necesario la
introduccién de gaps para un correcto alineamiento. Por otra parte, 9 posiciones son idénticas entre todas
las secuencias, mientras que 13 son mas o menos similares segun el programa.

Por otro lado, a través del servidor Consurf se pudieron observar las variaciones de las posiciones, es decir,
de las menos conservadas a las mas conservadas. En la figura S2 se presenta una imagen con la descripciéon
anterior.

En la etapa siguiente se obtuvo un modelo tridimensional utilizando el programa Modeller (Sali & Blundell,
1993). Para ello se buscaron secuencias homologas a la query sequence que presentaran una estructura
conocida utilizando los programas BLAST y PSI-BLAST, HHpred y el programa FFASO3 (Fold & Function
Assignment) (Godzik Lab). De esta forma se obtuvo una secuencia template con 76% de identidad, un
E-value de 7,9 e* y un Score de 192,7 en el programa HHpred y 75% de identidad y un Score de -61.7 con el
programa FFASO3. El template utilizado corresponde al /D 31C3 del PDB (Protein Data Bank), nomenclatura
gue corresponde a una proteina de la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas palustris CGA0Q9, la cual
interacciona con 5 ligandos (beta-D-glucopiranosa, iones fosfato, sodio y potasio, y 1,2-etanodiol). El
alineamiento entre la query sequence y la secuencia de 31C3 se llevé a cabo utilizando el programa T-Coffee
(Figura S3).

Para obtener un modelo estructural de la secuencia en estudio, se ejecuto el programa Modeller (versidn
10.1), y se escogié como valor arbitrario un nimero de 5 modelos a obtener y evaluar. Para la visualizacion
de los mismos se utilizé el programa PyMol, se compararon y evaluaron los modelos por el potencial DOPE
antes y después del refinamiento de los loops y por el servidor ProSa (Wiederstein & Sippl, 2007). En la
figura S4 se muestra el diagrama para la evaluacion global y local (perfil energético).

A continuacién, se muestra el resultado del alineamiento entre el mejor modelo generado por Modeller y la
estructura del template junto a los ligandos (Figura 4). Se puede observar que las estructuras tienen alta
semejanza debido al alto grado de conservacion de la secuencia. A su vez, para clasificar estructuralmente a
la proteina se realizé una busqueda en la base de datos CATH, obteniéndose la siguiente clasificacion a nivel
Superfamilia: CATH Superfamily 3.30.2370.10 (putative pyruvate dehydrogenase). Para predecir la posible
funcidn biolégica de la proteina estudiada, a partir de la informacién secuencial y estructural, se realizd una
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busqueda exhaustiva en diferentes bases de datos para tener una aproximacion a conocer la respuesta a la
pregunta de équé funciéon cumple esta proteina? La busqueda se basé en el seguimiento del n? EC (Enzyme
Commission), el cual para la proteina estudiada segun el servidor Expasy es el 1.2.2, que refiere a enzimas
oxidorreductasas actuantes sobre donantes de grupos aldehidos u oxo con citocromo como aceptor.

Sin embargo, en otras bases de datos como BRENDA, IUBMB Enzyme Nomenclature, IntEnz y Gene
Ontology (GO), este EC se muestra como n2 1.2.5.1, con el nombre aceptado de piruvato deshidrogenasa
(quinona), donde el cambio se produce en que la enzima actla sobre donantes de grupos aldehidos u oxo
con una quinona o componente similar como aceptor, participando en las rutas metabdlicas de la
fermentacion del acetato y metabolismo del piruvato, realizando la posible funcidn molecular de catalizar la
siguiente reaccion:

piruvato + ubiquinona + H,0 = acetato + CO, + ubiquinol

Figura 4. Modelo propuesto para la proteina bll4781 de Bradyrhizobium
diazoefficiens. Se realizd el modelado por homologia utilizando el
programa Modeller y la proteina 31C3 (PDB) como template. Las figuras
se obtuvieron utilizando el programa PyMol.

Finalmente, se realizé un estudio filogenético con el objetivo de conocer las relaciones y distancias
evolutivas entre las secuencias (especies) seleccionadas para tal fin. Como primer paso para la realizacion
del arbol filogenético, se realizé un alineamiento multiple entre la secuencia de la proteina de estudio y las
secuencias homologas seleccionadas en BLAST (16 secuencias en total). Se utilizé el servidor T-Coffee para
la realizacién del mismo y para evaluar su calidad. En la figura S5 se observa el alineamiento multiple
obtenido en T-Coffee.

Para la construccién del arbol filogenético se hizo uso del programa PhyML 3.1, utilizando bootstrap para el
soporte de los nodos (100 replicantes), y utilizando como arbol inicial un arbol construido por BioNJ
(Neighbor-Joining). EI mejor modelo evolutivo para la construccidn del arbol fue WAG (Whelan & Goldman)
segun el programa ModelTest (paquete HYPHY) considerando un nimero de 4 categorias de velocidades de

sustitucion para la gamma distribution. En la siguiente figura (Figura 5) se observa el arbol filogenético
obtenido, con los nombres de las respectivas especies, nodos, y longitud de ramas.
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CONCLUSIONES Y DISCUSION

La proteina bll4781 perteneciente a la bacteria de suelo Gram negativa Bradyrhizobium diazoefficiens
presenta una longitud de 100 aa en su secuencia. Al realizar una busqueda de homdlogos, el mayor
porcentaje de los mismos presentan longitudes de secuencia muy similares y el dominio DUF5076, de
funcién desconocida. Con el programa HHpred, se encontré que el primer hit presenté la mayor
significancia estadistica y el porcentaje de identidad mas alto (%76). Esta busqueda se realizd contra la base
de datos del PDB y la secuencia y estructura asociada demuestra que pertenece a la proteina
homotetramero piruvato dehidrogenasa de la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas palustris CGA0Q9.
A partir del alineamiento realizado entre el target y la secuencia del template se puede observar un alto
grado de conservacién, lo que se demuestra en las imagenes del modelado por homologia realizado en el
programa Modeller.

]
Microvirga aerophila
on

fum sp. YIM 132548

= Leafzdn

Figura 5. Arbol filogenético de 16 secuencias homélogas a la proteina bll4781. El arbol fue obtenido utilizando PhyML 3.1 y visualizado en

FigTree.

La mayor porcion de la proteina no presenta regiones desordenadas, las mismas se observan desde las
posiciones 1 a 15y 83 a 100, respectivamente. Asi mismo, esta proteina carece de regiones transmembrana.

En las relaciones filogenéticas, se observa que Bradyrhizobium diazoefficiens comparte estrecha relacion
con Bradyrhizobium yuanmingense ya que divergieron en conjunto a partir de su ancestro comun,
formando parte de un clado mas divergente y diverso junto a Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium
erythophlei, Bradyrhizobium sp. Tv2a-2, Lactobacillus crispatus, Tardiphaga y Rhodopseudomonas palustris.

Ante la ausencia de datos que puedan confirmar la funcién de la proteina estudiada, se le asigné la posible
funcién molecular de catalizar la reaccién quimica entre el piruvato y ubiquinona dando como producto
final acetato, ubiquinol y diéxido de carbono.
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RESUMEN

El rdpido avance de la bioinformatica nos da nuevas formas de analizar enfermedades y trastornos para los
gue aun no se han podido dilucidar tanto sus causales, como nuevas estrategias de tratamiento mds
efectivas. Las herramientas bioinformaticas permiten un analisis profundo de las proteinas a nivel
secuencial y estructural. Con esta metodologia se ha analizado la subunidad proteica 3A del receptor
ionotropico NMDA para encontrar posible informacidon sustancial acerca de su funcionamiento, y
variabilidad genética que pueda estar implicada en el desarrollo de enfermedades y trastornos
neurodegenerativos, particularmente en la esquizofrenia.

Este informe analiza de forma exhaustiva la secuencia de la proteina, su estructura, su desarrollo evolutivo,
y sus posibles funciones bioldgicas, encontrandose una estructura altamente conservada, con un segmento
C-terminal con un alto grado de desorden convirtiéndose en una fuente de variabilidad genética
importante, propensa a aumentar la frecuencia de desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, y
posiblemente implicada en la evolucién del cerebro social humano por su papel en el refinamiento
sindptico. En cuanto a su funcién molecular se predice que es un componente intrinseco de la membrana,
por ser un receptor de NMDA de canales idnicos activados por glutamato. La proteina consta de al menos
cuatro dominios: la familia Lig_chan (receptor ionotrépico de glutamato), la familia Lig_chan-Glu_bd (regién
con canal iénico ligado L-glutamato, y el sitio de unién a glicina), la familia ANF_receptor (regién de union
del ligando de la familia de receptores), y el dominio de proteinas de union periplasmica tipo 1y 2. Ademas
se incluye junto al analisis estructural, un modelado de la proteina Q8TCUS5 utilizando como template la
proteina 7KSO0.

PALABRAS CLAVE: GRIN 3A; receptor NMDA; esquizofrenia; primates ; bioinformatica.

INTRODUCCION

En la actualidad disponemos de herramientas bioinformaticas que nos permiten averiguar datos de interés
sobre una secuencia determinada, predecir su estructura y lograr una aproximacién a la prediccion de su
funcién bioldgica. Esto se logra por medio de la aplicacion de algoritmos destinados a producir
alineamientos por similitud (secuencial y/o estructural) entre las secuencias proteicas acumuladas en la
base de datos elegida por el investigador, o bien una combinacidn de multiples bases de datos, y analizando
estos resultados con criterio bioldgico. La precision del alineamiento es resultado directo del algoritmo
utilizado (segun la matriz en que se base el método, con sus respectivos parametros), y de la cantidad y
calidad de las secuencias de proteinas homologas utilizadas. En este trabajo utilizaremos diversos métodos
bioinformdaticos para la caracterizacion del receptor ionotrépico de glutamato NMDA subunidad 3A de
homo sapiens (UniprotlD: Q8TCUS5). A continuacidon se muestra un modelo esquematico del complejo
proteico NMDA.
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Hipoétesis sobre la esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno mental caracterizado por presentar sintomas clasificados como: de primer
rango, que incluyen pensamiento sonoro, voces que discuten, experiencia de pasividad somatica, influencia,
imposicién y robo del pensamiento, transmisién de pensamiento, percepciones delirantes, cualquier
experiencia que implique voluntad, afectos e impulsos dirigidos; y de segundo rango, que incluyen otros
trastornos de la percepcién, ideas delirantes subitas, perplejidad, cambios depresivos o euféricos,
sentimientos de empobrecimiento emocional.

El mecanismo neuroquimico subyacente a la esquizofrenia ain permanece desconocido, pero se considera
un trastorno altamente heredable gracias a diversos estudios realizados en familiares cercanos a pacientes
gue lo padecen. Se han realizado exhaustivas busquedas de alelos relacionados (preferentemente en genes
involucrados en la sinapsis), por ejemplo, se han encontrado polimorfismos de nucledtido Unico (SNP) en un
gen que codifica el receptor de dopamina D2, DRD2 (objetivo de los farmacos antipsicéticos) y muchos
genes implicados en las vias de los neurotransmisores de glutamina y la plasticidad sinaptica (p. Ej., GRM3,
GRIN2A, SRR, GRIA1). En otro estudio se utilizd una matriz personalizada de 1536 SNPs para interrogar a 94
genes candidatos funcionalmente relevantes para la esquizofrenia e identificar asociaciones con 12
endofenotipos neurofisiolégicos y neurocognitivos hereditarios, finalmente se observaron asociaciones con
endofenotipos para 46 genes de potencial significado funcional, con tres SNPs. Los resultados apoyan
colectivamente un papel importante de los genes relacionados con la sefializacidn del glutamato en la
mediacidn de la susceptibilidad a la esquizofrenia (Greenwood Tiffany A. et. al 2011).

La dopamina fue el primer objetivo de los mecanismos de accién de los farmacos antipsicéticos vy la
capacidad psicoticogena de las sustancias psicoestimulantes desde que se desarrolld la hipdtesis
dopaminérgica. Actualmente la hipdtesis dopaminérgica junto a la hipdtesis glutaminérgica son
consideradas las mas importantes y de mayor base empirica para el estudio de la esquizofrenia y sus
espectros (Gurillo Mufioz P. 2016).
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Figura 1 (a). Modelo esquematico del receptor NMDA, y figura 1-B secuencia de la subunidad 3A del receptor NMDA. A la
izquierda se representa el ensamblaje heteromérico de 4 subunidades en los receptores NMDA. Cada subunidad tiene cuatro
regiones hidrofdbicas, y tres formas de dominio transmembrana (TM1,TM3, TM4). M2 toma la conformacién de horquilla dentro de
la membrana y forma el poro. Los complejos funcionales del receptor estan formados por combinaciones de las subunidades NR1y
NR2, las cuales contienen los sitios de unién de los agonistas, algunos antagonistas y otros moduladores. Fuente: Jozsef Nagy, tipo
de subunidades NR2B del receptor NMDA; un blanco posible para el tratamiento de la dependencia del alcohol. Current Drug
Targets CNS Neurol Disord., 2004,3(3):169-79. (b) A la derecha se exhibe la secuencia en formato fasta.

En relacién a la hipdtesis glutaminérgica diversos servidores aportan estudios basados en la busqueda de
genes (OMIM), y estos relacionan el desarrollo de la esquizofrenia con la participacion del gen GRIN3A, en
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conjunto con los genes senalados anteriormente, en el desarrollo de los trastornos esquizoafectivos
(esquizofrenia en combinacidn con el trastorno bipolar, y la depresidn).

Existen diversas hipdtesis acerca del desarrollo de este trastorno, entre ellas la de la insuficiente ‘poda
sindptica’, o bien el exceso de poda neuronal (De las Matas Martin, y Del Carmen Maria, 2014).

Entre las hipdtesis evolutivas podemos encontrar aquella que relaciona la evolucién del cerebro social
humano con la esquizofrenia:

La esquizofrenia puede ser una compensacién de la evolucién de la inteligencia social, la cual conlleva un
dramatico incremento en la conectividad cortical de los primates. Se sugiere un modelo de dos pasos en el
trasfondo evolutivo de la esquizofrenia. El primer paso evolutivo se dio hace unos 5 6 6 millones de afios,
hacia una mds compleja conectividad inter- e intrahemisférica. Un segundo paso fue hace,
aproximadamente, 150.000 afios, cuando alguna desconocida mutacidn incrementd la vulnerabilidad de
tales conexiones, lo que podria estar asociado con la evolucién de la metacognicién y la ‘teoria de la mente’.
De acuerdo con el autor Burns, la esquizofrenia podria ser un costo de la evolucién del cerebro social
humano, y, en este sentido, su hipdtesis se hallaria entre las que suponen que el trastorno significa una
desventaja compensatoria en la evolucion del cerebro social. Otro autor propone que un gen que regula la
dominancia cerebral estd involucrado en el origen de los trastornos psicdticos, y que en este origen podria
ser trascendente en la evolucién del lenguaje (Altschul, S.F, et. al, 1990).

En este trabajo se realizard una busqueda de los homdlogos tanto cercanos como remotos, con su
respectiva distribucién taxondmica. Con esta informacion se pretende predecir la estructura secundaria, los
segmentos transmembrana, regiones desordenadas, dominios, ademds de proporcionar un modelo
estructural de la proteina, construir un arbol filogenético, y de ser posible predecir la funcién bioldgica de
la proteina. Con este analisis se busca enriquecer el conocimiento que se tiene de esta proteina en relacién
a su funcién neurotransmisora y los trastornos que estan arraigados a su alteracidn, asi como la funcién
biolégica de sus homdlogos mas cercanos, y de ser posible detectar las diferencias secuenciales y/o
estructurales que causen la ausencia de estos trastornos en el resto de los primates (en base a las teorias
evolutivas de la esquizofrenia y la evolucién del cerebro social humano, anteriormente citadas), por lo cual
se le considera un trastorno propio de la especie humana.

METODOS Y RESULTADOS

Busqueda de secuencias homélogas

Para comenzar con la caracterizacién del receptor ionotrdpico de glutamato NMDA subunidad 3A, se realizé
la busqueda de homdlogos por Blast (Altschul S.F., 1997). Blast es una herramienta bdsica de busqueda de
secuencias similares basada en alineacidn local. El programa compara una secuencia (ya sea nucleotidica o
proteica) contra las secuencias contenidas en una base de datos seleccionada (método de comparacion
secuencia a secuencia), calculando a su vez la significancia estadistica (e-value ) para cada resultado. Este
algoritmo prioriza la velocidad en vez de la sensibilidad de la busqueda, y se basa en la comparacién de
K-Tuples. Al realizar la busqueda con los parametros por defecto se obtienen 5074 resultados de posibles
homologos. Siendo Blast un algoritmo de alineamiento local, encontrard homdlogos tanto de la proteina
completa como de sus dominios. Para quedarnos solo con homdlogos correspondientes a la proteina
completa utilizamos los siguientes filtros y valores para los pardmetros: Coverage > 70%, %ldentity > 40%,
Expected threshold = 100, Matriz: compositional score matrix adjustment, Database: All non-redundant
GenBank CDS translations+PDB+SwissProt +PIR+PRF excluding environmental samples from WGS projects.
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De esta forma se encontraron 1254 posibles homélogos. Considerando los resultados del alineamiento
obtenidos con un query coverage (>70%) y con un cutoff correspondiente a un %ID>30 los alineamientos
encontrados son homodlogos por tener una distancia evolutiva cercana que puede deducirse con el andlisis
secuencial, sin necesidad de realizar un analisis estructural.

Adicionalmente, Blast aporta toda la informacion taxondmica de las proteinas alineadas, el dominio, el
género, la especie, orden, etc. Con el andlisis taxondmico podemos observar que los hits con mayor
significancia estadistica, es decir, con mayor score (hasta 2315 score total) pertenecen a la especie Homo
sapiens, los 47 homdlogos mas relevantes que le siguen son también pertenecientes a la orden de los
primates. Los hits de menor score pertenecen mayormente a diversos vertebrados, especialmente
mamiferos. Se obtuvo como homdlogo mas lejano al receptor ionotrépico del glutamato, NMDA 3A del
organismo Crassostrea virginica (%ID de 25,96, e-value=1e-82, y query coverage del 74%).

Con el objetivo de buscar homdlogos remotos se realizaron busquedas utilizando PSI-BLAST (Profile —
secuencia) y HMMER (HMM) PSI-BLAST (o Position Specific Iterated BLAST) es un programa muy rdpido que
realiza un simple BLAST con una secuencia y, a partir de los resultados, construye un perfil o PSSM.
Entonces, la siguiente busqueda la realiza con ese perfil, lo que permitirad encontrar, idealmente, homélogos
remotos. Dados los nuevos homdlogos se genera un nuevo perfil, que idealmente contendrd mayor
cantidad de informacidn y podra realizar otra bisqueda. Es un proceso iterativo. Con una busqueda refinada
(con parametro word size=2) se obtuvieron homadlogos remotos, donde el resultado con mayor distancia
evolutiva encontrado fue el receptor ionotrépico 6 perteneciente al organismo Diaphorina citri (%D de
23,69, e-value=1e-59, y query coverage de 75%).

HMMER proporciona herramientas para crear modelos probabilisticos de familias de dominios de
secuencias de proteinas y ADN (HMM) y para usar estos perfiles para anotar nuevas secuencias, buscar en
las bases de datos de secuencias de homdlogos adicionales y crear alineamientos profundos de multiples
secuencias. Como resultado se encontraron 12.052 posibles homdlogos (base de datos: uniprot refprot
v.2019_09). Se logrd llegar hasta un 25.6% de ID, con un 51.2% de similitud, y con un query coverage en el
intervalo de 671-756 (Figura S1).

Prediccion de estructura secundaria

Se realizd la prediccidn de estructura secundaria con diversos programas, incluyendo Quick2D (Gabler F, et.
al, 2020), PSIPRED (Buchan DWA, & Jones DT, 2019), y Porter (M.Torrisi, 2019). Por medio de Quick2D
(Figura S2) se detectd un péptido sefial potencial en su extremo N-terminal, ademds se predijo que la
estructura secundaria estaria compuesta de manera uniforme por segmentos de hélice alfa y hoja beta
plegada, y se predijeron cuatro regiones transmembrana (tres de ellas en una regién intermedia de la
secuencia, y la dultima hacia el extremo C-terminal). Ademds se detectaron pequefios segmentos
desordenados dentro de la secuencia. Los resultados de PSIPRED, un método de prediccion de estructura
secundaria que incorpora dos redes neuronales de retroalimentacion que realizan un analisis de la salida en
funcién de las matrices de puntuacidn especificas de posicidn generadas por PSI-BLAST (Position Specific
Iterated — BLAST) se muestran en la figura 4, S3, S4, y S5.

Finalmente, las predicciones obtenidas mediante el programa Porter 5 (M.Torrisi, 2019), compuesto por un
conjunto de redes neuronales recurrentes bidireccionales en cascada y redes neuronales convolucionales,
concuerdan en gran proporcion con la prediccidn de la estructura secundaria aportada por PSIPRED (Figura
S6).
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Figura 4. Prediccion de estructura secundaria con PSIPRED. La figura representa la estructura secundaria predicha
en cada region de la proteina. Se predijo que la proteina presenta una conformacién mayormente del tipo coil, con
una distribucion uniforme de conformaciones tanto hélice alfa como hoja beta plegada, asi como también se
predice una regidn citoplasmatica hacia el final de la secuencia. No se predijeron péptidos sefial.

Regiones de baja complejidad

Las regiones de baja complejidad (Low complexity regions, LCR), son secuencias de proteinas cuya
composicion de aminoacidos es muy simple. Su expansién descontrolada provoca varias enfermedades
humanas, incluyendo la enfermedad de Huntington y otras enfermedades neurodegenerativas y de
desarrollo. Sin embargo, son sorprendentemente abundantes en las proteinas, lo que parece paraddjico
dado su alto potencial patégeno. Por otra parte, los datos experimentales han demostrado que la formacion
de nuevas LCR, o la modificacidn de las existentes, puede tener consecuencias funcionales. Pueden ser una
importante fuente de variabilidad genética y podrian estar implicadas en los procesos de adaptacion,
ademas pueden estar involucradas en la diversificacion de la proteina, ya sea proporcionando nuevas
secuencias funcionales que modificaran las proteinas existentes o estando involucradas en la formacion de
nuevas secuencias codificantes en la proteina. Para el estudio de este tipo de secuencias se utilizd6 SEG:
Prediction of Low Complexity Regions (Zhang M, et. al, 2018). Los resultados muestran una gran cantidad
de regiones de baja complejidad en el fragmento N-inicial y el C-terminal de la secuencia de la proteina
Q8TCUS (Tabla 1), lo que implica que estas dos regiones son fuentes de alta variabilidad genética, propensas
a aumentar la frecuencia de desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

Tabla 1. Resultados obtenidos mediante SEG.

Prediccién | SEG 122.22.5 SEG 253.03.3 SEG 45 3.4 3.75
Regiones de baja| 1-1; 2-26; 27-26; 61-74; 1-2; 3-33; 34-56; 57-128; 1-1;2-255;256-1115
complejidad 75-156; 129-156; 157-181; 182-547
157-181;182-547;1047-1059;
1060-1115

Nota: Parametros por default para la secuencia proteica Q8TCU5, NMD3A_HUMAN Glutamate receptor ionotropic, NMDA 3A,
Homo sapiens (GRIN3A).
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Predicciéon de dominios globulares

Las proteinas globulares son proteinas formadas Unicamente por aminodcidos, suelen estar compuestas de
una sola molécula proteica, o unas pocas moléculas combinadas que se pliegan en forma esférica y forman
una estructura mas compleja. Se caracterizan por doblar sus cadenas en forma esférica compacta dejando
grupos hidréfobos en el core de la proteina y grupos hidréfilos hacia afuera, lo que hace que sean solubles
en disolventes polares como el agua. Forman suspensiones coloidales. La mayoria de las enzimas,
anticuerpos, algunas hormonas y proteinas de transporte son globulares. Para la prediccion de regiones
globulares se utilizd GlobPlot (Linding R, et. al, 2003), un servicio web que permite al usuario trazar la
tendencia dentro de la proteina para el orden / globularidad y el desorden. Adicionalmente identifica
segmentos entre dominios que contienen motivos lineales y también regiones aparentemente ordenadas
gue no contienen ningin dominio reconocido. Como resultado (Figura S7), se predijeron regiones
globulares en los segmentos: 240-596, 626-930, 946-1174.

Prediccidon de segmentos transmembrana

Para la prediccion de segmentos transmembrana se utilizaron los servidores TMHMM (DTU Health Tech,
2017), TMPred (Hoffman & Stoffel, 1993) y Phobius (Lukas Kall, 2007). TMHMM se encarga de predecir las
hélices transmembranas en las proteinas, estd basado en un modelo oculto de Markov (HMM), donde una
de las principales ventajas es que es posible modelar la longitud de la hélice estableciendo limites
superiores e inferiores para la longitud de una hélice de membrana. Los HMM son muy adecuados para la
prediccion de hélices transmembrana porque pueden incorporar hidrofobicidad, sesgo de carga, y
longitudes de hélice. Los resultados obtenidos con TMHMM se muestran en la figura 9.

sp|QBTCUS |NMD3A_HUMAN  TMHMM2. outside 1 674
sp|QBTCUS |[NMD3A_HUMAN — TMHMM2. TMhelix 675 694
sp|QETCUS |[NMD3A_HUMAN  TMHMM2. inside 695 713

TWhelix 714 733
outside 734 747
TMhelix 748 770
inside 771 933
TMhelix 934 956
outside 957 1115

sp|Q8TCUS |NMD3A_HUMAN  TMHMM2.
sp|QBTCUS |[NMD3A_HUMAN  TMHMMZ,
sp|Q8TCUS |NMD3A_HUMAN  TMHMM2.
sp|QBTCUS |NMD3A_HUMAN  TMHMM2.
sp|QBTCUS |NMD3A_HUMAN  TMHMM2.
sp|QBTCUS |[NMD3A_HUMAN  TMHMM2.
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Figura 9. Probabilidad de existencia de hélices transmembrana en la secuencia proteica de
Q8TCUS. La leyenda superior al grafico indica las predicciones de segmentos transmembrana/
citoplasmaticos/ no citoplasmaticos para cada segmento de la proteina, luego el grafico inferior
representa la probabilidad de encontrar regiones transmembrana en determinados segmentos
de la secuencia, evidencidndose una mayor probabilidad de encontrar regiones transmembrana
en los segmentos 675-694, 714-733, 748-770, y 934-956, lo que podria ser una hélice alfa
multiple. Hay una alta probabilidad de que esta proteina contenga 4 regiones transmembrana.
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TMPred es una base de datos de proteinas transmembrana y dominios helicoidales que atraviesan la
membrana. TMPred originalmente era una herramienta para analizar las propiedades de las proteinas
transmembrana. Se basa principalmente en SwissProt, pero también contiene informacién de otras bases
de datos. TMPred se utilizé con los siguientes pardmetros: matriz=MTIDK; Window width: 14,21, 28;
Ponderacion de las posiciones= no. Este programa indica que hay dos modelos posibles basados en las
predicciones de segmentos transmembrana (Figura S8): Modelo 1, con 7 hélices transmembranas
(Score=10975); y el modelo 2, con 6 hélices transmembranas (Score=9902).

Adicionalmente se utilizd el servidor Phobius (Figura 10), que sirve para predecir la topologia
transmembrana y los péptidos sefial de la secuencia de aminoacidos de una proteina.

Phoblus posterior probabilities for sp|O8TCUS)NMDSA_HUNAN
ID sp|QBTCUS | NMD3A_HUMAN
T SIGNAL 1 26
- FI REGION 1 3 N-REGION.
FT REGION 4 17 H-REGION.
‘ FI REGION 18 26 C-REGION.
e £x TOPO_DOM 27 674 NON CYTOPLASMIC.
rip TRANSMEM 675 695
FT TOPO_DOM 696 715 CYTOPLASMIC.
ET TRANSMEM 7186 734
e TOPO_DOM 735 745 NON CYTOPLASMIC.
ET TRANEMEM 748 769
o B TOPO_DOM 770 933 CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 934 G586
FT TOPO_DOM 957 1115 NON CYTOPLASMIC.
iy

=

200 400 600 800 1000
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Figura 10. Prediccion de la topologia transmembranal. El grafico se generéd calculando la probabilidad total de que un residuo
pertenezca a una hélice citoplasmatica o no citoplasmatica, hélice TM, o péptido sefial, sumada en todos los caminos posibles a
través del modelo, utilizindose parametros por default. Aqui uno puede ver posibles hélices TM débiles que no fueron predichas.
En la figura se observan al menos 4 segmentos coiled coil hacia el final de la cadena, entre las posiciones que van del 600 a la 800 y
de la posicion 1000 a la 1115. Esto indica que hay una region citoplasmatica en la misma regidon donde se sugeria la existencia de
hélices alfa multiples en TMHMM, es decir, en el segmento desde la posicion 675 hasta la 735 y el segmento que va de 770 a la
posicion 956. Ademas me indica la posible existencia de una pequeia hélice alfa en el segmento que va desde la posicién 4 ala 17.
Como conclusién, podemos decir que existen al menos 4 regiones transmembranales (que coinciden con las regiones globulares
predichas), y un péptido sefal en la region N-inicial (denotada en color azul en la figura).

Prediccidn de regiones coiled-coil

Para la predicciéon de segmentos con estructura de coiled-coil se utilizaron los servidores COILS (Lupas,
1991) (Figura 11), Paircoil (Bonnie Berger, 1995) (Figura 12) y Paircoil2 (McDonnell, 2006 ). COILS es un
programa que compara una secuencia con una base de datos de coiled-coils de dos hebras paralelas
conocidas y obtiene un score de similitud. Al comparar esta puntuacién con la distribucion de scores en
proteinas globulares y en espiral, el programa calcula la probabilidad de que la secuencia adopte una
conformacidn de hélice.

El programa Paircoil toma tres argumentos: un nombre para la secuencia (opcionalmente), un limite de
probabilidad y la secuencia de aminoacidos. El limite de probabilidad determina qué tan estrictamente el
programa filtra la secuencia de entrada al detectar la existencia de un dominio de coiled-coil. Se determind
empiricamente, que el valor predeterminado de 0,5 para el limite de probabilidad funciona bien. Por ultimo
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se utilizé Paircoil2, que predice el pliegue de coiled-coils a partir de la secuencia utilizando probabilidades
de residuos por pares con el algoritmo Paircoil y una base de datos de coiled-coil actualizada.

Por medio del andlisis predictivo dado por estos servidores a partir de la secuencia de la proteina Q8TCUS5,
podemos decir que hay al menos 4 regiones transmembrana en los segmentos 675 al 694, 714-733,
748-770, y el segmento final es una regién coiled-coil desde la posicion 1000 a la 1115.

Coils output for HMIA GRIN3A
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Figura 11. Probabilidad de encontrar una hélice superenrollada, y la probabilidad de formar
espirales dobles en la secuencia. En el eje vertical estdn representadas las probabilidades
(scoreadas por MTK, MTIDK, MTK_W y MTIDK_W en ese orden), en el eje horizontal el largo de
mi secuencia. Los valores se obtienen con una ventana de escaneo de 21 residuos que detecta
los extremos de los segmentos de espirales dobles con mas precisién que la ventana de 28. Se
observa la presencia de una hélice superenrollada en el segmento final de mi secuencia con un
alto nivel de probabilidad. Se utilizaron los parametros por default: Matriz=MTIDK
Ponderacidn de las posiciones =no  NCOILS version .0 [ISREC-Server].

Prediccidn de regiones desordenadas

Para la prediccién de regiones desordenadas se utilizaron IUPred2A (Balint Mészaros, 2018) (Figura 13),
DynaMine (Figura S9), y MobiDB (Figura S10). IUPred2A es una interfaz web combinada que permite
identificar regiones de proteinas desordenadas (no tienen una estructura terciaria bien definida en
condiciones nativas) usando IUPred2 y regiones de unién desordenadas usando ANCHOR2.

DynaMine (Elisa Cilia, et. al, 2013) es un predictor de la dinamica de la columna vertebral de las proteinas.
Utiliza informacién secuencial proteica como entrada con un gran potencial para distinguir regiones de
diferente organizacién estructural, como dominios plegados, enlazadores desordenados, glébulos fundidos
y motivos de unién preestructurados de diferentes tamafios. MobiDB (Piovesan D, et. al, 2020) proporciona
informacion sobre regiones intrinsecamente desordenadas (IDR) y caracteristicas relacionadas de varias
fuentes y herramientas de prediccién. Los diferentes niveles de confiabilidad y las diferentes caracteristicas
se informan como anotaciones diferentes e independientes.
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Figura 12. Probabilidad residuo por residuo. Representa la probabilidad residuo por
residuo de que ese residuo se encuentre en una coiled-coil. El eje x contiene la
ubicacion del residuo (desde el principio, siendo 1 el primer residuo en la secuencia), y el
eje y contiene la probabilidad de una bobina enrollada. El limite de probabilidad se
muestra como una linea discontinua. Este gréfico indica la alta probabilidad de encontrar
un segmento coiled coil en la posicion 1000 a la 1115. En el resto de la secuencia se
observan otros picos de menor probabilidad distribuidos en las regiones que otros
programas sefialaron como transmembranas. Se utilizaron los parametros por default.

El analisis a través de los servidores citados (dynamine, MobiDB, IUPred2A) arroja resultados de gran
similitud donde sugieren que mi proteina tiene un bajo porcentaje de desorden, excepto por el segmento
inicial de mi proteina, de posiciones 50-150 aminodcidos (que es la regién que presenta mayor desorden) y
el segmento final de 1000-1115 aminoacidos. El resto de la secuencia parece tener una estructura muy
conservada y por ende predecible, lo que indica que no guarda grandes distancias evolutivas con sus
homélogos. Como conclusidn, podemos destacar la presencia de una regién de unién desordenada en el
segmento que va de la posicion 1 a la 200 aproximadamente, regién donde se ubicaba el péptido sefial
anteriormente predicho. Y ademas se identifico a la regién c-terminal como desordenada, lo que convierte
a este segmento en una fuente de variabilidad genética importante.

Busqueda de regiones repetitivas

En cuanto al andlisis de la secuencia en la base de datos de proteinas repetitivas en tdndem anotadas,
RepeatsDB (Paladin L., et. al, 2021) proporciona la posicién de la unidad, clasificacion y referencia a otras
bases de datos) arrojé cero resultados en su busqueda, lo que sugeriria que esta proteina no posee una
unidad repetitiva en su estructura que permita clasificarla como una proteina repetitiva.

Busqueda de dominios conservados y motivos secuenciales

Se realizé la busqueda de dominios conservados mediante PFAM (Mistry, J, et. al, 2021), InterPro (Blum et.
al, 2020), CCD (Lu S, et. al 2020), CDART (Geer LY, 2002) y Prosite (Sigrist, et. al, 2012). Pfam es una coleccién
de alineamientos secuenciales multiples y de perfiles de modelos ocultos de Markov (HMM). Cada Pfam
HMM representa una familia o dominio de proteinas. Al buscar una secuencia de proteinas en la biblioteca
Pfam de HMM, puede determinar qué dominios lleva, es decir, su arquitectura de dominio. Pfam también
se puede utilizar para analizar proteomas y arquitecturas de dominio mas complejas. Como resultado de la
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busqueda se encontraron 3 dominios (Figura S11): Lig_chan (PFO0060, Receptor ionotrépico de glutamato,
674-942); Lig_chan-Glu_bd (PF10613 ,Canal idénico ligado L-glutamato y sitio de unién a glicina, 557-661);
ANF_receptor (PF01094, Region de unidn del ligando de la familia de receptores, 124-471).

InterPro proporciona analisis funcional de proteinas clasificandolas en familias y prediciendo dominios y
sitios importantes. Para clasificar las proteinas de esta manera, InterPro utiliza modelos predictivos (firmas),
proporcionados por diversas bases de datos. Para nuestra proteina de interés se encontré la siguiente
informacion: Receptor NMDA 3A, subtipo de receptor NMDA de canales idnicos activados por glutamato
con conductancia monocanal reducida, baja permeabilidad al calcio y baja sensibilidad al magnesio
dependiente del voltaje. Mediada por glicina. Durante el desarrollo de los circuitos neuronales, juega un
papel en el periodo de refinamiento sindptico, restringiendo la maduracién y el crecimiento de la columna.
Al competir con la interaccion GIT1 con ARHGEF7 / beta-PIX, puede reducir la activacidn local regulada por
GIT1 / ARHGEF7 de RAC1, lo que afecta la sefializacion y limita la maduracion y el crecimiento de las sinapsis
inactivas. También puede desempefiar un papel en el mecanismo de seializacion mediado por
PPP2CB-NMDAR. (Protein family membership: receptor ionotrépico de glutamato, metazoa, IPR0O01508).

En la base de datos CDD, las secuencias de proteinas de estructuras tridimensionales se incluyen en
modelos de dominio siempre que sea posible, uno de los objetivos es hacer que las alineaciones de
secuencias multiples estén de acuerdo con lo que podemos inferir de la estructura tridimensional y la
superposicion de estructuras tridimensionales, para comprender las relaciones secuencia / estructura /
funcién (Figura 14).
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Figura 13. Regiones desordenadas predichas por IUPred2A. Las regiones desordenadas son aquellos picos que superan el valor de
score delimitado con una linea negra. Se observan 2 regiones de mayor desorden: segmento que va de la posicion 40 a la 160
aproximadamente, y un segundo segmento ligeramente desordenado que va de la posicion 960 (aprox) a la 1115. Ademas se puede
observar que aquellas regiones que se clasificaron como transmembrana (600-800 y 800-900) son las regiones con menos
desorden, mas conservadas y predecibles. También podemos ver que las regiones de unién desordenadas identificadas por el
programa tienen un pico en el primer segmento de la secuencia (1-200), que a su vez coincide con la regién que contiene el
segmento mas desordenado de la proteina. Se utilizaron los parametros por default: IUPred2 long disorder (default).

El Conserved Domain Architecture Retrieval Tool ( CDART ) encuentra similitudes proteicas a través de
distancias evolutivas significativas utilizando perfiles de dominio sensibles en lugar de similitud de secuencia
directa. Dada una secuencia proteica de consulta, CDART muestra los dominios conservados que la
componen, identificados por RPS-BLAST, y luego enumera las proteinas con una arquitectura de dominio
conservado similar. Realizando una busqueda con pardmetros por default con la secuencia del receptor
ionotrépico NMDA 3A se encontraron un total de 3161 arquitecturas, donde los primeros 3 hits contenian 3
dominios (Figura $12) :
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-Periplasmic binding protein type 1 (intervalo 40-496). Compuesto por la familia de reguladores
transcripcionales de los dominios de unién a Lacl, proteinas periplasmaticas del transporte ABC, la familia
de receptores GPCRs,y familia de receptores NPRs.

-Lig Chan superfamily (intervalo 676-942). Este dominio incluye las 4 regiones transmembranales de los
receptores ionotrépicos NMDA.

-Periplasmic binding protein type 2 (intervalo 512-908). Representa los dominios de unién y ligamiento
encontrados en proteinas ligadoras de solutos, que sirven como receptores iniciales en el transporte,
transduccidén de sefiales, y channel gating.

Conserved domains on [:p|QATCUS] View |Loncise Hesuits v | 12
NMD34_HUMAN Glutamate receptor ionotropic, NMDA 34 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=GRIN3A PE=1 S¥=2

Protein Classification

PBP1_iGIuR_NMDA_NR3 and PBPZ_iGIuR_NMDA_Nr3 domain-containing protein {domain architecture I0 11570956)
arotein containing domains PBP1_iGIUR_NMDA_MNR3, PBP2_iGIuR_MMDA_Nr3, and Lig_chan

L= Tyl o= 01 T 10 (| Zoom to residue level B
1

125 250 578 S0 525 50 a75 1000 1115

Query seq. Fubative brimer inberface Ferbide binding site

putative heterodimer interface dimer interface
Specific hits PBP1_iGluR_NMDA_NR3 PEP2_iG1uR_NHDA_Hr3

Lig_chan
Superfanilies Periplasmic_Binding_Protein_typel superfamily Periplasnic_Binding_Protein_Type_2 superfanily
Lig_chan superfamily
| Search for similar domain architectures | | Refing search |

Name Accession Description Imterval E-value
[+ PBP1_iGIUR_NMDA_NR3 cd06377 MN-terminal leucine-isaleucine-valine-hinding protein (LIVBP)-like domain of the NR3 subunit of 40-496 Oe+00
[+ PBP2_iGIUR_NMDA_NI3 13720 The ligand-hinding domain ofthe NR3 subunit of isnotropic NMDA (N-methyl-D-aspartate) 512-908 2388176
I Lig_chan pramao0en Ligand-gated ion channel; This family includes the four transmermbrane regions of the 676-942 6.91e-74

Figura 14. Clasificacion dada por CCD para la proteina Q8TCUS. La proteina pertenece a una superfamilia de canales idnicos de
ligando controlados que presenta 4 regiones transmembrana de los receptores ionotropicos de glutamato y los receptores
NMDA.También se destaca la superfamilia de pliegues de unién periplasmica tipo 2; este modelo evolutivo y jerarquia representan
los dominios de unién de ligandos que se encuentran en las proteinas de unidn de solutos que sirven como receptores iniciales en
el transporte, la transduccion de sefiales y la activacion de canales. El origen del médulo PBP se puede rastrear a través de los filos
distantes, incluidos eucariotas, arqueobacterias y procariotas. Ademas de las proteinas de transporte, la familia incluye receptores
de glutamato ionotrépicos y proteinas sensoras no ortodoxas implicadas en la transducciéon de sefiales. El dominio de unidn al
sustrato de los reguladores de la transcripcion LysR y los sistemas de transporte de tipo oligopéptido también contienen el pliegue
de unién peripldsmico de tipo 2 vy, por tanto, son significativamente homodlogos al de PBP2. Parametros: Expect Value: 0,01,
Maximum number of hits: 500.

Se realizé la busqueda de motivos secuenciales mediante ScanProsite (De Castro, et. al 2006), un servidor
gue permite escanear proteinas en busca de coincidencias con la coleccién de motivos PROSITE, asi como
con patrones definidos por el usuario. Como resultado del escaneo rdpido con pardmetros por default
(excluyendo motivos con alta probabilidad de ocurrencia) no se encontraron motivos. Sin embargo, al incluir
en la busqueda motivos con alta probabilidad de ocurrencia se obtuvieron los resultados mostrados en la
figura 15.

Por ultimo, para obtener la clasificacién estructural de Q8TCUS se realizé una busqueda secuencial en CATH
(Greene, et. al 2007). La base estructural CATH clasifica dominios proteicos basandose en comparacion
estructural. Los dominios que comparten los primeros 4 nimeros de CATH son homélogos. Esta base de
datos esta organizada de forma jerarquica, con 9 clasificaciones: clase (proporcién de residuos que adoptan
la conformacién a-hélice o B-plegada), arquitectura (estructura secundaria en el espacio), topologia
(conectividad y arreglo de la estructura secundaria), superfamilia de homodlogos (dominios homdlogos),
familia secuencial, familia de ortélogos, dominios similares, dominios idénticos, y dominios Unicos. Los
primeros 4 niveles corresponden a una clasificacidon del tipo secuencial y estructural, las restantes se basan
Unicamente en una clasificaciéon secuencial. Se encontraron 84 coincidencias en la busqueda secuencial de
dominios (principalmente regiones de union a ligandos, desactivacién de los sitios activos, etc), y unos 50
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resultados en la busqueda secuencial de familias funcionales (mayormente familias del receptor NMDA,
AMPA, y kainato) (Figura 16).
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PS00007 TYR PHOSPHO SITE Sitio de fosforilacién de tirosina quinasat
PS00017 ATP GTP A Motivo A del sitio de union de ATP / GTP (bucle P) --— >Un solo sitio
PS00002 AMIDATION amidacion sitio -—---- >Un solo sitio

Numerosos sitios
PS00008 MYRISTYL N-myristoylation sitio
PS00005 PKC_PHOSPHO_SITE  Sitio de fosforilacion de la proteina quinasa C

PS00001 ASN_GLYCOSYLATION Sitio de N-glicosilacion

PS00008 CK2_PHOSPHO SITE  Sitio de fosforilacion de caseina quinasa Il

Figura 15. Motivos con alta probabilidad de ocurrencia detectados. La figura representa aciertos por patrones
con una alta probabilidad de ocurrencia o por patrones definidos por el usuario: [61 aciertos (por patrones
distintos) en 1 secuencia]. Los motivos con una alta probabilidad de aparicion son en la mayoria de los casos
patrones que se encuentran en muchas secuencias de proteinas. Algunos de ellos describen, modificaciones
postraduccionales que se encuentran cominmente, y algunas otras regiones con sesgo de composicion.

Level CATH Code Description

e 3 Alpha Bela

J 3.40 3-Layer(aba) Sandwich

J 3.40.190 D-Maltodextrin-Binding Protein: domain 2
ufi3-Layer Sandwich(aba) (1ntr) 3.40.190.10 Periplasmic binding protein-like |l

Figura 16. Clasificacion dada por CATH. En el recuadro se muestra las categorias con las que se clasificd a la
proteina de acuerdo a la estructura jerarquica de CATH: clase=alfa-beta, arquitectura=3-layer(aba) Sandwich,
topologia= proteina de unién a D-Maltodextrina; dominio 2.

Asignacion de plegamiento

El primer paso del proceso de modelado comparativo estd definido como la prediccién del plegamiento
estructural de la proteina objetivo a partir de su secuencia de aminoacidos mediante la deteccién de
proteinas homdlogas de estructura tridimensional conocida. La idea se basa en la hipdtesis de Anfinsen de
que la estructura de las proteinas en un determinado entorno es a su vez determinada por la secuencia de
proteinas. Una vez que se predice el plegamiento de la proteina objetivo, se debe elegir el mejor candidato
a utilizar como template, cuya éptima eleccidon es fundamental para asegurar la calidad del modelo a
obtener.

A continuacion se describen los métodos y bases de datos utilizadas para obtener los homodlogos
estructurales mas cercanos de la proteina GIUN3A.

En una primera instancia, se realizé la busqueda de homoélogos en la base de datos PDB (Burley, et. al 2021)
(Protein Data Bank). PDB organiza las macromoléculas bioldgicas por su estructura jerarquica (estructura
primaria, secundaria, terciaria, y cuaternaria) para simplificar la busqueda, proporcionando sus respectivas
estructuras obtenidas por técnicas de difraccidon de rayos X, RMN, microscopia crioelectrénica y modelado
tedrico. Como resultado no se encontraron entradas especificas del receptor ionotrépico de glutamato
NMDA subunidad 3A de humanos, pero si se encontraron entradas de estructuras homaélogas con hasta un
50% ID. De los resultados de la busqueda por similitud secuencial en la base PDB se obtuvo la siguiente lista
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de proteinas: 2RC9_1 (69%ID), 4KCD_1 (69%ID), 2RC7_1 (69%ID), 2RC8_1 (69%ID), 2RCA_1 (57%ID), 2RCB_1
(57%ID). Los resultados se resumen en la tabla 2.

Con el objetivo de buscar diferentes conférmeros estructurales se utilizé la base de datos CoDNaS (Monzon,
et. al, 2016). La base de datos CoDNaS es una coleccién de estructuras cristalograficas redundantes para
una proteina dada ampliamente vinculada con informacidn estructural, bioldgica y fisicoquimica. Varias
proteinas depositadas en la base de datos PDB se han cristalizado en diferentes condiciones (por ejemplo
con y sin la presencia de un ligando dado, en diferentes estados oligoméricos, con o sin presencia de
modificaciones postraduccionales, etc.), que segun la teoria de la seleccion conformacional, son factores
que se podrian usar para estudiar los cambios conformacionales y correlacionarlos con la informacién
bioldgica. Al realizar la busqueda con la secuencia de la proteina GIuN3A no se encontraron resultados. Esto
se debe a que esta proteina no estd anotada en la base PDB, debido a que su estructura aun no fue
dilucidada. En cambio, al buscar el Cédigo de la proteina 2RC9 (homélogo estructural mas cercano), la base
de datos arrojé un uUnico resultado correspondiente a la proteina 2CR7, que resulta ser otra conformacién
de la proteina 2RC9, ya que comparten el mismo Cdédigo de Uniprot (Bateman, 2021) Q9R1M7, cuyo
nombre de entrada es NMD3A_RAT.

Adicionalmente se realizd la busqueda de homdlogos con estructura conocida mediante Psi-blast, HHPred
(Zimmermann, et. al, 2018), LOMETS (Wu S, y Zhang Y, 2007) y Phyre2 (Kelley, et. al, 2015). En el primer
caso los primeros 8 hits fueron identificados como posibles template por sus elevado %ID y query coverage,
bajo valor de e-value, y por poseer una estructura definida en la base PDB (Tabla 4).

Tabla 4. Busqueda de homdlogos de estructura conocida.

Accession number Cédigo PDB Cédigo Uniprot
NMDZ1_RAT 4KCC P35439
GRIA2_RAT 4YUuo0 P19491
NMD3A_RAT 2RC7 Q9R1M7
NMDE2_RAT 5FXG_B Q00960
NMDZ1_RAT 6WHR_B P35439
NMDE2_RAT 6CNA_B Q00960
NMDZ1_RAT 6WI1_B P35439
NMDZ1_XENLA 5U0W_D AOA1L8F5J9

HHpred es un método para la busqueda de bases de datos de secuencias y la prediccién de estructuras que
es mucho mas sensible que BLAST o PSI-BLAST para encontrar homadlogos remotos. La secuencia objetivo o
MSA se utiliza para construir un HMM (Hidden Markov Model), que esta alineado con todos los HMM que
representan proteinas anotadas o dominios con estructura conocida en bases de datos de alineacién como
Pfam y SMART. Los HMM pueden incluir informacién SS (experimentalmente determinada o predicha).
Como resultado se obtuvieron 377 hits, con una Query MSA diversity (Neff) de 6.28031. Los 10 primeros
hits de la busqueda se muestran en la tabla 5.

Adicionalmente, se realizé una busqueda con HHPred utilizando el MSA de los 100 primeros hits obtenidos
por PSI-BLAST con,los siguientes parametros por defecto: MSA generation method=HHblits=>UniRef30,
MSA generation iterations=3, E-value cutoff for MSA generation=1e-3, Min seq identity of MSA hits with
query (%)=20, Min coverage of MSA hits (%)=40, Secondary structure scoring=during_alignment, Alignment
Mode: Realign with MAC =global:realign, MAC realignment threshold=0.3, Max target hits=1000, Min
probability in hitlist (%)=20. (Tabla 6).

61


https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_polymer_entity_container_identifiers.reference_sequence_identifiers.database_accession:Q9R1M7%20AND%20rcsb_polymer_entity_container_identifiers.reference_sequence_identifiers.database_name:UniProt

Tabla 5.
dominios conocidos mediante HHpred.

Resultados de la busqueda de homdlogos remotos, de estructura y/o

Uniprot accession number Cdédigo Uniprot Cdédigo PDB
GRIK5_RAT Q63273 7KSO_D
GRIA1_MOUSE P23818 7LDD_C
NMDZ1_RAT P35439 6WI1_A
GRIK5_RAT Q63273 7KS0_C
GRIK3_RAT P42264 6JFY_C
NMDZ1_XENLA AOA1L8F5)9 4TLL_C
P96404 _MYCTU P96404 6LDZ_A
NMDZ1_XENLA AOA118F5J9 4TLL_D
GRID2_RAT Q63226 6LU9_C
GRIA2_RAT P19491 6PEQ_A

Tabla 6. MSA de los primeros 100 hits obtenidos por PSI-BLAST.

Uniprot accession number Cddigo Uniprot  Cdodigo PDB
GRIK5_RAT Q63273 7KS0
NMDZ1_RAT P35439 6WI1_A
NMDZ1_XENLA AOA1L8F5J9 4TLL_ D
GRIA1_MOUSE P23818 7LDD_C
NMDZ1_XENLA AOQA1L8F5J9 4TLL_C
GRIK3_RAT P42264 6JFY_C
NMDZ1_XENLA AOA1L8F5J9 5TQO0_By5UN1_F
P96404_MYCTU P96404 6DLZ_A
GRID2_RAT Q63226 6LU9 _C

LOMETS (Local Meta-Threading Server, version 3) es un predictor de la estructura de proteinas basada en
templates y la anotacién de funciones basada en la estructura, que integra multiples métodos de
subprocesamiento basados en el deep-learning (CEthreader, DisCovER, EigenThreader, Hybrid-CEthreader,
MapAlign) y programas basados en perfiles de ultima generacién (FFAS3D (Xu D, 2013), HHpred, HHsearch,
MRFsearch, MUSTER, SparksX). Con parametros por default se identificaron 10 posibles templates, de los
cuales se seleccionaron 10 de ellos para realizar el modelado final de la proteina con MODELLER (Webb B, &
Sali A, 2016) y se utilizé L-BFGS para objetivos no homdlogos mediante las restricciones de distancia
predichas por DeepPotential y calculadas a partir de los templates mejores (top templates).

Phyre2 es un conjunto de herramientas disponibles en la web para predecir y analizar la estructura, funcidn
y mutaciones de las proteinas. Utilizando métodos avanzados de deteccién de homologia remota. PHYRE2
construye modelos 3D, predice sitios de union de ligandos y analiza el efecto de variantes de aminodacidos
(por ejemplo, SNP no sinébnimos (nsSNP)) para la secuencia de proteinas de un usuario. Proporcionando una
secuencia de proteinas se puede obtener: la interpretaciéon de la estructura secundaria y terciaria de sus
modelos, la composicidon de su dominio y la calidad del modelo. La blusqueda de template con este servidor
arrojé 6 posibles templates: ¢6irfD, cSuowB, cémmiD, c4pe5B, c5kbuA, c4pe5A. La prediccién de PHYRE2,
con parametros por defecto, fue realizada con 6 templates con base en métodos heuristicos para maximizar
la confianza, el %ID, y el query coverage. El modelo predicho se presenta en el apéndice (Figura S13). Si bien
el modelado fue intensivo, hay dos fragmentos sin modelar ya que los templates elegidos no cubren esos
fragmentos. Las regiones sin modelar son (1-175) aproximadamente, y la (955-1115), ya que se observan
desprovistos de una estructura secundaria determinada por falta de informacion en el template para su
modelado. Hubo un total de 293 posiciones que fueron modeladas ab initio (tener en cuenta que el
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modelado ab initio tiene bajo nivel de confianza), por falta de un template adecuado que cubriera estos
segmentos. Los candidatos a template se encuentran resumidos en la tabla 7.

Tabla 2. Busqueda por similitud secuencial en la base PDB del receptor ionotrépico del glutamato subunidad 3A.

ID de proteina Descripcion Ligando

4KCD Crystal Structure of the NMDA Receptor GIuN3A Ligand Glicerol
Binding Domain Apo State. Rattus norvegicus

2RC9 Crystal structure of the NR3A ligand binding core acido 1-aminociclopropano
complex with ACPC at 1.96 Angstrom resolution. Rattus carboxilico
norvegicus

2RC7 Crystal structure of the NR3A ligand binding core lon bromuro

complex with glycine at 1.58 Angstrom resolution.
Rattus norvegicus

2RCB Crystal structure of the NR3B ligand binding core D-serina
complex with D-serine at 1.62 Angstrom resolution.
Rattus norvegicus

2RC8 Crystal structure of the NR3A ligand binding core lon cloruro
complex with D-serine at 1.45 Angstrom resolution.
Rattus norvegicus

2RCA Crystal structure of the NR3B ligand binding core Glicina
complex with glycine at 1.58 Angstrom resolution.
Rattus norvegicus

Tabla 3. Resultados de la busqueda del Cédigo de Uniprot 2RC9.

ID_POOL_  UniProt #CONF RMS RMSD RMSD Protein Name

CoDNaS D min  max avg

2RC7_A Q9R1IM 8 0.2 1.35 0.7682 Glutamate NMDA receptor subunit
7 3A

Nota: cédigo correspondiente al homdlogo estructural mas cercano del que se tiene informacion, en relacion a la proteina Q8TCUS.

Lt "5 T acor s s o, g OB
1 kg2 0504 481 0176 058 3kg2a Akgla
7 Zksd 0475 47 0178054  Zkson  Fksas
3 duag 0472 502 0156 0855 dugas Aunad
4 Gksp 039 B38 0143 051 skeph Ekspa
5 5l2e 0428 567 00082 039 51zan 5l2ed
B Apes 0314 BT1 0213 038 4pesA Apedd
7 7ebz 0307 604 0OO0ES 038 C Feh2C
8 Zca3 0305 B4 0077 023 TcaFd
9 &upg 0302 5 0082 037  BucBA SunBd
10 Skca 029 513 0141 033 5kead Ao sd

Figura 17. Modelo final de LOMETS. Construido con Modeller con los 10 templates (detectados por TM-align), estos analogos
estructurales no logran una buena cobertura de la proteina ya que apenas logran cubrir un 58% de ella. Los alineamientos
estructurales son de baja resolucién en general, solo pudiéndose obtener hasta un 4,7 A de RMSD para el mejor alineamiento
estructural (con la proteina 3KG2), ademas de no poder lograr altos porcentajes de identidad entre los candidatos a template
(%1D<20) y la proteina Q8TCUS, lo que posiblemente sea porque hay dominios de la proteina no identificados en las bases de datos,
y por lo tanto no cubiertos.

Analizando los parametros de la tabla 7 se seleccioné como template a la proteina 7ksO con sus respectivas
cadenas (A, B, y C), por su gran porcentaje de cobertura e identidad con la proteina Q8TCU5, ademas de
poseer un score de alineamiento razonable (>800), siendo identificado como el homdlogo estructural mas
cercano mediante la base RCSB PDB.
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Modelado por homologia utilizando Modeller

Teniendo en cuenta que las proteinas relacionadas evolutivamente tienden a tener estructuras similares,
muchas estructuras proteicas pueden modelarse basandose en estructuras ya conocidas de proteinas
relacionadas, a esto se le lamo “modelado por homologia”. Los modelos de la proteina objetivo se obtienen
basandose en las coordenadas atémicas de estructuras conocidas, bajo el supuesto de que la estructura de
la proteina a modelar es similar a la estructura de la proteina utilizada como template (estructura que
servird de molde para el modelado del objetivo), donde ademas la proteina objetivo y el template estan
relacionados evolutivamente (siendo proteinas homadlogas), y en el alineamiento entre el template elegido y
el objetivo. Uno de los programas mas utilizados es Modeller, que modela estructuras tridimensionales de
proteinas y sus ensamblajes mediante satisfaccién de las restricciones en la estructura espacial de la(s)
secuencia(s) de aminodacidos y ligandos a modelar, resultando en una estructura 3D que satisface estas
restricciones lo mejor posible. EI modelo 3D se optimiza con la funcidon de densidad de probabilidad
molecular (molpdf). Para el modelado molecular de la proteina NMD3A_HUMAN (Q8TCU5) los template
elegidos fueron: 7KSO_C (del aminoacido 33-845) y 7KSO_C (del aminoacido 21-829). Como resultado se
obtuvieron 10 modelos de los cuales, en base al minimo valor de tanto el DOPE score, como el valor de
Molpdf, se eligié el modelo UKNP.B99990006.

Tabla 8. Parametros utilizados para seleccionar el modelo.
Nombre del modelo Mol pdf DOPE score
UKNP.B99990006 7197.50928 -91363.32813

El modelo UKNP.B99990006 fue posteriormente optimizado para obtener un mejor RMSD, removiendo los
atomos que no pudieron ser modelados, el primer fragmento removido va del 1 al 44, y el otro fragmento
removido va de la posicion 957 a la 1016 en el modelo final. Se utiliz6 Pymol (visor y renderizador
molecular) para comparar estructuralmente los templates utilizados contra el modelo obtenido de la
proteina objetivo, y se optimizé el alineamiento estructural al remover los d&tomos no modelados del
modelo final, disminuyendo el RMSD del alineamiento. Se obtuvo un RMSD=4.103 para 7KSO_D con el
modelo, y un RMSD=21,494 para 7KSO_C y el modelo (Figura S14 (a) y (b)).

Para evaluar la calidad del modelo obtenido se utilizé6 ProSA (Wiederstein & Sippl, 2007), ya que calcula un
puntaje de calidad general para una estructura de entrada especifica. Si esta puntuacién esta fuera de un
rango caracteristico de las proteinas nativas, es probable que la estructura contenga errores. Para el analisis
del modelo UKNP.B99990006 obtenido con Modeller se obtuvieron los que se muestran en la figura 18 (a),

(b), y (c).

Para el andlisis funcional se utiliz6 nuevamente Pymol para observar la superficie de la proteina modelada y
sus interacciones (Figura S15).

Tabla 7. Seleccion de template.
Candidato a template  Codigo PDB  Resolucién (A) Identidad Query coverage Score aligment (T-coffe)

GRIK5_RAT 7ks0_C 5,3 22% 33% 804
GRIK5_RAT 7ksO_A 5,3 22% 33% 804
GRIK5_RAT 7ksO_D 5,3 40% 40% 845
GRIK5_RAT 7ks0_B 5,3 40% 40% 845
NMDZ1_RAT 4pe5_A 3,96 24% 54% 878
GRIA2_RAT 3kg2_A 3,60 21% 33% 786
GRIA1_MOUSE 71dd_A 3,40 20% 72% 850
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Nota: Para la eleccidn de los templates adecuados se utilizé como criterio los pardmetros que se muestran en la tabla, priorizando
aquellas entradas pdb que cuentan con una resolucién mas cercana a 2 A, contando con un buen coverage de la proteina objetivo, y
un alto valor para su porcentaje de identidad. Se han suprimido los candidatos que contaban con un gran nimero de gaps (como
por ejemplo la proteina Suow).

Local model quality
Overall model quality

41

Figura 18 (a). Modelo refinado de Q8TCU5. En la figura se observa la estructura del
modelo UKNP.B99990006 refinado con su correspondiente estructura secundaria: en color
celeste se indican las hélices alfa, en color rojo se indican las hojas beta plegadas, y en
fucsia los loops.(b). Calidad general del modelo. La figura izquierda representa la calidad
general del modelo en funcién de los valores del Z-score obtenidos para estructuras
determinadas experimentalmente (rayos X, NMR), como el valor de Z-score obtenido para
el modelo UKNP.B99990006 (punto negro con un Z-score= -4.11) esta muy alejado del
rango de valores para las estructuras experimentales que comparten la misma longitud
para su secuencia, se puede decir que el modelo obtenido contiene grandes fallas. (c).
Calidad del modelo local. La figura de la derecha muestra la calidad del modelo local,
donde la linea color verde oscura simboliza la energia promedio sobre cada fragmento de
40 residuos, mientras que la linea de color verde claro representa la energia promedio
sobre cada fragmento de 10 residuos. En general, los valores positivos corresponden a
partes problematicas o erréneas de la estructura de entrada. De esta manera se puede
observar cudles regiones del modelo obtenido presentan mayores problemas de
modelado, en este caso se puede observar que solo una pequeia fraccidn de la proteina
fue correctamente modelada (solo dos dominios) ya que prevalecen los picos de valores
positivos.

Estimacidn filogenética

Como primera etapa en el estudio filogenético se obtuvo un alineamiento mdultiple con T-Coffee
(Notredame, et. al 2000) (Version_11.00, Cedric Notredame) utilizando secuencias de las siguientes
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especies: Homo sapiens, Pan troglodytes, Gorilla gorilla gorilla, Theropithecus gelada, Mandrilus
leucophaeus, Papio anubis, Chlorocebus sabaeus, Cercocebus atys, Macaca Nernestrina, Macaca
fascicularis, Hylobates moloch, Propithecus coquereli, Rhinopithecus roxellana, Rhinopithecus bieti, Colobus
angolensis palliatus, Pongo abelii, Piliocolobus tephrosceles, Nomascus leucogenys, Trachypithecus francoisi,
Aotus nancymaae, Cebus imitator, Saimiri boliviensis boliviensis, Sapajus apella, Callithrix jacchus,
Rhinolophus ferrumequinum, Microcebus murinus, Otolemur garnettii, Carlito syrichta. (N° de secuencias
alineadas=35), (Figura S16).

Analizando el receptor ionotrépico del glutamato NMDA subunidad 3A, perteneciente a especies a la orden
de los primates, se encontré una gran conservacién de la proteina en general, siendo la proteina
mayormente conservada, logrando un 99% ID promedio, y con un query coverage del 100%. Unicamente en
el bloque n°12 que comprende el intervalo (1000-1080), hubo mayores diferencias con un total de 9
posiciones similares pero no idénticas, que es una de las regiones que presenta mayor desorden. En cuanto
el resto de la proteina las variaciones por bloque eran minimas (solo posiciones variantes en Q8TCU5), lo
gue indica una gran conservacion de la proteina receptora del glutamato (subunidad 3A) en primates.

A continuacién se utilizd Modeltest es un subprograma del software HYPHY (Pond, 2005) para seleccionar el
modelo de proteinas que mejor representa las secuencias bajo estudio. Por medio de un analisis estandar
se generd una reconstruccion filogenética con las 35 secuencias homdlogas de primates obtenidas con
Blast, por el método de distancia (calculando una distancia genética entre un par de especies) de Neighbour
Joining. Con este arbol se realizd una comparacién entre modelos, obteniéndose como mejor modelo HIV
between+F. Finalmente, se utilizé el software PHYML (Guindon, & Gascuel, 2003) para la inferencia de la
filogenia basado en el principio estadistico de Maximum likehood (Pardmetros utilizados: Model of
amino-acids sustitution=HIVw, Amino-acids frequencies=empirical, Number of sustitution rate=4, Gamma
distributed rate across sites=yes, Tree topology search options= Best of NNI and SPR, Non parametric
boostrap analysis=yes, -Number of replicates=100, el resto de los parametros se utilizaron por defecto)
(Figura 19).

Prediccion de funcion

Se realizé una busqueda bibliografica acerca del receptor ionotrépico de glutamato NMDA subunidad 3A. En
la tabla 9 se resume parte de la informacién obtenida.

Se utilizé el servidor ConSurf (Ashkenazy, et. al 2016) para estimar la conservacién evolutiva de aminodcidos
basada en las relaciones filogenéticas entre secuencias homologas. El grado en el que una posicion se
conserva evolutivamente (tasa de evolucién estimada por método bayesiano o método de maxima
verosimilitud) depende en gran medida de su importancia estructural y funcional, por lo que el analisis de
conservacién de posiciones entre miembros de la misma familia a menudo puede revelar la importancia de
cada posicién para la estructura o funcidon de la proteina. Se obtuvieron multiples output de MSA que
mostraban la conservacién o variabilidad de aminoacidos en las 35 secuencias de primates analizadas, asi
como también se obtuvo un arbol filogenético, obtenido por ML (Figura 20).
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Figura 19. Arbol filogenético obtenido con PhyML. En la figura se muestra el
arbol rooteado obtenido (con los 35 homdlogos cercanos obtenidos
anteriormente en Blast) en PhyML y posteriormente modificado con SNAD para
una mejor visualizacion, se analizé la divergencia evolutiva del receptor
ionotrdpico del glutamato NMDA 3A. Se observa que la proteina NMDA GRIN3A
de H. sapiens, tiene una distancia evolutiva menor con la proteina expresada en
P. paniscus (chimpancé gracil), y con la proteina expresada en P. troglodytes
(chimpancé comun), lo cual es esperable ya que son las especies evolutivamente
mas cercanas a los H. sapiens a nivel genético. La especie con mayor divergencia
secuencial respecto a la proteina encontrada en H. sapiens es Papio anubis.

e 1080 1090 1110 1w 1130

Figura 20. Arbol filogenético construido por ConSurf visualizado con Wasabi (Veidenberg, et.
al, 2016). Se observa en la figura la variabilidad secuencial entre las secuencias de primates,
donde existen dos segmentos variables no compartidos entre primates, y a su vez estos
segmentos terminales tienen mayor longitud que en el resto de los primates. En el margen
izquierdo se muestra el arbol construido por maxima similitud.



Tabla 9. Informacion general acerca del receptor ionotrépico NMDA 3A.

Nombres:
Funcion molecular

Glutamate receptor ionotropic, NMDA 3A/ GluN3a/NMDAR3A/NR3A
Canal de iones, canal idnico de apertura por ligando , Receptor

Proceso bioldgico Transporte de iones, Transporte

Calcio , magnesio
Nombre: GRIN3A

Homo sapiens (humano)
9606 [ NCBI |

Ligando

Nombres de genes

Organismo

Identificador taxondmico

Linaje taxondmico Eukaryota » Metazoa » Chordata » Craniata » Vertebrata » Euteleostomi » Mammalia » Eutheria »
Euarchontoglires » Primates » Haplorrhini » Catarrhini » Hominidae » Homo

UP000005640 Componente i : Cromosoma 9

Actividad del canal idnico controlado por ligando. Fuente: GO_Central
Actividad del receptor de glutamato NMDA Fuente: UniProtkB

Unidn a proteina fosfatasa 2A. Fuente: UniProtkB

Actividad del receptor de sefalizacion. Fuente: GO_Central

Actividad del canal idnico dependiente del transmisor involucrado en la regulacion del potencial de
membrana postsinaptica. Fuente: Ensembl

Transporte de iones de calcio Fuente: UniProtKB

Desarrollo de dendrita Fuente: Ensembl

Via de sefializacion del receptor de glutamato ionotrépico Fuente: GO_Central
Regulacion negativa del desarrollo de la columna dendritica Fuente: UniProtkB
Inhibicion prepulso Fuente: Ensembl

Regulacion de la exocitosis de vesiculas sinapticas Fuente: Ensembl

Respuesta al etanol

Proteomas
Funcion molecular

Ubicacion subcelular

. Membrana celular @ # Porsimilitud - pr

(Uniprot)

membrana de multiples pasadasﬁ
# Por similitud

membrana celular postsinaptica €

# Por similitud

densidad postsinaptica €@ # Por similitud

Hota: Enriquecido en membrana plasmatica

dersidades postsindpticas, Requisre la preg

apuntar a la membrana plasmatica (por sim
# For similitud

Para tratar de establecer una funcidn para el dominio C-terminal se utiliz6 PSIPRED. Al realizar una
busqueda mediante este servidor para el fragmento C-terminal de la proteina Q8TCUS5, es decir, de la
posicién 750 a la 1115, para el cual no se pudieron obtener predicciones fiables, se reconocieron dos
posibles dominios en la regién c-terminal (Figura 5, 6, 7, 31, y 32). De esta forma se detecté un segmento
terminal extracelular.

Para la prediccién de la funcién de la proteina objetivo se utilizé un método de aprendizaje automatico, el
método Support Vector Machine (Cai, et. al, 2001) para predecir la clase funcional de las proteinas y
péptidos a partir de sus propiedades secuenciales, independizandose de la similitud
predicciones concuerdan ampliamente con las derivadas de InterPro, pudiendo resumir los resultados en la
tabla 10.

secuencial. Las

CONCLUSIONES Y DISCUSION

Se puede decir, dado los sucesivos analisis, que el receptor NMDA GRIN3A esta altamente conservado en
primates, posee al menos 4 hélices transmembrana, ademas de tener una regién coiled-coil hacia el final de
su secuencia (1000-1115) que es un segmento sin dominios detectables por su alta variabilidad secuencial,
ademas de ser una de las regiones de mayor desorden junto con el segmento que va del 1 al 200 (posible
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péptido sefial). El resto de la proteina tiene una estructura rigida, por ende esta bien conservada por lo que
debe ser una proteina con una funcién bioldgica bien definida.

Tabla 10 . Resumen de los GO terms mas relevantes.

Proceso biolégico Funcién molecular Componente celular
Transporte de iones actividad del receptor de glutamato membrana (GO: 0016020)
(GO:0006811) ionotrépico (GO: 0004970)

proceso biosintético de actividad del canal iénico controlado componente intrinseco de la
macromoléculas celulares por ligando (GO: 0015276) membrana (G0O:0031224)

(G0:0034645)
Via de sefalizacion del actividad del canal idnico (GO: componente integral de la

receptor de  superficie 0005216) membrana (G0:0016021)
celular (GO:0007166)

transporte de iones actividad del receptor de senalizacion periferia celular (GO:0071944)
transmembrana (GO: 0038023)

(G0:0034220)

Nota: Resumen de los GO terms asociados mas relevantes recopilados de Interpro, QuickGO, Uniprot, y el software AmiGO de
GeneOntology (GO).

Para el alineamiento multiple de secuencias con la herramienta T-Coffee se seleccionaron 35 secuencias c/u
perteneciente a las especies del orden de los primates, donde las especies con menor distancia evolutiva
son: Homo sapiens, Pan troglodytes, Gorilla gorilla gorilla. La proteina esta bien conservada, por lo que
seguramente cumplird la misma funcién bioldgica en estos 3 organismos (por transferencia). Se encontré en
el MSA que los segmentos de las secuencias alineadas que muestran mayor nimero de gaps (mayor nimero
de mutaciones, y por ende menor conservacion) son los que corresponden a los segmentos de mayor
desorden en NMD3A _ HUMAN (donde se predice una hélice transmembrana). Se puede observar que hay
tres especies de primates con una regién C-terminal diferente: Carlito syrichta (especie mas alejada
evolutivamente del resto de los primates), Trachypithecus francois, y Rhinopitehcus bieti que poseen una
region C-terminal de mayor longitud que la esperada. Todas las secuencias de homdlogos analizadas
pertenecen al mismo cluster por guardar una alta similitud secuencial, estructural, y funcional.

No se han encontrado unidades de repeticién por lo que no hay evidencias para decir que esta sea una
proteina repetitiva. Al buscar dominios conservados se encontraron 4 dominios: la familia Lig_chan que es
un receptor ionotrdpico de glutamato en el segmento (674-942), la familia Lig_chan-Glu_bd que es una
region con canal idnico ligado L-glutamato y sitio de unidn a glicina en el segmento (557-661), la familia
ANF_receptor que es una region de unidn del ligando de la familia de receptores en el segmento (124-471),
y el dominio de proteinas de unién periplasmica tipo 1y 2 (60-690) aproximadamente. Solo se encontraron
motivos secuenciales que se encuentran en una gran mayoria de proteinas por ser muy comunes. Se
observé una gran cantidad de regiones de baja complejidad en el fragmento N-inicial y el C-terminal de la
secuencia de la proteina Q8TCUS5, lo que implica que estas dos regiones son fuente de alta variabilidad
genética, propensas a aumentar la frecuencia de desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, y
podrian estar implicados en los procesos de adaptacion (evolucion del cerebro social humano).

En cuanto a la funcién molecular es un receptor de NMDA de canales idnicos activados por glutamato, de
baja permeabilidad al calcio, por lo cual se predice que es un componente intrinseco de la membrana. Su
funcién bioldgica esta vinculada al refinamiento sindptico, restringiendo la maduracién y el crecimiento de
la columna, asi como se relaciona a la poda de las sinapsis inactivas.
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RESUMEN

En el presente trabajo se estudié la ATP citrato liasa de bacterias simbiontes de Alvinella pompejana, un
poliqueto que habita en chimeneas hidrotermales. Se llevaron a cabo estudios bioinformaticos para
determinar sus homdélogos, estructura y relaciones filogenéticas. Se determind que se trata de una proteina
formada por dos dominios, uno de unidn a citrato y otro con actividad carboxilato-amina ligasa. Posee alto
contenido de estructura secundaria, no posee regiones transmembrana ni desordenadas. Se hallaron
abundantes homdélogos en los diversos taxa de los tres reinos del arbol de la vida. Se demostré que a lo
largo de la evolucion se conservo el dominio de unién a citrato. El alineamiento multiple de los homdlogos
posee informacidn para sustentar varios clados.

PALABRAS CLAVE: ATP citrato liasa, procariontes, bioinformatica

INTRODUCCION

La ATP citrato liasa es una enzima clave en el ciclo reductor del acido tricarboxilico (rTCA) de la fijacion de
dioxido de carbono durante el crecimiento autétrofo de organismos procariontes. Esta enzima cataliza la
escision del citrato en acetil coenzima A y oxalacetato, en una reaccién inversa a la del ciclo de TCA. Una
reversion de todo el ciclo genera una molécula de oxalacetato de cuatro moléculas de CO2.

La mayoria de los quimioautdtrofos caracterizados asociados con invertebrados de entornos marinos,
incluidos los respiraderos hidrotermales, utilizan la via Calvin-Benson para la fijacién de didxido de carbono.
El ciclo de rTCA se considera una via alternativa de fijacion de carbono y se ha demostrado sélo en unos
pocos procariotas.

En el presente trabajo se analizd la ATP citrato liasa de bacterias episimbiontes del gusano poliqueto
Alvinella pompejana, el cual habita a altas temperaturas en chimeneas hidrotermales de la Dorsal del
Pacifico Oriental.

Las caracterizaciones moleculares de la poblacion de simbiontes de A. pompejana indican que la mayoria de
los simbiontes se agrupan dentro de un solo clado monofilético dentro de la subdivisién épsilon de las
Proteobacterias (Bacteria » Proteobacteria > delta/epsilon subdivisions > Epsilonproteobacteria »
Campylobacterales » Campylobacteraceae » unclassified Campylobacteraceae)

Los objetivos del presente trabajo fueron analizar la ATP citrato liasa secuencialmente, buscando la
presencia de estructuras secundarias, regiones desordenadas, regiones transmembrana y realizar un
modelado por homologia. Por otro lado, se propuso realizar una busqueda de secuencias homdlogas tanto
en taxas cercanos como lejanos filogenéticamente para establecer relaciones y visualizar qué regiones se
conservaron a lo largo de la evolucién.
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METODOS Y RESULTADOS

Prediccion de elementos estructurales

Se comenzé con la busqueda de la proteina en Uniprot (Cédigo: Q6W3M3), se trata de una proteina de 447
aminodcidos.

Para conocer su estructura se realizd una busqueda de dominios conservados en Pfam
(http://pfam.xfam.org/), detectandose 2 dominios. El dominio ATP-grasp_2, que va del aminoacido 5 al 228,
y se encuentra presente en enzimas que poseen actividad carboxilato-amina ligasa dependiente de ATP,
para las cuales es probable que sus mecanismos cataliticos incluyan intermedios de acilfosfato. El otro
dominio es el dominio Citrate_bind que comienza en el aminodcido 266 y termina en el 445, dicho dominio
posee un sitio de unidn a citrato (Fig 1).

\WATE;grasps2jyy. - |Citratesbindy

Fig 1. Dominios ATP-grasp_2 y Citrate_bind precedidos por
Pfam (http://pfam.xfam.org/)

A través del sitio web Jpred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) se determind la presencia de
estructuras secundarias. Los resultados obtenidos demuestran la presencia de a-helices y ldminas
[B-plegada en proporciones similares, siendo las primeras mas abundantes (Fig 2).

No se detectaron dominios transmembrana ni regiones desordenadas. Para dichos analisis se utilizé Phobius
(https://phobius.sbc.su.se/) y MobiDM (https://mobidb.bio.unipd.it/).

Busqueda de homédlogos

Se buscaron homodlogos mediante BLAST en la pagina del NCBI. Las busquedas se realizaron
diferencialmente para distintos grupos de organismos (tabla 1) y utilizando parametros por defecto. Se
selecciond al menos una secuencia de cada grupo, seleccionando un total de 30 secuencias. Ademas, se
realizd un PSIBLAST buscando homodlogos remotos encontrdandose secuencias con hasta un 34% de
identidad siendo el valor mas bajo registrado.

Alineamiento multiple

Se realizd un alineamiento multiple por Clustal Omega para visualizar el grado de conservacién de los 2
dominios encontrados en la proteina estudiada. Se utilizaron los parametros por defecto. Los resultados del
alineamiento mostraron una sola regién bien conservada que va desde el aminoacido nimero 279 al 443
Dicha region coincide con el dominio Citrate_bind (Fig 3).

Modelado por homologia

Se realizd6 un modelado por homologia utilizando Modeller. Se comenzé con la busqueda de un template,
para lo cual realizamos un PSI-BLAST en el NCBI contra la PBD, siendo seleccionada la proteina Chain A,
Citrate lyase, subunit 1 de Methanothrix soehngenii (Archaea; Cédigo de acceso 6HXI_A) la cual posee un
49% de identidad con nuestra proteina. Una vez obtenidos 10 modelos, se evaluaron en Prosall
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Fig 2. Estimacion de estructura secundaria a través de Jpred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/). Las lineas
rojas y verdes indican estructuras secundarias, a-hélice y lamina - plegada respectivamente.

Tabla 1. Proteinas de diferentes grupos de organismos seleccionados a partir del BLAST.

Grupo taxonémico Especie Cddigo NCBI
Chlorophyta (alga verde) Micractinium conductrix PSC76528.1
Annelida Dimorphilus gyrociliatus CAD5123422.1
Annelida Capitella teleta ELU08772.1
Amphibia Xenopus tropicalis NP_001008028.1
Embryophyta (Plantas terrestres) Citrus clementina XP_006438324.1
Embryophyta Populus alba XP_034899784.1
Archaea Candidatus Methanoperedenaceae CAD7776443.1
Archaea Thermoplasmatales archaeon HDM67402.1
Aves Lepidothrix coronata XP_017689586.1
Aves Anhinga rufa NXT90945.1
Bryozoa Bugula neritina KAF6018373.1
Cephalochordata Branchiostoma belcheri XP_019635091.1
Arachnida Tropilaelaps mercedesae OQR79781.1
Chondrichthyes Chiloscyllium punctatum GCC36100.1
Crustacea Tigriopus kingsejongensis AUZ82868.1
Bacillariophyta (Diatomea) Fistulifera solaris GAX17489.1
Echinodermata Acanthaster planci XP_022096812.1

Porifera
Fungi

Fungi
Hemichordata
Insecta
Mammalia
Mammalia
Mollusca
Nematoda
Testudinata
Teleostei
Rotifera
Tardigrada

Amphimedon queenslandica
Podila clonocystis

Taphrina deformans PYCC 5710
Saccoglossus kowalevskii
Oryctes borbonicus

Homo Sapiens

Mus musculus

Biomphalaria glabrata
Caenorhabditis brenneri
Pelodiscus sinensis

Perca flavescens

Brachionus plicatilis
Ramazzottius varieornatus

XP_003386132.1
KAG0018024.1
CCG84442.1
XP_006821438.1
KRT85288.1
3MWE_A
BAE36874.1
XP_013071117.1
EGT55543.1
XP_006131005.1
TDG97951.1
RMZ99671.1
GAV06129.1
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(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) seleccionandose el de menor energia global (Fig 4. A). Al
encontrarse nuestro modelo dentro del drea sombreada se puede establecer que es un buen modelo, ya
gue para generar dicha distribucidn se utiliza una coleccidn curada de proteinas de estructura conocida y
con buena resolucion. Ademds, se analizé el grafico de energias locales mostrando mayormente zonas de
baja energia (Fig 4. B). El modelo seleccionado se visualizé mediante PyMol (Fig 5).
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Fig 3. Fragmento del alineamiento multiple De la ATP citrato liasa de bacterias episimbiontes del gusano poliqueto Alvinella
pompejana y secuencias de diversos organismos que se muestran en la tabla 1. Los residuos idénticos conservados en todas las
secuencias s e encuentran sombreados en negro; los conservados en la mayoria de las secuencias estan sobreados en gris oscuro; y
los cambios conservadores estan en gris claro. Las zonas encuadradas en rojo son las mas conservadas.
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Fig 4. A. Grafico de distribucidon de energias en funcion de la longitud de la estructura, generado con
proteinas curadas y de buena resolucién. El punto negro representa a nuestro modelo. B. Grafico de
energia local. Muestra la energia de nuestro modelo en funcién de la posicion de los aminoacidos en
nuestra secuencia. Se puede observar mayormente zonas de baja energia a excepcién de un pico en la
posicién 150 aproximadamente.

Fig 5. Modelo generado por modelado por homologia a través del Modeller.

Inferencia filogenética

El analisis filogenético se llevd a cabo por el método de Maximun Likelhood en el programa PhyML. Para ello
se utilizé el alineamiento multiple realizado anteriormente, un arbol input realizado por Neibor Joining y el
modelo evolutivo WAG (Seleccionado como mejor modelo utilizando modeltest en el programa Hyphy). La
confianza de las topologias se estimé mediante un boostraping no paramétrico con 1000 réplicas. Una vez
obtenido el arbol se visualizd y editd en el programa FigTree (Fig 6). Se pudo observar que nuestro
alineamiento posee mucha informacién para soportar dos grandes grupos que divergen al principio del
arbol, Un primer grupo formado por Bacterias, Arqueas, algas y Plantas terrestres, en el cual estan bien
soportados todos los nodos entre los diferentes organismos, y un segundo grupo formado por Diatomeas,
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Hongos y Animales. En este ultimo grupo hay un subgrupo muy bien soportado el de los Vertebrados
(Vertebrata) comenzando con los Chondrictios.
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Fig 6. Arbol filogenético de diferentes taxas de organismos (mencionados en la tabla 1).
CONCLUSIONES Y DISCUSION

La proteina Q6W3M3 se trata de una proteina sin regiones transmembrana, que cuenta con alto contenido
de estructura secundaria, tanto alfa-hélices como lamina beta-plegada y no posee regiones desordenadas.

Dicha proteina cuenta con gran cantidad de homdlogos en diferentes taxones de los 3 dominios (Archaea,
Bacteria y Eucharia). Y a lo largo de la evolucidn pareciese haberse conservado el dominio Citrate_bind.

El andlisis filogenético posee informacién para soportar la relaciéon de varios taxones, incluso en grupos
alejados filogenéticamente. En grupos cercanos evolutivamente se puede observar que no ha variado
mucho la proteina, ya que, en los grupos duplicados de un mismo taxon siempre se dieron juntos y con un
alto valor de boostraping.

BIBLIOGRAFIA

Campbell, B, J., Stein, J, L., Cary, C, S. Evidence of Chemolithoautotrophy in the Bacterial Community Associated with Alvinella
pompejana, a Hydrothermal Vent Polychaete.2003. Applied and environmental microbiology, vol 69, N2 9, p. 5070-5078.

Di Meo-Savoie, C, A., Luther, G, W., Cary, C, S. Physicochemical characterization of the microhabitat of the epibionts associated with
Alvinella pompejana, a hydrothermal vent annelid. 2004. Geochimica et Cosmochimica Acta, Vol. 68, No. 9, pp. 2055-2066.

Wahlund, T, M., Tabita, F, R., The Reductive Tricarboxylic Acid Cycle of Carbon Dioxide Assimilation: Initial Studies and Purification of
ATP-Citrate Lyase from the Green Sulfur Bacterium Chlorobium tepidum. 1997. Journal of Bacteriology, Vol. 179, No. 15, p.
4859-4867.

78
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RESUMEN

A lo largo del cuatrimestre se fueron introduciendo diferentes métodos y técnicas bioinformaticas para el
estudio de proteinas. Este analisis se propone estudiar de forma secuencial, estructural y funcional al canal
voltaje operado en humanos, Hv1.

Para esto, se realizé una busqueda de homologia, fijando los pardmetros necesarios. Luego, con alguna de
estas secuencias encontradas, se hizo un alineamiento multiple para corroborar la importancia de Asp112
en la selectividad de los protones.

También se realizd la prediccidon de estructura secundaria y se modelé la estructura terciaria. Se construyd,
ademas, un arbol filogenético utilizando secuencias de proteinas homdlogas de distintos mamiferos que
expresan el canal. Por ultimo, se hizo un analisis de la funcién del canal.

PALABRAS CLAVE: canal de protones voltaje operado; mamiferos; bioinformatica

INTRODUCCION

En este trabajo presento un estudio bioinformatico sobre la proteina Hvl, un canal de protones voltaje
operado en humanos. El gen HVCN1 que codifica para la proteina, se encuentra en el cromosoma 12 de
humanos y se expresa en varios tejidos del organismo. Existen cuatro isoformas, de las cuales se trabajara
con laisoforma 1, cuya longitud es de 273 aminodcidos (Uniprot ID: Q96D96).

En condiciones fisioldgicas normales el pH extracelular es ligeramente alcalino (7,3-7,4); y el pH citosdlico,
menor que dicho valor (7,2). Dos propiedades celulares dan base a la tendencia del citosol a acidificarse: en
primer lugar el potencial de membrana con el interior celular negativo respecto al extracelular, brinda una
fuerza impulsora importante para la entrada de protones y la salida de bases negativamente cargadas, como
el HCO3 - . En segundo lugar, diversas reacciones metabdlicas vitales para la célula, como la produccion de
ATP por la glicélisis en el citoplasma o la fosforilacién oxidativa en la mitocondria, generan H+ como
productos de la reaccion, que aumentan cuando se incrementa la actividad celular. La acumulacién gradual
de H + es compensada mediante su extrusién continua a través de la membrana plasmatica por distintos
mecanismos.

El canal Hv1 se activa con la despolarizacidon de la membrana celular, mediando una corriente saliente de
cargas positivas que tiende a hiperpolarizar la membrana. Ademas, se encuentra en su conformacion
abierta sdélo cuando el gradiente electroquimico es favorable a la salida espontanea de protones, por lo cual
se puede considerar al canal como un estricto extrusor pasivo de H +. Esta fuerte dependencia con el pH
indica que su actividad serd mayor al aumentar el pH extracelular o disminuir el pH intracelular.

Con respecto a la inactivacion, evidencias experimentales indican que los canales Hv1 no presentan en esta
situacidon una dependencia con el voltaje. Sin embargo, cuando se evocan corrientes de H + demasiado
prolongadas (~20 seg.) Se puede observar un decaimiento de la corriente que se asemeja al proceso de
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inactivacién. Se vio que la misma corriente mantenida en el tiempo es la que produce un cambio en la
concentracion de H +, modificando su gradiente. Esto reduce la fuerza impulsora, produciendo una
disminucién de la magnitud de la corriente cada vez mayor, de forma similar a lo que ocurre cuando los
canales presentan un estado inactivo.

En contraste con los tipicos canales de cationes dependientes de voltaje, Hv1l contiene solo el dominio de
deteccién de voltaje (VSD) y carece del dominio de poro central (esencial para otros canales de cationes). La
secuencia de aminoacidos de Hv1 esta relacionada con el VSD de otros canales de cationes. Otra diferencia
es que Hvl es un dimero, donde cada subunidad contiene tanto el sensor de voltaje como la via de los
protones. Se requieren regiones N- y C-terminales del canal para la dimerizacion, logrando una activacién
cooperativa (figura 1). Evidencias muestran que el canal Hvl también podria ser funcional como mondmero.
Se postula que los dimeros se mantienen por interacciones Coiled-Coil entre los dominios intracelulares
C-terminal, por lo que si se remueve o mutan los dominios C-terminal, podria obtenerse la expresion
funcional del mondémero (Asuaje, 2018).

Los canales Hv1 ofrecen a la célula que lo expresa, una via de pasaje de H+ que permite la regulacién del
pHi sin gasto de energia metabdlica. En este sentido, se ha comprobado que la funcién del canal es muy
importante en la recuperacién del pHi de diversos tipos celulares luego de ser sometidos a cargas acidas:
neutrdfilos y basofilos humanos.

Ademas, esta involucrado en enfermedades como el cancer (Bayrhuber et al, 2019):

-La sobreexpresidon de Hvl se correlaciona significativamente con el tamaio del tumor en el cancer de
mama.

-Una isoforma mas corta de Hv1 se enriquece especificamente en células de leucemia linfocitica crdnica, lo
gue hace que Hv1 sea un objetivo farmacoldgico potencial.

Cara extracelular
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FIGURA 1. Esquema de Hvl con sus aminodacidos. Se marcan algunos aminodcidos
importantes, estudiados previamente, como el caso del Aspartato en la posicion 112
(Asuaje, 2018).

METODOS Y RESULTADOS

De la base de datos Uniprot se obtuvo la secuencia en formato FASTA, la cual se utilizé para la bdsqueda de
homalogos en BLAST. Como pardametros para asegurar homologia, se aceptaron aquellos que cumplan con:
un coverage del 70% (cuanto cubre la secuencia de la base de datos a la secuencia
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query), un porcentaje de identidad de al menos 25% (ya que se trata de una proteina de casi 273
aminoécidos), con E-value cuyo valor maximo sea 10. El nimero de hits seleccionado fue de 5000 y el word
size fue modificado a 6 para una mayor sensibilidad. En la corrida del BLAST se obtuvieron 973 secuencias
dentro de los parametros mencionados anteriormente. Se encontraron principalmente en organismos
eucariotas, con predominio en animales, y en mucho menor proporcién en bacterias.

Adicionalmente se realizd una busqueda por PSIBLAST con el objetivo de encontrar homdlogos mas
remotos. Se corrid PSIBLAST con un numero de hits de 500 y luego de 3 iteraciones, se obtuvieron 500
secuencias con porcentajes de identidad mayores al 30%, coverage del 70%, y E-value bajos. En especial,
pudieron encontrarse homodlogos remotos que en una corrida de BLAST no llegaban a encontrarse.

Del total de las secuencias homodlogas encontradas usando BLAST, se seleccionaron 12, cada una
perteneciente a una especie distinta y se realizd un alineamiento multiple utilizando T-coffee (Fig.2). El
aminoacido Aspl12 es crucial para la selectividad de los protones. Se muestra en la figura parte del
alineamiento en donde se observa que el Asp112 se encuentra 100% conservado.
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FIGURA 2. Visualizacién de una seccion del alineamiento multiple de doce secuencias homélogas.

Por otro lado, se realizd una busqueda con la secuencia query en Pfam, una base de datos HMM de
dominios secuenciales que pueden o no coincidir con dominios estructurales. Los resultados permitieron
reconocer un dominio de transporte de iones, una region C-terminal del canal Hv1, dos regiones coiled-coil,
cuatro sitios transmembrana y una zona desordenada (Fig. 3).

Pfam WichRianey -_-i 273
coiled-coil 273
disorder == 273

tm & signal peptide e 273

FIGURA 3. Esquema de los resultados obtenidos en Pfam.

El dominio ion_trans hace referencia a un dominio encontrado en canales de sodio, potasio y calcio. Esta
familia tiene seis hélices transmembrana, donde las ultimas dos flanquean un loop encargado de la
selectividad idnica. En el caso de Hvl, no comparte la totalidad del dominio ya que sélo posee cuatro
hélices transmembrana.

La familia de este dominio estd formada por 3908 especies distintas, distribuidas principalmente en
eucariotas y bacterias,y en menor medida en arqueobacterias (Fig. Al).

Con respecto al segundo dominio, VGPC1_C, hace referencia a la regiéon C-terminal del canal de protones
voltaje operado encontrado en eucariotas, necesario para que se dé la dimerizacidn, ya que esta se
mantiene por interacciones de hélices superenrolladas entre los dominios intracelulares C terminal.
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Ademas, la regidn es esencial para la localizacion de la proteina en una membrana intracelular. La familia de
este dominio esta formada por 134 especies distintas, del dominio eucariota (Fig. A2).

A continuacion, se realizo la prediccidn de estructura secundaria utilizando el programa Quick2D (Gabler, et
al. 2020) (Fig. 4):
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FIGURA 4. Prediccion de la estructura secundaria de Hv1l. Se representa en rosa las regiones 0-hélice, regiones coiled-coil en
verde, regiones transmembrana en violeta y las desordenadas en marrén.

Se puede ver mayormente regiones Q-hélice, coiled-coil y transmembrana. Se visualiza, ademas, una
pequeiia porcién desordenada.

Para profundizar en cada una de las estructuras y corroborar los resultados anteriores, se realizé una
prediccién con distintos servidores de regiones desordenadas, transmembrana y coiled-coil. Para la

prediccién de desorden se obtuvo la presencia de éste en una pequefia porcién de la proteina, utilizando
https://mobidb.org/ (Fig. 5).
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FIGURA 5. Resultado de la prediccién de desorden utilizando https://mobidb.org/

Para la prediccién de regiones transmembrana, se utilizo el programa TMHMM (Fig.A3), mediante el cual se
ve una probabilidad alta (cercana a 1) de encontrar tres segmentos transmembrana, mientras que el cuarto
segmento tiene una probabilidad baja, de 0,3. Sin embargo Quick2D y Phobius (Kall et al., 2004),
encuentran altas posibilidades de existencia de cuatro de estas regiones (Fig.6):
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FIGURA 6. Prediccion de regiones transmembrana con Phobius. Se ven cuatro
regiones transmembrana: del aminoacido 101 al 122, del aminoacido 134 al 160,
del aminoacido 172 al 191, y del aminoacido 197 al 220.

Por otro lado, para el analisis de regiones coiled-coil se utilizé el programa Coils (Fig.7). Predice, usando la
ventana mas grande, una regién coiled-coil cercana al extremo C-terminal (coincidente con la prediccién
realizada con Quick2D). Mientras que con ventanas mas chicas, existe probabilidad de encontrar ademas
una regién adicional en la zona media de la proteina.
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FIGURA 7. Prediccidon de regiones coiled-coil con Embnet.

Luego de hacer el analisis de la estructura secundaria de la proteina, se realiz6 un modelado de la
estructura terciaria de la misma, usando la proteina homdloga en ratéon como template y el programa
Modeller. De los 10 modelos obtenidos, todos fueron parecidos y no muy buenos. Esto probablemente se
deba a que sdlo se encontré una Unica estructura homdloga (en una uUnica conformacion), con una
resolucion de 3.75 A. Ademas, hubo varios residuos perdidos sin coordenadas, por lo que el programa tuvo
gue trabajar con poca informacién valiosa. Se utilizé el programa Pymol para la visualizacion y alineamiento
de los modelos con el template (Fig.8).

83



FIGURA 8. Modelado por homologia. En rosa el template 3WKYV, en amarillo uno de los modelos
elegidos. RMSD = 0,243.

La calidad de los modelos obtenidos se analiz6 con Procheck y Verify (Laskowski et al., 1993; Bowie et al,
1991). El programa Verify analiza el ambiente quimico en el cual se encuentra un aminodcido en una
posicién especifica. El resultado arroja que 1,1% de los residuos tienen un score mayor a 0,2. Idealmente, al
menos el 80% de los aminoacidos deberian tener ese score (Fig. A4).

Procheck, nos da informaciéon sobre el Ramachandran Plot, como forma de evaluar la estereoquimica de los
aminodcidos. Es decir, los angulos psi y phi de cada uno de los aminoacidos de la proteina. Dentro del Plot
hay regiones permitidas y no permitidas, por lo que para ser considerada una estructura de buena calidad,
al menos el 90% de los aminodcidos debe caer en posiciones permitidas. En este caso, hay un 88,85%
dentro de la zona permitida. Lo anterior es otra verificacion de que el modelado no fue bueno, tanto en
términos de ambiente quimico como en aspectos estereoquimicos.

A continuacién se realizé un andlisis filogenético. Para ello se corrié un BLAST en Uniprot, eligiendo 13
secuencias homologas, de diferentes organismos mamiferos, ya que el canal sélo se encuentra en éstos. Se
realizd un alineamiento multiple con T-coffee y el andlisis filogenético por el método de maximum likelihood
utilizando IQ-TREE (incluye la eleccién del modelo evolutivo, siendo el mejor JTT+G4). El arbol filogenético
obtenido fue editado con SNAD y visualizado mediante FigTree (Fig.9). Para el root se usd la opcién de
punto medio y se utilizd el mismo color para aquellos organismos que compartian el dltimo nodo, es decir,
el ultimo evento de especiacién en cada caso.
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FIGURA 9. Arbol filogenético de la proteina estudiada, obtenido en FigTree
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Para terminar de analizar a la proteina, se utilizaron los servidores Consurf y Evolutionary Trace (Lua et al.,
2016). Para el primero, se usé uno de los modelos estructurales obtenidos anteriormente, dando como
resultado que 179 de 273 residuos tienen puntuaciones de conservacién poco confiables debido a datos
insuficientes en el alineamiento multiple (Fig. 10).

FIGURA 10. Visualizacion de la conservacion de los residuos. El color amarillo evidencia que no hay
informacion suficiente. Desde el celeste al purpura la conservacién aumenta.

El Evolutionary Trace calcula distancias evolutivas para ver el rango relativo de importancia estructural y
funcional entre las posiciones de las secuencias alineadas de los homdlogos. El rango es menor si las
posiciones de la secuencia varian entre homadlogos evolutivamente mas cercanos y mayor si las posiciones
varian entre homadlogos evolutivamente distantes.

Se le pidid al programa que haga un alineamiento multiple con secuencias homdlogas seleccionadas por el
mismo, arrojando un grafico Logo y una representacion de la secuencia (Fig. 11).
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| 1101111
FIGURA 11. Gréfico Logo obtenido con Evolutionary Trace y secuencia en colores del canal.

Se destaca una mayor conservacién de la regiéon transmembrana del canal, que coincide con la zona de
selectividad idnica. Ademas del Aspl12, existen otros sitios destacados como: Thr29 es el sitio de
fosforilacion por la protein quinasa C (PKC) lo cual deriva en la potenciacion del canal, His140 y His193
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coordinan la unioén del zinc, el cual ejerce un efecto inhibidor.
(http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/68542/Documento_completo.pdf-PDFA.pdf?sequence=

1&isAllowed=y ).

CONCLUSIONES Y DISCUSION

Con la informacion disponible del canal de protones voltaje operado Hvl se pudo realizar un estudio
secuencial, estructural y funcional del mismo, mediante el uso de diferentes programas y servidores.

Se realizd un recorrido por diferentes bases de datos, extrayendo informacién de las mismas, incluida la
secuencia del gen HVCN1 que utilizamos en la mayoria de las instancias.

Se pudo analizar la estructura secundaria del canal y aproximarse a la estructura terciaria usando el mejor
homalogo encontrado.

Por otro lado, con algunos de los homédlogos cercanos y remotos seleccionados, se pudo construir un arbol
filogenético, y conocer, ademds, posiciones conservadas que podrian llegar a estar relacionadas con la
funcién de la proteina.
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RESUMEN

En el presente trabajo se genera un modelo estructural tridimensional de la Timidilato Sintasa de
Candidatus Poseidoniales archaeon utilizando herramientas bioinformaticas de cardcter secuencial,
estructural, evolutivo y funcional. EIl modelo encontrado demuestra tener similitud secuencial y estructural
con Timidilato Sintasas provenientes de distintos organismos.

Palabras clave: timidilato sintasa, Archea, Candidatus Poseidoniales, modelado, bioinformatica.

INTRODUCCION

Las arqueas del Grupo Marino Il (MGII) representan el grupo de arqueas plancténicas mas abundante de las
aguas superficiales del océano pero su descripcion se encuentra limitada debido a la falta de organismos
cultivables representativos y la falta de secuencias gendmicas disponibles. A partir del andlisis filogenético
comparativo de 270 secuencias se propuso que el MGll es un linaje a nivel de orden para el cual se propuso
el nombre Candidatus Poseidoniales y que comprende a las familias Candidatus Poseidonaceae vy
Candidatus Thalassarchaeaceae, dentro de las cuales se pueden distinguir 21 géneros (Rinke et al. 2019).

La proteina que se analizd en este trabajo (UniProt ID: AOA6V8D8A1) corresponde a la enzima Timidilato
Sintasa perteneciente a la especie Candidatus Poseidoniales archaeon que aun no se clasifica dentro de
ninguna de las dos familias mencionadas anteriormente. Es una enzima metiltransferasa cuya funcién se
encuentra relacionada a la biosintesis de nucledtidos y especificamente cataliza la reaccidon de
5,10-metileno-tetrahidrofolato con dUMP para dar 7, 8-dihidrofolato y timidilato. Esta enzima se caracteriza
por presentar un Unico dominio, con una longitud de 264 aminodcidos, de la cual se conoce su secuencia y
homologos con 90% y 50% de identidad como lo muestra la base de datos de UniProt. Por el contrario, no
se tiene informacién sobre su estructura secundaria ni tampoco un modelo tridimensional de la proteina.

A partir de esta breve descripcién nos propusimos como objetivos principales confirmar lo que se conoce
hasta el momento sobre esta enzima y posteriormente realizar un modelado tridimensional con la intencidon
de inferir los posibles sitios de mayor importancia bioldgica. Para el cumplimiento de estos objetivos se
utilizaran herramientas bioinformaticas de caracter secuencial, estructural y evolutivo

METODOS Y RESULTADOS

Busqueda de homdélogos cercanos y remotos utilizando diferentes metodologias

Para el anadlisis secuencial se utilizan 3 herramientas con fundamentos distintos: en primer instancia se
realiza un BLAST, donde la metodologia se basa en un analisis secuencia-secuencia, luego se realiza un
PsiBlast siguiendo un andlisis de tipo secuencia-profile y por uUltimo a través de la herramienta HMMER se
obtienen resultados con base secuencia-HMM. A continuacidn, se detallan los pardmetros utilizados en
cada programa y en la Tabla 1 se muestra el resumen de los datos mas relevantes obtenidos utilizando las
diferentes herramientas.
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e Alineamiento secuencia- secuencia con BLAST utilizando https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Numero de secuencias: 1000
Base de datos: non-redundant protein sequences (nr)
Umbral de E-value: 0.05

Tamafiio de palabra: 6

e Alineamiento secuencia-profile con PSI-BLAST: https://toolkit.tuebingen.mpg.de/

Numero de secuencias: 1000
Base de datos: nr50_12_Apr (Default)

Valor de corte de E-value para inclusidn en el profile: 1E-6

e Alineamiento secuencia-HMM utilizando Hmmer: https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer

Metodologia BLAST PsiBlast HMMER

Forese | vomoge | onoese | vemoese | vemase | Hemonst | omdogo mis

cercano mas lejano (IT1) (IT2) (IT1) (IT2) lejano (IT3)
%Identidad 100 67,8 15 14 26,9 23,7 16,9
%Similitud 100 86 35 36 77 63,4 57,1
%Gaps 0 0 - - - - -
E-value 0 3,00E-144 3,00E-08 3,00E-06 1,00E-02 1,00E-02 1,10E-02
Score 555 414 63,2 54 26,6 26,4 26,3

Tabla 1. Resultados mas relevantes obtenidos en las busquedas realizadas en BLAST, PsiBlast y HMMER

En primer lugar, mediante el uso de BLAST se encontré que la secuencia con 100% de identidad y 0% de
Gaps corresponde a la secuencia de la Timidilato Sintasa de Candidatus Poseidoniales archaeon,
informacion que se corresponde con lo encontrado en la base de datos de UniProt. En segundo lugar, si bien
el BLAST es un buen comienzo para encontrar los homodlogos cercanos a nuestra secuencia de interés, los
homdélogos mas lejanos tienen un %ldentidad del 67% con buenos scores y E-values bajos, por lo tanto con
esta herramienta y con la limitante de que sdlo se pueden analizar 5000 secuencias, se complica la
busqueda de homdlogos mas lejanos. Para cumplir este objetivo es necesario utilizar otros algoritmos y
otras bases de datos.

Mediante el uso de PsiBlast o HMMER encontramos secuencias con un porcentaje de identidad mucho
menor y con E-values mayores. En estos casos donde los %ldentidad se encuentran por debajo del 20-30%,
no se puede deducir a simple vista si las secuencias alineadas son homoélogas o no, por lo que seria
conveniente realizar otro tipo de estudios como un estudio estructural.

Por otra parte, la herramienta HMMER nos da como resultado un una distribucién taxondmica de los hits
como se muestra en la Figura 1. Esta representaciéon nos muestra la distribucién de los hits donde como se
puede observar, la mayor proporcién corresponde al dominio Bacteria, siguiendo con el dominio Eukaryota
y por ultimo el dominio Archaea. Sabemos que la secuencia analizada corresponde a un organismo del
dominio Archaea y el bajo numero de hits puede corresponder no a diferencias secuenciales, sino que tal
vez las bases de datos no contienen tanta informacién secuencial proveniente de arqueas. Por el contrario,
si se tiene informacién del dominio Bacteria y Eukarota y por eso el nimero de hits podria ser mayor. A su
vez, teniendo en cuenta que la timidilato sintasa cumple una funcidn que podria considerarse universal
(participa en la biosintesis de nucledtidos), tiene sentido que sea una enzima que se encuentre en
organismos tan diversos que abarque desde bacterias hasta eucariontes.
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Figura 1. Arbol filogenético que se obtiene tras realizar la busqueda secuencial utilizando HMIMER.

A partir de los resultados obtenidos y teniendo en cuenta las distintas metodologias utilizadas podemos
observar como se complementan las tres herramientas. Por un lado el BLAST nos provee de informacién
correspondiente a los organismos mds cercanos evolutivamente mientras que las herramientas como
PsiBlast o HMMER permiten obtener homdlogos mas distantes con porcentajes de identidad menores pero
con buenos E-values.

Prediccion de estructura secundaria, segmentos transmembrana, regiones desordenadas y
dominios

Dominios

A partir de la base de datos de Pfam se encontrdé que toda la secuencia de la proteina corresponde a un
Unico dominio correspondiente al dominio de la enzima timidilato sintasa y usando CDART encontramos
gue ese dominio sélo se encuentra en un tipo de arquitectura (compuesta sélo por el dominio Timidilato
Sintasa) y en una Unica especie (Candidatus Poseidoniales archaeon). Prediccion de estructura secundaria
utilizando la herramienta QUick2D ( https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/quick2d).

Como se muestra en la Figura 2 podemos observar que la estructura del dominio se basa en una
combinacion de alfa hélices y hojas beta y no contiene regiones coiled-coils ni transmembrana. A su vez, si
bien esta herramienta muestra posibles coincidencias de regiones desordenadas cercanas al N-terminal,
mas adelante en el informe se analizard con otros programas las regiones desordenadas al igual que los
segmentos transmembrana.

Segmentos transmembrana

Para el andlisis de los segmentos transmembrana se utilizaron dos herramientas distintas: Phobius y
HMMTOP2. Como se observa en la Figura 3A, no hay prediccion de segmentos transmembrana y
graficamente se puede observar que la probabilidad de que el segmento comprendido entre los
aminodcidos 150-200 no supera el umbral correspondiente al citoplasmatico ni al no-citoplasmatico
(extracelular). Los resultados de la Figura 3B son resultados complementarios para corroborar que la
Timidilato Sintasa de Candidatus Poseidoniales no posee regiones transmembrana. Ademas, los resultados
obtenidos se condicen con lo encontrado en el servidor Toolkit para prediccion de estructura secundaria.
Con estos resultados podemos decir que la Timidilato Sintasa es una proteina citoplasmatica.
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Figura 2. Resultados que se obtienen luego de correr el Quick2D. Las porciones rosas corresponden a las
regiones alfa hélice, las azules a Hojas beta y las naranjas a las regiones desordenadas.

Prediction of trA0A6VIDSALAOA6VSDSAL 9EURY Protein: noname
A Length: 264 B
ID  tr|ABAGVEDEAL | ABAGVEDSAL_DEURY N-terminus: OUT
FT  TOPO_DOM 1 264 NON CYTOPLASMIC. Number of transmembrans helices: @
ff Transmembrane helices:
Phokius posterice probabilities For i |AORGVEDERL |ACAGVEDGRL_IELRY Total entropy of the model: 17.0201

4 Entropy of the best path: 17.8281

The best path:

seq MQEYHELIQR TLDEGEQKGD RTGTGTLSWF GHOMRFDLAK GFPMVTTKKV 58
o b pred DOQOOCOOCO DOODODDODO 0000000000 DOCO000D00 0000000000

T — seq HLRSIVHELL WFLKGDTNVA YLQENGVRIW MEWADENGDL GPVYGKQWRA 188

pred DOOO0ODCO0OC 0000000000 OO00000000 0000000000 0000000000

[ £&q WEAKDGRIID QVEQAIDMIK NMPNSRRIIV SAWMVGELDE MALMPCHAFF 158
pred 0000000000 0000000000 DOCOODD00O OOOCOC0OD00 DOOOOCOCO0

seq QFHVANGKLN CQLYQRSADV FLGVPFNIAS YALLTHMMAQ VCGLEAGAFW 208
vk pred O00O0ODOCOD DOOOCODODO 0OOOO0DOO0 0000000000 OOOOO00000

sag HTFGDAHLYS NHLDQANLQL SREPMPLPQL KLNPEITSID DFTYEDIEVW asa
pred DOOOOCO00D 0000000000 QOCO0DDO00 0000000000 0ODO000000

e seq GYEHHPHISA PIAI 284

pred 0000000000 0000

50 100 150 20 250

— -— j — — + GE Tomady aed I Stmom13#68) S Aol Brol 283, 488-306
transnencrane cutoplzsnic non cutaplasnic signal peptice R Al e

Figura 3. Resultados de la evaluacién de segmentos transmembrana. A: resultado obtenido utilizando la herramienta
Phobius. B: resultados obtenidos a traves de HMMTOP2

Posterior label probebility

If vou ame goinz m wse these residrs in voum wesk. pleae cive.

Regiones desordenadas

A partir de la herramienta Dynamine se analizé la secuencia en busqueda de regiones desordenadas y los
resultados se muestran en la Figura 4. Se puede observar que la mayoria de las predicciones para cada
aminoacido se encuentran por encima del umbral de flexibilidad, en otras palabras, gran parte de la

90



secuencia se considera rigida. Teniendo en cuenta que Dynamine asocia la flexibilidad con la presencia de
regiones desordenadas, la presencia de rigidez entonces se corresponde con estructuras ordenadas. En
conclusién, el dominio Timidilato sintasa es un dominio mayormente ordenado, con presencia de
“desorden” en sus extremos N-terminal y C-terminal. Esto ultimo tiene sentido si tenemos en cuenta que la
mayoria de las proteinas tienen regiones mas flexibles en sus extremos.

DynaMine predictions for tr_AOAGVBDBA1_ADABVEDBA1_9EURY
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Figura 4. Resultados obtenidos utilizando la herramienta DynaMine

Clasificacion estructural de la proteina

Con el objetivo de seguir con la caracterizacion de la enzima Timidilato Sintasa de Candidatus Poseidoniales
archaeon se evalué la presencia de dominios estructurales pero a partir de herramientas que se basan en la
aproximacion de la estructura por homologia de secuencia. Para ello se utilizé la base de datos de dominios
estructurales CATH de la cual se obtuvieron los siguientes resultados: 231 dominios alineados y 32 matching
Fun Fams.

Dentro de los 231 dominios, la clasificacion CATH encontrada es la siguiente:

- C(clase): 3. Alpha- Beta

- A(arquitectura): 3.30. 2 Layer-Sandwich

- T (topologia): 3.30.572. Thymidylate Synthase; Chain A

- H (Superfamilia de homdlogos): 3.30.572.10. Thymidylate synthase/dCMP hydroxymethylase
domain

Estos resultados concuerdan con los encontrados utilizando herramientas de prediccion de estructura
secundaria, pero a su vez da informacidon de cémo se relacionan esas estructuras secundarias entre ellasy,
de tenerlos, con otros dominios. En este caso, la informacion de proteinas con estructura conocida refuerza
la idea de que la Timidilato Sintasa de Candidatus Poseidoniales archaeon, al igual que muchas de las
Timidilato Sintasas, estan compuestas por un Unico dominio.

Obtencion de un modelo molecular para la proteina

Eleccion del Template
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Se utilizan varias herramientas para seleccionar el mejor template posible, con un alto %ldentidad, bajo
E-value, buena cobertura, con estructura conocida y en lo posible una resolucién menor a 2 amgstroms. El
resultado que cumple con los requisitos mencionados se encontré utilizando HHPred y posee las siguientes
caracteristicas:

- Nombre: Thymidylate synthase (Escherichia coli (strain K12))
- Cobdigo PDB: 6NNR

- E-value: 3.4e-57

- %ldentidad: 71%

- Similitud: 1.241

- Score: 393.2

- Posiciones alineadas: 264

- Resolucién: 1.05 A

Alineamiento: se lleva a cabo utilizando Clustal y se convirtié de manera manual al formato PIR.

Determinacion de regiones conservadas y variables

Para generar el modelo tridimensional de la proteina se utilizd el programa Modeller que construye el
backbone de carbonos alfa, los loops y cadenas laterales que luego podran ser optimizadas. Para poder
obtener un modelo tridimensional de la proteina de interés, al programa se le debe ingresar un archivo de
comandos que indique el alineamiento y el template que debe utilizar para el modelado. El resultado son
una serie de modelos con distintos valores de funcion objetivo. En este trabajo se eligio el modelo
trAOA6V8D8A1.B99990003.pdb, que pondera entre el valor mas bajo de la funcién objetivo y el DOPEscore.
Cabe aclarar que el Modeller, a diferencia de otros programas, no utiliza una funcidn objetivo con base
energética, sino que a partir de la informacidn del template genera una matriz con informacidn estructural y
a partir de la misma obtiene los “restrains”. Los “restrains” son pardmetros estructurales que poseen un
rango en el que pueden moverse. El mejor modelo es el que infringe la menor cantidad de restrains y por
eso se trata de elegir el menor valor de funcion objetivo.

Evaluacion del modelo en funcion del criterio energético utilizando Prosall
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Figura 5. lzquierda: Resultados de Z-score en funcién del nimero de residuos de las proteinas con estructura conocida que se
obtiene en Prosall. El punto negro indica la ubicacion del modelo. Derecha: Energia de cada posicidon dentro de la secuencia de

interés.

La evaluacion del modelo se puede llevar a cabo siguiendo criterios estructurales y/o energéticos. En este
caso solo se evalud a partir de criterios energéticos y para ello se utilizé la herramienta Prosall. En la Figura
5 se observa la evaluacion del modelo a nivel global. El grafico refleja la relacidon entre los valores de
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Z-score, que se obtienen para proteinas con estructura conocida, en funcidon de la longitud de cada
proteina. Como el modelo se encuentra dentro de la distribucién de posibles estructuras, podemos decir
que es un buen modelo. Por otro lado, se muestra la distribucidon energética de cada posicion de la
secuencia del modelo (Figura 5, derecha), dando informacién de las regiones que pueden ser optimizadas,
teniendo en cuenta que las posiciones de mayor energia corresponden generalmente a los loops. Como en
este caso, las posiciones de mayor energia ni siquiera llegan a valores positivos y cdmo esas regiones no se
corresponden en loops, no se realiza una optimizacion de estos.

Visualizacion del modelo y comparacion con el template en Pymol

En la Figura 6 se observa el modelo obtenido alineado con el template 6NNR (Timidilato Sintasa de E.coli),
gue a simple vista, no demuestra tener grandes diferencias uno de otro y en la consola de Pymol se puede
leer que el RMSD del alineamiento es de 0.18. Teniendo en cuenta que el error experimental asociado a la
difraccion de rayos X y al alineamiento de una misma proteina es de 0.5, podemos decir que el modelo
obtenido a través de Modeller es muy similar al template si sélo tenemos en cuenta la informacion
estructural.

Figura 6. Superposicion 3D del modelo (cyan) y el template 6NNR (verde) que se obtiene a partir de Pymol.

Seleccidn y alineamiento multiple de secuencias

Con el objetivo de analizar las regiones secuenciales conservadas de la enzima Timidilato Sintasa y posterior
analisis filogenético, se seleccionaron al azar 15 secuencias del BLAST con diferentes porcentajes de
identidad que sean lo mas heterogéneos posibles (Ver Tabla 1 en el anexo). Se buscaron las secuencias de
cada organismo en la base de datos de NCBI y a partir de lasmismas en formato FASTA se procesaron

utilizando la herramienta CLUSTAL https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.

A partir de las secuencias se observd que la longitud difiere entre los diferentes organismos. Esto puede
deberse a que como la Timidilato Sintasa es un dominio completo, una secuencia mas larga puede
corresponder a una proteina con arquitectura compuesta por varios dominios donde uno de ellos es el
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correspondiente a la Timidilato Sintasa. Dicho esto, y si bien el alineamiento no es de los mejores ya que
presenta muchos gaps, donde comienza el alineamiento de la secuencia de interés se observan regiones
con un grado de conservacion considerable, teniendo en cuenta que se tomaron secuencias desde un 95%
de identidad hasta un 14% de identidad. (Ver Figura 1 del anexo)

Si consideramos que la conservacién secuencial conlleva a la conservaciéon estructural y funcional,
tiene sentido que la mayor parte del dominio se encuentre conservado, ya que de esa forma se asegura que
la funcidn se mantiene a lo largo del tiempo. Ademas, se observan algunas regiones que se encuentran mas
conservadas que otras (entre los aminoacidos 174-255) que con un futuro analisis estructural y funcional se
podria llegar a dilucidar el rol que cumple esa regidn para que la secuencia se conserve mds que en otras
regiones.

Obtencidon de un arbol filogenético

Con el objetivo de obtener un arbol filogenético se utilizd la herramienta IQtree, que en primera instancia
realiza una evaluacion de modelos para encontrar el modelo de evolucidén que mejor ajuste al alineamiento
multiple presentado anteriormente. El modelo de evolucidon encontrado es LG y es el que se utiliza para
estimar la topologia del arbol filogenético. Ademads, se realizé un bootstraping ultrardpido con 1000
iteraciones (alineamientos realizados al azar). Se obtuvo un arbol filogenético en formato newick que se usé
como input en el programa iTOL que nos permite una mejor visualizacion.

Como se puede observar en la Figura 7, a medida que disminuye la similitud secuencial, es decir el
porcentaje de identidad baja, las diferencias evolutivas aumentan. Por otro lado, se observa que a medida
qgue disminuye la similitud secuencial, los valores de bootstrapping disminuyen, demostrando que la
informacion que posee el alineamiento no es suficiente para soportar las inferencias filogéneticas en torno
a la enzima Timidilato Sintasa cuando la similitud secuencial disminuye. Como era de esperarse, la
secuencia Query corresponde a la misma Timidilato Sintasa de Candidatus Poseidoniales archaeon, y
ademas la mayor cercania evolutiva se da con proteinas con alto porcentaje de identidad. Salvo Lasallia
pustulata que es un hongo y Delftia phage RG-2014 vy deoxyuridylate hydroxymethyltransferase
[Acinetobacter phage SH-Ab 15599] que son fagos, el resto de las secuencias analizadas corresponden a
proteinas de bacterias. Esta informacidén se ve reflejada tanto en la similitud secuencial como en Ia
divergencia evolutiva. La Timidilato Sintasa de Lasallia pustulata se encuentra mas lejana evolutivamente
que el resto de las enzimas de sus respectivos organismos.

Candidatus Poseldoniales archaeon (100%)
ey

Euryarchaeota archaeon (91%)
Acidimicrobiaceas bacterium (88%)
s Alphaproteobacteria bacterium (76%)
L &} c Alloprevotella tannerae ATCC 51269 (61%)
Ml Pspudomonas aeruginosa (70%)

B Delftia phage RG-2014 (45%)
M% % Aureimonas sp. AU40 (55%)

andidatus Peribacteria basterium (54%)
deoxyuridylate hydroxymethyltransferase [Acinetobacter phage SH-Ab 15509] {14%6)
Rhedobacteraceae bacterium (209
= Candidatus Pacearchaeota archaeon {35%)
hl—ﬂ-"-—-PIancmmycetes bacterium (50%6)
~~~~~~~~~~~ Lentisphaerae bacterium ADurb.Bin242 (30%)
...... “é—‘Lasa!ha pustulata (40%)
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Figura 7. Arbol filogenético obtenido a partir de iTOL. Los niimeros rosas corresponden a los valores de bootstrapping y los nimeros
entre paréntesis hacen referencia al porcentaje de identidad que comparten la secuencia de Timidilato Sintasa de ese organismo
alineada con la secuencia Query.

Si bien no se pueden realizar inferencias filogenéticas a nivel de organismo ya que sdélo se esta
analizando una unica secuencia correspondiente a una Unica proteina, encontramos una mayor distancia
evolutiva entre Timidilato Sintasas de organismos que presentan mayores diferencias (hongos-arqueas).
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Analisis funcional de la Timidilato Sintasa

La estimacion de la funcion de una proteina no es tarea sencilla y deben utilizarse la mayor cantidad de
criterios para llegar al mejor resultado posible, que luego debera ser confirmado de manera experimental.
Desde el punto de vista evolutivo, resulta interesante evaluar las posiciones conservadas ya que estas
posiblemente estén relacionadas con la funcidn bioldgica de la enzima. Para ello se utilizd la herramienta
Consurf que, mediante Evolutionary Trace, da informacion de las posiciones mas conservadas y menos
conservadas.

y;
3,
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Figura 8. Representaciones espaciales del modelo de Timidilato Sintasa. A. Posiciones conservadas dentro
del modelo. B. Carga superficial del modelo. Los recuadros rojos hacen referencia a la misma region y
muestra un posible sitio de unidn o entrada de sustratos.

Como se observa en la Figura 8A, las posiciones mds conservadas se observan en la alfa hélice del centro de
la cadena y en algunos loops que se encuentran encuadrados en rojo. Esa misma regidén en la Figura 8B
muestra la presencia de un canal que puede llegar a ser importante en la funcionalidad de la proteina.

Al comparar la informaciéon del template utilizado en el modelado con el modelo obtenido a través de
Modeller se puede llegar a una aproximacién de cual es el sitio activo de la proteina. Por un lado, se analiza
la carga superficial del template utilizando Pymol (Figura 9A), donde se puede ver que los ligandos se
encuentran inmersos en un canal conformado por aminoacidos de carga positiva. A su vez, la Figura 9B
muestra la disposicion estructural de la Timidilato Sintasa de E.coli (6NNR). Como puede observarse, la
cavidad formada por aminoacidos de carga positiva (9A) direcciona hacia el sitio activo de la proteina,
donde va a ingresar el (6R)-5,10-methylene-5,6,7,8-tetrahydrofolate y el dUMP (ambos con carga negativa),
sustratos necesarios para que ocurra la reaccion.
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Figura 9. Estructura tridimensional de la Timidilato Sintasa de E.coli. A: carga superficial obtenida a partir de Pymol. B:
Estructura 3D que se puede encontrar en la base de datos PDB. En rosa el dUMP vy en azul
(6R)-5,10-methylene-5,6,7,8-tetrahydrofolate, ambos sustratos de la reaccidn catalizada por la enzima.

El mismo procedimiento se realizd con el modelo obtenido en Modeller. Como se puede observar en la
Figura 10, la carga superficial del canal varia levemente en el interior. En lugar de estar conformado en su
totalidad por aminoacidos con carga positiva, se ve que hacia el interior aumenta la proporcién de
aminodcidos con carga negativa. Esto podria afectar a la funcion de la Timidilato Sintasa o simplemente
puede estar reflejando que al ser de organismos distintos (el template proviene de E.coli mientras que
nuestra proteina de un organismo del reino Archaea), su composicidn aminoacidica refleja una divergencia
evolutiva correspondiente al habitat diferencial en que normalmente se encuentran esos organismos.

Por otro lado, retomando la Figura 8, podemos confirmar que las posiciones mas conservadas tienen una
funcionalidad enzimatica, ya sea que da lugar al canal de acceso al sitio activo o el sitio activo en si.

Figura 10. Carga superficial del modelo. EI modelo(verde) estd alineado con el
template 6NNR (magenta)
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Por ultimo, en la base de datos de UniProt vemos que la proteina de interés tiene las siguientes anotaciones
GO:

- Funcién Molecular: actividad metiltransferasa, actividad transferasa, actividad timidilato sintasa,
actividad de transferencia de un grupo carbono
- Proceso Bioldgico: metilacidn, proceso de biosintesis de nucleétidos, biosintesis de dTMP.

CONCLUSIONES Y DISCUSION

El uso de diversas herramientas bioinformaticas nos permitieron identificar y confirmar que la secuencia de
interés corresponde a la enzima Timidilato Sintasa presente en una especie de archeas conocida como
Candidatus Poseidoniales archaeon. A partir de BLAST encontramos secuencias homoélogas evolutivamente
cercanas mientras que PsiBlast y HMMER que utilizan otros algoritmos basados en la generacién de profiles
y HMM, nos permitieron obtener secuencias homdlogas mas lejanas. A partir de estos resultados se puede
buscar un gran nimero de propiedades y caracteristica estructurales que intervienen en la funcionalidad y
es asi como encontramos que la proteina de interés se encuentra en el citoplasma y esta conformada por
un Unico dominio. A su vez ese dominio posee una estructura que se basa en la combinacion de alfa hélices
y hojas beta donde las regiones desordenadas se encuentran en las regiones terminales de la proteina.

La informacidon secuencial nos permitid obtener la relacién evolutiva entre secuencias proteicas
provenientes de distintos organismos y de esa manera pudimos realizar inferencias funcionales de los
canales por los que ingresan los metabolitos necesarios para que ocurra la reaccion. También encontramos
gue si bien las regiones funcionales de la Timidilato Sintasa se conservan a lo largo de varias especies, el
cambio de aminodcidos de carga positiva por aminoacidos neutros o de carga negativa pueden
correlacionarse con el ambiente en el que se encuentran y desarrollan los diferentes organismos.

Resulta interesante evaluar la diversidad y la flexibilidad que presentan las herramientas utilizadas a lo largo
del trabajo. Tanto la hipdtesis como la pregunta bioldgica que se desea responder determinan los
programas o herramientas a utilizar y qué informacidon se utilizara como input. En este trabajo nos
planteamos como objetivos corroborar la informacién brindada por las diferentes bases de datos sobre la
Timidilato Sintasa de Candidatus Poseidoniales archaeon y a su vez explorar el modelado tridimensional de
dicha enzima y la importancia de las secuencias conservadas sobre la funcionalidad de la misma y para ello
se utilizaron herramientas que tienen un enfoque evolutivo que nos permitieron inferir o hipotetizar sobre
los objetivos planteados. Es importante tener en cuenta que la inferencia bioinformatica no reemplaza la
necesidad de corroborar las hipdtesis con medidas experimentales.

Por ultimo, en el caso particular de la Timidilato Sintasa de Candidatus Poseidoniales donde existe bastante
informacion al respecto de su funcién y disposicion estructural, con el uso de las herramientas presentadas
se pudo obtener un modelo estructural de la proteina que hasta el momento no se tenia. Ademas, a través
de informacidn evolutiva y estructural se pudo reconocer el sitio activo de la proteina.
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Kisspeptina, GPR-54, en Mus musculus mediante herramientas
bioinformaticas

Alejandro Raul Schmidt

Cdtedra de Bioinformdtica, Area de Biotecnologia y Biologia Molecular, Departamento de Ciencias
Bioldgicas, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata, La Plata, Argentina.

RESUMEN

La kisspeptina cumple un rol fundamental como regulador del eje reproductivo y se la ha asociado a un
receptor acoplado a proteina G heptahelical de la familia de la rodopsina (GPR-54), ubicado en la membrana
plasmatica de las neuronas con expresion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), la cual es de
vital importancia para la reproduccion. Con el objetivo de caracterizar secuencial, estructural y
evolutivamente a GPR-54, en Mus musculus, se utilizaron diversas herramientas bioinformaticas.

A partir del cddigo Uniprot (Q91V45) se accedid a la secuencia FASTA y se realizéd un BLAST en busca de
homologos dentro de Rodentia para su posterior alineamiento multiple de secuencias que destacara la
variabilidad y caracteristicas clase especificas de los mismos. De esta forma, se obtuvieron 6 grupos de
proteinas homodlogas (receptor de Kisspeptina tipo 1, receptor de galinina tipo 1, 2 y 3, receptor de
somatostatina tipo 4 y receptor opioide tipo kappa) con perfiles secuenciales particulares en el extremo N
terminal y en el primero, quinto y sexto loop extracelular. En el mismo alineamiento se encontrd una alta
conservacion de los residuos cuya mutacién dispara la pérdida de funcion del receptor y que por analisis de
Evolutionary Trace mostraron no ser de importancia funcional.

Estructuralmente se construyeron modelos por homologia con el Modeller y ab initio via trRosetta con rmsd
de 1.3 y 0.8, respectivamente, que permitieron visualizar y confirmar las predicciones de estructuras
secundaria generadas por el servidor QUICK2D, que establecian la presencia de alfa hélices en los 7
segmentos transmembrana.

Para finalizar se realizd un analisis filogenético utilizando como modelo evolutivo JTT + F, establecido por
Modeltest, y PHYML, para la construcciéon de un arbol con las secuencias previamente estudiadas de los 6
grupos de proteinas homadlogas. De este estudio, se destaca que el bootstrap del nodo de las GPR-54 con los
receptores de galanina, que fueron las secuencias con mayor similitud, es de 65.

A modo de conclusidn se logré caracterizar secuencial, estructural y evolutivamente a GPR-54, en una triada
que se interrelaciona desde la perspectiva estructura-funcion y que es el reflejo del paso evolutivo.

PALABRAS CLAVE: kisspeptina; mamiferos; bioinformatica
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INTRODUCCION

El eje neuroendocrino reproductivo es regulado de forma coordinada por los neuromoduladores GABA,
Dopamina, Glutamato y Kisspeptina, entre otros, para garantizar la sintesis y liberacion de GnRH (Lehmany
col., 2010), la cual a su vez estimula la secrecién de LH y FSH hipofisarios (Messager y col., 2005; Navarro y
col., 2005; Kauffman y col., 2007).

Entre los mencionados, kisspeptina (Kiss) es un péptido de 54 aminodcidos de expresion hipotalamica, el
cual cumple un rol fundamental como regulador del eje reproductivo, pero que fue originalmente descripto
en 1996 en lineas celulares de melanoma humano como un supresor de metdastasis tumoral (Lee y
col.,1996). Recién en 2001 Kiss se asocidé con su receptor GPR-54 (Kotani y col.,2001; Muir y col., 2001;
Ohtakiy col., 2001).

Dicho receptor fue descrito por primera vez en 1999 como un receptor huérfano acoplado a proteina G
heptahelical de la familia de la rodopsina, clonado inicialmente de cerebro de rata (Lee y col.,1999) y
posteriormente identificado en humano (Kotani y col,. 2001; Clements y col,. 2001; Muir y col,. 2001; Ohtaki
y col., 2001). GPR-54 consta de cinco exones que codifican una proteina de 396 aminoacidos en ratones,
cuyo peso molecular es de 75 kDa (Civelli & Zhou, 2008).

Estructuralmente tiene un dominio N-terminal extracelular seguido por siete hélices transmembrana y el
dominio citoplasmico C-terminal de aproximadamente 70 residuos (seminara y col., 2003; Pasquier y col.,
2014), el cual se une a las subunidades cataliticas y reguladoras de la fosfatasa 2A y forma complejos con las
proteinas asociadas involucradas en la sefalizacion del receptor (Bianco y col,. 2013; Pasquier y col., 2014).

Su localizacién, caracterizada mediante hibridacién in situ y RT-PCR cuantitativa, detectd altos niveles de
expresion de GPR54 en cerebro, particularmente en el hipotdlamo. A su vez, mediante hibridacién in situ de
doble marca y por inmunofluorescencia confocal GnRH / GPR54 se le reconocié un rol fundamental para la
regulacion del eje reproductivo (Messager y col., 2005; Clarkson y col,. 2008), pudiendo ratificarlo con
estudios en ratones GPR54 K.O, que evidenciaron un impedimento para llegar a la pubertad, con érganos
reproductores inmaduros y bajos niveles de esteroides sexuales y hormonas gonadotroficas. Finalmente,
tanto en humanos como roedores, estd descripto que las mutaciones L102P, L148S, C223R y R331X alteran
la funcionalidad de GPR-54 y conducen a infertilidad por hipogonadismo hipogonadotréfico (Ohtaki y col.,
2001; Kauffman y col., 2007; Civelli & Zhou, 2008).

OBIJETIVOS

e Determinar la maxima distancia evolutiva mediante homélogos del receptor GPR-54.

e Establecer las diferencias y la conservacion secuencial presentes entre las macromoléculas
homologas dentro de los principales filos de Rodentia (Myomorpha, Hystricomorpha y Sciuromorpha),
destacando las posiciones importantes que causan infertilidad.

Caracterizar estructuralmente a partir de predictores la secuencia del receptor GPR-54.

Modelar el receptor GPR-54 de Mus musculus por homologia y ab initio

Establecer la filogenia de GPR-54 y sus homodlogos dentro de Rodentia.

Determinar la funcién de la estructura por medio de predictores.
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METODOS Y RESULTADOS

El trabajo realizado inicié a partir del cédigo Uniprot (Q91V45) proporcionado por los docentes y en dicha
base de datos desde la seccion sequence se descargd el siguiente archivo FASTA con la secuencia
aminoacidica de 396 residuos:

>sp | Q91V45 | KISSR_MOUSE KiSS-1 receptor 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Kiss1r PE=1 SV=1

MATEATLAPNVTWWAPSNASGCPGCGVNASDDPGSAPRPLDAWLVPLFFATLMLLGLVGNSLVIYVICRHKHMQTTNFYIA
NLAATDVTFLLCCVPFTALLYPLPAWVLGDFMCKFVNYIQQVSVQATCATLTAMSVDRWYVTVFPLRALHRRTPRLALAVSLSI

WVGSAAVSAPVLALHRLSPGPRTYCSEAFPSRALERAFALYNLLALYLLPLLATCACYGAMLRHLGRAAVPAPTDGALQGQLL

AQRAGAVRTKVSRLVAAVVLLFAACWGPIQLFLVLQALGPSGAWHPRSYAAYAVKIWAHCMSYSSALNPLLYAFLGSHFRQA

FCRVCPCCRQRQRRPHTSAHSDRAATHTVPHSRAAHPVRIRSPEPGNPVVRSPCAQSERTASL

A partir de la secuencia se realizd un Blast en el NCBI en bisqueda de homoélogos y para ello se utilizé una
base de datos non redundant que incluyé GenBank CDS translations + PDB + SwissProt + PIR + PRF, y los
parametros de corte E-Value 0.00005, coverage 70% y porcentaje de identidad al 30%, se recuperaron 4308
secuencias.

De estas el homodlogo mds cercano se encontré dentro del mismo género en la especie Mus caroli, en la cual
kiSS-1 receptor isoform X1 presenté 98% de identidad y similitud, sin insercidn de gaps. En el otro extremo
de la distribucién de homdlogos con un 30% de identidad, 50% de similitud y 6% de gaps encontramos el
receptor de galanina tipo 3 en la especie Cyanistes caeruleus, la cual es un ave de la familia Paridae.

Con la idea de encontrar homdlogos mas lejanos y ante la imposibilidad técnica de realizar un PSIBLAST con
la base de datos non redundant (nr, NCBI) completa se decidié utilizar este método iterativo con la base de
datos landmark (NCBI) que incluye a los organismos modelo. Los parametros utilizados en este caso fueron
E-Value 0.00005 y hasta 3 iteraciones, encontrando en este caso como homdlogo mas lejano a la
rhodopsina 5 en su isoforma B en Drosophila melanogaster con 20% de identidad, 35% de similitud, 87% de
cobertura y 3% de gaps.

Como se planted el objetivo de establecer diferencias y conservacion secuencial de GRP-54 dentro de los
principales subdrdenes de Rodentia, se decidié filtrar la salida que se obtuvo por Blast desde la base de
datos Non redundant para Myomorpha, Hystricomorpha y Sciuromorpha, siguiendo también con la
utilizacion de los pardmetros de coverage 70% y porcentaje de identidad al 30%. En este estudio se
recuperaron 126 secuencias, siendo el homélogo mas lejano encontrado el receptor de galanina tipo 2 en la
Peromyscus leucopus, de la familia Cricetidae con un porcentaje de identidad de 30.48%, similitud 49.29% y
6% de gaps.

Todas las secuencias obtenidas se alinearon usando T-Coffee (via EMBOSS) y el alineamiento obtenido se
visualizd con los programas Jalview y GenDoc.

A partir del alineamiento multiple de las 126 secuencias recuperadas, se evidencio la presencia de 6 grupos
de proteinas homologas (receptor de Kisspeptina tipo 1, receptor de galinina tipo 1, 2 y 3, receptor de
somatostatina tipo 4 y receptor opioide tipo kappa) las cuales mostraron un patrén en la secuencia
particular para cada una de ellas.

Dado que dentro de estos 6 grupos no se observaron variaciones mutacionales mayores, se decidié
seleccionar al azar 2 secuencias representativas de cada grupo y realizar un nuevo alineamiento que sera
representativo de estos.
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En el extremo N terminal de los homdlogos alineados se observan grandes diferencias en el largo de
secuencia caracteristico de cada tipo de proteinas, esto es debido a que el algoritmo inserta gaps para

mejorar el alineamiento. Asi mismo no se observa conservacién aminoacidica en este segmento secuencial
(figura 1).

. 20 * 40 . €0
KiS5-1 receptor [Mus muscilis] BATE = === == = = == = = = = ATLAPNVTWWAP-SNAEGCPGCGVNA-SDD--PGSAPRPLDA
KisS-1 receptor [Arvicanthis rffoticus) BATE == == === === === mm AMLGPNMTWWAP-SNAESGCPGCSANA-SDD--PGSAPGPLDA
KiS5-1 receptor [Marmota flaviventris) NT-SDG--LAPAPWLLDA
Galanin receptor type 1 [Coviaporcelfus] BELA - == e cmmm e A e e = AGNGSGPNPLAAEPWLLFGIG-VDN

Galanin receptor type 1 [Grammomys surdaster) EGNGSDPEPPALESRPLFGIG-VEN

Galanin receptor type 2 [Meriones unguiciiotus] BNGS GGQ======= GV-GRTNQEG=====eccccnana DGGWCPEA
Galanin receptor type 2 [Urociteflus parryii] BN¢ oW A-EfVBCAG=========r=e== GTGWCPEA
Gatanin receptortype 3 (Octodon degus) e e i i A e s TR e it e iy DNPGNVGA

Galanin receptor type 3 [Mesocricetus auragtus) ) IRl === =meeeees - DSPGSVGA
Somatostatin receptor type 4 [Mastomys cotcha) gt G AMSWAPDE---E-EEDAMRSDGTGTAGM
Somatostatin receptor type 4 [Onychomys torridus) SSAPDE---E-EEDAVRSDGTGTAGM

Kappa-type opicid receptor [Heterocephalus glaber] WAESDSNGSASP-EDEPLEPAHISPAIP
Kappa-type opioid receptor [Rattus rottus] RESFI C FRGEPGPTCAPSACLLPNSSSW FP‘J WAESDSNGSVGS~-EDCQLEPAHISPAIP

Figura 1. Alineamiento multiple de secuencia del extremo N terminal de Kiss-1R y sus homadlogos, visualizado por
GenDoc.

Ante el conocimiento que GPR-54 es una proteina de 7 pasos transmembrana y se contaba con la posicion
de cada uno de ellos desde la informacion brindada por Uniprot, se evalud la conservacién de residuos
tanto a nivel intersegmentos como de los segmentos transmembrana propiamente dichos.

En el primero de los casos se observan inserciones reflejadas por los gaps que modifican el largo de los
loops (figura 2). En el receptor de galanina tipo 2 y 3 hay inserciones en el primer loop extracelular,

mientras que en el receptor de Kisspeptina 1 las inserciones se observan en los ultimos 2 loops,
citoplasmatico y extracelular.

a K155 1 receptor [Mirs mescilus] B S5
Ki55-1 receptor |Arwiconfhis nilobicus]
KiS5-1 receptor [Marmeta floviventis] B 5
Galandn receptor type 1 [ Covio porcelivs]
Galanin receptor type | [Grommamys surdaster]
Galanin receptortype 2 [Merones inguiculotis] SRR
Galanin receptor type 2 | Unocitedius panryii] 2 VESEE ~
Galanin receptor type 3 [Octogon degus] B C
Galanin receptor type 3 [ Mesoorioeius owrofus] R
Somatostatin receptar type 4 [ Mattomys covcha] B 5
Somatostatin receptor type & [Onycharmys horridus] l£A
Kappa-type opioid receptor | Mererocephalus glober] | £
Kippa-type opidid receptor [Rotius rotius] i S FI0 e

. 280 ' 200
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Ki551 receptor !Mafmara-jlnmwnrminA;-.\'?ri.— L3 FOLLAERN
Galanin receptor type 1 [Covio porcelins X -RENT R e SET
Galanin receptor type 1 |Grommomys surdaster R -LENM A 5
Galanin receptor type 2 [Meriones unguwicutatus T
Galankn recepor type 2 [LUrocitelius parnal§
Galanin réceplor bype 3 [Octapkon degors
Galanin receptor bype 3 [(Mesocricetus ourotus
Somatostatinreceptor type 4 |[Mastomys couchal
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Kappa-type opbosd receptor [Heterocephalus plober]
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Figura 2. Alineamiento multiple de secuencia de intersegmentos transmembrana de Kiss-1R y sus homdlogos,
visualizado por GenDoc. Cuadro rojo, destaca los residuos que componen el intersegmento en las diferentes secuencias.
a. Primer loop extracelular. b. quinto loop citoplasmatico. c. sexto loop extracelular.

Dentro de los 7 segmentos transmembrana informados en Uniprot, encontramos en todos los casos la
presencia de aminoacidos altamente conservados, mayormente de propiedad fisicoquimica hidrofébica. A
modo de ejemplo en la figura 3 se muestra el segmento que va del aminoacido 79 al 101 de la secuencia
query en donde se destaca que aproximadamente 2/3 de los residuos son neutros no polares o hidréfobos
(alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina y fenilalanina) y 1/3 neutros polares o hidréfilos
(glutamina, asparagina, tirosina y cisteina).

102



Cabe destacar que dentro de una posicidn parcialmente conservada, los cambios mutacionales observados
serian especificos de una rama evolutiva, como ser la posiciéon 103 (flecha de la figura 3) del alineamiento
en donde se observa que todos los receptores de kiss-1 poseen fenilalanina, mientras que los receptores de
galanina leucina y finalmente los receptores de somatostatina y opiodes tipo kappa isoleucina.

KisS-1 receptor [Mus musculus] it
KiSS-1 receptor [Arvicanthis niloticus] Gy

Galanin receptor type 1 {Cavia porcellus] [

Galanin receptor type 1 {Grammomys surdaster) ¢
Galanin receptor type 2 [Meriones unguiculatus) g

Galanin receptortype 2 [Urocitellus parryi

Galanin receptortype 3 [Octodon degus] §

Galanin receptor type 3 [Mesocricetus auratus)

Somatostatin receptor type 4 {Mastomys couchal

Somatostatin receptor type 4 {Onychomys torridus] jss

Kappa-type opioid receptor [Heterocephalus glaber]

Kappa-type opioid receptor [Rattus rattus] jyts e

Figura 3. Alineamiento multiple de la secuencia de Kiss-1R y sus homdlogos, visualizado por
GenDoc. Cuadro rojo, destaca los residuos que componen el segundo segmento
transmembrana en las diferentes secuencias. Flecha roja, indica la posicién 103.

Esta caracteristica secuencial de gran cantidad de posiciones completamente conservadas, una mayor
proporcion de aminodcidos de caracter hidrofébico y mutaciones sitio especificas que se comparten entre
las proteinas de un grupo, se repite en el resto de los segmentos transmembrana.

Otra particularidad secuencial a destacar es que el ultimo 10% del alineamiento correspondiente al extremo
C-terminal, no presenta conservacién secuencial salvo las posiciones prolina 437 y 443 que se encuentran
parcialmente conservadas (figura 4).

420 * 1 440 | x 460
KiSS-1 receptor {Mus muscufus] - ———pVRI—————— RSPEP--GN-PVVRSP-CAQS-ERT--ASL
Ki55-1 receptor [Arvicanthis niloticus] - — - —~PGRV == ———— VGPER--GN-BPVARSP-CAQSEQHT--ASL
Kiss-1 receptor {Marmoto flaviventris] - - - —=PAPT—————— RTPEKR--RSSGAAGRG-CA-—=—==—==—=n ¥
Galanin receptortype 1 1€avia porceitus] ——————— = — e e v
Galanin receptor type 1 [Grammomys SURtaster] — — = — = = = o o e v
Galanin receptor type 2 [Meriones unguictlatus] AAG-PLVAAS——ALLSAEP-PVE—PSAC~ ~~ e mnmm am a e nem e

Galanin receptor type 2 {Urociteflus porryi| VAGLPVSVRD-—-LASCA--ASG-PSQHQE-TLNILTVN--E-T
Galanin receptor type 3 {Cctodon degus] DAG-PRLALSAGGAWGAEP-RGE-PAPRRG-ASRALPAL--EHE
Galanin receptor type 3 [Mesocricetus guratus] DER-PR --GWSMEP-RGD-ALHGGE-TGLALSAR--RPQ

Somatostatin receptortype 4 [Mastomys coucha] - —-G-AGCI-———-— CPPLPCQQE-PMQAEPGCK-QVPFTKTTTF
Somatostatin receptor type 4 [Onychomys torridus] ——G-RGCI—————-— CPPLPCQQE-PMCAEPGCK-QVPFTRTTTF
Kappa-type opioid receptor [Heterocephaius glaber] ——G-M-——————————————— L e e v
Kappa-type opioid receptor [Rottus rottus] - —G-M-———-————-—m--—— NE =t st St il

Figura 4. Alineamiento multiple de secuencia de Kiss-1R y sus homélogos, visualizado por GenDoc.
Se observa el extremo C-terminal del alineamiento. Flechas rojas indican las posiciones de prolina
437y 443,

Con respecto a las posiciones y residuos fundamentales para la funcién de GPR-54, se puede observar que
las posiciones L102, L148 y C223 del loop y la posicion R331 citoplasmatica se encuentran completamente
conservadas en el grupo de receptores Kiss-1, y parcialmente, con sustituciones por aminodcidos
mayormente de la misma caracteristica fisicoquimica, en las proteinas homologas (figura 5).
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KiSS-1 receptor [Arvicanthis niloticus] CQ

KiS$-1 receptor [Marmota flaviventris] CQJ

Galanin receptor type 1 [Cavio porceilus] FCp1

Galanin receptor type 1 [Grammemys surdaster] FQ)

Galanin receptor type 2 [Meriones unguiculatus] COpE
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Kappa-type opioid receptor [Heterocepholus glaber]T
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Figura 5. Alineamiento multiple de secuencia de Kiss-1R y sus homdlogos, visualizado por GenDoc. Se observan las
posiciones L102, L148 y C223 del loop y la posicion R331 el extremo C-terminal indicadas con flechas rojas.

Para completar la caracterizacién secuencia de GPR-54 (Q91V45) se procedid a su analisis mediante
predictores de la estructura secundaria y asociados. Como primera medida, se corrid a partir de la
secuencia de GPR-54 el servidor online Quick2D, el cual integra diferentes predictores de estructura
secundaria de tercera generacién (basados en redes neuronales), sumando a su salida informacidon de la
identificaciéon de segmentos transmembrana y aminodcidos que participan de una regidon desordenada
(figura 6).

- ey
55 = Gehelix Bstrandim-helix CC = Coiled Colls TM = ransmembrane DO = Disorden
AA_QUERY 1 PATEATLAPNVTHHAPSNASGCPGCGYNASDDPGSAPRPLDANLVPLEFATLHLLGLVGNSLVIYVICRHKHUQTVINEYIANLA 85

SS_PSIPRED

$5_SPIDER3 HHHHHHHHHHHHHHAHHHHHHHA HetHHHHHHH
$5_PSSPRED4 EEE AHAARHARHAHARAAAH  EEEEEEEE  HHHHAHARHHHH
S5_DEEPCNF HHHHHEHHHHHAHHERHH  EEEEEEEEE EEEEEE
SS_NETSURFP2 ! b it
SS_PIPRED I I

TH_THHMM MMM Y L]
TH_PHOBIUS e SRR EER el
TH_POLYPHOBIUS Lo

DO_NETSURFPD2
DO_DISOPRED
DO_SPOTD
DO_IUPRED
AA_QUERY 86
SS_PSIPRED
SS5_SPIDER3
$5_PSSPRED4
$S_DEEPCNF
SS_NETSURFP2
SS_PIPRED
TH_THHMM
TH_PHOBIUS
TH_POLYPHOBIUS
DO_NETSURFPD2
DO_DISOPRED
DO_SPOTD
DO_IUPRED

AA_QUERY 171
§5_PSIPRED
S5_SPIDER3
SS_PSSPRED4
SS_DEEPCNF
SS_NETSURFP2
$S_PIPRED

THM_THHMM

TH_PHOBIUS
TH_POLYPHOBIUS
DO_NETSURFPO2
AA_QUERY 256 AVRTKVSRLVAAVVLLFAACHGPIQLFLVLQALGPSGAWHPRS YARYAVKIWAHCHSYSNSALNFLLYAFLGSHFRQAFCRVCPC 340
S5_PSIPRED e T e e e e FRERAHHBHAHOEAHAHHARHAAEAD  AHOHAAHHE
SS_SPIDER3 HHHHHE HHHHHHHE H HHt HHHHHHHH i
SS_PSSPRED4 HHHHE H HHHHHHHHHHHHHHHHHEHERE HH
SS_DEEPCHF d i 4 HFHH [
SS_NETSURFP2 H i H
SS_PIPRED
TH_THHMM
TH_PHOBIUS
TH_POLYPHOBIUS
DO_NETSUREPD2
DO_DISOPRED
DO_SPOTD DDDBOOODD

DO_TUPRED

AA_QUERY 341 CRQRQ THT AQSERTASL 396
S5_PSIPRED EE  EEEEEE EEEEE

SS_SPIDER3

SS_PSSPREDA HHAH EEE E

SS_DEEPCNF
SS_NETSURFP2
SS_PIPRED
TH_THHMM
TH_PHOBIUS
TH_POLYPHOBIUS
DO_NETSURFPD2

0O_DISOPRED DDODODDDOODDD DDODDODOODDDOD
DO_SPOTD
DO_IUPRED 0DODDDDDDDDDD DDDODDDODDODD  DDDODDDDDD

Figura 6. Salida del Quick2D, donde se observa la secuencia aminoacidica de GPR-54 y
los elementos de la estructura secundaria, segmentos transmembrana y residuos que
participan del desorden predichos.
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A partir de la figura 5, se puede observar que la gran mayoria del resto de la proteina se compone de
bloques de Hélices a ordenados dentro de 7 segmentos que coinciden con segmentos transmembrana. En
ninguno de los 7 segmentos las Hélices a forman parte de coiled coils.

En cuanto a la estructura secundaria hoja B, a pesar de encontrarse presente en aminoacidos
transmembrana de algunos predictores, esto fue descartado por consenso, pero se hipotetiza la presencia
de algunos aminoacidos que puedan adoptar esta estructura en el extremo C terminal de la proteina.

En cuanto a la presencia de regiones desordenadas en los extremos amino y carboxilo terminal, se observé
consenso de prediccidon de desorden mediante diferentes programas en el extremo carboxilo, pero no asi en
el amino terminal. Para profundizar en la caracterizacién de las regiones desordenadas se utilizé la base de
datos MobiDB. Los resultados obtenidos permiten corroborar la presencia de desorden en el extremo
carboxilo terminal, no asi en el extremo amino terminal, a pesar de presentar aminoacidos tendientes al
desorden (linea MobiDB-lite). En el apartado estructura secundaria utiliza la plataforma FeSS, la cual
destaca la presencia de un alto contenido de Hélices (linea Helix FaSS) que son coincidentes con la
existencia del dominio estructural Unico establecido por homologia (linea Domains consensus). Por ultimo,
al integrar MobiDB informacidn de la base de datos de Uniprot, brinda en su salida la presencia de los 7
segmentos transmembrana predichos anteriormente por el QUICK2D (linea Transmembrana), ubicados
entre los aminoacidos 44-66, 79-101, 117-138, 158-180, 204-224. 261-283 y 306-330 (figura 7).

Para caracterizar cuales eran los dominios presentes en la proteina se recurrid a la base de datos Conserved
Domain Database (CDD), redireccionada desde el BLAST de NCBI (figura 8).

Los resultados indican la presencia de un Unico dominio correspondiente al receptor de péptido derivado de
KiSS-1, miembro de la familia de la clase A de receptores acoplados a proteina G de siete pasos
transmembranas (cédigo de acceso CDD: cd15095), perteneciente a la superfamilia 7tm_GPCRs de
receptores acoplados a proteina G de siete pasos transmembranas (cédigo de acceso CDD: cl28897).

Cabe destacar que la superfamilia es compartida entre todas las proteinas homélogas caracterizadas por
Blast, entre las que se incluyen a los 6 grupos de receptores Kisspeptina tipo 1, galinina tipo 1, 2 y 3,
somatostatina tipo 4 y opioide tipo kappa. La carencia de coiled colis fue corroborada por el software
NCOILS, el cual utiliza un método de ventana para la prediccion, utilizando ventanas de 14, 21 y 28 residuos.
En ningln rango se hizo presente la estructura secundaria coiled coils.
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Figura 7. Salida del MobiDB para el cédigo Uniprot Q91V45. La imagen integra secuencia consenso de desorden,
estructuras secundarias predichas por FeSS, dominio consenso y elementos transmembrana.
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Figura 8. Salida del Conserved Domain Database. Se observa un solo dominio perteneciente a la familia 7tmA_KiSS1R
de la clase A de receptores acoplados a proteina G de siete pasos transmembranas y las superfamilias 7tm_GPCRs,

PHA03087 y 7tm_1.

En el caso del perfil de segmentos transmembranas, éste fue corroborado e ilustrado con el predictor

TMHMM, basado en la presencia de Hélices a consecutivas (figura 9). Cabe destacar que el programa ha
predicho correctamente la regidn outside-inside hasta el sexto segmento transmembrana, pero ha fallado
en el reconocimiento del séptimo segmento debido a la baja probabilidad y en la secuencia carboxilo
terminal intracitoplasmatica al caracterizarla como outside en el global, al verse arrastrada por la

probabilidad del dltimo segmento.
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Figura 9. Salida del TMHMM 2.0. Se observan basados en probabilidad, los 7 segmentos transmembrana y

los elementos secuenciales inside-outside.

Por ultimo, en el andlisis secuencial, se verificd la incongruencia de desorden en el extremo amino terminal

por medio de uno de los predictores de desorden mas sélidos para su estimacién como lo es el lupred2A.
Aqui se encontré que si bien existe tendencia al desorden en el extremo amino no alcanza a llegar al cutoff

gue considera el programa (figura 10).
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Figura 10. Salida del lupred2A. El extremo carboxilo terminal de la secuencia de GPR-54 de Mus musculus presenta

aminodcidos que superan el cutoff de desorden. La linea roja corresponde al desorden. Linea azul corresponde a las

regiones con desorden que tienen capacidad de interaccién con ligandos (figura 10).

Una vez analizada la secuencia, y en la busqueda de profundizar el conocimiento estructural de GPR-54, se
realizé un modelado por homologia. Para el mismo, como primera medida, se establecieron los templates a
partir de blast con la secuencia de Kiss-1R de Mus musculus y la base de datos de la PDB, dada la necesidad
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de que las secuencias homodlogas tengan el mejor porcentaje de identidad posible, una buena cobertura y
estructura conocida.

De dicha busqueda se obtuvieron dos posibles candidatos para el modelado, el receptor de orexina-1
(6TO7) y el receptor delta opioide 7TM (4N6H), ambos de Homo sapiens (tabla 1). El alineamiento de
GPR-54 y los candidatos elegidos para el modelado se realizé con el programa T-Coffee.

Tabla 1. Homélogos de GPR-54 de Mus musculus candidatos para el modelado, con los datos de
relevancia para el modelado por homologia.

6TO7 32.52 49 69 2.29
4N6H 31.96 50 72 1.8

El programa Modeller, se ejecutd localmente, para obtener 25 modelos con cada homélogo, los que fueron
evaluados segun los valores de Molpdf y DOPE.

Los mejores modelos para 6TO7 (el 13) y para 4NH6 (el 4) fueron evaluados mediante ProSA-web. Ambos
mostraron no ser de calidad suficiente, con Z-scores que se escapaban a la distribucién normal, ademas de
contener regiones de alta energia. Cabe destacar que ninguno de los templates permitid un correcto
modelado de las regiones amino y carboxilo terminal. Asi mismo en pos de mejorar el modelo, se edité el
alineamiento del mejor template, el 4N6H, y se eliminaron aminodacidos no alineados de los extremos
amino y carboxilo terminal. Con esta metodologia se logrd una leve mejoria del modelo evidenciado por los
analisis mediante ProSA, obteniendo un acercamiento del Z-score a la nube de distribucién y disminuyendo
la energia (figura 11).

Cvarall model quality

313

Las estructuras del modelo PDB y el modelado por homologia de GPR-54 fueron alineadas utilizando el
software PyMOL para su visualizacion (figura 12) y a través del servidor DALI para evaluar la disimilitud
estructural mediante el valor de rmsd que fue de 1.3 A. Continuando con la busqueda de un mejor modelo
de GPR-54, se procedié a realizar un modelado ab initio mediante la plataforma trRosetta a la cual
solamente se le brindd la secuencia en formato FASTA. El modelo obtenido (de TM-score: 0.81) se alined
por PYMOL con su template correspondiente (figura 13a) y se evalud con ProSA, evidenciando un Z-Score
dentro de los limites de distribucion (figura 13b-d), y DALI con un rmsd de 0.8.
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Figura 12. Alineamiento estructural de GPR-54 modelado y 4NH6
editada por PYMOL. En rojo se observa la estructura de GRR-54 y en
verde la estructura de 4NH6. Rmsd = 1.3.

Figura 13. A. Alineamiento estructural por PYMOL de GPR-54 modelado ab initio y el template
5ZBH. En rojo se observa la estructura de GRR-54 y en verde la estructura de 5ZBH. Rmsd = 0.8,
TM-Score = 0.81. B, Cy D. Salida de ProSA para el modelo ab initio de GPR-54 de Mus musculus.

La asignacién estructural se evalud por la clasificacion CATH, utilizando su servidor web. En este andlisis a
partir de la secuencia de Kiss-1 R de Mus musculus, se obtuvo como resultado que la proteina se compone
de un solo dominio estructural, 4ea3B, que pertenece a la superfamilia de homdélogos Rhodopsina de 7
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hélices transmembrana. En la figura 14 se observa la salida completa del CATH con las 4 primeras
categorias, clase, arquitectura, topologia y superfamilia.

CATH Classification

P Same Class

Level CATH Code Description
o) Same Architecture 3 1 Mainly Alpha
W Same Topology (fold) 3 1.20 Up-down Bundle
) Same Homologous o 1.20.1070 Rhopdopsin 7-helix transmembrane proteins
Superfamily 1.20.1070.10 Rhodopsin 7-helix ransmembrane proteins

Figura 14. Salida del CATH para la secuencia del receptor Kiss-1 R de Mus musculus.
Clase: Mayormente alpha, Arquitectura: up-down Bundle, Topologia y superfamilia de
homdlogos: Proteinas transmembrana de rodopsina de 7 hélices.

Una vez caracterizado el receptor de Kiss-1 secuencial y estructuralmente, se procedid al analisis de su
filogenia utilizando las mismas secuencias del alineamiento multiple y que destacaron la presencia de 6
grupos de proteinas homaélogas con un patrdn particular en la secuencia para cada una de ellas. Para ello,
en una primera etapa se realizd la evaluacion del modelo evolutivo a utilizar con el software Modeltest. En
este caso se utilizé un arbol construido con el algoritmo de Neighbor Joining del programa HYPHY. Este arbol
fue utilizado junto con el alineamiento multiple previamente obtenido para la comparacién de modelos via
Modeltest, con el establecimiento adicional de 4 categorias de velocidades de sustitucién que toma la
distribucion gamma. Como resultado, el mejor modelo evolutivo para las secuencias y la topologia dada,
seleccionado segun AIC, fue JTT + F.

A continuacién se realizé la inferencia filogenética por Maximum Likelihood utilizando el programa PHYML
(v. 3.1), utilizando como arbol de inicio un arbol de Neighbor Joining, y como algoritmo de busqueda el
mejor de NNIy SPR. Para el soporte de ramas se utiliz6 bootstrap, utilizando 100 replicantes.

El arbol resultante fue cargado en el servidor ITOL para su visualizacidn y edicién, obteniendo la figura 15 en
la cual se puede apreciar las relaciones filogenéticas de Kiss-1 receptor isoforma 1 de Mus musculus y sus
ortologos, sin la presencia de root dada la falta de una secuencia outgroup.

Somatostatin receptor type 4 [Onychomys torridus]
Somatostatin receptor type 4 [Mastomys coucha]

— Kappa-type opioid receptor [Rattus rattus]
100 b Kappa-type opioid receptor [Heterocephalus glaber]

Galanin receptor type 3 [Mesocricetus auratus]
T:Ga\anin receptor type 3 [Octodon degus]

Galanin receptor type 2 [Urocitellus parryii]
T: Galanin receptor type 2 [Meriones unguiculatus]
60 [ Galanin receptor type 1 [Grammomys surdaster]
a9 L Galanin receptor type 1 [Cavia porcellus]

38 Kiss-1 receptor [Arvicanthis niloticus]
T'_,:KissJ receptor isoform 1 [Mus musculus]
64 Kiss-1 receptor [Marmota flaviventris]

Figura 15. Arbol filogenético no rooteado para el receptor de kiss-1 isoforma 1 de Mus musculus y los receptores
homodlogos. En cada rama se observa el soporte obtenido por bootstrapping.

100

67

El bootstrapping demuestra un sustento desde las secuencias muy robusto en el nodo entre los receptores
de somatostatina y el resto de los ortdlogos, lo mismo que sucede en relacion al receptor opioide tipo
Kappa. El soporte de la filogenia se encuentra en un rango de aproximadamente 65 en los nodos de los
receptores de galanina, mientras que la informacidn secuencial de estos con los receptores de Kiss-1 brinda
un muy bajo soporte de la filogenia (38) en entre ambos.

Como ultimo enfoque para la caracterizacion de GPR-54, se evalud la conservacién evolutiva y clase
especifica de aminodcidos que podria determinar la funcién proteica a partir de estudios con servidores
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predictivos para dicho fin. El servidor Consurf permitié establecer cuales son los aminoacidos conservados y
los mapeo en la estructura template 4N6H utilizada para el modelado por homologia, destacando una
amplia conservacidn en las regiones alfa hélice pertenecientes a los segmentos transmembrana.

Variable Conserved

Figura 16. Visualizacion de la conservacion aminoacidica
mapeada en la estructura del modelo creado a partir del
template 4N6H, mediante el servidor ConSurf.

Al aplicar el método de andlisis del Evolutionary Trace (ET) al alineamiento multiple de secuencia, se
encontraron aproximadamente 20 aminoacidos de importancia evolutiva clase especifica (figura 17),
centrados también en la regién transmembrana y no haciéndose presentes en los extremos amino vy
carboxilo terminal.

MATEATLAPN VTWWAPSNAS GCPGCGVNAS DDPGSAFRPL LA LFFA T VGN
TNFY NLAATD P AWV GDFMC
T TL SVDR P R AVSLS TWVE AVSAPY
RLSPGPRTY CSEA AL ERA AL | ALYLLPLL & ¥YG RH LGR PAP
TDGALQG! \ FAACWSP F PS P
NSALNP Y GSHF F C CRQROSRPHT SAHSDRAATH
TVPHSRAAHP VRIRSPEPGN PVVR Q5 ERTASL

| S R - -

Figura 17. Secuencia de GPR-54 de Mus musculus con la importancia evolutiva por
posicién segun el servidor Evolutionary Trace.

Cabe mencionar que en el andlisis ET clase especifico, los aminodcidos L102, L148, C223 cuya mutacion se
asocia a patologias por pérdida de funcidn, no son reflejados como de importancia evolutiva funcional a la
vez que el residuo R331 si es de relevancia destacdndose en naranja en la secuencia de la figura 18.

CONCLUSIONES Y DISCUSION

A partir de los métodos bioinformaticos utilizados se logré cumplir con los objetivos establecidos de
determinar la maxima distancia evolutiva mediante homodlogos del receptor GPR-54, encontrando
secuencias de hasta un 20% de identidad en especies tan alejadas evolutivamente de Mus musculus como
ser Drosophila melanogaster, que por analisis de dominios se relacionaron mediante la superfamilia
7tm_GPCRs.

Ademas se logré establecer las diferencias secuenciales presentes entre las macromoléculas homdlogas en
los subdrdenes Myomorpha, Hystricomorpha y Sciuromorpha, destacando la presencia de 6 grupos de
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proteinas homdlogas las cuales comparten una gran cantidad de posiciones completamente conservadas,
una mayor proporciéon de aminoacidos de caracter hidrofébico y mutaciones sitio especificas que se
comparten entre las proteinas de un grupo en las regiones transmembrana caracterizadas, a la vez que los
segmentos de loop fueron de extension grupo de proteinas especifico. A nivel de la comparacion de
secuencias también se pudo corroborar la conservacion de informacién de las posiciones aminoacidicas
102, 148, 223 y 331, cuya mutacion deriva en infertilidad.

Los diversos predictores de estructura secundaria permitieron caracterizar exitosamente los elementos
Hélices a, hoja B y coiled coils, ademas de los segmentos transmembrana y las regiones con desorden de la
secuencia del receptor GPR-54. Todas estas estructuras fueron visualizadas espacialmente a partir del
modelado por homologia y ab initio, de RMSD = 1.3 y 0.8, respectivamente.

Por ultimo en la caracterizacién de las posiciones evolutivamente relevantes para la funcién de GPR-54,
cabe destacar la falta de coincidencia entre residuos que se encontraron conservados y que por bibliografia
son importantes, dado que su mutacién lleva a la pérdida funcional, y los residuos clase especificos,
hipotetizando que su valia vendria de una relacién epistatica con aminodcidos de cercania que generan un
ambiente fisicoquimico particular y que mostraron estar conservados y ser funcionalmente importantes.

A modo de conclusidn se logré caracterizar secuencial, estructural y evolutivamente a GPR-54, en una triada
gue se interrelaciona desde la perspectiva estructura-funcion y que es el reflejo del paso evolutivo.
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Conclusiones

En este libro se presentaron los trabajos desarrollados por los alumnos de la asignatura Bioinformatica de la
Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad de La Plata. Dichos alumnos representan dos instancias
diferenciadas de la formacién académica, incluyendo alumnos de grado de los Ultimos afios de la carrera de
Licenciatura en biotecnologia y biologia molecular (en mayor proporcién), y de postgrado, en general, de los
primeros afios de diferentes carreras de doctorado de la UNLP. Estos trabajos se presentaron como requisito
para la aprobacion de la parte practica de la materia, y con el objetivo principal de formalizar los
conocimientos adquiridos por los alumnos a lo largo de la cursada.

En afios anteriores, la evaluacién de los conocimientos practicos era realizada mediante un examen en el
cual los alumnos debian responder una serie de preguntas utilizando las aplicaciones bioinformaticas
desarrolladas en los sucesivos trabajos practicos. Si bien la mayoria de los alumnos era capaz de responder
correctamente las preguntas durante la evaluacidn practica, las situaciones que se encuentran al trabajar en
bioinformdtica suelen presentar desafios para los cuales los alumnos no estaban preparados. Ante esta
situacidn, surgio la idea de que los alumnos caracterizaran bioinformaticamente una proteina de su elecciéon
(en el caso de alumnos de postgrado), o proporcionada por la catedra, de forma simultanea a la realizacion
de los diferentes trabajos practicos y que confeccionaran un informe detallado con formato de publicacion.
En este contexto cada alumno recibié una secuencia aminoacidica a partir de la cual confeccionaron los
informes publicados en este libro.

Como se describid en la presentacion, los trabajos presentados debian contener una serie de estudios
bioinformdaticos como la busqueda de homdlogos cercanos y remotos, la creacién de un alineamiento
multiple y la inferencia filogenética a partir del mismo. Finalmente, los alumnos debian obtener un modelo
molecular por el método de modelado por homologia. Vale aclarar, que durante el comienzo del afio 2021
todavia no existia la posibilidad de obtener modelados ab initio mediante Alphafold2 (y mucho menos la
base de datos Alphafold DB), método que ha desbancado al modelado por homologia como estandar para
la obtencién de estructuras de proteinas.

A lo largo del desarrollo de este trabajo los alumnos se vieron enfrentados a multitud de problemas
particulares que debieron resolver con asistencia de la catedra a través de consultas personales. Ejemplos
del tipo de problema que debieron resolver incluyé la utilizacidn de diferentes bases de datos secuenciales
o la aplicacién de filtros en las busquedas, la seleccion de secuencias a utilizar para la generacion de
alineamientos multiples y estudios filogenéticos con un objetivo particular, y resolver los problemas
particulares de cada secuencia para la obtencidon de un modelo molecular con Modeller. Finalmente, se
valord el andlisis integral de los resultados obtenidos por las diferentes metodologias.

Otra observacién realizada por la catedra fue que los alumnos presentaban dificultades a la hora de
expresar los conocimientos adquiridos, tanto en forma oral como escrita. Mediante la presentacién de un
trabajo redactado con lenguaje técnico y de forma estructurada, pretendimos mejorar la calidad de
expresion de los alumnos, sefialando los errores y sugiriendo formas de mejorar la redaccion.

Dicho esto, estamos mas que satisfechos con los resultados obtenidos. Como puede observarse en los
trabajos presentados, los objetivos planteados se cumplieron holgadamente, presentando la comunicacion
de los resultados obtenidos con un lenguaje adecuado y de forma concisa. Los resultados obtenidos de las
diferentes aplicaciones bioinformaticas utilizadas fueron correctamente analizados, y en ocasiones, se
obtuvieron conclusiones interesantes sobre las proteinas en estudio.
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Nos consta que el desarrollo de este trabajo ha contribuido favorablemente a la formacién de los alumnos,
tanto de los que optaron por publicar sus resultados en este libro como de los que no. El desarrollo de estos
trabajos requirido un compromiso que fue mas alld de la aprobacion de la materia, y que en muchos casos
implicd profundizar un poco mas los estudios realizados para la confeccidn de este libro. Agradecemos a los
alumnos por su dedicacion y esperamos haber dejado una impronta en su formacidon académica.
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Al - Material suplementario: Analisis secuencial de la proteina fosfoglicerol

transferasa | de Salmonella agona (cepa SL 483)

Phobius prediction

Prediction of sp/BSF300/0PGB_SALA4

Ib  sp|BSFSEE|OPGE_SALAG

FT SIcMAL 1 18

Fi REGLON 1 = N-REGIDN.
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Prediccidon de estructura secundaria a partir de secuencia de aminoacidos con el
programa Phobius.
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Fig S1.

DynaMine predictions for sp_BS5SF500_OPGB_SALA4
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Anadlisis del desorden de la enzima fosfoglicerol transferasa | mediante el programa Dynamine.
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Tabla S1. Cédigo de acceso de las secuencias seleccionadas para el AM y sus organismos asociados.

Cédigo UniProt

Taxonomia
=)

B5F500| OPGB_SALA4
OPGB_SALTY
AOA2XATXM2_SALER
AOAOV9JJ53_9ENTR
OPGB_ECOLI
OPGB_SHIFL
Q327N7_SHIDS
D2TRV2_CITRI
LOMAT2_ENTBF
AOA2X3ECKO_KLUCR
AOAOH3GM60_KLEPH
E3GAV4_ENTLS
AOA2P5GQK4_9ENTR
AOA2X2E7L4_RAOPL
AOAO85AB46_9ENTR
AOAO0J8VPZ9_9ENTR
AOA2P8VMRS_9ENTR
12BD48_SHIBC
AOAO71LXN8_9ENTR
AOA4P8YID1_9ENTR
AOAO85GIE3_9ENTR
AOA1T4P151_ENTAG
AOAOL7SYL9_9GAMM
AOA1X1CX21_9GAMM
AOA4C1SNN7_9NEOP
AOA2P5IV60_9GAMM

Cédigo UniProt

Salmonella agona (strain SL483)
Salmonella typhim
Salmonella enterica
Citrobacter sp.

Escherichia coli (strain K12)
Shigella flexneri

Shigella dysenteriae
Cytrobacter rodentium
Enterobacteriaceae bacterium (strain FGI57)
Kluyvera cryocrescens
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter lygnoliticus
Superficieibacter electus
Raoultella planticola
Trabulsiella guamensis
Franconibacter pulveris
Siccibacter turicensis
Shimwellia blattae
Mangrovibacter sp.
Izhakiella sp.

Buttiauxella agrestis
Enterobacter agglomerans
Erwinia iniecta

Pantoea wallisii

Eumeta japonica

Pantoea sp. PSNIH6

Taxonomia
=L

B2VL27_ERWT9
AOAO85JKA2_9GAMM
AOA240C7R6_SERFI
H2ISE6_RAHAC
AOA114VV11_9ENTR

AOA085GIW9_SGAMM

Erwinia tasmaniensis
Tatumella ptyseos
Serratia ficaria
Rahnella aquatilis
Izhakiella capsodis

Ewingella americana

117



118



A2 - Material suplementario: Analisis bioinformatico de una cistein proteasa
presente en plantas de Nicotiana benthamiana, la proteina Metacaspasa 4.

Figuras Suplementarias

A_QUERY 1 MAKKAVLIGINY PGTKAELKGCINDVIRMYSCL IKR FGF SEEDITVLIDTDDS YTQPTGRNIRKVL SDLVGSAEEGDSLFVHYSE 55
ss_pszeRen seeeee A ecee R cecee
55_SPIDERS EEEEEEEE R HeEeE HHH s A EEEEEE
55_PSSPREDS EEEEEE FHH B AR AR A EEEEEE HHHAHARARR EEEEEE
55_DEERCNF EEEEEEEE Hist R A FH s A e EEEE KA S EEEEEE

55 NETSURFP2 EEEEEEE AR Y HHHEEEEE Hpr EEEEEE
AL_QUERY 85  MGTRLPAETGEEDOTGYDECIVPCOMNLITDODFRELVOKVPEGCRITIVSOSCHSGOLIDKAKEQIGESHNQEDDENEGHGSGF 178
55_PSIPRED EEEE A EEEEEE

55_SPIDER3 EEEE AR EEEEEE B A

SS_PSSPREDS EEEE HHHHHEH EEEEEEE HEHEE

55_DEEPCHF BHHEHHE EEEEEE HHEHHHHAEH

55_NETSURFP2 EEEE EEEEE E HeRrHAREA EEEEEEE AR

A QUERY 171 GEKKFLRRSVEDAF ESRGIMIPRRHMDRREEEEESFAESSVIETEDGDQHVINKSLPLSTLIETLKQKTGKDDIDVGKLRPTLED 255
$5_PSIFRED HAp s et A
55_SPI0ER3 HHFHE A FREREHRERS  cec seecee  (EREREREN AR
55_PSSPREDS HARHA N R ce oeeee RN HiwiR
55_DEEPCNF HARHHH RS HAH Eeee SHARHHAA P
SS_NETSURFP2 HEREHERH A EEE ceccee ¢ [N HHE

A5 _QUERY 256 VFGEDASPKVIOKRIKVI FNKLQHGNG EGES GG FLGMVGN LAQEF LNQK LDENDESYAKPAME THVEGKQEVY AGSGSRGLPOSGT 348
S5_PSIFRED | A Ll i i

55_SPIDERS S HHHEHHEH N L I EE
S5_PSSPREDS ] HAAEEEFFHTIRY FRARHARTHEAHRIAR iR cece £
S5_DEERCNF W SR A

55_NETSURFP2 1 HitsH EE

A4 QUERY 341 LVSGCQTDQTSADATPAGGDS YEALSNATQETLAESDGP ITNEEVVT KARKKLQKQGYTQRPGLYCSDMMVDAPFVE 417
55_PSIPRED HEREINERE R HEHHEATE M EEEE

S5_SPIDERS EEEE ekt i HERHE N EfEE EeE

55_PSSPREDS EEE SN R

S5_DEEPCNF AR A E

S5_NETSURFPZ EEEE i) AR RN 0 ccceee: @0 cc

SR, b-strand

Figura S1. Prediccion de estructuras secundarias a partir de la secuencia primaria a partir de la plataforma
Quick2d. Las referencias por colores se observan en el extremo inferior.
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YPCYGFETYRSLY

Figura S2. Alineamiento multiple entre NbMCA4 y 81 homdlogas. El grafico amarillo indica el nivel de conservacién de los
aminodcidos, al igual que la mayor intensidad en el color azul.Se indica el género y especie de cada proteina.

EWBE_A 117
Metacaspas : KB 3 3 C 3 DT GRH 117
¥ REAVLIGINYPGTHAELAGCENDVARMY CL6 RSGFSEELITVLIDTD § TEPTG4NIR4
120 * 140 * 160
EWEE_A : A8 1Y ; ; : 232
Metacaspas : [B35 } o SES q 231
DFR LVDKVFP GURETIGSDSCHSGGLID AREQIGES K 2
240 o 260 i 280 * 300 g 320 e 340 *
was 2 i el - - e I, - - o . 344
Metacaspas : : 345
I LPDSGILESGE
* 380 * 400 * 420 *
EWES A : 2 BT ] ¥ : 426
Metacaspas : GD E B T = Hm 1 417
GTOGTSADATRAG YGAESN IG IL E3DG I3N EGVT4ARKE L KGGSTQ PGLYC D 1APFEC

Figura S3. Alineamiento de a pares entre NbMCA4 y su homadloga con estructura conocida, AtMCA4 (Cédigo PDB 6WS8S).
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Flgura S4. Estructura cristalizada de la proteina AtMCA4 con los residuos del sitio activo (H86 y C139) y el sitio
de clivaje (K225) marcados. a. Proteina no tratada. B. Microcristales de la proteina tratada con Ca*, activando el

clivaje en K225. Imagen original tomada de Zhu et al. 2020.
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A3 - Material suplementario: Modelado molecular y prediccion funcional de
la proteina bll4781 de Bradyrhizobium diazoefficiens (USDA 110)
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Figura S1. Distribucion taxondmica en BLAST (arriba) y PSI-BLAST (abajo)

Tabla S1. Secuencias elegidas para realizar el alineamiento multiple

Caldinchiag
Diploscanter DA

Descriglion

DUF5076 Accession number
(Especies)

Secuencia

Bradyrhizobium erythrophlei WP_079603347.1

MSGPKEQPLPPDVIGRDDATEVLRAFIVDGGLSIAFTRAFEEPDMWGLLLVDL
ARHAARAYARESAFTEDEALTRIVDMFEAEIARPTDPGTTTPRSQQGH

Bradyrhizobium elkanii GEC52187.1 MAGPKEQPLPPDVMGRDDAIEVLRAFVVDGGLSIAFQRAFEEPDMWGLML
VDIARHAARAYARESEYTEDEALARIVEMFEAEIARPTDMGQTKPRSQQGH
Bradyrhizobium yuanmingense TGN80551.1 MAGPKEQPLPPDVMTRDDAVEILRVFVLDGGLSMAFQRAFEEPDMWGLLL

VDLARHAARAYARESEYTEEDALNRILDMFQAEIERPTDTGTTTPRGKGH

Bradyrhizobium sp. Tv2a-2 WP_024518800.1

MAGPKEQPLPPDVIGREDATEVLRAFVLDGGLSIAFTRAFEEPEMWGLLLVDI
ARHAARAYSRESDYSEEEALDRILEMFSAELERPTDMGTTTPRSQKGH

Rhodopseudomonas palustris WP_119857868.1

MAGPKQQPLPPDVEGREDATEVLRAFVLDGGLSIAFMRAFEEPEMWGLLLV
DIARHAARAYSRESNYTEDEALERIVEMFESEIARPSDLGSTTERPQ

unclassified Tardiphaga WP_143573479.1

MAGPKEQPLPPDVVGREEAVEVLRAFVVDGGLSIAFTRAFEEPDMWGMLLY
DIARHAARAYARESDYSEDEALARIVDMFDAEIARPTDVGNTTTRSQQGH

Microvirga aerophila WP_114188594.1

MTEKKFEALNVPPDVLEKGGVEILRASVVDGAVSIALRRAFDDPFTWGVLLVD
LARHAARVYAMETDFSEEEALAEISAGIQAELDDPSDPGTTQAIN

DUF5076 Accession number
(Especies)

Secuencia

Methylobacterium sp. YIM 132548 WP_150964006.1

MPKAFQPLSVPPDALEKGGVEVLRASVVDGAVSVALRRSFDDPFTWGVLLID
LARHAARVYALETDLSEEEAFAQIRAGLEAETDPPDGPDSLLN
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Mesorhizobium sp. WSM4312

PBB66311.1

MFGKLKSELSPPPNAKNARAVEVLRVWAEPGAAQQLVLKTTWKEPGAWGLL
LADVARHAARAYVAEGISEAQALDRILMLFKAEFAAPTDAPS

Sphingomonas sp. Leaf230

WP_056057410.1

MADHPANHPNAIALDKGAQLTGESVEVARIWITNGAGSNVLIDAGILEDPTVF
GYLLADTIRHAARAYAGTWGLDEDAALQAIVDGVGTELREQFTTITTIQEGMH

Dechloromonas sp. CZR5

WP_150427584.1

MFGRKGIELEEPPLSRDAGAFEILRVWGGDNLPQQYSLKTVRDDPGAWGLM
LVDIARHVAKAYGNTGDFSEEAALKRIKELFDAEWASPTDTPLQVK

Ralstonia sp.

WP_048934697.1

MKSELPIPPAALQDVDSKELLRVWAAAGNQHISIATGVWENPTIWGIMLVDL
LRHIARSYEKVGNVSYEESMRLIKAGFDAEWESPTE

Lactobacillus crispatus

WP_133467175.1

MAGPKEQPLPPDVMGRDDAVEVLRAFVVDGGLSIAFQRAFEEPDMWGLM
LVDIARHAARAYSRESEYTEDEALARIVEMFEAEIARPTD

Granulicella sp. S156

WP_158821490.1

MSGNKYLDPPPAAVRDKASFELLRVWVAEQGQHVSLRPGTWDDPFAWGIV
LADLARHIVNAESIHRKNFDEDAFLERMLEGFRAEIESPTDDPEGEIMQ

Calditrichaeota bacterium

RMI108682.1

MAAENPDAFEVLRIWTAPGAYQQVILRTSWEDPGAWGILLVDIARHAARAYE
REGWDRREALDRIRELFDAEWDFPTDEPLDITRDS

11
mc pIEQﬁLl gn

- £ £

5l 61
U0l o ) NCERRLEE
bbe 3 =

bbbbeebbeb
s £f =afs= s

The conservation

Variable Average

2l
(valle) CRH
R B e bhb

vipE Gnna F an’g lmlnl. 4 1|

ebbebbbb : bbbbkbb cecebbbbbb

E sf£

£

scale:

345 ¢ [ EE

Conserved

f £f s s

71 81 91
pEEC=EN=Hr [I¥F-=0wof of-H=cE
bbeebeebb bebeee

s 05 £ Lo

- An exposed residue according to the neural-network algorithm.
b - A buried residue according to the neural-network algorithm.
f - A predicted functional residue (highly conserved and exposed) .
s - A predicted structural residue (highly conserved and buried).

Figura S2. En escala de colores, posiciones menos y mas conservadas segun el programa ConSurf.

MSA

T-COFFEE, Version 11.00 (Version 11.080)
Cedric Notredame - =

SCORE=98
*QAD AVG GOOD

trl089KWII1089KW  : 98
3IC3 1iChains : 98
cons 2 g

EFEQSQKWQ | QEIKW

cons

tré089m9|089Kw 82 AEIERPTDTGTTTPRGKGH 100
3IC3 1|Chains 85 AELSRPTDTGATTERTQ-- 181
cans B0 S T TS 103

Figura S3. Alineamiento entre la query sequence y la template generado por T-Coffee.

1 ---MAGPKEOPLPPDVVTREDAVEILRVEVLDGGLSMAFORAFEEPDMAGLLL VDL ARHAARAYARESEYTEEDALSRILEMFD 81
IC3 1|Chains 1 SNAMTGPKQQPLPPDVEGREDAIEVLRAFVLDGGLSTAFMRAFEDPEMWGLLLVDIARHAARSYARESEYTEDEALERIVEMFE 84
1 *:*ﬂck:**#**** n***:*:**_##ﬂ-***ﬂcﬁ:** #***:ﬂt:*30-')0(**’!‘5!(*:*KHX**:******MS*::**.**:*W*: 84
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Overall model quality

Z-Score; =2.43
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Figura S4. Resultados graficos de evaluacion y perfil energético obtenido por ProSa.

tr|gaokwe|
WP_B795833
GEC52187.1
RMIBEGE2.1
WP_8245138
WP_119857

WP_1435734
WP_1141885
WP_1589648
PEBEGI11.1
WP_B568374
WP_1584275
WP_BABII45
WP_1334671
WP_1588214
TEN3B551.1

MAGPK--EQP
M5GPK--EQF
MAGPK--EQP
MAGPK--EQP
HAGPE - -QQF
MAGPK--EQP
MTEKKFEALMN
MPEA-FQPLS
MFGKLESELS
MADHP- - ANH
MFGRKGIELE
ME5--ELP--
MAGPK--EQP
HEGNE--YLD
MAGPK--EQP

L-----PPDV VTREDAVEIL RVFVLDGGL-
L-----PPDV IGRDDATEVL RAFIVDGGL-
L-----PPDV MGRDOAIEVL RAFVVDGEGL-
-=-----M&- AENPDAFEVL RIWTAPGAY-
L-----PPDV IGREDATEWL RAFVLDGGL-
EGREDATEVL RAFVLDGGL-
L-----PPDV VGREEAVEWL RAFVVDGGL-
Ve----PPDV -LEKGEVEIL RASVVDGAV-
V-----PPD& -LEKGGVEWL RASWVDGAV-
Pe----PPN- LKNARAVEWL RVWAEPGAA-
PHAIALDKGA QLTGESWEWA RIWITNGAGS
E-----PPL- SRDAGAFEIL RVWGGDNLP-
I-----PPAA LQDVDSKELL RVWAAAGHQ-
L-----PPDV MGRDOAVEWL RAFWVVDGGL-
P-----PPAL VRDEASFELL RVWVAEQGQ-
L-----PPDV MTRODOAVEIL RVFVLDGGL-

SMAFQ-RAFE
SIAFT-RAFE
SIAFQ-RAFE
QOVILRTSHE
SIAFT-RAFE
SIAFM-RAFE
SIAFT-RAFE
SIALR-RAFD
SVALR-RSFD
QOLVLETTWE
HVLIDAGILE
QQYSLETVRD
HISIATGVWE
SIAFQ-RAFE
HVSLRPGTWD
SMAFQ-RAFE

EPDMWGLLLY
EPDMMWGLLLY
EPDHMWGLMLY
DPGAWGILLY
EPEMWGLLLY
EPEMWGLLLY
EPDHMWGMLLY
DPFTWEVLLY
DPFTWEVLLI
EPGAWGLLLA
DPTVFGYLLA
DPGAkGLMLY
NPTIWGIMLY
EPDHMWGLMLY
DPFAWGIVLA
EPDHMWGLLLY

Figura S5. Alineamiento multiple en formato Phylip obtenido en T-Coffee.

DLARHAGRAY
DLARHAGRAY
DIARHAGRAY
DIARHAGRAY
DIARHAGRAY
DIARHALRAY
DIARHAGRAY
DLARHARRWY
DLARHAGRYY
DVARHAGRAY
DTIRHAGRAY
DIARKVAKAY
DLLRHIARSY
DIARHAGRAY
DLARHIVMNAE
DLARHAGRAY

Seguenca position

4-RESEYTEE
A-RESAFTED
4-RESEYTED
E-REG-WDRR
5-RESDYSEE
S-RESNYTED
4-RESDYSED
4-METDFSEE
A-LETDLSEE
V-AEG-TSEL
A-GTWGLDED
G-MTGDFSEE
E-KVWGNVSYE
5-RESEYTED
SIHRENFDED
4-RESEYTEE

DALSRILEMF
SALTRIVDMF
CALARIVEMF
CALDRIRELF
EALDRILEMF
EALERIVEMF
CALARIVDMF
EALAEIZAGL
CAFAQIRAGL
QALDRILMLF
AALQATVDEY
AALKERIKELF
SSMRLIKAGF
CALARIVEMF
AFLERMLEGF
DALNRILDMF

QAEIERPTOT
EAEIARPTOR
EAEIARPTOM
DAEWDFPTDE
SAELERPTOM
ESEIARPSOL
DAEIARPTOV
QAELDDPSDP
EAETDPPDG-
KAEFALPTOA
GTELREQFTT
DAEWASPTOT
DAEWESPTE-
EAEIARPTD-
RAEIESPTOD
QAEIERPTOT

GTTTPRGKG-
GTTTPRSQ0G
GQTKPRS0OG
PLDITR-DS-
GTTTPRSQKG
GSTTER-P--
GHTTTRSQOG
GTTQAT----
POSL-L----
S 5-
ITTIQEGH--
PLOV----K-
PEGEIN--0-
GTTTPRGKG-
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A4 - Material suplementario: Implicancias del receptor ionotropico NMDA
subunidad 3A en la esquizofrenia

HMMER

Sequence viatches and Features «

Pfam W usgighanc 115
disorder —_— a—3 115
coied-cod 15

tm & signal peptide 7% -85S F 1115

-
oo NENENBTRTY 0 0060008 10 0 RN 1 0

J disorder coilled-coil tm & signal peptide &

Show hit details

Distribution of Significant Hits @

more
significant

= Bacteria © Eukaryota & Archaea ® Yirugses  ® Unclassified Sequences = Other Sequences

Figura S1. Dominios, estructura secundaria, y desorden predichos. En el grifico superior se muestran las
predicciones de regiones desordenadas, hélices transmembranas, péptidos sefial, y dominios reconocidos. Ademas se
puede observar en el grafico inferior, una distribucidn Unicamente eucariota para los homdlogos de esta proteina.

Quick2D

TRERE:

ERISE;

o
LLTH

i

Figura S2. Prediccion de estructura secundaria. La estructura secundaria predicha para Q8TCU5 es mayormente hélice alfa
combinada con hoja beta plegada, en la region inicial es mas flexible que el resto de la proteina por tener un gran desorden, al igual
que la regién c-terminal. La regidn c-terminal posee ademds un segmento coiled coil predicho. En la regidn intermedia nuevamente
se observa la prediccidn de segmentos transmembrana (cuatro segmentos transmembrana).

Nota: Estructura secundaria: hélice-alfa=color rosa, hoja plegada beta=azul, n-hélice=color rojo, coiled coils=color verde,
transmembrana=color fucsia, Desorden= color beige.
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PSIPRED tipos de aminodacidos, y regiones transmembranales.

10 20 30 40 50
ANLAAVMYGEIKI YEELSG) HDPKLHHPSQGFRFGTVYRES
EMHEYMRRYNVPATPDGVY EY LKNDPEKLDAFI|I MDKALLTD
LTVGKPFAI EGYGI GLPPHNSPLTANI SELI SQYKXKSHGFMW

PCGKRSFAVTIETLOMG | xﬁmgﬁgmﬁﬂ@@m@ﬁﬁ[ﬂl.&m“ﬂﬁm
ili A J :31&

20 30 40 50
Strand [ Helix Coil [pisordered
|:| Disordered, protein binding z: Putative Domain Boundary !’ Membrane Interaction aw Transmembrane Helix
: Extracellular . Re-entrant Helix Cytoplasmic Signal Peptide

Figura S3. Topologia de la region C-terminal. Se observa que la region C-terminal posee un segmento transmembranal.

10 20 30 40 50

|1 small nonpolar . Hydrophobic . Polar || Aromatics plus cystiene

Figura S4. Polaridad de cada posicién dada por PSIPRED. Los aminoacidos de la region (1000-1115) son mayormente
polares, lo que no concuerda con el hecho de que la regién este compuesta de hélices transmembranales y segmentos
interactuantes con la membrana , ya que estos residuos se esperaria que fueran no polares, y a su vez contradice el
hecho de que la regién fuera predicha como globular por el servidor GlobPlot. Esto confirma el hecho de que la region
posee una alta variabilidad secuencial por ser una region desordenada (tal como indican las predicciones de
IUPred2A, Dynamine, y Pfam), lo que al parecer dificulta enormemente las predicciones que se hagan sobre ella.

PSIPRED dominios predichos en region c-terminal

T r T
aligned termini profile
helix-residues  »
strand-residues =

B coil-residues w

Figura S5. Dominios detectados. Se observa los dominios detectados de la region
c-terminal como dos picos en la grafica. Los dominios podrian ser propios de la
interaccion entre la proteina y la membrana, ya que la posicién en que se ubican ambos
(1050-1110 aproximadamente) fue definida como transmembranal anteriormente por
servidores como PSIPRED. Limites de dominio putativos ubicados en el perfil de
alineacién PSI-BLAST: Numero de dominios previstos por DPS= 2; Ubicaciones de limites
de dominio predichas DPS= 164.
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Porter. Prediccion de estructura secundaria

Your query {ID 162552071013171) is complete

Porter 5.0 response

Subject: Porter 5.8 response to 1 queries

SEQ
553

SEQ
553

SEQ
553

SEQ
553

SEQ
553

SEQ
553

SEQ
553

Figura S6. Prediccion de estructura secundaria por Porter, predomina la estructura hélice alfa. Formato de output
(DSSP classes H, G and I), E = Strand (DSSP
(DSSP classes S, T and .) Linea SS8 - estructura secundaria de 8 clases: clases segtin DSSP,

explicacion: Linea SS3 - 3 clases de estructuras secundaria: H = Helix
classes E and B), C = Coil
excepto. -> C. Las lineas que siguen a las lineas SS3 y SS8 son valores de confianza para, respectivamente, predicciones

Query_name: sp|QSTCUS|NAD3A_HUMANGLutamatereceptorionotropic-NADAZADS=HomosapiensOX=0686GN=GRINIAPE=15V=2
Query_length: 1115

FRRLS LW/LLSRYCLLLPPPCALYLAGYPSSSSHPQPCOILKRIGHAVRY SEQ ATATHIQPELALIPSTHNCHEVETTNLTSGQY LSRFLANTTFRGLSGSIR SEQ  IPCMECLSTUTANLAAVMVGEKILEELSGIHDPRLHHRSQGFRFGTVRES
CECCEHHHHHHHHHHHCCHHHHHHHE CCCCECEC CECCHHHHHE CCCEEE 553 HHHHHCCHHHCCCCCCCCCCCCeCCeCee CEEECCCCEEE 333
06421457777665386481344 322687667898742234 203650332 085301800034 766556444 666777732799000834 725538608380 9999990998900098 7505643334688 776200395638 43 343 1687
CCCCCHHHHHHHHHHHSCHHHHHHHT CC CCCCCS CCCHHHHHHTTC CEEE 558  HHHHHHCGGG CCCCCCCCTTCCCCCCCCHHHHHHHHHHT CEEEETTEEEE 338 TTCTTTSCTT
06311566777665213022444320014210001110444320218443 08642152242236222411824334538470900084365 771321480 50855995059509587610142214440325100030102335540330
GAVHLOPWTTAPRAASRAPDDSRAG AQRDEPEPGTRRSPAPSPGARWLG S SEQ  VKGSTIVSSENNFFIWNLQHDPHGKPMYTRLGSWOGGKI VIDYG IWPEQA SEQ  SAEDYVRQSFPEMHEYMRRYNVPATPDGVEYLKNDPEKLDAF IMDKALLD
EEECCCECCECCCECCEECEECCCeCCleClCClteltieletClaCe 553 EECCCEECCCCC cece CEEEECCCCCCCLC 333
9112564455 644445 6087766666667900907678000076543455 51380811 60986115 134476311 0799598 64578898 7633 16700602 57776320675408907212455
EEECCCCCCCOCCCECCECECOiCeCeCCeCTTCECECCeCTTCECCE 558 EETTEEEECSC TTSC TTEEEEECCCCCTHC 858 T
21203331213322222332122223322245003334335422221112 814422262001809909075777322360990908666375161133181 48099987737778 7763200632123 67777515553410998533455
TLHGRGPPGSRKPGEGARAEALWPRDAL LFAVDNLNRVEGLLPYNLSLEY SEQ  QRHKTHFQHPSKLHLRWYT LIEHPFVFTREVDDEG LCPAGQLCLDPHTND SEQ  YEVSIDADCKLI 1EGYGL HISELLEQ
CECCCOECCOEieete CCCCOCCCCEEEE 553 CCCCCCCCCCCCCEREEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCCCEECCECCET 333
ccc 7885382221, 7214687974203111 5541Z680845005664210006898300000278000000076416868
CEC0CETTCCCE CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCT TS SCT COEEEE 236777770444650999043 6880678753 7998550864432 776677 598 HEHHHCTT T
1112226135232 1812333 244 70090090008 738 1320820603 111 ss8 TEEEEEEECTISCCCTTCERCCTT 554304554359960141023179984986 631939933398 77514369
0133213251123699900503 110688 7537664235761530634024
VMATEAG LGDLPLLPF SSPSSPYSSDPF SFLOSYCHTYWAQGYSAL LAFP SEQ  DMLEDXWERVVECGKRIEAVIE TLOMG IKHPFCLEVILCIGRGLE ILTTL
EEHHHCCC CECOE CECCE COCCE CECHHHHHHHHHHHHHHE CCEEEEEC SEQ  SSTLDSLFSSLHSSNDTVE IKFKECCYGYCIDLLEKIAEDMNFDFDLYIV 553
00611024 79775445 TEEE88890080000000088774303 2000488 553 00000751567 7887665655433557133268090000000009009000
EEHHHHTCTT CCE0ee e eeTT oee TTCEEEEECC 0368988765236898776310003552389999999996 1982489991 ss8
0611100610153 27273 8668815 15 20000000055776154 2800563 ss8 T CCEEEREC 935998 60010531122234312344411106899993339999339399
3680999976402 100004123234663 5999990999001 671489992
DVTYSI LTHNNWYHFS L LLCQEDMNITDF LLLTQNNSKFHLESTINITAN $EQ GEHIVIFLLLPRIKNKSKLOYWLHTSQRLHRAINTSF IEEKQQHFKTKRY
CCCEEEEEEECCCCC CCCCCCEEEEEEECC SEQ  GDGK K] TAHMAVTSFSINTARSQVIDFTSEFFS 553
9999999985 99869999963 76642467 77764846 76266489863 15 553 099909742122125411478009909998 753 1200245665432 1100
C TeC 588756523762230999998 29886998 13201623542 1130466233 ss8
99999999860947999997020023 67888876 20062023489864 ss8 T 93599953222310021347699999399667522 245677776432 100
102011100200223999999 19568998 11112 6112202043203 145
SEQ EKRSNVGPRS IF IRIHQDIPLEP
LPSTODLLSFLOIOLESIKNSTPT\WWHFGCOMESIRRIFEITTQRG VHPP 333
ceececl CCCCEEEEECC cceec SEQ TSLEILVRTRDTAAPIGAFMWPLHWIMILGIFVALHITAVFLTL YEWKSP B o e ER 6 AE33541131333323133 4760326665909
8984 1 1699559991 9959 553 938
cecl CCSEEEEECC TTSSCT 01489998 69999883 10003 45779999999999999999908 640287 0123333223403343233322228333232 10001 1114444335786 6
642010 16839999 ss8 TTGTGT T
11409998 633111601000000569999909999999999087642133
SEQ RRRELPALRTTHGEK ELEKQIOVIRQELOLAVSRK
ELRWYLGDSONVEE LRTEGLPLG L IAHGKTTOSYFEHYVODAHE LVARAY 333
CCEEEE CCCCCHHHHECOCCE CCE EE CCC CCC CHHHHHHHHHHHHHHHHH sEQ  FELT T ——— 8778085236708776556777632577809900009000090000098 80
8279971777645512478762623136788535 553 38
TCEEEEECCOCHHHHE CTTCOCE E EE COaCeasy cesac 1677789999774 5444565235000443212220115776899993939333399993596 69
627998023056006222126013428122323 S8 TCCCTT:
41441301321034 0%
SEQ TELEETQRTSRICES
533  HHHHHHHHHCCCCCC
000087541134589
558 HHHHHHHHHHCCCCC
9359676530012 69

de 3y 8 clases, con 9 = confianza mdxima y 0 = muy poca confianza.

Potential globular domains (GlobDoms) by Russell/Linding definition

Potential globular domains (GlobDoms) by Kyle/Doolittle definition

>Q8TCU5_GlobDoms 184-284,

679-T758

spgtenmdah mangltamat ereceptrin trpicnmdaa shmsapiens gngrinapes vmrrlslwwl
sssshpgpoq 1lkrighavr vgavhlgpwt tapraasrap ddsragaqrd epepgtrrsp apspgarwlg
ealWPRDALL FAVDNLNRVE GLLPYNLSLE VVMAIEAGLG DLPLLPFSSP SSPWSSDPFS FLQSVCHTVV
DLVSLVLHIP VISIvrhefp resgnplhlg lslenslssd advtvsiltm nnwynfslll cgedwnitdf
nlpstgdlls flgiglesik nstptvvmfg cdmesirrif eittgfgvmp pelrwvlgds gnveelrteg
gdamelvara vatatmigpe lalipstmnc mevettnlts ggylsrflan ttfrglsgsi rvkgstivss
rlgswgggki vmdygiwpeq agqrhkthfgh psklhlrvvt liehpfvitr evddeglcpa ggleldpmtn
ikfkkceygy cidllekiae dmnfdfdlyi vgdgkygawk nghwtglvGD LLRGTAHMAY TSFSINTARS
RDTAAPIGAF MWPLHWIMWL GIFVALHITA VFLTLYEWks pfgltpkgrn rskvisfssa lnicyallfg

aifemfelst ytanlaavmv gekiyeelsg

hfsglfvllc igfglsiltt igehivyrll lpriknkskl

ihdpklhhps qgfrfgtvre ssaedyvrgs fpemheymrr
dafimdkall dyevsidadc klltvgkpfa iegygiglpp nspltanise lisgykshgf mdmlhdkuryr

gywlhtsqrl hraintsfie ekqghfktkr

shdnrrkyif sdeeggnglg irihgdiplp prrrelpalr ttngkadsln wvsrnsvmgel selekgigvi

srtces

lsrvelllpp pcalvlagvp
stlhgrgppg srkpgegara
VOGVSALLAF PQSQGEMMEL
11ltgnnskf hlgsiinita
lplgliahgk ttgsviehyv
ennffiwnlg hdpmgkpmt
dsstldslfs slhssndtvp
QVIDFTSPFF STSLGILVRT
rtvaikppke wtgrflmnlv
ynvpatpdgy eylkndpekl
vvpcgkrsfa vtetlgmgik
vekrsnvgpr gltvwntsnl
rgelglavsr kteleeyqgrt

Potential globular domains (GlobDoms) by Russell/Linding definition

>none_GlobDoms 240-596,

626-930,

946-1174

spgtcnmdah mangltamat ereceptrin trpicnmdaa shmsapiens gngrinapes vmrrlslwwl lsrvclllpp pcalvlagvp
sssshpgpcq ilkrighavr vgavhlgpwt tapraasrap ddsragaqrd epepgtrrsp apspgarwlg stlhgrgppg srkpgegara
ealwprdall favdnlnrve gllpynlsle vvmaieaglg dlpllpfssp sspwssdpfs FLOSVCHTVV VQGVSALLAF PQSQGEMMEL
DLVSLVIHIP VISIVRHEFP RESQNPLHLQ LSLENSLSSD ADVTVSILTM NNWYNFSLLL CQEDWNITDF LLLTQNNSKF HLGSIINITA
NLPSTQDLLS FLQIQLESIK NSTPTVVMFG COMESIRRIF EITTQFGVMP PELRWVLGDS QNVEELRTEG LPLGLIAHGK TTQSVFEHYV
QDAMELVARA VATATMIQPE LALIPSTMNC MEVETTNLTS GQYLSRFLAN TTFRGLSGSI RVKGSTIVSS ENNFFIWNLQ HDPMGKPMWT

RLGSWQGGKI VMDYGIWPEQ AQRHKTHFQH PSKLHLRVVT LIEHFFVFTR EVDDEGlcpa

gglcldpmtn dsstldslfs slhssNDTVE

IKFKKCCYGY CIDLLEKIAE DMNFDFDLYI VGDGKYGAWK NGHWTGLVGD LLRGTAHMAWY TSFSINTARS QVIDFTSPFF STSLGILVRT
RDTAAPIGAF MWPLHWTMWL GIFVALHITA VFLTLYEWKS PFGLTPKGRN RSKVFSFSSA LNICYALLFG RTVAIKPPEC WTGRFLMNLW
AIFCMFCLST YTANLAAVMYV GEKIYEELSG IHDPKLHHPS QGFRFGTVRE SSAEDYVRQS FPEMHEYMRR YNVPATPDGY EYLKNDPEKL
DAFIMDKALL DYEVSIDADC KLLTVGEPFA iegygiglpp nspltANISE LISQYKSHGF MDMLHDKWYR VVPCGKRSFA VTETLQMGIK
HFSGLFVLLC IGFGLSILTT IGEHIVYRLL LPRIENKSKL QYWLHTSQRL HRAINTSFIE EKQQHFKTKR VEKRSNVGPR QLTVWNTSNL
SHDNRRKYIF SDEEGQNQLG IRIHQDIPLP PRRRELPALR TTNGKADSLN VSENSVMQEL SELEKQIQVI RQELQLAVSR KTELEEYQRT

SRS Y

Figura S7. Dominios globulares detectados

en la secuencia de Q8TCUS por diferentes métodos,

con los segmentos pertenecientes a estructuras globulares resaltadas en color verde.
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TMPRED

TMpred prediction cutput for : TMPRED.20193.5874.seq

Sequence: SPQ...CES length: 1188
Prediction parameters: TM-helix length between 17 and 33

1.) Possible transmembrane helices

The sequence positions in brackets denominate the core region.
Only scores above 500 are considered significant.

Inside to cutside helices : 11 found
frem  te score center

FPL79 101 ( 95) 1315 87

211 219) 238 ( 235) 84 227

257 (259) 275 (275) 919 267
77 (279 297 ( 297) 114 287
325 ( 325) 344 ( 342) 99 333

465 ( 471) 487 (487) 13 47¢
TI2( 712 730(730) 370 700
TEO(750) 76R ( 768y 2240 758
786 ( 789) 807 ( 805) 1449 797
817 ( 820) 837 (837) 1262 818

1009 (100651024 (1029) 2413 1019

Outside te inside helices : 11 found
em  te score center

7e( 82)102( 99) 1493 90

217 ( 224) 242 242) & 239
251(253)271(271) o640 1262
279( 279) 298 ( 298) 345 287
325( 325) 343 ( 391) 360 333
Tia ( 718) 730 730) 616 722
750 750) 767 { 767) 1387 758
786 ( 789) 807 { 805) 1290 797
817 ( 821)843(839) 1836 831
941 ( 941) 961{ 958) 207 950
1006 (100691023 (1023) 2155 1014

2.) Table of correspendences

Here is shown, which of the inside->outside helices correspend
to which of the outside->inside helices.

Helices shown in brackets are considered insignificant.

A t+t gymbol indicates a preference of this crientation.

A H++4 gymbol indicates a strong preference of this orientation.

inside->outside | outside->inside
77-101(25)1315 | 79-102(24) 1493 +
{ 211-238(28) 84 ) |( 217-242{26) & )
257-275(19) 919 ++ | 251-271(21) 640
{ 277-297(21) 114 ) |( 279-298(20) 345 ++)
{ 325-344(20) 99 ) |( 325-343(19) 360 ++)
{ 965- 487 (23) 13-++)|
{ 712-730(19) 370 )| 714-730(17) 616 ++
750- 768 (19) 2290 | 750-767 (18) 2387 +
786~ 807 (22) 1449 + | 786-807 (22)1290
817- 837 (21) 2262 ++ | 817-843(17) 1836
I( 941-961{21) 207 ++)
1004-1024 (21) 2413 ++ | 1006-1023 (18) 2155

3.) Suggested moedels for transmembrane topelogy

These suggestions are purely speculative and should be used with
EXTREME CAUTION since they are based on the assumption that
all transmembrane helices have been found.

In most cases, the Correspondence Table shown above or the
prediction plot that is also created should be used for the
topology assignment of unknown proteins.,

2 possible moedels considered, enly significant TM-segments used
*** the medels differ in the number of TM-helices ¢ ™~

----- > STRONGLY prefered medel: N-terminus cutside
7 streng transmembrane helices, total score : 1097§|
#from tolength score orientation

1 79 102(24) 1493 0-i
22587 275(19) 91%i-0
3714 730(17)  é1éo-i
4 750 768 (19) 2240i-0
§ 786 807 (22) 12900-i
6 817 837 (21) 2262i-0
710061023 (18) 21585 o-i

------ > alternative model

¢ strong transmembrane helices, total score : 9902
#from tolength score crientation

1 77 101(25) 13fi-0

2 251 271{(21) 6400-i

3 750 768 (1% 2240i-0

4 786 807(22) 12900-i

5 817 837(21) 62i-0

61006 1023 (18) 2155 0-i

Figura S8. Resultados de la prediccion de hélices citoplasmaticas y no citoplasmaticas en la secuencia proteica

de Q8TCUS.

DynaMine

DynaMine predictions for sp_QBTCUS_NMDIA_HUMAN

UWWLL SRVCLLLPRR CALVLA

ROALLE AVONLARVEG !
DELD LVSLVLALRY

LPYRLSLEV VHRIEA

7 LOSVCETVWY

§ \ DVIVSILIMN hmr‘h..

STRTVVMEGC Dl‘l: RRIFE ITTQRGVMEE

ATATNIQPEL ALIPSTMNCN EVETT)

11V W01G

PI EFRRCCYGYC IDLLERTAR

H ILVRTR DTAAPIGAFN WP

GR TVAIKEPRCH TGRELMNLWA "’H (L S'Y TANLARVMVG EXIY
4 ERLD AFTMDEALLD Y

V VPCGERSFAV TETLQNGIKA

GREIVIRLLL

R QELQLA

Figura S9. Prediccion de desorden. La figura presenta un grafico, a la izquierda, con las regiones rigidas y flexibles de la proteina que

fueron predichas, asi como también se muestra a la derecha, de manera representativa cuales regiones de la secuencia tienen

mayor (rojo) o menor (azul) desorden, con una escala de colores intermedios para los valores intermedios, en base a la prediccién.

Nuevamente se observa una regidén altamente desordenada al inicio de la proteina (1-200), seguida de un segmento muy

conservado de la proteina (donde se encontraban las regiones transmembrana), y por ultimo se encuentra un segmento pequefio

desordenado hacia el final de la proteina (1100-1115). El resultado obtenido es el de una proteina poco flexible, bien conservada,

con poco desorden. Resultados obtenidos con pardmetros por default.
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MobiDB

Consensus € Curated . Derived H Homology . Prediction O Has sub-features @
D Structure
. Sstructure
D i 575 - 942
Domain SO poman bemam e
. Coiled coil
: = Transmembrane [675 - 695] Transmembrane 831 - 851]
T , T T T T T : T T —
110 220 330 440 550 660 770 550 990 1,100

Transmembrane [749 - 769]

Figura $10. Resultados de MobiDB, se utilizaron los pardmetros por default. Como se observa en la figura, se indica la presencia de

regiones transmembrana en el segmento que va del 675 al 695, el 770 al 931, y del 931 al 951, lo que concuerda con las
predicciones arrojadas por los otros servidores (Paircoil, Paircoil2, Phobius, COILS, TMHMM, TMPred). También se indica la

presencia de un péptido sefial (color rosa) en la region N-inicial de la secuencia.

Resultados de Pfam

sig p 1 26

low _complexity T
low_complexity 13 26
disorder 26 28
disorder ab: .37
disorder 50 118
low__co mplexity 61 74
Pfam ANF receptor 124 471
low_complexity 157 181
low_complexity 548 567
Plam Lig_chan-Glu bd 557 661
Flam Lig_chan 674 942
transmembrane A 675 ©695
transmembrane 716 734
transmembrane 746 76¢
transmembrane 234 Q&€
disorder 298 1001
disorder 1025 1026
disorder L1040 1043
disorder 1045 1046
low_complexity 1047 1059
disorder 1049 1074
coiled_coil 1065 1099
disorder 1100 1101
disorder 1104 1115

Figura S11. Dominios detectados con Pfam. Se detectaron 3 familias
analizando la secuencia proteica de Q8TCU5; ANF receptor, Lig chan-Glu
bd, y Lig chan.



Resultados de CDART.

@

[Queryl&nbsp;sp|QSTCUS A Ty . . . 2 : EHT ; . bl ) 1000 146
{Local query sequence) NMD3A_HUMAN B Periplasnic Binding Profein tupel BB Perielasnicsi Lig_chan
Glutamate recepter ionotropic, NMDA3A ¥
Total architectures: 3161
R32184 2 G, 1 280 50 0 @01
taxonomy span: Eukaryota h ‘p(ru'lasmi'cjir.&mg_r'wmln_w;'n1 a e ir:‘lasmc‘J: ' ﬂichhéin ; H
+ Similarity score: 3
Total nr sequences: 3283
Lookup sequences in Entrez
Glutamate receptor ionotropic, NMDA1, A 1 2§v 5"N iy 876
taxanomy span: Bllateria k Periptachic Binding proteint' M ' petipramicr ' Lig_chan w'
+ Similarity score: 3
Total nr sequences: 21
Lookup sequences in Entrez
dlutamate receptor ionotropic, kainate PO 2 2'7” . S‘fv : ’EI-" 1"‘"" . : lilf" 1500
taxonomy span: Eukaryota I e feamac Binding_Plotein turd1 M Peripls B Uis WM 'Periflasnic_Binding Protein tusei Ml Periplhsndct Lig_chan
+ Similarity score: 3
Total nr sequences: 18
Lookup sequences in Entrez
hypothetical protein PRUPE_4G171700 »~ ! : : ” padtE > g = B - 5 I ! : = SN A : s 1251 ; 1406
taxanomy span: Eukaryota hp«.n'pms«.ic_pmm d Periplasmic  Lig_chan B P ir dasmic_Binding_Protein_ture M Periflasmic_Binding_Probein T
+ Similarity score: 3
Total nr sequences: 1§
Lookup sequences in Entrez
PREDICTED: glutamate receptor 2.8-like 250 600 7s0 100 1250 1421

taxonomy span: Eukaryota

4] Similarity score: 3
Total nr sequences: 15
Lookup sequences in Entrez

1
U T 3ty SR T I G R
B Fortetosntc Bihding Prothin tipet | M Poriplatic Bindiny proteinTure MR ber AN boriplasmitt

Lig &hah

Figura S12. Dominios detectados por la base CDART. Arquitecturas coincidentes encontradas para la proteina Q8TCUS5, con sus

respectivas taxonomias, y secuencias con dominios similares.

PHYRE2

Figura S13. Modelo final. Imagen coloreada N — C terminal. Dimensiones del
modelo (A): X:284.116 Y:234.269 Z:331.922. 74% de los residuos modelados con
un > 90% de confianza.
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Pymol RMSD de los templates elegidos

Figura S14. (a) A la derecha se exhibe el alineamiento estructural obtenido entre el modelo obtenido (UKNP.B99990006) en color
fucsia, y el template 7KSO_D en color verde, cuyo RMSD fue de 4.103. (b) En la imagen izquierda se encuentra el alineamiento
estructural entre el modelo obtenido (UKNP.B99990006) en color celeste, y el template 7KSO_C, en color fucsia, con un RMSD de
21.494.

Polaridad del modelo UKNP.B99990006

Figura S15. Superficie de la proteina Q8TCU5 visualizada con Pymol. Superficie de la proteina modelada
(UKNP.BBBB99990006), se muestra la valencia de la proteina coloreada en color rojo para las cargas negativas, color
azul para las positivas, y blanco para los segmentos neutros.
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T-COFFEE bloques que presentan mayor variabilidad

SB\OSTCU5 HMD
XP_003312259.
BAT22784.1

XP_003320711.
XP_004048425.
XP_ 025216384,
XP_ 011845426,
XP_003911476.
XP_ 007966739,
XP_011931173.
XP_011738535.
XP_005581215.
XP_ 0320820599,
XP_ 012493741,
XP_010372460.
XP~017739791.
XP_011806392.
XP_009242981.
XP_023058288.
XP_030776119.
XP_ 017739790,
XP_030682834.
XP~ 033893826,
XP_017739792.
XP_ 033893825,
XP_033093827.
XP_ 012322556,
XP_017383261.
XP_003940152.
XP~ 032096120,
XP_002806549.
XP~032979979.
XP_012624395.
XP_003785233.
XP_008851563.
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Figura S16. En la figura se muestran las regiones C-terminales de las secuencias de primates, se puede observar dos regiones

C-terminales distintas para los organismos Trachy pithecus, y Rhinopithecus bieti.
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Figura S17. Arbol obtenido en Consurf por el método de maxima similitud.
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Consurf: variabilidad de las secuencias

1672021 ConSurf Color-Coded MSA
022 XP 025216384.1 YQRT
023 XP 003312259.2 YORT
024 XP 032020599.1 YORT
025 BAI22784.1 YORT

026 splOBTCUS INMD3A HUMAN YQRT
YQRT
YQRT

027 XPp_017739790.
028 XP 012322556.
028 XP 003940152.
030 XP_032979979.
031 XP 005581215.
032 XP 011806392.
033 XP_003785233.
034 XP_011738535.
035 XP_012493741.

YQRT
YQRT
YQRT
YQRT
YQORT
YQRT
YQRT

Ll R T M

Wz s« s s 1 EE

Variable Average Consarved

Figura S18. En la figura se resaltan las regiones conservadas (color violeta) y no conservadas (color
celeste) de las secuencias de Primates. Como se puede observar, las regiones terminales son
altamente variables, y este segmento en H. sapiens parece poseer una longitud mayor en
comparacion con el resto de los Primates.

Segmento c-terminal dominios intra y extracelulares

4d0fF79a-eSeT-11eb-adab-00163e100d53

MEMSAT-SYM

kKyte-Ooolittle

WM HAL Raw

SWH iLfol Raw

SYM RE/IRE Raw

SYM SPSISP Raw

VM PLAIPL Raw

. Sighal Peptide D Cytoplasmic D Extracellular

.Re—entr‘ant Helix .Transmembr‘ane Helix .Por‘e—lining Helix

Figura $19. En la figura se exhiben las predicciones para el segmento c-terminal de Q8TCUS5, se predice que el mismo es extracelular.
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A5 - Material suplementario: Recorrido por Hvl: un canal selectivo
protones

En esta seccidn se anexan figuras de los distintos procedimientos.

. Archea . Eukaryota
| Bacteria . Other sequences
|

. Viruses T }i Unclassifien

. Viroids Unclassified sequence

FIGURA ALl. Distribucién del dominio de transporte de iones en distintas especies.

. Archea . Eukaryota
| Bacteria . Other sequences
|

Viruses '.—_dun.:iass[ﬁea

Viroids Unclassified sequence

FIGURA A2. Distribucién de la region C-terminal del canal de protones voltaje operado en distintas especies.
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sp|Q96D96 | HVCNL_HUMAN
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FIGURA A3. Prediccion de regiones transmembrana con www.cbs.dtu.dk
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FIGURA A4. Resultado de Verify como un Plot.
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A6 - Material suplementario: Analisis bioinformatico de la enzima Timidilato
Sintasa de Candidatus Poseidoniales archaeon

Secuencia | %ldentidad Organismo Codigo NCBI
1 100 Candidatus Poseidoniales archaeon DAC32365.1
2 88 Acidimicrobiaceae bacterium MAP98708.1
3 91,29 Euryarchaeota archaeon MAE78661.1
4 76 Alphaproteobacteria bacterium NVJ71056.1
5 70 Pseudomonas aeruginosa VFT44992.1
6 61 Alloprevotella tannerae ATCC 51259 EEX70573.1
7 55 Aureimonas sp. AU40 WP_0:211 1400
8 50 Planctomycetes bacterium MBK8975477 .1
9 54 Candidatus Peribacteria bacterium MSR87052.1
10 45 Delftia phage RG-2014 YP_0091351922
1" 40 Lasallia pustulata SLM40774.1
12 35 Candidatus Pacearchaeota archaeon MBI2045214.1
13 30 Lentisphaerae bacterium ADurb.Bin242 OQA84413.1
14 20 Rhodobacteraceae bacterium MBC8408728.1
15 14 deoxyuridylate hydroxymethyltransferase [Acinetobacter phage AXF41386.1

SH-Ab 15599]

Tabla S1. Caracteristicas de las secuencias elegidas para el alineamiento multiple.
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Figura 1. Alineamiento de las 15 secuencias seleccionadas al azar. El recuadro en rojo marca la secuencia
de la proteina de interés.
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