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Abreviaturas y palabras clave

* AntiSCA. Que no es SCA. A lo largo del texto este término se refiere a una molécula o un conjunto
de moléculas cuyo disefio se hizo variando solo a los residuos identificados como estadisticamente
acoplados segun SCA.

* BLASTp. Protein Basic Local Alignment Seach Tool. Es una herramienta informatica de busqueda
por similitud de secuencia.

e CATH. Class Architecture Topology Homology. Es una base de datos de clasificacion de proteinas.

* Eigenmodo. Representa una combinacién ponderada de posiciones en secuencia.

* Eigenvalor. Es el miltiplo escalar de un eigenvector. En este trabajo representa qué tan
estadisticamente significativo es su eigenvector asociado.

» Eigenvector. Es un vector diferente de cero que al ser multiplicado por la matriz de interés da lugar
a un multiplo escalar de tal vector. En este trabajo, los eigenvectores contienen los pesos para
combinar linealmente las variables originales (grupos de posiciones de secuencia) en nuevas
variables independientes (los eigenmodos).

¢ |ICA. Independent Component Analysis. Es un método computacional para separar un conjunto en
subconjuntos estadisticamente independientes entre si.

* K. Kelvin, la unidad de temperatura. Equivale al valor en grados centrigrados (°C) mas 273.15.

* MSA. Multiple Sequence Alignment. Un alineamiento multiple de secuencias homoélogas, en este
caso de proteinas.

* NAD. Nicotinamide Adenine Dinucleotide. Es un cofactor.

*  NADP. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate. Es un cofactor.

* NCBI. National Center for Biotechnology Information.

* NPT. Moles (N), Presion y Temperatura. También llamado ensamble isotérmico-isobérico. Es un
protocolo de restricciones a usar durante una simulacién de dinamica molecular en la cual el
numero de moléculas presente en el sistema, la presion y la temperatura no cambiaran a lo largo
del tiempo.

* NR. No redundante. Se refiere en especifico a una base se datos que engloba en su totalidad a las
bases de datos de proteinas no redundantes como son Genbank CDS translations, PDB, SwissProt,
PIR (Protein Information Resource) y PRF (Protein Research Foundation). La NR de proteinas que
usamos excluye a las muestras ambientales de proyectos de secuenciacibn de genomas
completos.

* NVT. Moles (N), Volumen y Temperatura. También llamado ensamble candnico. Es un protocolo de
restricciones a usar durante una simulacion de dinamica molecular en la cual el nidmero de
moléculas presente en el sistema, el volumen y la temperatura no cambiaran a lo largo del tiempo.

* PDB. Protein Data Bank. Es una base de datos de proteinas cuya estructura tridimensional ha sido
elucidada. A lo largo del texto también puede referirse a un identificador propio de esta base de
datos.

« ps. Picosegundos. Un picosegundo equivale a 1x10™'? segundos.

* Rotamero. Isémero Rotacional. Es la conformacion de una cadena lateral de un aminoacido
representado como un conjunto de valores, uno por cada grado de libertad del angulo diedro.

» SCA. Statistical Coupling Analysis. Es un método estadistico que analiza las posiciones de residuos
en un alineamiento multiple de secuencias de proteina. A lo largo del texto también es usado en
algunas ocasiones para designar a una molécula o un conjunto de moléculas disefiadas donde se
respetaron, ademas de los residuos muy conservados, a los residuos identificados como
estadisticamente acoplados con este método.

» SCOP. Structural Classification Of Proteins. Es una base de datos de clasificacion de proteinas.

* SDH. Shikimate Dehydrogenase. Es la enzima shikimato deshidrogenasa de Escherichia coli.
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INTRODUCCION

Las proteinas involucran una muy notable relacion entre estructura y funcién a nivel
molecular. Estas moléculas llevan a cabo diferentes tareas en bioquimica, las cuales son
determinadas por su estructura tridimensional nativa, que a su vez esta codificada en su
cadena lineal compuesta de aminoacidos (Anfinsen, 1973; Dill & MacCallum, 2012). De
hecho, las interacciones entre sus propios aminoacidos que favorecen la conformacion nativa
deben superar de forma colectiva las interacciones no nativas (Koga et al. 2012).

Las proteinas estan compuestas de dominios, los cuales pueden definirse de diversas
formas; para los fines de este proyecto un dominio se refiere a la parte de la proteina que
tiene una historia evolutiva independiente con respecto al resto de la cadena polipeptidica en
donde se encuentra (Ponting & Russell, 2002). Los dominios se clasifican segun la base de
datos de Structural Classification Of Proteins (SCOP) en un conjunto jerarquico de categorias
que de forma adyacente son: familia (donde la identidad de secuencia por si sola implica una
relacion evolutiva), superfamilia (familias para las que la combinacién de caracteristicas
estructurales y funcionales implica un origen evolutivo comun, aunque el grado de identidad
de secuencia sea menor al 30%), plegamiento (conjunto de superfamilias y/o familias que
tienen las mismas estructuras secundarias principales en el mismo arreglo topoldgico)
(Bashton & Chothia, 2002) y clase (composicion similar de estructura secundaria y
empacamiento) (Orengo & Thornton, 2005). Otra base de datos muy conocida para clasificar
dominios es Class Architecture Topology Homology (CATH), en donde el nivel “Arquitectura”
estd basado en una inspeccion visual de la “Topologia” (grupos de plegado similar) y
referencias en la literatura, lo cual puede ser de particular importancia cuando se consideran
nuevos plegamientos (Hadley & Jones, 1999). A menudo, los dominios constituyen unidades
funcionales y de plegamiento independientes con mas interacciones dentro de si mismas que
con cualquier otra parte de la proteina (Janin & Wodak, 1983). Las proteinas han
evolucionado a partir de una amplia gama de duplicaciones de dominios e intercambio de los
mismos; y es por la naturaleza modular de estos dominios que es posible el surgimiento de
nuevas y a menudo complejas funciones a partir de la combinacion de un numero limitado de
dominios (Han et al. 2007).

Una forma de estudiar la importancia de las combinaciones de dominios ha sido
generando proteinas “quiméricas” por medio de ingenieria genética, lo cual ha tenido
intereses tanto de investigacion evolutiva como industrial (Banda; Tesina de licenciatura,
2011). Al realizar tales intercambios de dominios a nivel experimental se ha pretendido
analizar por una parte qué tanto determinan éstos capacidades particulares en sus proteinas
de origen, y qué tanto pueden combinarse tales dominios con otros y mantener esas
capacidades. En algunas ocasiones se ha logrado el éxito en el plegamiento, aunque la
eficiencia catalitica (en el caso de proteinas cataliticas) no siempre ha sido de lo mas
deseable (Kataoka et al, 1996; Thulasiram et al, 2007; Goihberg et al, 2010; Starkey et al,
2009; Segatori et al, 2004). Por esta razon, pensamos que un enfoque que tome en cuenta la
coevolucion entre sitios de una proteina multidominio seria de utilidad para entender qué
regiones de un dominio necesitan regiones especificas del otro para poder combinarse.

El grupo del Dr. Lorenzo Segovia en el Instituto de Biotecnologia, también estudia la
importancia de las combinaciones de dominios en las enzimas, quienes son proteinas
capaces de acelerar la velocidad con que suceden reacciones cruciales en los seres vivos.
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La identificacién de los aminoacidos criticos para un dominio es de suma importancia
para comprender la forma en la que la informacién contenida en la secuencia actua para dar
lugar a un dominio correctamente plegado y funcional. Tal conocimiento puede ser
aprovechado tecnologicamente para el disefio de proteinas (incluyendo enzimas) con
propiedades biotecnoldgicas deseables, tanto para la industria, como para la biorremediacion
(Jez 2011).

En el presente trabajo (ver Diagrama 1), un método estadistico (SCA) fue utilizado
para identificar los sitios que coevolucionan dentro del dominio Rossmann de la enzima
shikimato deshidrogenasa de Escherichia coli y otras enzimas deshidrogenasas. Aquellos
sitios cuya evolucion es conjunta dentro del dominio Rossmann de la shikimato
deshidrogenasa fueron respetados durante el redisefio de este dominio. Posteriormente, este
redisefio fue analizado in silico en cuanto a su movimiento molecular, ésto para determinar si
la informacién de los residuos estadisticamente acoplados era suficiente para que este
dominio pudiera permanecer plegado y mantener unido al dinucledtido, en este caso NADP,
en una dinamica similar a como lo hace el dominio silvestre.

Inicio
H __..-"O_btenci[_"an de un
Basqueda de homélogos -/ gg”ea;“;s:;qr_g‘;mp'e
del dominio Rossmann de |' — - y
SDH de E. coli / filtrado del mismo a |
a € L. COll. un 80% de /
/ redundancia. '

|

Determinacion de los residuos
estadisticamente  acoplados
por medio de SCA, asi como
Rediser dio d de los muy conservados.
Re Isénar  por medio Ce Hacer un analisis comparativo
osettaDesign un conjunto de . con lo reportado en Ia
dominios Rossmann en _— :
. — 7 |iteratura.

donde sodlo se respeten los
residuos estadisticamente
acoplados y los muy
conservados. Adicionalmente,
hacer redisefios que me
sirvan como controles

negativos.
L
Hacer dinamica
molecular del dominio Comparar resultados _ _
Rossmann silvestre E— escribin——>  Fin )
del redisefio mas " konclusiones .
estable de cada

conjunto con el
cofactor NADP unido.

Diagrama 1. Estrategia que se utilizé durante el desarrollo del trabajo plasmado en esta tesis.



Jestis Banda

MODELO DE ESTUDIO: EL DOMINIO ROSSMANN DE UNION A DINUCLEOTIDOS

La enzima shikimato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.25) cataliza la reduccion dependiente
de NADP del 3-deshidroshikimato a shikimato. Tal reaccion es el cuarto paso de la via del
shikimato, ruta esencial para la biosintesis de aminoacidos aromaticos en plantas vy
microorganismos (Michel et al. 2003). En E. coli esta enzima, codificada por el gen aroE, se
presenta de forma monomérica. Esta molécula estd compuesta por dos dominios (ver
Esquema 1). A nivel de secuencia, el primer dominio esta compuesto de dos segmentos
discontinuos que, de acuerdo a la base de datos CATH, van de M1 a T101 y de A245 a S271;
el segundo dominio (dominio Rossmann) comprende de D102 a Q244. A nivel tridimensional,
ambos dominios tienen arquitectura a/p y estan conectados por la hélice a5 y por el puente
formado entre los residuos D102 y P118. El arreglo de estos dos dominios alrededor de las
hélices conectoras da lugar a una profunda cavidad dentro de la cual se localiza el cofactor
NADP (Michel et al. 2003).

|

B‘H Esquema 1. Estructura de la enzima Shikimato Deshidrogensa de E. coli. Se
muestran en azul las estructuras o y en amarillo las estructuras 3. El cofactor
NADP se muestra en bastones. Imagen original de Michel et al. 2003

Al trabajar con la enzima shikimato deshidrogenasa (SDH) de E. coli y Bacillus subtilis,
ha surgido el interés en profundizar en el estudio del dominio Rossmann, encargado de la
union de los cofactores dinucleétidos NAD y NADP. Este dominio es uno de los tres
plegamientos mas frecuentes en la base de datos del Protein Data Bank (PDB) y es también
de los mas poblados en a/f dentro de la misma (Bhattacharyya et al. 2012).

El plegamiento Rossmann une un mononucleétido y se compone de un motivo Bafap;
es decir, las hélices a y las hebras B se van intercalando en la secuencia peptidica. Por lo
tanto el dominio que une dinucléotidos como NAD/NADP (figura 1) involucra a dos motivos
de unién a mononuclétidos relacionados por un eje de rotacion, y es aqui donde los dos
motivos BaBaf forman una estructura de seis hebras B (donde la mayoria de las hebras N-
terminales quedan adyacentes una con la otra) flanqueada por hélices (Bhattacharyya et al.
2012, Bottoms et al. 2002).
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B4 QoD BSRo.ERB6

Figura 1. Topologia clasica del dominio Rossmann. Las flechas son hebras [ y los rectangulos a-hélices. Los circulos son
glicinas conservadas. Imagen original de Bottoms et al. 2002

Se ha visto que la superfamilia de los dominios Rossmann se combina con un gran
numero de familias de dominios. De hecho, en el analisis realizado por Bashton & Chothia en
el 2002, se determin6 que los dominios cataliticos asociados al dominio Rossmann provienen
de 17 familias de dominios diferentes que pertenecen a alguna de 7 superfamilias.

Debido a la versatilidad de este dominio nos interesé determinar los sitios esenciales
para su plegamiento y funcién por métodos computacionales para en un futuro utilizar este
conocimiento en el disefio de enzimas con propiedades deseables como novedosas
(Réthlisberger et al, 2008).

Para la identificacion de sitios importantes en el dominio Rossmann, utilizamos el
analisis de acoplamiento estadistico (SCA), el cual es un método que se basa en determinar
el nivel de covariacion entre sitios de residuos en una familia de proteinas, ésto a partir de la
informacion evolutiva plasmada en un alineamiento multiple de secuencias (Lockless &
Ranganathan, 1999). SCA ha demostrado poder de prediccion en numerosos reportes
(Bhattacharyya et al. 2012, Halabi et al. 2009, Lockless & Ranganathan 1999, McLaughlin et
al. 2012, Reynolds et al. 2011, Russ et al. 2005, Smock et al. 2010, por mencionar algunos),
sin embargo, dado que el dominio Rossmann puede presentarse en diferentes geometrias de
acuerdo a Bashton & Chothia en el 2002, decidimos utilizar un miembro representativo de
cada geometria para posteriormente contrastar los sitios identificados como estadisticamente
acoplados en cada caso.

En el presente trabajo se realizaron analisis de SCA de las siguientes enzimas:

* La enzima lactato deshidrogenasa, quien cataliza la interconversion de lactato y
piruvato en la via glicolitica (Abad-Zapatero et al. 1987).

» La fenilalanina deshidrogenasa, es la responsable de la desaminacién oxidativa de la
L-fenilalanina para producir amonio y fenilpiruvato por medio de la reduccion de NAD
(Vanhook et al. 1999).
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* La alanina deshidrogenasa, quien se encarga de catalizar la aminacion reductiva del
piruvato hacia L-alanina, utilizando como cofactor NADH (Baker et al. 1998).

* La enzima shikimato deshidrogenasa, quien como ya se menciono, cataliza la
reduccién dependiente de NADP del 3-deshidroshikimato a shikimato.

* La enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, es la catalizadora de la formacion
dependiente de NAD de glicerato 1,3-bifosfato a partir de gliceraldehido 3-fosfato
(Lambeir et al. 1991).

Posteriormente se hicieron disefios in silico del dominio Rossmann de la SDH y
algunos de ellos fueron sometidos a dinamica molecular para poner a prueba su estabilidad y
capacidad de union al ligando NADP.
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SOBRE EL FUNCIONAMIENTO DE LOS METODOS COMPUTACIONALES UTILIZADOS
EN ESTE TRABAJO

SCA

Como ya se ha mencionado antes, la secuencia de aminoacidos de una proteina esta
muy relacionada a su estructura tridimensional y su funcion biologica (Anfinsen, 1973). A
partir de esto surge el analisis de acoplamiento estadistico (SCA por Statistical Coupling
Analysis), el cual es un método cuantitativo para entender el contenido informativo de una
secuencia peptidica, ésto a través de una generalizacion del principio de la conservacion
evolutiva (McLaughlin Jr et al. 2012). La premisa medular del método es que, el patron de
acoplamientos energéticos entre residuos de una proteina (es decir, las restricciones
funcionales entre aminoacidos) pueden ser identificados a través de un analisis de
coevolucién de residuos en sus respectivas posiciones en una familia de secuencias
homologas (Lockless, et al. 1999). Asi, la principal conclusién del SCA es que sélo alrededor
del 20% de los aminoacidos de una proteina estdn organizados en redes fisicamente
contiguas de posiciones que coevolucionan llamadas sectores de proteina (Halabi et al.
2009, Smock et al. 2010, Reynolds et al. 2011, McLaughlin Jr. et al. 2012), mientras que el
resto de los residuos evolucionan casi independientemente, sin mucha influencia ni siquiera
de su ambiente inmediato estructural. Los sectores de proteina se encuentran por lo general
alrededor de los sitios activos de las proteinas, pero conectan residuos importantes de la
superficie a través de caminos de interaccion entre residuos con el nucleo de la proteina
(Reynolds et al. 2011).

Dado que tales sectores se han encontrado en todas las familias de proteinas
estudiadas hasta ahora y estan relacionados con el plegamiento, estabilidad y/o actividades
funcionales, se ha sugerido que esta caracteristica estructural es una propiedad general de
las proteinas (Halabi et al. 2009 y Smock et al. 2010).

SCA examina la conservacién conjunta de todos los pares de posiciones de
aminoacidos en una familia de proteinas, lo cual depende en un principio de un gran y
diverso alineamiento multiple de secuencias “MSA” por Multiple Sequence Alignment de una
familia de proteinas compuesto de un numero M de secuencias por un numero L de
posiciones, a partir del cual se calcula una matriz de peso de correlaciéon de LxL (a quien
llamaremos C, la matriz SCA) que describe la coevolucion de todos los pares de posiciones
de secuencia. Cuando las secuencias son homogéneamente diversas a tal grado que las
distintas subfamilias de origen no son evidentes en el alineamiento, la definicion de los
sectores alcanza a identificar posiciones que se agrupan en los eigenmodos (conjuntos con
cierta independencia) mas significativos de la matriz de correlacion de SCA. Sin embargo,
también es posible que distintas subfamilias sean identificadas en MSA heterogéneos gracias
a meétodos matematicos que proveen un mapeo directo entre patrones de divergencia de
secuencia y patrones de covariacién posicional (Smock et al. 2010). A continuacién se
describiran los pasos claves del algoritmo SCA.

Paso 1. Definicién de las matrices de alineamiento y correlacion

En general, un MSA puede describirse como una matriz binaria de tres dimensiones X%;
(compuesta por M x L x 20 aminoacidos) cuyos elementos son 1 si la secuencia contiene al
aminoacido a en la posicién iy 0 si no es asi (figura 2A). Para usar métodos matematicos
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posteriores es necesario hacer una aproximacion binaria de la matriz anterior, lo cual se logra
reduciendo el MSA a una matriz binaria de dos dimensiones M x L (representada por Xy)
quien ahora solo incluye los términos en X% que representan al aminoacido mas prevalente
en cada posicion. Posteriormente se calcula un alineamiento normalizado de peso.

)"(sizq)i(XsFRsi)

donde o esta relacionada con la conservacion de la posicidén i en el MSA y es la funcion de
peso usada en la ultima implementacion de SCA (figura 2B), y Rs representa al promedio de
Xsi sobre todas las secuencias. A partir de la matriz X, se pueden obtener dos matrices de
correlacion, S=(1/L)XX", que es la matriz de correlacién de secuencias sopesada por @i, y
C= (1/M)XTX la matriz de correlacién de posiciones sopesada por ¢ (propiamente, C es Ia
matriz SCA).

20 3 9 1 L

g . ; L Correlaciones
: sopesadas entre

! - :’o n —)_(TI_,.I_:X“‘_ = sty
//. ..... BErnar]isane: a . — : A j S=1XXT ]—F todos los pares de

n f— T T m - i X g secuencias n y m
------ ey el — | (filas)
m 2 .
M v
| - - .

M s '1 o Correlaciones sopesadas entre

C=xnX' X todos los pares de posiciones iy

j (columnas)

Figura 2. Construccion de las matrices de correlacion en SCA. En A) se determina la presencia o ausencia de un
aminoéacido particular por secuencia y posicion particulares, esta matriz se binariza en B) representando ahora al aminoacido
mas prevalente en una secuencia y posicion particulares. Figura adaptada de Smock et al. 2010.

Paso 2. Mapeo de los modos de covariacion de secuencia y covariacion de posicion.

Se puede relacionar la divergencia de subfamilias de secuencias a la evolucién
correlacionada de grupos de posiciones por medio de la “descomposicion en valores
singulares” (singular value decomposition). En este método, la matriz M x L binaria X puede
escribirse como un producto de tres matrices: X=UXV’, donde U es una matriz M x M cuyas
columnas contienen a los eigenvectores de S, quien es la matriz de correlacion de secuencia,
y V es una matriz L x L cuyas columnas contienen a los eigenvectores de C, quien es la
matriz SCA de correlacion posicional. 2 es una matriz diagonal M x L de “valores singulares”,
los cuales estan relacionados con los eigenvalores de las matrices Sy C.
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Si un eigenmodo de la matriz de correlacion de secuencias (una columna en U) revela
una separacion de dos clases de secuencias, entonces el eigenmodo correspondiente de la
matriz de correlacion de posiciones (una columna en V) revelara las posiciones que mas
contribuyen a esta divergencia de secuencias.

Si se desea representar de una mejor manera la divergencia de subfamilias, SCA
permite el uso del analisis de componentes independientes (ICA por sus siglas en inglés), el
cual esta especificamente disefado para transformar K eigenmodos principales (los
principales son los mas informativos) de una matriz de correlacion en K componentes
maximamente independientes (Smock et al. 2010). En los tutoriales del algoritmo donde se
aplica esta transformacién se definen 3 sectores, uno por cada uno de los 3 primeros
componentes independientes.

Al final, para definir los residuos estadisticamente acoplados arriba de un punto de
corte (0.8 o superior segun los ejemplos de los tutoriales del algoritmo, lo cual refleja lo ya
mencionado, con respecto a que alrededor 20% de los residuos de una proteina
coevolucionan de forma critica) el mejor modelo estadistico a usar, en el caso de los datos
separados en K componentes maximamente independientes por ICA, es la distribucién t de
Student. En caso de unicamente definir un sector, tal grupo es analizado con una distribucién
Log-normal, a partir del primer eigenmodo de la matriz de correlacion de posiciones.

Un aspecto importante a entender es por qué el disefio natural de las proteinas
debiera parecer una arquitectura de sectores, el cual es un conjunto de redes dispersas de
residuos que actuan de forma cooperativa sumergidos en un ambiente de aminoacidos
débilmente acoplados (McLaughlin Jr et al. 2012) y que pueden elucidarse por SCA. Como
han propuesto McLaughlin Jr y sus colaboradores en el 2012: el sector es una consecuencia
natural de las restricciones evolutivas que rara vez son consideradas en la ingenieria de
proteinas y los modelos biofisicos. Tales sectores surgen principalmente de la necesidad de
variacion adaptativa en respuesta a condiciones fluctuantes de la seleccion natural.

Asi, al poner las restricciones del plegamiento nativo y la funcién en las posiciones
que conforman a los sectores, esta arquitectura permitiria la capacidad de una variacion
adaptativa rapida a través de mutaciones de unos cuantos residuos que actuen cooperando
entre si. De ser asi, la gran mayoria de las posiciones que no forman parte de ningun sector,
a pesar de su localizacion estructural, debieran mostrar mucha mas tolerancia a las
mutaciones y un menor potencial adaptativo.
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ROSETTADESIGN

Este algoritmo forma parte de la herramienta bioinformatica Protein Modeling Rosetta
Suite, y conlleva un proceso iterativo que optimiza energéticamente tanto la estructura como
la secuencia de una proteina. RosettaDesign alterna entre rondas de optimizacion de
secuencia de esqueletos (backbone) rigidos y minimizacidon energética de esqueletos
flexibles. Durante el paso de la optimizacion de secuencia se usa un algoritmo de busqueda
por “realineamiento simulado” (Simulated Annealing) por medio del método estadistico
numeérico Monte Carlo para muestrear el “espacio” (conjunto de aminoacidos con respectivos
rotdmeros posibles) de secuencia. Cada aminoacido es considerado en cada posicion y los
rotameros son aquellos que forman parte de la libreria de Dunbrack (Dunbrack & Karplus,
1993), la cual presenta conformaciones o frecuencias de rotdmeros dependientes de la
conformacion local del esqueleto. Después de cada ronda de optimizacion de secuencia
segun Monte Carlo, el esqueleto es relajado para acomodar a los aminoacidos del disefio. El
algoritmo de RosettaDesign puede utilizarse para el disefio de nuevos plegamientos,
redisefio de proteinas ya existentes, disefio de interfaces de proteinas, disefio de enzimas, y
la prediccion de regiones formadoras de fibras en proteinas (Kaufmann et al. 2010).

DINAMICA MOLECULAR

La dinamica de una proteina se define como cualquier cambio en las coordenadas
atémicas dependiente del tiempo (Henzler-Wildman & Kern 2007). Aunque los subestados
conformacionales de las proteinas y sus tasas de interconversion pueden ser detectados
experimentalmente, una descripcion estructural con resolucion atdmica del cambio de un
subestado a otro esta fuera del alcance experimental. Esta limitacion es razonablemente
superada por métodos computacionales dependiendo de qué tan buena sea la descripcion
del sistema proteina-solvente de acuerdo al campo de fuerza utilizado, el cual es un conjunto
de parametros que describe el potencial de energia de todos los atomos (Henzler-Wildman &
Kern 2007).
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ANTECEDENTES

Como ya se ha mencionado antes, la SDH de E. coli es codificada por el gen aroE. Se
sabe que la estructura 3D de esta enzima contiene al dominio Rossmann insertado en el
dominio catalitico, pues las ultimas dos a-hélices del C-terminal se encuentran muy cerca del
primer dominio (catalitico). Esto concuerda con analisis previos y aun no publicados de SCA
en la SDH realizados en el laboratorio del Dr. Segovia, ya que la SDH muestra conjuntos de
residuos acoplados involucrados mayoritariamente en el reconocimiento del sustrato en el
dominio catalitico, y otros pocos que, aunque se encuentran en el dominio C-terminal
(precisamente en las ultimas dos a-hélices antes mencionadas), interactuan fisicamente con
el dominio N-terminal, tal vez para brindarle una mejor estabilidad y/o empacamiento a la
proteina en su conjunto (Banda; Tesina de Licenciatura, 2011). El conocimiento de estos
residuos importantes en el extremo C-terminal fue determinante para el disefio de quimeras
en las que se intercambiaron los dominios Rossmann entre proteinas homdlogas (Banda;
Tesina de Licenciatura, 2011).

Las ultimas versiones del algoritmo de SCA son capaces, no solo de localizar residuos
estadisticamente acoplados, sino de determinar sectores de residuos dentro de una proteina
en cuestion. Se ha visto que cada uno de estos sectores puede tener un papel funcional
distinto de los demas e incluso un modo independiente de divergencia en secuencia en una
familia proteica (Halabi et al. 2009); asi como de delatar a los residuos responsables de
efectos alostéricos (Smock et al. 2010 & Reynolds et al. 2011).

Actualmente, la informacion del SCA esta siendo utilizada en el grupo del Dr. Segovia,
para redisefar el nucleo de plegamiento de la proteina fosforibosil antranilato isomerasa
(PRAI) por medio de RosettaDesign.

Por otra parte, el dominio Rossmann de la shikimato deshidrogenasa de E. coli fue
clonado de forma aislada en un plasmido, y de acuerdo a analisis experimentales de nuestro
laboratorio, es capaz de plegarse y presentarse de forma soluble dentro de E. coli (Chenge;
Tesis de Licenciatura, 2010).

JUSTIFICACION

La identificacion por métodos in silico de los sitios mas importantes para un dominio
contribuiria de manera importante a la rapida comprension de la informacién contenida en la
secuencia de aminoacidos previo a los analisis experimentales. Ademas de ayudarnos al
mejor entendimiento de la evolucion de los dominios y las proteinas, este aprendizaje puede
ser aplicado al disefio con un importante impacto biotecnoldgico, farmacoldgico, la industria
(Kiss et al. 2010) o la biorremediacién (Jez 2011).

Basandonos en la idea de McLauglin Jr y sus colaboradores en 2012 de que la
informacion obtenida a partir del SCA coincide de forma casi absoluta con la de los sitios
“‘mutacionalmente significativos”, el hecho de que RosettaDesign es una buena herramienta
de disefio (Kaufmann et al. 2010) y de que las funciones de las proteinas se gobiernan por
sus caracteristicas dinamicas (Henzler-Wildman & Kern 2007) propusimos lo siguiente:
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HIPOTESIS
Es posible redisefiar dominios Rossmann estables y capaces de unir a un dinucleétido
al utilizar la informacién de los residuos estadisticamente acoplados y los muy conservados.

OBJETIVO GENERAL
Sentar las bases para el disefio de dominios Rossmann de union a dinucleétidos
estables.

Objetivos particulares:

1. Determinar los sectores de residuos estadisticamente acoplados en proteinas
completas que utilicen el dominio Rossmann usando como modelo a la SDH de E.
coli.

2. Determinar los sectores de residuos estadisticamente acoplados en el dominio
Rossmann cuando esta asociado a dominios distintos en diferentes geometrias.

3. Disefar dominios Rossmann en donde a nivel de secuencia:

a) Se varien todos los residuos de un dominio Rossmann original excepto los
estadisticamente acoplados.

b) Se varien sdlo los residuos estadisticamente acoplados.
c) Se varien todos los residuos.

4. Analizar la estabilidad y funcionalidad de las dinamicas moleculares in silico de
algunos de estos disefos por medio de la paqueteria Maestro 9.3.
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METODOS
Obtencion de los alineamientos multiples

Buscando con la herramienta en linea de Protein Basic Local Alignment Search Tool,
mejor conocido por sus siglas: BLASTp (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
PROGRAM-=blastp&BLAST PROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_ DEFAULT
S=on&LINK L.OC=blasthome), version 2.2.25+, con un valor E maximo de 0.001 y la base de
datos NR de secuencias de proteinas, actualizada al dia 27 de Agosto del 2011 a las 2:12
pm, se obtuvieron dos alineamientos locales para cada proteina analizada: Uno utilizando
como secuencia de busqueda a la secuencia completa de la proteina en cuestion y otro
donde la secuencia de busqueda fue unicamente el segmento correspondiente al dominio
Rossmann de cada caso de acuerdo a la base de datos para la clasificacion de estructuras
de proteinas CATH para el dia 29 de Agosto de 2011.

Procesamiento de los alineamientos:

Por medio de la version 4.1 de la herramienta bioinformatica CD-HIT (http://weizhong-
lab.ucsd.edu/cd-hit/) se hizo un filtrado de cada alineamiento para quedarse finalmente con las
secuencias que mantenian un maximo de 80% de identidad entre si y una longitud en
residuos minima del 80% de la longitud de la secuencia a analizar para reducir la proporcion
de gaps y asegurar que el computo con SCA 5.0 contemplara la mayor cantidad posible de
sitios.

Analisis de acoplamiento estadistico (SCA):

Se aliment6é con cada alineamiento y el archivo de las coordenadas cristalograficas
(archivo pdb) correspondiente a la secuencia de busqueda al algoritmo de SCA 5.0 en la
paqueteria MATLAB R2010B. Es importante mencionar que la estructura cristalografica es
usada en el algoritmo unicamente para obtener la numeracion de los sitios, ya que en ningun
punto se toma en cuenta la informacion tridimensional para realizar los calculos. Asi pues,
unicamente a partir del alineamiento, el algoritmo SCA despliega diferentes graficos en cada
uno de sus pasos, a partir de los cuales el usuario puede (si lo considera pertinente) hacer
analisis opcionales de acuerdo a la informacion mostrada en pasos previos.

Disenios con RosettaDesign

Utilizando el algoritmo fixbb de la herramienta RosettaDesign, quien forma parte de la
suite de Rosetta version 3.3, se generaron 3 conjuntos (SCA, con 40 residuos respetados;
AntiSCA, con 40 residuos a alterar, y Aleatoria, donde se permiti6 cambiar toda la secuencia
del dominio Rossmann; para mayores detalles sobre la construccion de estos conjuntos ver
Disefios con RosettaDesign en la seccion de Resultados) de 999 secuencias cada uno,
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donde siempre y cuando se mantuviera una estructura equivalente al esqueleto del dominio
Rossmann (residuos 102 al 244) de la SDH. Los cambios en secuencia con respecto al
templado siempre fueron simultaneos. En lo sitios donde se permitié la variacion no se
excluyo la posibilidad de incluir al aminoacido original. A la secuencia del disefio con el score
mas significativo de cada conjunto (menor energia) se le afadid el cofactor NADP en la
misma posicion y con la misma orientacion atomica que en el cristal de la SDH de E. coli
(PDB ID: 1INYT) ya que los esqueletos de los disefios se encuentran en exactamente las
mismas coordenadas que el cristal templado.

Dinamicas Moleculares

Se hizo uso del programa Desmond de la paqueteria Maestro 9.3 para realizar y
analizar las dinamicas moleculares de los disefios ya mencionados. Se utilizé un ambiente de
agua SPC con suficientes iones Na® para mantener un entorno neutro bajo el protocolo
Simulated Annealing con 6 etapas iniciales (la primera fue a 10 K de temperatura durante un
tiempo de 30 ps, la segunda de 100 K durante 100 ps, la tercera de 300 K durante 200 ps, la
cuarta de 400 K por 300 ps, la quinta de 400 K por 500 ps y la sexta de 300 K durante 1000
ps) para finalmente mantener una temperatura constante de 300 K durante 50
nanosegundos. Se capturaron los datos cada 1.2 picosegundos. EI campo de fuerza utilizado
fue el OPLS-2005. Se hicieron las dinamicas con dos clases de ensamble por separado, la
NPT (con una presion isobarica de 1.01325 bar) y la NVT. En todos los casos se incluyo al
cofactor NADP colocado exactamente en el mismo lugar y en la misma orientacion atémica
de acuerdo al cristal del caso silvestre (PDB ID: 1NYT).
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RESULTADOS

Determinacion de los sectores de residuos estadisticamente acoplados en proteinas _
completas que utilizan el dominio Rossmann usando como modelo a la SDH de E. coli

En el caso de usar a la SDH completa de E. coli como secuencia de busqueda,
después del tratamiento mencionado en la seccién de METODOS, el alineamiento se redujo
de 4280 a un total 1637 secuencias finales. De acuerdo al analisis de clustering jerarquico
(figura 3) se infiere que solamente hay un sector, el cual comprende a varios residuos
considerados significativos (con un punto de corte de 0.8 de acuerdo al ajuste con la
distribucién Log-normal, por lo que solo se tomé en cuenta al 20% mas significativo).

=

I t i |
30 40 50 60 70

Jerarquia

Figura 3. Clustering jerarquico. Izquierda. La significancia del acoplamiento estadistico aumenta del azul al rojo (en el
rectangulo rojo se muestra la regién correspondiente al cluster que da lugar al sector). Derecha. Dendograma de la matriz de
la izquierda involucrando a todos los sitios de la SDH completa de E. coli (eje Y). El eje X del dendograma es una medida
de la jerarquia entre grupos.

El dendograma de la figura 3 refleja la forma en la que la coevolucion es capaz de
descomponerse en jerarquias que relacionan a los diversos sitios y grupos de sitios con otros
por medio del acoplamiento de pares de posiciones. A este nivel es posible apreciar la
cooperatividad entre aminoacidos de la proteina particular para algun papel especifico.
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Una vez establecido que sélo habria un sector de acuerdo a lo que se visualiza en el
rectangulo rojo de la figura 3, el primer eigenmodo (figura 4) revelara cuales son las
posiciones de la proteina que presentan la coevolucion mas significativa de acuerdo a un
punto de corte.

Frecuencia

0
-0.05 0 0.0s 01 015 nz 0.25 0.3

Valor dentro del eigenmodo

Figura 4. Definicion del sector en SDH de E. coli. Una distribucién Log-normal ajustada (linea roja) a un histograma del
primer eigenmodo (donde las combinaciones entre residuos ya estan ponderadas, lo que se grafica es justo el valor del
peso) revela que a un punto de corte de 0.8 los datos més significativos se encuentran a la derecha de la linea vertical azul
punteada.

Los residuos identificados como significativos de acuerdo a la figura anterior se
visualizan en la figura 5 en color azul a lo largo de la estructura de la SDH (PDB ID: 1INYT,
cadena A), atrapando principalmente a los residuos que apuntan a la cavidad de la proteina o
estan en el nucleo del dominio catalitico.
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Figura 5. Residuos destacados a un punto de corte de 0.8 segiin SCA en la SDH completa de E. coli. Del lado
izquierdo, se muestran los residuos acoplados en color azul y, en el lado derecho los residuos acoplados como esferas
azules, ésto para enfatizar el alcance de las nubes electrénicas de los mismos por medio de sus cadenas laterales. En ambos
casos el dominio Rossmann se muestra de color gris, el dominio catalitico en verde y el cofactor NADP se muestra en
bastones naranjas.

Dado que la cantidad de residuos acoplados considerados a un punto de corte de 0.8
ocupa un espacio tal de la proteina que impide su adecuado analisis visual, se considero que
subir el punto de corte podia facilitar tal analisis. Puntos de corte mas estrictos son
mostrados en la figura 6, donde aquellos residuos que sobreviven a un punto de corte de
0.95 comprende a quienes tienen contacto con el cofactor NADP y a aquellos que forman
parte del nucleo del dominio catalitico.
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Figura 6. Residuos destacados segiin SCA en la SDH de E. coli. En gris el dominio Rossmann y en verde el dominio
catalitico; en azul los residuos estadisticamente acoplados y en bastones naranjas el cofactor NADP. A) Residuos que
corresponden al 10% mas significativo. B) Residuos que pertenecen al 5% mas significativo. En ambos casos se muestran
del lado izquierdo los residuos significativos resaltados sélo de color azul, mientras que en el lado derecho se resaltan en
azul y esferas, ésto para apreciar el alcance de las nubes electrénicas.

Por otra parte, presentar en forma de red cdmo es que se acoplan los sitios que
sobreviven a un punto de corte tan estricto como el 5% puede ser muy util, como es el caso
de la figura 7, donde es apreciable que puede haber coevolucién entre residuos de distinto
dominio sin importar la distancia entre ellos, como es el caso de N149 y W252.
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Figura 7. Residuos mas acoplados. Otras vistas de la SDH donde se resaltan en A) los 8 residuos que se mantienen como
significativos a un punto de corte del 95%, en B) tinicamente de ellos y el cofactor. En C), las mismas posiciones en forma
de red y acomodados en una topologia similar a la de las otras imagenes de este apartado. En este tltimo caso, una linea de
conectividad es mas gruesa y oscura entre mayor sea el grado de acoplamiento entre dos sitios.
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Por otra parte, consideramos a los residuos muy conservados segun el alineamiento
como aquellos que segun SCA tienen un valor de entropia relativa de Kullback-Leibler
superior a 2.5. Tal entropia es calculada en los primeros pasos de SCA. Esta entropia
captura la divergencia entre las frecuencias observadas de aminoacidos por posicion en el
alineamiento multiple con respecto a las frecuencias de fondo en la base de datos no
redundante de proteinas. En otras palabras, la entropia relativa de Kullback-Leibler es una
medida estadistica de qué tan inverosimil es que cierto aminoacido observado se presente
en una posicion particular (frecuencia en el alineamiento) dada la probabilidad con que ese
aminoacido apareceria de acuerdo a una distribucién ya conocida (frecuencia en la base de
datos no redundante). La conservacion de todos los residuos considerados esta plasmada en
la figura 8.

A)
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position (SIH rumbering)

B)

Figura 8. Residuos muy conservados en la SDH completa. A) Conservacion por residuo de la SDH completa. B) Los
residuos con una entropia relativa superior a 2.5 en A) se muestran en esferas moradas. En verde el dominio catalitico, en
gris el dominio Rossmann y en sticks naranjas el cofactor NADP.
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De acuerdo a la figura 8B, los residuos mas conservados tienden a agruparse
mayoritariamente en la region intermedia de la enzima con un sesgo hacia el sitio catalitico
en la zona que plausiblemente une al shikimato; adicionalmente hay varios residuos
conservados en la regién que contactaria con el anillo nicotinamida del NADP.

Ahora bien, ya se menciond antes que es posible separar en sectores la informacién
de la covariacion entre residuos (ver la parte final del apartado de SCA en Sobre el
funcionamiento de los métodos computacionales utilizados en este trabajo) de una proteina.
Por lo tanto, se hizo el ejercicio de determinar si el analisis se modifica sustancialmente si se
asumian tres sectores (ya que las publicaciones que hemos revisado publican uno o tres
sectores, lo cual es arbitrario, pero es lo que se ha manejado), por lo que se ignoré el hecho
de que el clustering jerarquico de la figura 3 sugiriera la existencia de un unico sector. Los
eigenmodos principales (9 en total) de acuerdo a la figura 9 fueron sometidos a ICA (ver la
parte final del apartado de SCA en Sobre el funcionamiento de los métodos computacionales
utilizados en este trabajo) para posteriormente obtener un sector por cada uno de los
primeros tres componentes independientes (figura 10).
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Figura 9. Eigenvalores de la matriz de correlaciones de SDH de E. coli. Un eigenvalor es mas informativo entre mayor
sea su posicion en el eje X. En azul se muestra el histograma de los eigenvalores originales y en rojo la linea espectral,
quien representa a un histograma de eigenvalores determinados a partir de las matrices de correlacién de 100
aleatorizaciones del alineamiento original. Segun los tutoriales del algoritmo, aquellos eigenvalores que no sobrelapen con
la linea espectral son estadisticamente significativos. Se consider6 que sélo los 9 eigenvalores que se encuentran mas a la
derecha son los candidatos a considerar para el posterior analisis de ICA.
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Figura 10. Definicion de 3 sectores en SDH de E. coli. Por cada componente independiente se ajusta una distribucion t
(linea roja) y se determinan los residuos de cada sector segin el punto de corte (linea punteada) de 0.96, por lo que sélo se
consider6 el 4% mas significativo de cada componente.

De acuerdo a los residuos identificados como estadisticamente significativos durante
los diferentes analisis con el alineamiento de la SDH completa se procedié a condensar la
informacion final en la siguiente tabla de acuerdo a los residuos y numeracion de la SDH:

Proteina y punto de
Corte

C-R-C (SDH) al 0.8

Sector1

V6, G8, P10, H13,
S14, S16, P17, H20,
Q21, Y33, G54, N59,
T61, D73, A84, T87,
N100, T101, G103,
L106, A127, A130,
R132, G133, N149,
R150, T151, A155,
L158, F162, D182,
N186, T188, G191,
1192, C210, Y211,
D212, Y215, K217,
D236, G237, L238,
G239, M240, L241,
V242, Q244, A245,
A246, F249, W252,
H253, G254

Sector2

*ND

Sector3

ND

Conservados

H20, Y33, T61, P63,
K65, N86, N100,
D102, D212, Y215,
T220, G237, M240,
Q244, w252

C-R-C (SDH) al 0.9

P10, H13, S14, S16,
P17, H20,Y 33, N59,
T87, N100, T101,
A127, A130, R132,

ND

ND

H20, Y33, T61, P63,
K65, N86, N100,
D102, D212, Y215,
T220, G237, M240,
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N149, R150, T151, Q244, W252
N186, G191, 1192,
Y215, K217, M240,
L241, F249, W252

C-R-C (SDH) al 0.95 |H13, H20, Y33, N59, [IND ND H20, Y33, T61, P63,
N149, Y215, M240, K65, N86, N100,
W252 D102, D212, Y215,
T220, G237, M240,
Q244, w252

C-R-C (SDH) al 0.96 |S14, S16, P17, H20, |Q21, A24, F50, G54,|Y33, N59, A84, H20, Y33, T61, P63,
TRES SECTORES |N28, Y33, G57, T87,|N59, V62, A82,/A130, R132, N149, K65, N86, N100,
N100, T101, Y215,/G103, R121, G133, R150, T151, F162,|{D102, D212, Y215,
C226, G237, Q244,/D182, P197, Y211, /Y211, D236, L238,|T220, G237, M240,

A245, F249, L2511, K217, D236, G239, L241, W252 Q244, w252
H253, G254 V242, A245, A246,
H253

Tablal. Residuos acoplados por sector de la SDH completa a diferentes puntos de corte. *ND (no determinado).

De acuerdo a la tabla 1 podemos observar que el SCA con tres sectores a un punto de
corte de 0.96 comprende un total de 53 residuos acoplados; de los cuales se comparten 40
con el analisis de un sector al 0.8 de punto de corte (segunda fila), 20 con el analisis de un
sector al 0.9 (tercera fila) y 7 con el de un sélo sector al 0.95 (cuarta fila). Aunque es de
esperarse que se compartan mas residuos acoplados en el analisis anterior con un punto de
corte mas relajado, se encuentran a otros distintos, a pesar de que en todos los casos se
utilizé el mismo alineamiento. Esos residuos que no se encontraron en el analisis de un sélo
sector de 0.8 como punto de corte fueron A24, F50, G57, P197 y L251, todos ellos
clasificados como neutros, y a excepcion de A24, usualmente como hidrofobicos (ver figura
11). Sin embargo, hasta donde pudimos observar, ninguno de ellos tiene un papel asociado
en la literatura.
La determinacién del punto de corte va de la mano a lo ya comentado en trabajos previos de
SCA, de que sélo alrededor del 20% de los residuos son los que coevolucionan como para
convertirse en “mutacionalmente significativos” (McLaughlin et al. 2012). Asi, si consideramos
el ejemplo de que al buscar los residuos acoplados, donde por cada sector el punto de corte
sera de 0.95, por lo que sélo el 5% de los residuos sera considerado, entonces esperariamos
obtener un total del 15% de los residuos como estadisticamente acoplados.
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Figura 11. Residuos acoplados tinicamente en SCA de SDH de 3 sectores. Se muestran en amarillo aquellos residuos que
se presentan exclusivamente en la quinta fila de la tabla 1.

De forma inversa, aquellos que se recuperan con un solo sector al 0.8 de corte que no
se presentan en el analisis de tres sectores son V6, G8, P10, H13, T61, D73, L106, A127,
A155, L158, N186, T188, G191 y 1192. A excepcion de D73, todos los demas aminoacidos
presentan carga neutra a pH 7; y a excepcion de N186, A127 y A155, todos los demas suelen
considerarse hidrofébicos. Estos residuos se presentan identificados en la estructura de la
figura 12. Hasta donde pudimos observar, en la literatura s6lo se menciona que T61 forma
parte de la cavidad de unién del sitio activo de la SDH (Michel et al. 2003), y que incluso
pudiera unir al hidroxilo C3 del shikimato (Peek et al. 2011). Por otra parte, A127 es uno de lo
sitios que de acuerdo al sitio www.pdb.org unen al cofactor NADP.
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Figura 12. Residuos acoplados
tnicamente en SCA con un sé6lo sector.
Se muestran en color cian aquellos
residuos que no caen en el andlisis de SCA
con tres sectores.

Determinacion de los sectores de residuos estadisticamente acoplados en el dominio _
Rossmann de la SDH

Se hicieron dos analisis del dominio Rossmann de la SDH. Por un lado, se utilizé el
mismo alineamiento de la proteina completa, recortando y recuperando unicamente la parte
que correspondia al Rossmann de SDH (sitios 102 al 244) y aquello que alineara con él. A
este alineamiento se le llamo “podado”.

Por otra parte, utilizando la herramienta en linea BLAST, se sometid al dominio
Rossmann de la SDH de E. coli (residuos D102 al Q244) como secuencia de busqueda y se
recupero el alineamiento local. Era de esperarse que los homélogos recuperados no fuesen
los mismos que en el alineamiento donde la secuencia de busqueda fue el de la proteina
completa. Esto debido a que, como ya se mencion6é antes en nuestra definicion de un
dominio, el segmento correspondiente al Rossmann presenta una historia evolutiva diferente
al resto de la cadena polipeptidica en donde se haya inmerso, por lo que los resultados del
BLAST variaron con respecto a una busqueda con la SDH completa.

Andlogamente, analizamos al dominio Rossmann cuando esta combinado con otros
dominios. A continuacion la explicacion.

Determinacion de los sectores de residuos estadisticamente acoplados en el dominio _
Rossmann cuando esta asociado a dominios distintos

Como ya se menciono en el apartado de Modelo de Estudio, el dominio Rossmann ha
mostrado ser de los mas versatiles de la naturaleza al encontrarse combinado con dominios
de distintas familias, y de acuerdo al reporte de Bashton y Chothia en 2002; el dominio
Rossmann puede presentarse combinado con otro dominio en una misma proteina en 4
geometrias distintas (R-C, C-R, R/C/R, y C/R/C; donde R hace referencia a Rossmanny C a
catalitico), y para cada caso existen estructuras cristalograficas representativas, las cuales se
muestran en la tabla 2. Estas estructuras nos sirvieron para visualizar sectores a partir de
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alineamientos de la secuencia correspondiente a cada cristal. Por cierto, la SDH presenta a
su dominio Rossmann en la geometria C/R/C.

PDB ID Proteina Familia Geometria
Lactato y malato
1LDM Apo-Lactato Deshidrogenasa de Squalus acanthius deshidrogenasas, R-C
dominio C-terminal
1BW9 | Fenilalanina deshidrogenasa de Rhodococcus sp. M4 Arpmoamdo C-R
deshidrogenasas
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Gliceraldehido-3- RIC/R
2XON Trypanosoma Brucei fosfato
yp deshidrogenasas-like
: : L . L-alanina
1PJC L-alanina deshidrogenasa de Phormidium lapideum . C/R/IC
deshidrogenasas

Tabla 2. Cristales representativos de las diferentes geometrias en las que se presenta un dominio Rossmann de
acuerdo a Bashton y Chothia en el 2002.

Para cada caso mencionado en la Tabla 2 se hicieron dos analisis de SCA distintos:
Uno utilizando un alineamiento contra la proteina completa y otro con un alineamiento contra
unicamente la secuencia correspondiente al dominio Rossmann, de acuerdo a las
anotaciones de la base de datos de CATH. Como ya se mencioné ambos alineamientos
difieren tanto en tamafio como en homdlogos encontrados. Por tal motivo, se decidié hacer
también el andlisis con el alineamiento “podado” correspondiente a cada cristal en analogia
al caso de la SDH mencionado anteriormente.

Es importante mencionar que existen residuos que pueden compartirse entre sectores,
esto ya se ha observado por Halabi y colaboradores en el 2009 con un par de posiciones que
formaban parte tanto del sector rojo como del verde (Halabi et al. 2009) en la interfase de
ambos sectores en la tripsina de rata. En un esfuerzo por entender el papel de los sectores
encontrados en las diferentes moléculas analizadas en nuestro proyecto, recurrimos a la
literatura en busqueda de papeles para ciertos aminoacidos que coincidieran con nuestros
resultados, pues, como Halabi y sus colaboradores mencionaron en 2009, la interpretacion
funcional de los sectores no es obvia en ausencia de informacion adicional. No hay sector
que corresponda a ninguna subdivision de proteinas como segmentos de estructura
primaria, elementos de estructura secundaria ni arquitectura de dominio. Los sectores
tampoco son distinguibles por grado de exposicion al solvente ni conservacion de posiciones
tomada de forma independiente (Halabi et al. 2009).

A continuacion se mencionan los papeles reportados para para algunos de los
residuos identificados segun el analisis de acoplamiento estadistico para cada una de las
proteinas utilizadas en este trabajo; tal informacion se resume en las tablas 5, 7, 9, 11 y 13.
Para facilitar la visualizacién, las imagenes correspondientes a cada geometria son
unicamente de altos puntos de corte (superiores a 0.9) en SCA. Adicionalmente se muestra
en forma de tablas (tablas 3, 6, 8, 10 y 12) las diferentes posiciones identificadas como
significativas de acuerdo a tales puntos altos de corte.
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Geometria R-C (1LDM): Lactato Deshidrogenasa

Rossmann
Proteina completa

Rossmann Podado

B)

Rossmann

Rossmann Podado———".-—-—'i——-i———é'_—.-i———*-

22 32 42 52 B2 72 82 82 102 12 122 132 142 152
Numero de residuo

Figura 13. Residuos estadisticamente acoplados en la enzima Lactato deshidrogenasa. Los residuos de los sectores 1,
2 y 3 se resaltan en colores azul, rojo y verde respectivamente. En A) se muestra en gris al dominio Rossmann (residuos 1-
162), en cian el dominio catalitico y en bastones amarillos el cofactor NAD. En B) se muestran los residuos acoplados en la
estructura secundaria del dominio Rossmann.

Polipéptido y punto
de corte

Sector1, azul

Sector2, rojo

Sector3, verde

Conservados

R-C (1LDM) al 0.96

31,43, 47, 54, 57,
61, 99, 104, 108,
129, 162, 163, 173,
188, 189, 192, 196,
201, 202, 237, 242,

29, 36, 95, 141, 144,
151, 152, 154, 158,
160, 170, 171, 180,
193, 194, 195, 208,
210, 238, 243, 247,

60, 62, 92, 94, 95,
96, 97, 100, 101,
102, 103, 104, 105,
106, 108, 109, 113,
116, 138, 149, 157,

52, 64, 106, 138,
139, 141, 166, 169,
191, 193, 289, 296
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Rossmann 1LDM al
0.96

60, 94, 95, 96, 103,
109, 113, 116, 145,
149

61, 65, 67, 71, 90,
96, 98, 107, 140,
151

29, 36, 95, 141, 144,
149, 151, 152, 153,
154, 157, 158, 160

27,32, 52, 64, 106,
138, 139, 141

Rossmann Podado
1LDM al 0.96

29, 36, 49, 83, 95,
141, 143, 144, 151,
152, 154, 158, 160

60, 94, 96, 97, 100,
101, 102, 103, 104,
106, 108, 109, 113,

31, 43, 47, 54, 57,
61,71, 99, 104, 108,
129, 132, 144, 159,

52, 64, 106, 138,
139, 141

116 162

Tabla 3. Posiciones de residuos estadisticamente acoplados para la enzima lactato deshidrogenasa (PDB ID: 1LDM).

En cuanto a los residuos estadisticamente acoplados en la enzima lactato
deshidrogenasa completa (Figura 13), destaca la presencia de H193, quien es esencial para
la catalisis y se presenta flanqueada por G191 y G194, quienes también estan acoplados y
permiten que existan cambios conformacionales durante la catalisis. Tal H193 presenta
enlaces de hidrégeno con N138 y D166, quienes se unieron a un ion sulfato durante la
obtencién del cristal. Otro sulfato se une, entre otros residuos, a R171. T245 esta cerca de
este sitio de union (Abad-Zapatero et al. 1987).

Por otra parte, R106 tiene el mayor cambio conformacional y esta involucrado en
catalisis, presentando el mayor factor de temperatura. Dado que G103 también tiene un alto
factor de temperatura, podria ademas ayudar en la flexibilizacion del asa que cubre el centro
activo de la lactato deshidrogenasa en presencia del sustrato y el cofactor unidos a ella. En
analogia a otras enzimas, la Y236 podria fosforilarse inhibiendo a la enzima. Entre otras
cosas, V26 e 194 comparten un enlace de hidrégeno (Abad-Zapatero et al. 1987).

En la comparacion de las estructuras de la apo-enzima y su complejo ternario, Hackert
y sus colaboradores en 1976 mencionaron que los mayores movimientos estan asociados
con la regién que va de la A96 a K118 y con la ultima hélice. Esta ultima hélice hace
contacto, entre otros residuos, con L108. La Q192 (vecina de la histidina esencial 193) forma
un enlace de hidrégeno con S316 y un contacto hidrofébico con L320, quien no esta
estadisticamente acoplado ni muy conservado. Esta region tiene interacciones hidrofobicas
con otros residuos, como L287, W188 y P268. En si, varios movimientos que involucran
residuos como L108, T141, Q192, entre otros, estan alrededor del centro activo, y el
movimiento del asa no solo presenta residuos importantes para la coenzima y el sustrato,
sino que también es responsable de cambios conformacionales de la H193 esencial. Los
autores de tal reporte también mencionaron que es notable que la parte de la molécula que
sufre alteraciones conformacionales no solo esta asociada con el centro activo, sino también
con la parte externa de la enzima, mientras que mucho del resto de la subunidad esta
asociado con estructuras involucradas en contactos subunidad-subunidad. En cuanto al
complejo abortivo (lactato deshidrogenasa-NAD-piruvato), el piruvato se une covalentemente
a la posicion C4 de la nicotinamida y forma un enlace de hidrogeno con H193 (Hackert et al.
1976).

R99 une el asa con los fosfatos de NAD. Se piensa que E138 empuja el asa en la
region del residuo Q100 (Hackert et al. 1976).
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Por otra parte, Beek y sus colaboradores reportaron en 1997 que los residuos R99,
V136, N138, D143, S161, D166, R171, H193 estan a una cercania importante del cofactor
NAD (Figura 13A). R99 es un residuo del asa del sitio activo (que va del sitio 96 al 108),
D166 forma un par idnico con la histidina del sitio activo (H193) y R169, ésta ultima arginina
es en parte responsable de unir al sustrato. EI NH, del cofactor forma un puente de
hidrégeno con V136 y con la cadena lateral de N138.

Los residuos conservados G27 y D52 parecen tener cierta interaccion con el cofactor
(Vincent et al. 1997).

M62 es uno de los residuos que en especies de peces barracuda parece ser
responsable del cambio de K, entre especies que viven a diferentes temperaturas a pesar de
pertenecer a una region de muy baja movilidad en la enzima y estar alejado del sitio activo
(Holland et al. 1997).

Existe reportado un listado de residuos del centro activo y/o de catalisis de la lactato
deshidrogenasa (Eventoff et al. 1977). A continuacion se menciona en la tabla 4 aquellos que
fueron detectados como acoplados (en negritas):

Regidn del ligando Residuos

Adenina V26, V51, D52, V53, M54, Y83, 194, A96, 1116,
1120.

Ribosa de la adenina G27, G29, D52, K57

Pirofosfato A30, K57, G97, R99, Y244

Ribosa de la nicotinamida V31, T95, A98, S137

Nicotinamida V31, V136, N138, L165, T245, 1249

Sustrato R106, H193

Anillo negativo E104, S105, G194, D195, D230, D233, S234,
Y236, E237

Rearreglo del asa Q100

Tabla 4. Residuos del centro activo y/o catélisis segtin Eventoff et al. 1977 que coinciden con los residuos acoplados
(negritas) de este trabajo.

El espacio entre el asa y la parte rigida de la enzima lactato deshidrogenasa parece
estar alineado por un anillo de cargas negativas provisto por D195 y E237, ademas de D233,
quien no esta acoplado. Cuando el asa se cierra, E104 se afade al anillo descrito. La carga
positiva del grupo guanidino de R106 debe pasar por este anillo durante el cambio
conformacional entre las estructuras de la apo-enzima y el complejo ternario. Eventoff y
colaboradores pensaron que esta carga positiva en el centro activo puede ser un factor que
contribuya a la unién débil del NAD+ en comparacion al NADH. La Y236 también esta dentro
de este anillo de cargas negativas, ademas de estar asociada con una pérdida de actividad.
Una inspecciéon de los mapas de densidad electrénica muestra posibilidades de enlaces
hidrogeno del grupo carboxiamida de la nicotinamida con la S161. La revision de la
secuencia también ha hecho pensar que el sitio de union del lado B de la nicotinamida sea
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hidrofébico debido a la presencia de V136 e 1249. Q100 hace un enlace de hidrégeno con
N140 cuando el asa esta abajo, mientras que hace un puente de hidrégeno con el carbonilo
de la cadena principal de G103 cuando el asa esta arriba (Eventoff et al. 1977).

Dado que la lactato deshidrogenasa del musculo de S. acanthius tiene una isoenzima
en el corazéon de organismos como pollo o cerdo; se piensa que los cambios en la
hidrofobicidad de la cavidad de unién de adenosina (dada por los residuos 194, 1116, M54),
en la isoenzima de corazon, es debido a una disminucion en el tamafio de las cadenas de
aminoacidos, por lo que al inicio de la union del cofactor, la adenosina se pegara con una
afinidad reducida a esta isoenzima en comparacion con la version de la enzima de musculo
(Eventoff et al. 1977).

Por ultimo, la pagina www.pdb.org reporta para el cristal 1LDM, en la seccion
“Sequence” que los sitios de union a NAD por evidencia del software GetSite (El autor de
esta tesis supo de tal programa solo gracias a una comunicacion personal con la Dra.
Rachel Kramer Green, una persona intimamente involucrada en el mantenimiento de la base
de datos PDB, durante el 2013) son los siguientes: D52, V53, M54, Y83, T95, A96, A98, R99,
V136, S137, N138, S161, H193. Todos ellos identificados como acoplados y/o muy
conservados en los analisis realizados a la lactato deshidrogenasa de S. acanthius (excepto
S137).

Residuos Estadisticamente Papel Referencia

Acoplados

H193 Esencial, forma  enlace de | Abad-Zapatero et al. 1987
hidrégeno con el piruvato. Hackert et al. 1976

G191, G149 Cambios conformacionales durante | Abad-Zapatero et al. 1987
la catalisis.

N138, D166 Enlace de hidrégeno con H193 y | Abad-Zapatero et al. 1987

unién a i6n sulfato. El cofactor |Beek et al. 1997
forma un puente de hidrégeno con
N138. D166 forma un par i6nico con

H193.
R106 Catalisis. Abad-Zapatero et al. 1987
Y236 Fosforilacion que inhibiria a la| Abad-Zapatero et al. 1987
enzima. Eventoff et al. 1977
V26, 194 Comparten enlace de hidrégeno. Abad-Zapatero et al. 1987
A96-K118 Regién de alto movimiento. Hackert et al. 1976
Q192, S316 Comparten enlace de hidrégeno. Hackert et al. 1976
R169 En parte responsable de unir al Beek efal. 1997
sustrato.
G27, D52 Cierta interaccioén con el cofactor. Vincent et al. 1997
L287, W188 y P268 Tienen interacciones hidrofébicas | Hackert et al. 1976
con Q192 y S316.
L108, T141y Q192 Se encuentran alrededor del sitio|Hackert et al. 1976
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cuales provocan cambios
conformacionales en H193.
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R99, E138 y E138

R99 une el asa donde se encuentra
con los fosfatos de NAD. Se piensa
que E138 empuja esa asa en la
region de Q100.

Hackert et al. 1976

cambio en K, entre especies de
peces barracuda que viven a
diferentes temperaturas.

V136 Forma enlace de hidrogeno con el |Beek et al. 1997
cofactor.
M62 Parece ser el responsible del Holland et al. 1997

D195, E237, E104, R106.

Proveen de un anillo de cargas
negativas que parece alinear un
asa de la enzima y su parte rigida.
Cuando el asa se cierra, E104 se
afiade al anillo descrito. La carga
positiva del guanidino de R106
debe pasar por este anillo durante
el cambio conformacional entre
apoenzima y complejo ternario. Lo
cual puede influir en unir débilmente
al NAD+ en comparacién al NADH.

Eventoff et al. 1977

194, 1116, M54

Cambian la hidrofobicidad de la
cavidad de union a adenosina en la
isoenzima del corazén de pollo o
cerdo, ya que los residuos de la
isoenzima de corazon tienen
cadenas laterales mas cortas, lo
cual provoca que la adenosina se
una con menor afinidad que en la
enzima de musculo.

Eventoff et al. 1977

D52, V53, M54, Y83, T95, A96,
A98, R99, V136, N138, S161,
H193.

Sitios de unién a NAD.

http://www.pdb.org/pdb/explore/rem

ediatedSequence.do?
structureld=1LDM

Tabla 5. Papeles de algunos de los residuos acoplados en la enzima lactato deshidrogenasa segtn la literatura.
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Geometria C-R (1BW9): Fenilalanina deshidrogenasa

Proteina completa: Un sector

Proteina completa

Rossmann Rossmann Podado

Rossmann — ——
ROSSMANN POUAUO .. et e ettt e e
E I | i \ i i | i I | i | i \

147 157 167 178 188 196 208 218 228 238 248 258 266 279 283

Numero de residuo

Figura 14. Residuos acoplados en la enzima fenilalanina deshidrogenasa. Los residuos del sector 1, 2 y 3 se resaltan en
colores azul, rojo y verde respectivamente. En A) se muestra en blanco al dominio Rossmann (residuos 137-338), en cian el
dominio catalitico y en bastones amarillos el cofactor NAD. En B) se muestran los residuos acoplados segun la estructura
secundaria del dominio Rossmann.

35



Jestis Banda

Polipéptido y punto | Sector1, azul Sector2, rojo Sector3, verde Conservados

de corte

C-R (1BW9) al 0.95 |38, 62, 73, 117, 128, |ND ND 36, 39, 40, 42, 63,
139, 149, 185, 259, 66, 75, 76, 78, 118,
264 126, 182, 184, 233,

237, 262, 283, 284,
288, 290

C-R (1BW9) al 0.96 |37, 38, 46, 52, 73,|63, 64, 81, 116, 138,|36, 62, 100, 102,36, 39, 40, 42, 63,

tres sectores 79, 81, 111, 113,140, 181, 187, 194,106, 115, 116, 118,|66, 75, 76, 78, 118,
117, 120, 125, 139,|240, 244, 253, 262,119, 121, 122, 124,/126, 182, 184, 233,
149, 152, 185, 194,|274, 284 125, 126, 127, 128,|237, 262, 283, 284,
205, 249, 259, 264, 129, 130, 131, 137,|288, 290
266, 279 138, 286

Rossmann 1BW9 al| 149, 152, 183, 185,|148, 149, 152, 153,/179, 181, 184, 187,181, 182, 184, 233,

0.96 191, 235, 244, 248,|154, 155, 156, 157,|232, 240, 253, 262,|237, 261, 262, 283,
249, 254, 259, 264,|164, 169 274,284 284, 288, 290
266, 271, 273

Rossmann extraido| 139, 149, 152, 185,|138, 157, 181, 187,137, 138, 139, 140,182, 184, 233, 237,

1BW9 al 0.96 194, 205, 249, 259,194, 240, 244, 253,144, 145, 146, 148,262, 283, 284, 288,
264, 266, 278, 279 262, 274, 277, 278,149, 152, 153, 155,290

284 185, 291

Tabla 6. Posiciones de residuos estadisticamente acoplados en la enzima Fenilalanina deshidrogenasa (PDB ID: 1BW9).
ND = no determinado.

En el articulo de la obtencion de las coordenadas atémicas del PDB ID: 1BW9 de
Vanhooke y sus colaboradores en 1999, se menciona que los residuos S255, N262, S306
fueron modelados en una conformacién alternativa para tener sentido con su densidad
electronica. Adicionalmente, el grupo amida del esqueleto de N262 y el grupo carbonilo de la
A239 estan a distancia de enlace de hidrogeno con los grupos hidroxilo 2'y 3' de la ribosa de
la nicotinamida del cofactor NAD respectivamente (Figura 14A). Existen enlaces de
hidrégeno entre los oxigenos del fosforil de NAD y los grupo amida del esqueleto de A185.
En un caso donde se cristalizd el complejo inhibidor enzima*NAD*3-fenilpropionato, se
observo que tanto el residuo T153 como el S149 forman puentes de hidrégeno a partir de
sus respectivos OY con el oxigeno carboxiamida del dinucledtido. EI D118 tiene un papel
activo durante la catalisis. D205 es candidato a formar hasta dos enlaces de hidrogeno con el
NAD, mientras M63, P117 y G184 simplemente forman parte del sitio activo y estan muy
cerca del dinucledtido (Vanhook et al. 1999).

Por otra parte, el sitio www.pdb.org indica para la secuencia del cristal 1BW9, en la
seccion “Sequence”, que los residuos que unen al NAD segun evidencia de software (en
negritas quienes adicionalmente son acoplados y/o muy conservados) son K66, K78 (quien
es uno de los cataliticos), P115, V119, G182, G184, A185, V186, A204, D205, T206, R210,
L224,C238, A239, M240, A260, A261, N262.
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Residuos estadisticamente
acoplados

Papel

Jestis Banda

Referencia

5255, N262 y S306

Fueron modelados dentro de la
densidad electronica en
conformaciones alternativas. El
grupo amida del esqueleto de
N262 estda a una distancia de
enlace de hidrégeno del grupo
hidroxilo 2' de la ribosa de la
nicotinamida del NAD.

Vanhooke et al. 1999

A239

Esta a una distancia de enlace de
hidrogeno del grupo hidroxilo 3' de
la ribosa de la nicotinamida del
cofactor NAD.

Vanhooke et al. 1999

A185

Hay enlaces de hidrogeno entre los
oxigenos del fosforil de NAD vy el
grupo amida del esqueleto de A185.

Vanhooke et al. 1999

T153, S149

Forman puentes de hidrogeno a
partir de sus respectivos OY con el
oxigeno carboxiamida del
dinucledtido.

Vanhooke et al. 1999

D118

Papel activo durante la catalisis.

Vanhooke et al. 1999

D205

Es candidato a formar hasta dos
enlaces de hidrogeno con el NAD.

Vanhooke et al. 1999

M63, P177 y G184

Forman parte del sitio activo y estan
muy cerca del dinucleétido.

Vanhooke et al. 1999

P115, V119, G182, G184, A185,
D205, A239, M240, A261, N262

Sitios de unién a DNA.

http://www.pdb.org/pdb/explore/rem

ediatedSequence.do?
structureld=1BW9

Tabla 7. Residuos estadisticamente acoplados en la enzima fenilalanina deshidrogenasa que tienen un papel asociado en la

literatura.
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Jesus Banda

Geometria C-R-C (1PJC): Alanina deshidrogenasa

Proteina completa: Un sector

Rossmann Podado
Rossmann

Rossmann | . - .———*—.——-‘ —_— - 3>
Rossmann Podado |- = T ST——————— et O —
\ | I \ | | | | \ i I | I i | i | |

129 133 143 159 169 173 183 199 203 213 229 239 249 253 269 273 289 299

Numero de residuo

Figura 15. Residuos estadisticamente acoplados en la enzima Alanina deshidrogenasa. Los residuos correspondientes a

los sectores 1, 2 y 3 se muestran en colores azul, rojo y verde respectivamente. En A) el dominio Rossmann (residuos 129-
304) se muestra en gris, mientras que el catalitico en cian. El cofactor NAD se muestra en bastones amarillos. En B) se
muestran los residuos acoplados en la estructura secundaria del dominio Rossmann.
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Polipéptido y punto | Sector1, azul Sector2, rojo Sector3, verde Conservados

de corte

C-R-C (1PJC)al 0.9 |10, 31, 74, 75, 93,|ND ND 1, 8, 13, 15, 20, 40,
95, 118, 132, 156, 47, 50, 132, 137,
161, 164, 269, 270, 174, 176, 179, 182,
282, 285, 294, 295, 197, 232, 246, 257,
297, 300, 307, 316 265, 271

C-R-C (1PJC) al|17, 31, 87,120, 121,|1, 9, 10, 44, 74, 75,16, 87, 115, 129,|1, 8, 13, 15, 20, 40,

0.96 tres sectores 130, 156, 161, 164,|92, 93, 95, 97, 103,138, 140, 150, 163, 47, 50, 132, 137,
177, 180, 199, 203,116, 118, 126, 128,/168, 177, 179, 197,174, 176, 179, 182,
205, 216, 269, 276,129, 131, 132, 136,205, 239, 240, 241,197, 232, 246, 257,
280, 282, 285, 294,139, 142, 162, 163,242, 245, 246, 248,265, 271
295, 297, 307, 314,|219, 239, 270, 300, |260, 264, 267
318 301, 302, 316, 324

Rossmann 1PJC al|131, 142, 148, 158,129, 145, 163, 168,| 154, 168, 177, 259,132, 137, 174, 176,

0.96 161, 219, 269, 270,177, 179, 239, 240,|266, 276, 291, 292,179, 182, 197, 232,
281, 282, 285, 295,|241, 242, 245, 246,|294 246, 257, 265, 271,
299, 300, 302 248, 264, 267, 279 299

Rossmann extraido| 130, 156, 164, 168,|129, 138, 140, 168,132, 154, 160, 162,132, 137, 174, 176,

1PJC al 0.96 177, 180, 203, 205,177, 179, 197, 240,|163, 239, 272,287 |179, 182, 197, 232,
269, 276, 280, 282,|241, 242, 245, 246, 246, 257, 265, 271
285, 294, 295, 297 |248, 264, 267

Tabla 8. Posiciones de residuos estadisticamente acoplados en la enzima Alaninda deshidrogenasa (PDB ID: 1PJC). ND=
no determinado.

Investigando en la literatura sobre el papel de los residuos acoplados encontrados
(Figura 15) en la alanina deshidrogenasa, se ha encontrado que en el momento de formar la
estructura cuaternaria, que en este caso consiste en un hexamero, los residuos acoplados
K184, G161 y R138 de una subunidad se empacan con E207 (quien no esta acoplado) de la
siguiente subunidad formando un parche hidrofilico. También los residuos P163,G164,V165 y
P167 forman un asa y ésta interactua con otra subunidad de enzima para formar una
interface; mientras que los residuos K169 y E194 se localizan en el centro de esa interface
(Baker et al. 1998).

Con respecto a la union del dinucleétido, el anillo de adenina se situa en una cavidad
hidrofébica formada (entre otros residuos) por V238 y L248, ademas que S219 forma un
puente de hidrégeno con tal anillo. Se forman enlaces de hidrogeno entre los hidroxilos 2'y 3'
de la ribosa de la adenina y el residuo D197, quien también es conservado. También se
forma un enlace de hidrégeno mediado por una molécula de agua entre el hidroxilo 2' y el
nitrogeno del grupo amida de N199. La regidén que comprende al pirofosfato forma algunos
enlaces de hidrogeno ya sean directos o mediados por agua con el asa de G176, V177, V178
y N179. Otro enlace mas con S133. El hidroxilo 3' de la ribosa de nicotinamida forma un
enlace de hidrégeno con V238, mientras que una cara del anillo de nicotinamida se empaca
contra una parte de la superficie de la enzima formada por los residuos A136, V266, V178, y
M300. Este patrén de enlaces de hidrogeno es completado por las interacciones entre la
region carboxiamida del anillo nicotinamida el grupo amino de M300 y el carbonilo de V297,
el cual provoca que el enlace glicosidico quede en conformacion anti entre el anillo
nicotinamida y su ribosa asociada. De hecho, la conformacion syn de este enlace esta
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estéricamente impedida por M132 y S133 (Baker et al. 1998).

Con respecto al rearreglo de ciertas asas entre la enzima libre y la enzima asociada a
su cofactor resalta lo siguiente: El asa que contiene a los residuos V238, L239, V240, P241,
G242, A245 y P246 se mueve hasta 6 A mientras permitiendo que en la cavidad se una el
anillo de adenina del NAD. En conjunto con este reposicionamiento, el asa donde se
encuentran los residuos V266, A267, V268, D269 y Q270, aquella donde se encuentran
T280, S281, H282 y P285, y H294, Y295, V297, P298 y la que tiene al residuo N299 se
mueven en la misma direccion hasta 2 A. Estos movimientos optimizan el acomodo del
cofactor en la enzima y permite que la region carboxiamida del anillo nicotinamida forme
enlace de hidrogeno con el grupo amino de la cadena principal de M300 y el carbonilo de
V297 (Baker et al. 1998).

Por el lado de la union del piruvato, el grupo metilo se empaca contra los residuos
hidrofébicos Y93, M132 y L129. El grupo amino de la cadena lateral de K74 interactua tanto
con el oxigeno del carbonilo del piruvato como con uno de los oxigenos de su carboxilo.
También se forma un enlace de hidrogeno entre el oxigeno del carbonilo del piruvato y la
cadena lateral de H95, mientras que uno de los nitrégenos de la cadena lateral de N299
interactua con uno de los oxigenos del carboxilato del piruvato (Baker et al. 1998).

Ya adentrandose en el mecanismo catalitico, dada la proximidad con que el anillo
imidazol de H95 se encuentra del grupo carbonilo del piruvato, se sugiere que tal histidina
actua como el catalizador acido/base. Es posible que E117 y D269 ayuden a H95 durante la
catalisis (Baker et al. 1998).

Agren y colaboradores mencionaron en el 2008 que en el homodlogo de
Mpycobacterium tuberculosis los residuos equivalentes a los ya mencionados D269 y H95 son
potencialmente cataliticos; mientras que K74 es uno de los residuos que une al piruvato.

La pagina www.pdb.org menciona para la secuencia del cristal 1PJC, en la seccidn
“Sequence”, que por evidencia de software los residuos que se unen a NAD (en negritas
quienes adicionalmente estan acoplados y/o muy conservados) son S133, A136, G174,
G176, V177, V178, D197, 1198, S219, A237, V238, L239, V266, A267, Q270, N299, M300 y
P301.

Residuos estadisticamente Papel Referencia
acoplados

K184, G161, R138, P163, G164, En el momento de formar la|Baker efal. 1998
V165, P167, K169, E194 estructura cuaternaria (un

hexamero), K184, G161, y R138 de
una subunidad se empacan con
E207 (quien no esta acoplado) de la
siguiente subunidad formando un
parche hidrofilico.

P163, G164, V165 y P167 forman
un asa y ésta interactia con otra
subunidad de enzima para formar
una interfase; mientras que los
residuos K169 y E194 se localizan
en el centro de esa interfase.
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V238, L248, S219.

El anillo de adenina del dinucledtido
se sitla en una cavidad formada,
entre otros residuos, de V238 vy
L248, mientras que S219 forma un
puente de hidrégeno con tal anillo.

Baker et al. 1998

Jestis Banda

D197, N199

D197 (quien también es
conservado) forma enlaces de
hidrogeno con los hidroxilos 2' y 3'
de la ribosa de la adenina. Mientras
que el grupo amida N199 forma un
enlace de hidrégeno mediado por
una molécula de agua con el
hidréxilo 2' de la ribosa de adenina
también.

Baker et al. 1998

G176, V177, V178, N179, S133

El loop que va de G176 a N179
forma enlaces de hidréogeno con la
region del pirofosfato del NAD,
ademas de otro con S133. Esta
S133 impide (junto con M132) que
el enlace glicosidico entre el anillo
nicotinamida y su ribosa asociada
quede en conformacién syn.

Baker et al. 1998

V238

Forma un enlace de hidrégeno con
con el hidroxilo 3' de la ribosa de
nicotinamida.

Baker et al. 1998

A136, V266, V178, M300, V297,
M132

Forman parte de la superficie de la
enzima en donde se empaca una
cara del anillo de nicotinamida. La
regiébn carboxiamida del anillo
nicotinamida tiene interacciones
con el grupo amino de M300 y el
carbonilo de V297. Este carbonilo
provoca que el enlace glicosidico
quede en conformacion anti entre el
anillo nicotinamida y su ribosa
asociada.

Baker et al. 1998

V238, L239, V240, P241, G242,
A245, P246

Forman parte un asa que se mueve
hasta 6 A para formar una region en
la cavidad en la cual se unira el
anillo de adenina.

Baker et al. 1998

(V266, A267, V268, D269, Q270),
(T280, S281, H282, P285), (H294,
Y295, V297, P298, N299)

Estas asas se mueven en la misma
direccion hasta 2 A, lo cual optimiza
el acomodo del cofactor en la
enzima y permite que la region
carboxiamida del anillo nicotinamida
forme un enlace de hidrégeno con
el amino de la cadena principal de
M300 y el carbonillo de V297.

Baker et al. 1998

Y93, M132, L129, K74, N299

El grupo metilo del piruvato se
empaca contra Y93, M132 y L129.

Baker et al. 1998

Agren et al

. 2008
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El grupo amino de la cadena lateral
de K74 interactia tanto con el
oxigeno del carbonilo como como
con uno de los oxigenos del
carboxilo del piruvato. Uno de los
nitrdgenos de la cadena lateral de
N299 interactia con uno de los
oxigenos del carboxilato del
piruvato.

Jestis Banda

H95, E117 y D269

La cadena lateral de H95 forma un
enlace de hidrogeno entre el
oxigeno del carbonilo del piruvato.
Dada la proximidad con que el
anillo imidazol se encuentra del
grupo carbonilo del piruvato, se
sugiere que ésta histidina actua
como catalizador &cido/base. Es
posible que E117 y D269 la ayuden
durante la catélisis.

Baker et al. 1998
Agren et al. 2008

S133, A136, G176, V177, V178,
D197, S219,v238, L239, V266,
A267, Q270, N299, M300, P301

Residuos que por evidencia de
software unen al cofactor NAD.

http://www.pdb.org/pdb/explore/rem
ediatedSequence.do?
structureld=1PJC

Tabla 9. Algunos residuos estadisticamente acoplados en la enzima alanina deshidrogenasa y su papel asociado en la

literatura.
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Jesus Banda

Geometria C-R-C (SDH): Shikimato Deshidrogenasa

Proteina completa

Proteina completa: Un sector

Rossmann Rossmann Podado

Rossmann

Rossmann Podado

| | i
182 192 202 21z 222 23z 24z

102 1nz 12z 132 14z 152 162 172

Numero de residuo

Figura 16. Residuos estadisticamente acoplados en la enzima shikimato deshidrogenasa. Se muestran los residuos
correspondientes a los sectore 1, 2 y 3 en colores azul, rojo y verde respectivamente. En A) se muestra en gris al dominio

Rossmann (residuos 102-244), en cian al dominio catalitico y en bastones naranja el cofactor NADP. En B) los residuos de
los diferentes sectores en la estructura secundaria del dominio Rossmann.
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Polipéptido y punto
de corte

Sector1, azul

Sector2, rojo

Sector3, verde

Jestis Banda

Conservados

C-R-C (SDH) al 0.95

13, 20, 33, 59, 149,
215, 240, 252

ND

ND

20, 33, 61, 63, 65,
86, 100, 102, 212,
215, 220, 237, 240,
244,252

C-R-C (SDH) al 0.96
tres sectores

14, 16, 17, 20, 28,
33, 57, 87, 100, 101,
215, 226, 237, 244,
245, 249, 251, 258,
254

21, 24, 50, 54, 59,
62, 82, 103, 121,
133, 182, 197, 211,
217, 236, 239, 242,
245, 246, 253

33, 59, 84, 130, 132,
149, 150, 151, 162,
211, 236, 238, 241,
252

20, 33, 61, 63, 65,
86, 100, 102, 212,
215, 220, 237, 240,
244,252

Rossmann SDH al
0.96

109, 123, 137, 181,
182, 191, 211, 213,
217,222, 242

102, 103, 105, 107,
110, 119, 130, 225,
239

127, 132, 138, 149,
150, 151, 155, 158,
159, 189

102, 126, 128,
149, 150, 186,
212, 215, 237,
244

129,
188,
240,

Rossmann extraido
de SDH al 0.96

106, 127, 132, 147,
149, 150, 151, 155,
158, 159, 162

105, 125, 150, 212,
215, 237, 238, 240,
241, 244

106, 150, 191, 192,
197, 210, 214, 217,
223, 226, 241

102, 212, 215,
237, 240, 244

220,

Tabla 10. Posiciones de residuos estadisticamente acoplados en la Shikimato deshidrogenasa (PDB ID: INYT). ND = no
determinado.

En la estructura correspondiente al PDB ID: 1NYT (Figura 16A), el grupo amida N-7
del anillo nicotinamida comparte puentes de hidrogeno con el grupo carbonilo de M213 y
G237; mientras que la ribosa forma contactos de van der Waals unicamente con las cadenas
laterales hidrofébicas. La parte del pirofosfato forma enlaces de hidrégeno con los atomos de
nitrdgeno de A130 y otro G129 (no acoplado) (Michel et al. 2003).

N149 y R150 estan involucrados en el reconocimiento de la parte de la adenosina.
Especificamente, el O-3' del grupo hidroxilo de la ribosa de adenosina tiene un enlace de
hidrégeno con N149 y con el NH de la cadena principal de A127. Ademas, la amida de N149
forma un enlace de hidrégeno con el atomo O-1 del fosfato 2'. R150 forma dos enlaces de
hidrogeno con los otros atomos de oxigeno del fosfato, mientras que su grupo guanidino se
apila contra la cara A del anillo de adenina. Este fosfato es posteriormente estabilizado por
interacciones electrostaticas con R154 y por un enlace de hidrogeno con el hidroxilo de T151.
En cambio, la cara B de la adenina contacta con la cadena lateral de T188 y S190. Las
argininas 150 y 154 juegan un rol crucial en la unién del fosfato de adenosina al formar una
“abrazadera electrostatica” que toma al fosfato como si fuera el relleno de un emparedado
(Michel et al. 2003).

Un ion sulfato o fosfato esta presente en la cavidad de union del sitio activo, el cual
mantiene enlaces de hidrégeno con los hidroxilos de S14, S16, T61, Y215. También se
encontré una molécula de DTT, con un enlace de hidrégeno con Q244, D102 y T61 (Michel
et al. 2003).

En la conformacion abierta de esta SDH, los siguientes residuos se unen por enlace
de hidrogeno entre sus cadenas laterales N59-T87-N86(no acoplado), N86(no acoplado)-
T101-Q244-N59. Esta red circular de enlaces hidrogeno se rearregla en la conformacién
cerrada de la enzima, dado que Q244 no presenta puente de hidrogeno con las cadenas
laterales de N59 y T101, sino que esta glutamina se enlaza con N86(no acoplado) y con el
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hidroxilo principal de T101 (Michel et al. 2003).
Con respecto al mecanismo de reaccidon, se piensa que D102 es un potencial residuo
catalitico (Michel et al. 2003).

En el estudio realizado por Peek y colaboradores en 2011 se detalla informacion sobre
algunos residuos de una proteina AroE-like1 (Ael1) que ellos mismos cristalizaron. Utilizando
un alineamiento para traducir esa informacion para el cristal 1INYT es posible destacar que
A127, G129 y A130 son parte del asa rica en glicinas responsable de la unién a la regién
pirofosfato de NAD(P). Por otra parte, R150 es la indicada para discriminar entre NAD vy
NADP. Vuelve a destacarse el hecho de que S14 y S16 son los responsables de unir el
carboxilo del shikimato. Es posible que Y215 oriente al sustrato en una posicion favorable
para la catalisis. Se sugiere también que T61 puede unir al hidroxilo C3 del shikimato,
mientras que Q244 une al del C5. Nuevamente se dice que D102 puede ser importante
cataliticamente, ademas de orientar a otros residuos como Q244.

De acuerdo a www.pdb.org, en la seccién “Sequence”, los sitios que unen al cofactor
NADP en el cristal INYT segun evidencia de software (en negritas quienes ademas son
acoplados y/o muy conservados) son los siguientes: D102, G126, A127, G128, G129, A130,
N149, R150, T151, R154, N187, T188, $189, S190, M213, Y215, G237, M240 y L241.

Residuos Estadisticamente Papel Referencia
Acoplados
M213, G237 El grupo amida N7 del anillo|Michel et al. 2003

nicotinamida del NADP comparte
puentes de hidrégeno con estos
residuos, mientras que la ribosa
forma contactos de van der Waals
con las cadenas laterales
hidrofobicas.

A130 Sus atomos de nitrogeno forman|Michel et al. 2003ramer
enlaces de hidrégeno con la parte
del pirofosfato del NADP.

N149, R150, A127, R154, T151 Estan involucrados en el | Michel et al. 2003
reconocimiento de la parte de la Peek ef al. 2011

adenosina del cofactor. EI O-3' del
grupo hidroxilo de la ribosa de
adenosina tiene un enlace de
hidrogeno con N149 y con el NH de
la cadena principal de A127.
Ademas, la amida de N149 forma
un enlace de hidrégeno con el
atomo O-1 del fosfato 2'. R150
forma dos enlaces de hidrégeno
con los atomos de oxigeno del
fosfato, mientras que su grupo
guanidino se apila contra la cara A
del anillo de adenina. Este fosfato
es posteriormente estabilizado por
interacciones electrostaticas con
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R154 y por un enlace de hidrogeno
con el hidroxilo de T151. R150 y
R154 juegan un rol crucial en la
union del fosfato de adenosina al
formar una abrazadera
electrostatica. R150 parece la
indicada para discriminar entre NAD
y NADP.

Jestis Banda

T188, S190

Las cadenas laterales de estos
residuos contactan con la cara B de
la adenina del cofactor.

Michel et al. 2003

S14, 816, T61, Y215

Un i6n sulfato o fosfato mantiene
enlaces de hidrégeno con los
hidroxilos de estos residuos. S14 y
S16 son los responsables de unir al
carboxilo del shikimato.

Michel et al. 2003
Peek et al. 2011

N59, T87, T101, Q244, N59, D102,
T61

En la conformacion abierta, N59-
T87-N86(no  acoplado), N86(no
acoplado)-T101-Q244-N59 se unen
por enlace de hidrégeno entre sus
cadenas laterales. Esta red circular
de enlaces de hidrogeno se
rearregla en la conformacion
cerrada de la enzima, dado que
Q244 no presenta puentes de
hidrégeno con las cadenas laterales
de N59 y T101, sino que ahora,
Q244 se enlaza con N86(no
acoplado) y con el hidroxilo
principal de T101.

Una molécula de DTT forma enlace
de hidrégeno con estos residuos.
D102 es un potencial residuo
catalitico, que de hecho parece
orientar a otros residuos, como
Q244. T61 puede unir al hidroxilo
C3 del shikimato.

Michel et al. 2003
Peek et al. 2011

A127, G129, A130

De acuerdo a un alineamiento con
la proteina Ael1, éstos residuos son
parte del asa rica en dlicinas
responsible de la unién a la region
del pirofosfato de NADP.

Peek et al. 2011

D102, A127, A130, N149, R150,
T151, R154, T188, S189, S190,
M213, Y215, G237, M240, L241

Sitios de unién al cofactor NADP
segun evidencia de software.

http://www.pdb.org/pdb/explore/rem

ediatedSequence.do?
structureld=1NYT

Tabla 11. Algunos residuos estadisticamente acoplados de la enzima shikimato deshidrogenasa y su papel asociado en la

literatura.
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Geometria R-C-R (2X0N): Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

Proteina completa

Rossmann Podado

Rossmann

A 4

Rossmann Podado |}

3 13 an 41 51 61 82 34 104 114 124 134 144 156

Numero de residuo

Figura 17. Residuos estadisticamente acoplados en la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Los residuos
correspondientes a los sectores 1, 2 y 3 se muestran en colores azul, rojo y verde respectivamente. En A) color gris se
muestra al dominio Rossmann (residuos 1-164 y 336-359), en cian al dominio catalitico y en bastones amarillos el cofactor
NAD. En B) se colorearon los residuos acoplados en la estructura secundaria del dominio Rossmann.
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Polipéptido y punto | Sector1, azul Sector2, rojo Sector3, verde Conservados

de corte

R-C-R (2XON) al|219, 294, 306, 336,48, 198, 212, 223,|162, 258, 286, 306,|7, 8, 10, 11, 12, 13,
0.99 341 245, 273, 314 336, 341, 344 14, 52, 55, 98, 110,

111, 122, 130, 135,
144, 148, 164, 165,
166, 167, 168, 169,
172, 189, 191, 193,
196, 199, 203, 211,
214, 222, 225, 236,
248, 249, 250, 296,
297, 299, 310, 331,
332, 333, 334, 335,

338
Ross 2XON al 0.99 |93, 113, 122, 134,|6, 7, 33, 36, 98, 108 |48, 55, 58, 104, 157 |7, 8, 9, 10, 11, 12,
147, 338, 341, 344, 13, 14, 52, 55, 98,
349 110, 111, 122, 130,

135, 144, 148, 338
Ross extraido 2XON|6, 7, 33, 36, 37, 51,|19, 113, 146, 162 34, 50, 51, 93, 110,|7, 8, 10, 11, 12, 13,

al 0.96 98, 104, 108, 126, 113, 119, 122, 127,14, 52, 55, 98, 110,
128 132, 147,161,162 | 111, 122, 130, 135,
144, 148

Tabla 12. Posiciones de residuos estadisticamente en la Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa glicosomal
(PDB ID: 2XO0N).

Las coordenadas que decidimos usar en este caso son las correspondientes a la enzima
glicosomal (PDB ID: 2X0ON). Ver Figura 17.

En cuanto a lo reportado en la literatura con respecto al cristal 2X0N, los residuos
1132, S133, A134, A136, S137, G139, A140, K141, T142, F143 forman parte del segmento
involucrado en la localizacion de esta enzima en el glicosoma de T. brucei (Michels et al.
1991).

De acuerdo a otro estudio de esta enzima, la A89 puede contribuir a la reduccién de la
afinidad por el NAD en comparacion con la afinidad que presenta la isoenzima citosodlica por
el mismo compuesto (Lambeir ef al. 1991).

La pagina www.pdb.org reporta en la seccién “Sequence” que los sitios de unién a
NAD segun evidencia de software (en negritas los residuos que ademas son acoplados y/o
muy conservados) son: G8, G10, R11, 112, V36, D37, M38, A89, Q90, S109, T110, G111,
S$133, N334 y Y338.

Residuos Estadisticamente Papel Referencia
Acoplados
1132, S133, A134, A136, S137, Forman parte del segmento| Michels et al. 1991
G139, A140, K141, T142, F143. involucrado en la localizacion de
esta enzima en el glicosoma de T.
brucei.
A89 Puede contribuir a la reduccion de |Lambeir et al. 1991
la afinidad por el NAD en
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comparacién con la afinidad que
presenta la isoenzima citosélica por
el mismo compuesto.

112, V36, D37, M38, Q90, S109, Sitios que unen al NAD segun |http://www.pdb.org/pdb/explore/rem
T110, S133 evidencia de software. ediatedSequence.do?
structureld=2X0N

Tabla 13. Algunos residuos estadisticamente acoplados de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y su papel
asociado en la literatura.

Después de todos los datos recabados es la revision bibliografica para encontrar
papeles reportados para los residuos estadisticamente acoplados, y la coincidencia de
algunos de estos con los que forman parte de la cavidad de unién a sustrato y/o cofactor en
cada cristal, asi como movimiento o reacomodo de segmentos de la enzima, es posible ver el
poder que tiene el método SCA para revelar, a partir de informacion lineal y en unos cuantos
minutos, grupos de residuos importantes de la proteina, incluso los que tienen un papel en
cuanto a reconocimiento de sustrato. Aunque esto también se visualiza en la estructura
tridimensional, se necesita de dias, semanas 0 meses elucidar la estructura de un proteina.
En otras palabras, en un escenario en donde se deseara hacer un analisis rapido sobre qué
residuos son importantes en una proteina, SCA es una buena herramienta a usar cuando no
contamos con la estructura cristalografica de una proteina de interés y sélo conocemos su
secuencia y la secuencia de proteinas homologas contra las cuales alinear.

Mas adelante, en la seccidon de discusion se retomara mucha de la informacién sobre
los analisis de SCA ya presentados.

Diserios con RosettaDesign

Después de realizar los disefios (sélo del dominio Rossmann de SDH) como se describioé en
la seccion de METODOS, se tom6 a la estructura con la menor calificacion de cada conjunto
(la mas estable) y se le asigndé un nombre significativo. A continuacién se revelan detalles
sobre los disefios utilizados:

» SCA: El disefo con menor energia fue el numero 981 y presenté una identidad del
55% con respecto a la secuencia del dominio Rossmann original de SDH. Se permitid
la variacion de todos los residuos a excepcion de los estadisticamente acoplados y los
muy conservados de acuerdo a un analisis de SCA del alineamiento del dominio
Rossmann. El analisis dio lugar a tres sectores con un punto de corte de 0.96 por
sector. En total se respetaron 40 residuos, en donde 10 de ellos eran exclusivamente
muy conservados. El tiempo utilizado para generar a las 999 secuencias fue de 71.9
horas utilizando una computadora con un procesador Intel® Core™2 Quad CPU
Q6600 @ 2.40GHz x 4 y 4 Gb de memoria RAM.
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* AntiSCA: El mejor disefio a nivel energético fue el 794, presentando una identidad del
87% con el dominio Rossmann original de SDH. En este caso se permitié la variacion
de unicamente los sitios que se encontraban estadisticamente acoplados y los muy
conservados. El tiempo utilizado para generar a las 999 secuencias fue de 17.8 horas
utilizando una computadora con un procesador Intel® Core™2 Quad CPU Q6600 @
2.40GHz x 4 y 4 Gb de memoria RAM.

» Aleatorio: Quien obtuvo la menor energia fue el disefio 16, con una identidad del 63%
con respecto al Rossmann de SDH. En estos disefios se permitié la variacion en
secuencia de absolutamente todos los sitios, siempre y cuando la estructura
tridimensional fuese segun RosettaDesign la del dominio Rossmann de SDH a nivel
de esqueleto. El tiempo invertido para generar a las 999 secuencias fue de 144.6
horas utilizando una computadora con un procesador Intel® Core™2 Quad CPU
Q6600 @ 2.40GHz x 4 con 4 Gb de memoria RAM.

En la tabla 14 se hacen las comparaciones en cuanto a porcentaje de identidad de las
secuencias de los distintos disefios antes descritos entre si. Los porcentajes de identidad con
respecto al dominio silvestre son mas altos de lo que se esperaria debido a que nunca se
excluyd la posibilidad de incluir al aminoacido original en los sitios donde se permitid la
variacion, puesto que se considerd que era muy posible que, por motivos de satisfactibilidad,
solo el residuo original fuera el Unico posible para una estructura del esqueleto equivalente a
la del templado en una posicién especifica.

I SDH (natural) SCA AntiSCA

SCA 55 I
I

AntiSCA 87 42

Aleatorio 63 69 43

Tabla 14. Porcentajes de identidad entre las secuencias de las diversas moléculas disefiadas mas estables.

Era de esperarse que el diseno AntiSCA fuera quien mas se pareciera al dominio

silvestre, ya que solo se variaron los 30 residuos acoplados y los 10 muy conservados; es
decir, 40 residuos de 144 totales.
Sin embargo, a un nivel mas detallado de analisis entre secuencias, se encontré que la
secuencia del disefio AntiSCA y el Aleatorio comparten 24 residuos idénticos a pesar de
pertenecer a conjuntos de disenos distintos. De estos 24 residuos compartidos, 16 de ellos
son idénticos a las secuencia original del dominio Rossmann de SDH, y de estos ultimos
residuos, 11 pertenecen a los sitios definidos como estadisticamente acoplados y los 5
restantes a los muy conservados.

De acuerdo al reporte de Martinez-Castilla & Rodriguez-Sotres en 2010, el hecho de
que exista cierta convergencia entre las secuencias silvestre y los disefios de RosettaDesign
mencionados no es de llamar la atencién, ya que como ellos proponen, el esqueleto de la
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proteina templado puede ser informacionalmente suficiente para capturar la esencia del
plegado e incluso de la funcion original al momento de generar poblaciones de secuencias
distintas que de acuerdo al programa adquieran una estructura tridimensional igual a la del
templado. Este efecto tiene la peculiaridad de que modelos ocultos de Markov generados a
partir de los alineamientos de las secuencias disefiadas guiadas por un mismo templado son
capaces de capturar a la secuencia templado y homologos cercanos al buscar en bases de
datos del NCBI.

Ahora bien, dado que Martinez-Castilla & Rodriguez-Sotres obtuvieron esos
resultados con secuencias a las que se les permitié variar de forma aleatoria todos y cada
uno de los residuos de las secuencias de disefio (la unica condicién es que cada secuencia
en su totalidad se plegara como el templado de acuerdo a RosettaDesign), el hecho de que
en este trabajo coincidieran ciertos sitios entre el disefio AntiSCA y el natural no es del todo
sorprendente. Aun asi, lo que si es sorprendente es que precisamente los 16 residuos que
comparten las 3 secuencias (Silvestre, AntiSCA y Aleatoria) puedan dividirse (sin excepcion)
en dos grupos: estadisticamente acoplados (G103, G105, L110, G119, L123, L138, A155,
A159, F181, M213 y W225) y muy conservados (G126, G128, T188, D212 y G237). De
hecho, de los residuos estadisticamente acoplados, s6lo M213 tiene contacto con el ligando,
mientras que los muy conservados se concentran en el centro y a excepcion de D212, todos
los demas tienen contacto con el ligando. Ver figura 18.

Se pensd que la importancia de estos residuos pudiera verse reflejada en que sus
valores fueran mas extremos dentro de los conjuntos de los cuales se obtuvieron, sin
embargo, al observar los valores de los 11 residuos estadisticamente acoplados se encontro
que éstos no se localizan como los mas extremos dentro de la distribucion t a partir de la cual
se defini6é cada sector.

Con respecto a los 5 residuos muy conservados compartidos entre las 3 secuencias
referidas en este apartado, éstos tampoco presentan un valor de entropia extrema dentro del
grupo de los 13 originalmente considerados como muy conservados (Ver figura 18).

Figura 18. Residuos coincidentes entre el Rossmann silvestre de
SDH y los disefios Aleatorio y AntiSCA. En amarillo se muestran los
11 residuos estadisticamente acoplados, en magenta los 5 fuertemente
conservados y en sticks color naranja el cofactor NADP.
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Dinamica Molecular

Dado que SCA puede determinar aquellos residuos del dominio Rossmann de la SDH
mas importantes, se esperaba que un disefio in silico donde se respetasen tales residuos
tuviera una movilidad mas parecida a la del dominio silvestre que disefios donde no se tomo
en cuenta tal restriccion. Es por eso que se decidi6 someter a dinamica molecular en
algoritmo de “recocido simulado” (simulated annealing) al dominio Rossmann de la SDH y lo
siguiente: un disefio donde se respetaron unicamente los sitios estadisticamente acoplados y
los muy conservados (SCA), un disefio donde so6lo se variaron los sitios acoplados y los muy
conservados (AntiSCA) y otro donde se variaron todos los residuos del dominio (Aleatorio).
Se realizaron las dinamicas bajo el protocolo de ensamble NPT (moles, presion y
temperatura constantes) ya que este corresponde de forma mas cercana a las condiciones
de laboratorio. También se hicieron las dinamicas usando el protocolo NVT (moles, volumen y
temperatura constantes) con fines comparativos.

Posteriormente, se procedié a comparar el RMSD de cada proteina con respecto al
estado inicial a lo largo del tiempo (figuras 19, 20 y 21) para corroborar que la movilidad de
cada modelo se comportara de acuerdo a lo esperado, es decir, que el diseno SCA se
pareciera mas al Silvestre, mientras que el AntiSCA y Aleatorio se parecieran poco. De
hecho, se esperaba que el disefio AntiSCA se pareciera mucho menos en analogia a los
resultados obtenidos por Russ y colaboradores en el 2005 cuando se probaron dominios
artificiales WW basados en la informacion de SCA.

Sin embargo, al observar los videos de las dinamicas, ni el Rossmann Silvestre ni los
disefios se desnaturalizaron a lo largo de los 50 ns de simulaciéon. Aun mas, a excepcion del
disefio Aleatorio, ninguno de ellos mostr6 senales de perder al NADP.
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Figura 19. RMSD en NPT. Se sobrelapan los diversos espectros de RMSD (Root Mean Square Deviation) de las diferentes
moléculas simuladas.

0

En la figura 19 se puede apreciar que el disefio AntiSCA es quien tiende a alejarse
mas en su conformacion con respecto al estado inicial y en general su movimiento es mayor
que el de cualquier otro caso, sin embargo, aunque el comportamiento del diseiio SCA es
similar al del Silvestre, el Aleatorio es aun mas similar. Con la mira a corroborar de una mejor
forma esta observacion, se procedié a graficar la diferencia absoluta de RMSD por punto
entre cada diseno y el caso Silvestre, generando de esta manera la figura 20.
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Figura 20. Silvestre vs todas NPT. Diferencias absolutas con respecto al RMSD del dominio Rossmann silvestre. En cada
caso se muestra en rojo la linea de tendencia de cada “espectro absoluto”.

En la figura 20 un valor mas cercano a cero en el eje Y indica una mayor similitud en
cuanto a movilidad en los casos comparados. Nuevamente, el espectro de la comparacién
entre el Rossmann Silvestre y el disefio Aleatorio muestra una mayor tendencia a
mantenerse cercano al 0 que los demas casos.

Para ser aun mas explicitos en la forma de presentar las diferencias absolutas de
RMSD por punto entre los disefios y el caso Silvestre, se graficd unicamente la linea de
tendencia de la figura anterior, dando lugar a la figura 20.

54



Jestis Banda

wt s SCA 5
09 + o owtye antiSos eoh o
2wt ws Aleatoria

RMSD (Angstroms)

0 05 1 1.5 2 2.5 3 35 4 4.5 S
Tiempo (ps) %10

Figura 21. Curvas de ajuste con respecto a la dinamica silvestre NPT. Se muestran sélo las lineas de tendencia de la
grafica anterior.

Una vez mas, por la figura 21 es mas claro el hecho de que el disefio aleatorio (curva
roja) es quien se mueve de forma mas parecida al dominio Rossmann de la SDH de E. coli a
lo largo del tiempo que cualquiera de las otras moléculas disefiadas, aunque a los 45
nanosegundos esa diferencia se eleva significativamente. Por otra parte, el disefio SCA , en
azul, aunque muestra diferencias fluctuantes a lo largo del tiempo, éstas siempre son
menores a 0.45 A; similitud que no es despreciable.

De acuerdo a lo esperado, el caso mas pronunciado en cuanto a desviacion del
dominio natural es el disefio AntiSCA, en verde, quien muestra mayor desviacion general
desde el principio, disparandose a partir de los 25 nanosegundos de simulacién.

Por otra parte, al observar los videos de cada simulacién en protocolo NPT, es
precisamente el disefio Aleatorio quien comienza a desprenderse del cofactor. De hecho, la
parte de la adenina es quien desde el principio comienza a despegarse y al final esta
completamente fuera de su posicion inicial, por lo que la molécula de NADP queda en una
conformacion donde sélo la nicotinamida y su ribosa son las unicas partes que siguen unidas
al dominio Rossmann. Es posible que de haber extendido el tiempo de la simulacion el NADP
se desprendiera por completo.

Para terminar con la seccion de dinamica molecular, se compard la movilidad por
disefo entre protocolos en la figura 22.
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Figura 22. Diferencia entre NVT y NPT. Espectros de la diferencia absoluta entre ambos protocolos en una misma
molécula.

Lo inesperado en el caso de la figura 22, es que solo los disefios SCA y AntiSCA
muestran diferencias significativas a lo largo del tiempo al comparar ambos protocolos.
Parece ser que la permisividad en cuanto a la variacion del volumen permite una mayor
flexibilidad solo en estos disefios. No podemos asumir que esa diferencia se deba a que una
variacion en el volumen no forme parte de un escenario natural ante el cual la evolucion no
ha podido actuar, puesto que el dominio Rossmann Silvestre no muestra grandes diferencias
(no llega nunca a 1 A de diferencia a lo largo del tiempo que comprendi6 la simulacion), asi
como tampoco podemos atribuir ese comportamiento a que los disefios (necesariamente no
naturales) sean mas propensos a moverse de diferente forma ante protocolos distintos
porque el disefio Aleatorio tampoco presenta grandes diferencias (las mas grandes estan
alrededor de 1 A) a lo largo del tiempo. En este Ultimo respecto seria interesante analizar
dindmicas temporalmente mas extensas.

Con el fin de saber si a nivel poblacional los conjuntos de disefios de donde se
obtuvieron la moléculas que se simularon mantenian una estabilidad coherente con lo
observado durante la dinamica molecular, se procedi6 a graficar en la figura 23 las
calificaciones energéticas de cada conjunto. Asi, al conjunto en donde se respetaron
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unicamente los sitios estadisticamente acoplados y los muy conservados se le llamoé conjunto
SCA, aquel de donde obtuvimos el disefio AntiSCA lo llamamos conjunto AntiSCA y
finalmente siguiendo la misma tematica tenemos al conjunto Aleatorio.

Adicionalmente, se realizaron nuevas rondas de disefio de cada conjunto, pero de una
forma completamente distinta para comparar con los datos originales. Por una parte se
escogieron 40 residuos al azar del dominio Rossmann de la SDH y se armo un conjunto de
100 disefios al que simbdlicamente llamamos “SCA-toy” en donde se respetarian estos
residuos. Este conjunto poco o nada tiene que ver con el conjunto SCA original, ya que la
proporcion de residuos escogidos que coincidieran con los estadisticamente acoplados no es
superior a la esperada al azar (alrededor de 20).

Analogamente, se hicieron los “contradisefios” del conjunto anterior, es decir; se armé
un conjunto “AntiSCA-toy” con la restriccion de unicamente variar aquellos residuos que se
respetaron para generar el conjunto SCA-toy.

Finalmente, se generd un conjunto Aleatorio-toy, para el cual se permitié variar a todos
los residuos del Rossmann de la SDH.

Para tener mas informacién con la cual contrastar, se hizo otro conjunto de 100
disefios como el SCA-toy pero con otros residuos respetados al azar, este nuevo conjunto
fue llamado SCA-toy2, mientras que el conjunto de contradisefios fue llamado AntiSCA-toy2.

Dado que el conjunto Aleatorio-100 so6lo era de control y demandaba decenas de
horas de computo, decidimos no generar nuevos.

Por ultimo, para explorar mas espacio de busqueda, algo adecuado seria generar 100
conjuntos de alrededor de 100 disefios cada uno donde se respetaran al azar 40 residuos por
conjunto y sus respectivos contradisefios. Sin embargo, dado que generar tantas secuencias
(10000 en total) nos consumiria mucho tiempo, se optd por generar 100 disefios donde se
respetaran 40 residuos al azar distintos para cada disefio. A esta nueva poblacion se le
llamé “SCA-toyPOP”, mientras que por cada uno de estos disefios se generd el disefio
complementario para generar a la poblacion “AntiSCA-toyPOP”. La distribucion energética de
todos estos disefios se condensa en la figura 23.
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Figura 23. Distribucién energética de los diseiios en RosettaDesign. En todos los casos se muestran histogramas de la
calificacion total (Score) de los diferentes disefios. En A) los conjuntos SCA, AntiSCA y Aleatorio son de 999 elementos
cada uno, mientras que para B), C) y D) todos los conjuntos son de tnicamente 100 elementos. Un disefio es
energéticamente mds estable entre mas baja sea su calificacién total.

De acuerdo a lo que se presenta en la figura 23A, los conjuntos SCA, AntiSCA y
Aleatorio ocupan rangos muy bien definidos, siendo la estabilidad del conjunto SCA cercana
a la alcanzada por los elementos del conjunto Aleatorio, mientras que como era de
esperarse, el conjunto AntiSCA es quien presenta las peores calificaciones y se encuentra
muy alejada de las demas. Aunque en B) y en D) la posicién sea similar a la de A), la
diferencia entre el conjunto SCA-toy# y el AntiSCA-toy# no es tan grande como en sus
homologos de A), de hecho el experimento realizado con los conjuntos SCA-toyPOP y
AntiSCA-toyPOP da como resultado distribuciones amplias que ya comienzan a
sobrelaparse, mientras que en C) las poblaciones SCA-toy2 y AntiSCA-toy2 estan
definitivamente sobrelapadas siendo la segunda mucho mas delgada. Es muy posible que la
forma que adquieren las distribuciones y las posiciones que asumen en los incisos B), C) y
D) se deba a un mero efecto de proporcion de residuos respetados dependiendo unicamente
de la forma de operar RosettaDesign. Concluimos que tal diferencia entre A) y los demas
incisos de la figura 23 se debe a los residuos especificos en respetarse, es decir, que los
residuos estadisticamente acoplados son cruciales para la movilidad que da lugar a la
funcién gracias a la estabilidad estructural de la proteina.

58



Jestis Banda
DISCUSION

Al comparar entre dos analisis de una misma proteina completa (los casos donde se
obtuvo un sector contra los de tres sectores) las diferencias en cuanto a residuos detectados
son visiblemente escasas. Caso similar en cuanto a los analisis de sus dominios Rossmann a
partir de alineamientos podados y no podados.

En todos los casos donde se analizé a la proteina completa se obtuvieron residuos
estadisticamente acoplados en ambos dominios. En la mayoria de los casos, tales residuos
acoplados de un mismo sector se distribuyen homogéneamente entre ambos dominios; por lo
que el caso particular de 1BW9 llama la atencién al concentrar al sector rojo en el dominio
Rossmann y al sector verde en el catalitico; teniendo al azul distribuido alrededor del centro
de la enzima. En analogia a los hallazgos presentados por Halabi y colaboradores en el 2009
para las serina proteasas S1A, es posible que tal distribucion de sectores en nuestra
fenilalanina deshidrogenasa ya esté delatando que el sector rojo tenga que ver con el
plegamiento y/o funcion (unién a cofactor) del dominio Rossmann en la geometria C-R, el
plegamiento y/o funcion (union a sustrato) del dominio catalitico mediado en gran manera por
el sector verde, mientras que el sector azul tenga una tarea ya directa en la catalisis.

En algunas proteinas existen residuos acoplados en algunas de las 3 centrales (en
especial al final de las mismas) del dominio Rossmann. Esta presencia de acoplamiento es
mas pronunciada en los analisis de dominio Rossmann unicamente, sea este podado o no
podado. Tal observacién de acoplamiento al final de las B centrales coincide con la de los
analisis que Bhattacharyya y colaboradores realizaron en redes en el 2012; asi como
también el hecho de que se encuentran muchos residuos importantes en las asas de la
proteina y otras regiones accesibles al solvente en todos los casos estudiados y que ellos
propusieron como fold-specific hot spots.

Por otra parte, es de particular interés la coincidencia en la informacién reportada en la
literatura para diversos residuos de cada proteina analizada en este trabajo y aquellos
reconocidos como significativos de acuerdo al analisis de SCA. Mas que nada, la
coincidencia casi absoluta de los sitios que tienen contacto con el cofactor segun
www.pdb.org y los estadisticamente acoplados, quienes adicionalmente presentan enlaces
de hidrégeno entre si y en ocasiones otro tipo de interacciones débiles, como las hidrofébicas
o las fuerzas de van der Waals, que en conjunto delatan la importancia de nuestros residuos
significativos para armar una telarafia cooperativa que puede ser importante dentro de la
estructura y/o funcionalidad de cada proteina. A este respecto, vale la pena comentar la
imperiosa necesidad de la movilidad intrinseca de la enzima, mencionada en multiples
ocasiones en asas y en el contexto del cambio de conformacion entre estado abierto y
cerrado para la SDH mediada por un rearreglo de enlaces de hidrégeno. Esta movilidad esta
intimamente ligada con la funcion de la enzima, y de acuerdo a Russ y colaboradores en
2005, es propiamente la funcion y no tanto la estructura de una proteina quien esta sometida
a seleccioén, por lo que los analisis de dinamica molecular de un dominio Rossmann Silvestre
y de distintos disefios de RosettaDesign nos parecio adecuado.

En otros contextos, SCA nos ha demostrado la capacidad del analisis coevolutivo para
capturar, a partir de la informacién lineal plasmada en los MSA residuos cataliticos (como el
D102 en la SDH, asi como M62, H95, E117, Y236 y D269 en la alanina deshidrogenasa),
afinidad por algun ligando (194, 1116 y M54 para el cofactor en lactato deshidrogenasa y R150
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como un sospechoso en cuanto a la capacidad de discriminar entre NAD y NADP en SDH,
asi como Y215 para orientar al sustrato dentro de esta ultima enzima) , oligomerizacion para
la estructura cuaternaria (caso de la alanina deshidrogenasa mediada por K184, G161, R138,
P163, G164, V165, P167, K169 y E194) e incluso localizacion dentro de una célula,
refiriéndonos particularmente al caso en el que los residuos 1132,S133, A134, A136, S137,
G139, A140, K141, T142 y F143 forman parte del segmento responsable de que la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa analizada se encuentre en el glicosoma y no en el
citosol (ver seccion de Resultados).

Por lo anterior, podemos tener una mayor confiabilidad en que el enfoque de analisis
coevolutivo basado en estadistica fina sobre la informacion lineal contenida en secuencias de
proteinas es una buena herramienta para anteceder los analisis experimentales.

Retomando los analisis de dinamica molecular, es evidente que en movilidad quien
mas se aleja del comportamiento del dominio Rossmann silvestre es el disefio AntiSCA,
mientras que el disefio Aleatorio es mas constante en su movimiento hasta casi el final del
tiempo de simulacion, ya que alrededor de los 47 nanosegundos en protocolo NPT dispara
su movilidad oscilando entre 2.5 y 3 A (ver figura 21). La constancia del movimiento en el
disefio aleatorio debe obedecer a la forma de operar de RosettaDesign en cuanto a su
tendencia de estabilizar a la molécula disefiada, y dado que en este disefio no pusimos
ninguna restriccion salvo el hecho de respetar la estructura del templado, obtuvimos una
proteina muy estable, por lo que el hecho de que su movilidad se parezca mas al disefio
silvestre no significa mas que una simple casualidad producto de la forma de operar de
RosettaDesign. Adicionalmente a esto, es importante mencionar que el tiempo de cémputo
invertido en generar 999 disefios completamente aleatorios es aproximadamente 2 veces
mayor que el invertido para generar los 999 disefios del conjunto SCA y hasta 8 veces con
respecto al utilizado para el conjunto AntiSCA; por lo que es obvio que RosettaDesign
trabajara mas rapido entre mas residuos le indiquemos respetar; y dado que aun en un
disefno Aleatorio, cuya determinacion toma valioso tiempo de computo existe una tendencia a
converger en ciertos sitios con el conjunto de los residuos estadisticamente acoplados, darle
la informacion a priori de cuales son los residuos que debe respetar nos encamina a una
forma mas eficiente de hacer disefio de proteinas.
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CONCLUSION

A la luz de lo obtenido y discutido a lo largo de este trabajo tenemos suficientes
motivos para pensar que un disefio basado en la informacion adquirida a partir del SCA es
mas eficiente y presenta mayores oportunidades de funcionar en comparacion con otro
donde no se realicen analisis sobre la coevolucion de los residuos de la proteina templado,
ignorandose de esta forma las redes de cooperacidn entre sitios sobre las que ha actuado la
seleccién natural. Dado que la funcionalidad del disefio depende necesariamente de la
estabilidad estructural de la molécula, la exploracion del movimiento atémico in silico por
medio de dinamica molecular ofrece una estrategia légica previa a los analisis
experimentales, dando lugar a un panorama que ahorre tiempo y recursos de laboratorio.
Esto nos encamina con mayor seguridad a la meta del disefio exitoso de proteinas.

PERSPECTIVAS

1. La sintesis de los genes correspondientes a los disefios y su expresion serian de
mucha utilidad para confirmar o refutar las ideas ya planteadas con respecto a los
resultados obtenidos en este estudio. En particular con la fenilalanina deshidrogenasa,
la cual, como se comentd en la discusion, presenta sectores muy bien localizados en
cada dominio (rojo en el Rossmann, verde en el catalitico y azul en el centro), lo cual
pudiera indicar papeles bioquimicos faciles de identificar.

2. Seria interesante en caso de obtener dominios Rossmann plegados y estables (y
adicionalmente que puedan unir al ligando) hacer mutaciones de sitios acoplados y asi
determinar su importancia en el laboratorio.

3. Con respecto al punto anterior, mutaciones en sitios correspondientes a distintos
sectores revelarian cual es el papel de cada uno de ellos in silico. Nuevamente,
enfatizamos que, ademas de los disefios con el Rossmann de la SDH, los sitios de los
sectores de la fenilalanina deshidrogenasa convierten a esta ultima enzima en un
buen modelo de estudio.

4. Seria interesante confirmar si aquellos residuos convergentes entre los disefos
AntiSCA, Aleatorio y la secuencia original son criticos a nivel experimental haciendo
algunas mutaciones puntuales.
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Material Suplementario
COMANDOS PARA MATLAB

Las lineas que comienzan con % son interpretados como comentarios. Para reducir la
redundancia, en este apartado sélo se usaran en los comandos referentes al caso de la
obtencion de un dnico sector y de tres sectores en la SDH de E. coli. El algoritmo y la mayor
parte de los comentarios fueron tomados de la libreria de SCA5 que se encuentra disponible
en http://systems.swmed.edu/rr_lab/

Se decidi6 dejar la coloracién original para facilitar la interpretacion visual entre comentarios,
instrucciones, variables, etcétera.

El resto de los scripts (archivos *.m) comentados para cada uno de los analisis realizados
para este trabajo, se encuentran en la carpeta comprimida que acomparfa a la tesis en la
base de datos de la biblioteca de la UNAM.

%%SDH, un sdlo sector al 0.8 como punto de corte. Dentro de la SDH, éste script es
aplicable a cualquier punto de corte siempre y cuando se éste el Gnico parametro que se
altere.

% Tutorial de SCA 5.0 para analizar un alineamiento de homologos de la SDH.

addpath sca5
clear; close all

%% Paso 1. Cargando y acondicionando el alineamiento
% En este caso, cargamos un alineamiento que se encuentra en formato libre (*.ran)

[labels_seq,algn_fulll=get_seqs('/home/jbanda/Desktop/Deshidro_rangas 090112/1nyt 80.ran');
N_seqg=size(algn_full,1);

% Una estrategia practica es truncar al alineamiento a posiciones de secuencia

% con una frecuencia de gaps no mayor a 20%. Esto previene la sobrerrepresentacion

% trivial de gaps en el alineamiento y asegura que los célculos se realicen Unicamente en
% posiciones que en su mayoria no contengan gaps.

cut_off=.2;
fraq_gaps=sum(isletter(algn_full)==0)/N_seq;
algn=algn_full(:,frag_gaps<cut_off);
N_pos=size(algn,2);

% Es muy Util tener a las posiciones de los residuos numeradas de acuerdo a

% un miembro especifico de la familia de proteinas (mas que por numeracion

% en el alineamiento). Esto para facilitar el mapeo de los datos de correlacion

% con los de la estructura de la proteina (si es que ya se ha elucidad la estructua

% por algin otro método. Asi, dado un archivo de coordenadas PDB

% es posible alinear la secuencia correspondiente con cada miembro

% del alineamiento y de esa forma obtener la numeracion de acuerdo al mejor

% resultado. Otra opcidn es indicar a priori

% que sea una secuencia particular en el alineamiento la que sea usada como guia.


http://systems.swmed.edu/rr_lab/

pdb_id="INYT"; chain="A",
pdb=pdbread([/home/jbanda/Desktop/Deshidro_rangas_090112/' pdb_id ".pdb);
[strsegnum,ats,best_align]=MSAsearch(pdb,chain,algn);

%% Paso 2. Matriz de similitud de secuencia

% La manera en la que el alineamiento representara una muestra uniforme”
% u homogénea del espacio de secuencia, puede ser juzgado a partir de la
% estructura de las correlaciones (o distancias) entre secuencias. En un

% escenario ideal, las secuencias debieran equivalentemente dissimilares,
% sin clusters distintos de correlaciones de secuencias. En tal caso, la

% identificacion del sector radicara en examinar el patron de correlaciones
% entre posiciones en los primeros eigenmodos de la matriz de ocrrelacion
% posicional de SCA.

% Para examinar el espacio de secuencia, computamos a la matriz S de
% similitud entre pares de secuencias.

[S]=sim_seq(algn);
% Hacemos un histograma:

listS=nonzeros(triu(S,1));

h_segsim=figure; clf;

set(h_seqgsim,'Units','normalized','Position’',[0 0.3 0.9 0.5],'Name','Sequence Correlations: SDH');
subplot(1,2,1);hist(listS,N_pos/2);

xlabel('Pairwise SeqlD','FontSize',14,'FontWeight','bold");
ylabel('number','FontSize',14,'FontWeight','bold"); grid on

% Adicionalmente podemos visualizar directamente a la matriz de similitud
% de secuencias.

figure(h_seqsim);
subplot(1,2,2); imshow(S,[0 1], InitialMagnification’, fit"); colormap(jet); colorbar;
title('SeqID', 'FontSize',12,'FontWeight','bold");

%% Paso 3. Conservacion posicional.
[D_glo]=cons(algn);

h_D=figure; set(h_D,'Units','normalized','Position’,[0 0.6 0.4 0.4],'Name','Positional Conservation');clf
subplot(2,1,1);hist(D_glo,25); grid on;

xlabel('D (conservation)','FontSize',10,'FontWeight','bold";
ylabel('number','FontSize',10,'FontWeight','bold");

subplot(2,1,2);bar([1:numel(ats)],D_glo,'k"); grid on;

axis([0 numel(ats)+1 0 4]);

set(gca,'XTick',[1:10:numel(ats)]);

set(gca, XTickLabel',ats([1:10:numel(ats)]));

xlabel('position (1BE9 numbering)','FontSize',10,'FontWeight','bold");

ylabel('D_i (conservation)','FontSize',10,'FontWeight','bold");

%% Paso 4. Calculos de SCA

% La version 5 de SCA toma un alineamiento multiple de secuencias de



% proteina como entrada y regresa dos matrices: (1) una matriz de correlacion

% posicional (Cp), la cual cuantitativamente indica la evolucién correlacionada

% de todos los pares de posiciones en el alineamiento, y (2) una matriz de corre-
% lacion de secuencias, la cual indica el patron de similitud entre todos los

% pares de secuencias. Ambas matrices estan ponderadas por el grado de

% conservacion entre posiciones de aminoacidos. Asi, la matriz Cp contiene

% informacién acerca de las correlaciones conservadas entre pares de

% posiciones, y la matriz Cs contiene informacién acerca de la similitud entre pares
% de secuencias, sesgada hacia las posiciones mas conservadas.

[pdzscal=sca5(algn);
%% Paso 5. Descomposicion espectral (0 en eigenvalores)

% Para analizar la matriz de correlacién posicional, se lleva a cabo una

% técnica matematica de descomposicién espectral (o en eigenvalores),

% la cual se aplica para demostrar la existencia de correlaciones no triviales
% entre posiciones que indican que tratar a los amino&cidos como las

% unidades basicas de las proteinas, no es la representacion mas informativa.
% En lugar de eso, buscamos una reparametrizacion de la proteina, en la

% cual las unidades de las proteinas son grupos colectivos de aminoacidos

% que coevolucionan por matriz de correlacién posicional. Estos grupos de

% residuos que coevolucionan son llamados “sectores”, y se ha propuesto que
% tales sectores son las unidades evolutivas fundamentales de las proteinas
% (Halabi et al. 2009).

% La descomposicion en eigenvalores es la forma méas simple de lograr tal

% reparametrizacion, Tal descomposicion es siempre posible para cualquier
% matriz positiva cuadrada semi-definida (como el caso de una matriz de

% correlacion; y matematicamente, la descomposicion transforma la

% representation original de un sistema en el cual las variables estan

% correlacionadas (en este caso, las posiciones de secuencia) en nuevas

% variables que ahora tienen la propiedad de estar NO correlacionadas

% entre si. Estas nuevas variables son combinaciones lineales de la

% variables originales (en nuestro caso, grupos de posiciones de secuencia)
%y representan la parametrizacion mas informativa del sistema. Adiconalmente,
% la descomposicion en eigenvalores ofrece el ordenamiento de las nuevas
% variables transformadas por medio de la magnitud de captura de contenido
% informacional de la matriz de correlacién original.

% Para checar qué eigenvalores son explicados simplemente por ruido estadistico,
% proveniente del muestreo de secuencias, se compara la descomposicion

% espectral del alineamiento original con aquel de la conjuncién de

% alineamientos aleatorizados en los cuales los aminoacidos son intercambiados
% de forma independiente a lo largo de cada columna. Esta manipulacion

% remueve todas las correlaciones funcionales y retiene solamente las

% correlaciones espurias que posiblemente se deben a muestreo finito.

[spect]=spectral_decomp(pdzsca,100);

%% Paso 6a. Estructura de los eigenmodos principales

% Los sectores son empiricamente definidos a través de la examinacion del
% patron de contribuciones posicionales a los poco eigenvectores principales.

% Es por esta razén que usualmente se examina la estructura de Unicamente
% los 3 eigenmodos principales, quienes son de hecho, los mas informativos.



% 3-D plots de los tres eigenvectores principales

h_3Dtopmodes=figure; set(h_3Dtopmodes,'Units','normalized','Position’,[0 0.7 0.3 0.4],'Name','Top Eigenmodes -
3DY; clf;

scatter3(spect.evpos(:,1),spect.evpos(:,2),spect.evpos(:,3),'ko','SizeData’, 50, '‘MarkerFaceColor','n";

hold on;for i=1:numel(ats);text(spect.evpos(i,1)+.01,spect.evpos(i,2)+.01,spect.evpos(i,3)+.01,ats(i));end;hold off
az=136;el=20;view(az,el);

xlabel('ev 1','FontSize',12,'FontWeight','b");

ylabel('ev 2','FontSize',12,'FontWeight','b");

zlabel('ev 3','FontSize',12,'FontWeight','b");

% 2-D plots de los tres eigenvectores principales

h_2Dtopmodes=figure; set(h_2Dtopmodes,'Units','normalized','Position’,[0 0 1.0 0.4],'Name’,'Top Eigenmodes-
2D"Y; clf;

subplot(1,3,1);

scatter(spect.evpos(:,1),spect.evpos(:,2),'ko’,'SizeData’, 50, 'MarkerFaceColor','b");

hold on;for i=1:numel(ats);text(spect.evpos(i,1)+.01,spect.evpos(i,2)+.01,ats(i));end;hold off;grid on
xlabel('ev 1','FontSize',12,'FontWeight','b");ylabel('ev 2','FontSize’,12,'FontWeight','b");
subplot(1,3,2);

scatter(spect.evpos(;,1),spect.evpos(:,3),'ko’,'SizeData’, 50, 'MarkerFaceColor','b");

hold on;for i=1:numel(ats);text(spect.evpos(i,1)+.01,spect.evpos(i,3)+.01,ats(i));end;hold off;grid on
xlabel('ev 1','FontSize’,12,'FontWeight','b");ylabel('ev 3','FontSize’,12,'FontWeight','b");
subplot(1,3,3);

scatter(spect.evpos(:,2),spect.evpos(;,3),'ko’,'SizeData’, 50, 'MarkerFaceColor','b");

hold on;for i=1:numel(ats);text(spect.evpos(i,2)+.01,spect.evpos(i,3)+.01,ats(i));end;hold off;grid on
xlabel(‘'ev 2','FontSize',12,'FontWeight','b");ylabel(‘'ev 3','FontSize',12,'FontWeight','b");

% En el caso del alineamiento para la proteina SDH, el andlisis de los modos

% principales muestra tres cosas: (1) la mayoria de las posiciones contribuyen
% débilmente (pesan casi cero), y por lo tanto se predice que evolucionan casi
% independientemente, (2) unas cuantas posiciones (~20%) se distribuyen en
% las colas de las distribuciones de los eigenvectroes, y (3) la contribucién de
% las posiciones forma un patrén disperso de peso posicional que no indica

% de forma obvia patrones de varios sectores independientes. En lugar de eso,
% los datos son consistentes con un sélo sector en el cual las posiciones

% que lo componen estan involucradas en un patrén jerarquico de correlaciones
% con cada uno.

%% Paso 6b. Andlisis por clustering jerarquico [OPCIONAL]

% Para intuir de una forma mas visula lo anterior, podemos hacer

% un “clustering” jerarquico de la matriz Cp. Con esto, dos posiciones
% se yuxtaponen si muestran un perfil similar de correlacion con

% otras posiciones.

[p_pos,|_pos,sort_pos,Csorted]=SCAcluster(pdzsca.Cp,ats,1);
figure(gcf);

% De nuevo, el clustering muestra que la estructura estadistica de la matriz
% Cp parece estar dominada por un grupo de posiciones jerarquicamente
% correlacionadas.

%% Paso 6¢. Un mapeo entre correlaciones posicionales y correlaciones
% en secuencia

[U,sv,V]=svd(pdzsca.pwX);



% La matriz Pi=U*V' provee un mapeo mapeo matematico entre las matrices
% de correlacién posicional y de correlacion en secuencias.

N_min=min(N_seq,N_pos);
Pi=U(:,1:N_min)*V(:,1:N_min)’;
U_p=Pi*spect.evpos;

% Asi, si un eigenmodo de la matriz de correlacion posicional
% (una columna en la variable spect.evpos) describe un sector
% (un grupo de posiciones de aminoacidos que coevolucionen),
% entonces la columna correspondiente de la variable U_p

% contendra el patrén de divergencia en secuencia (si es que
% existe) que define al sector.

h_SectSeqg=figure; set(h_SectSeq, Units','normalized','Position’,[0 0.1 0.6 0.4],'Name','Mapping Seq Correlations
by Positional Correlations'); clf;

h_SectSeq(1)=subplot(1,2,1)

scatter3(spect.evpos(:,1),spect.evpos(:,2),spect.evpos(;,3),'ko','SizeData’, 50, ‘MarkerFaceColor','b");

hold on;for i=1:numel(ats);text(spect.evpos(i,1)+.01,spect.evpos(i,2)+.01,spect.evpos(i,3)+.01,ats(i));end;hold off
az=58;el=30;view(az,el);

xlabel('ev 1','FontSize’,12,'FontWeight','b");

ylabel('ev 2','FontSize’,12,'FontWeight','b");

zlabel('ev 3','FontSize',12,'FontWeight','b");

h_SectSeq(2)=subplot(1,2,2)
scatter3(U_p(:,1),U_p(:,2),U_p(:,3),'ko','SizeData’, 50, ‘MarkerFaceColor','n";
az=58;el=30;view(az,el);

xlabel('Seq 1','FontSize',12,'FontWeight','b");

ylabel('Seq 2','FontSize',12,'FontWeight','b");

zlabel('Seq 3','FontSize',12,'FontWeight','b");

% Para el caso particular del alieamiento con la familia SDH, este

% mapeo es algo aburrido. No hay estructuras particulares para las

% correlaciones posicionales, como tampoco las hay para el espacio

% de secuencia. En lugar de eso, las secuencias parecen ocupar de

% forma homogénea el espacio definido por los principales eigenmodos
% de la matriz de correlacién de secuencia. Por lo tanto, concluimos que
% solo existe un sector jerarquico en esta familia de proteinas.

%% Paso 6d. Definicién del Sector

% Se define al sector basandonos en la distribucién de los pesos
% posicionales del primer eigenmodo de la matriz Cp.

% EI analisis empirico muestra que esta distribucion se puede

% ajustar a una distribucion Log-normal. Usamos este ajuste

% simplemente para proveer de una base logica y sistematica

% definir un sector de posiciones.

% Ajustamos al primer eigenvector a la distribucion Log-normal y definimos
% al sector por medio de una funcién de densidad acumulada (cdf) a partir
% de la distribucion ajustada y tomando un punto de corte de la cola (a 0.8,
% por lo que elegimos al 20% de la cdf).

h_secdef=figure;



set(h_secdef,'Units','normalized’,'Position’,[0 1 .5 0.3],'Name',"Top Eigenmode"); clf;
p_cutoff=0.8; % punto de corte
secpos = [];

% histograma
xhist=[0:.01:.4];
[yhist]=hist(spect.evpos(:,1),xhist); bar(xhist,yhist./N_pos,'k’);hold on;grid on

% ajuste de distribucion

pd=fitdist(spect.evpos(:;,1), lognormal’);
x_dist=[min(xhist):(max(xhist)-min(xhist))/100:max(xhist)];
area_hist=N_pos*(xhist(2)-xhist(1));
pdf_jnk=pdf(pd,x_dist);

scaled_pdf=area_hist.*pdf_jnk;
plot(x_dist,scaled_pdf./N_pos,'r-','LineWidth',1.5);

% CDF y definicion del sector
cdf_jnk=cdf(pd,x_dist);

clear sec cutoff_ev
[ink,x_dist_pos_right]=min(abs(cdf_jnk-(p_cutoff)));
cutoff_ev = x_dist(x_dist_pos_right)';

% extraemos las posiciones dadas el punto de corte
[sec.def] = find(spect.evpos(;,1)>cutoff_ev);
sprintf('%g+',str2num(char(ats(sec.def))))
sec.cutoff=cutoff_ev;

figure(h_secdef); line([cutoff_ev cutoff_ev],[0 max(yhist)/N_pos],'LineWidth',1,'LineStyle',--','Color','b");
sec.col=2/3;

% comparacion de la distribucion de los eigenvectores de los alineamientos

% aleatorizados, escalados para comparacion con el alineamiento original.

clear tmp

N_samples=100;

for i=1:N_samples;tmp(i,:)=squeeze(spect.lbdposrnd(i,1).*spect.evposrnd(i,:,1));end
[yhist_rnd]=hist(tmp(;)./spect.lbdpos(1),xhist);
plot(xhist,yhist_rnd/(N_samples*N_pos),'g','LineWidth',1.5);

hold off

%% Paso 10. Andlisis estructural de sectores.
% Organizacion por estructura primaria/secundaria:

h_PriSecStr=figure;

set(h_PriSecStr,'Name','Sectors: Primary and Secondary Structure','Position’,[41 37 841 266]);
clf

subplot(2,1,1);

show_vect(D_glo,sec,ats);

pdzss.Sheet=[1:12]; pdzss.Helix=[1:13];

figure(h_PriSecStr); hsub=subplot(2,1,2);hold on;drawSS(pdb,ats,pdzss,sec);hold off

% Residuos del sector
sprintf('%g+',str2num(char(ats(sec.def))))

%MOST CONSERVED RESIDUES
sprintf('%g+',str2num(char(ats(D glo>2.5))))



%%%% %% %% %% % %% %% %% %% % %% %% %% %% % %% %% %% %% %% % %% %% %% %% % %% %% %

%% SDH, tres sectores, al 0.96 como punto de corte por sector. Dentro de la SDH, este
script es aplicable a cualquier punto de corte siempre y cuando sea éste el Unico parametro
gue se altere.

addpath sca5
clear; close all

%% Paso 1. Cargado del alineamientos y acondicionamiento del mismo

[labels seq,algn_fulll=get seqs('/home/jbanda/Desktop/Deshidro rangas 090112/1nyt
80.ran');
N seg=size(algn_ full,1);

cut off=.2;

frag _gaps=sum(isletter(algn full)==0)/N _seq;
algn=algn full(:,fraq _gaps<cut off);

N pos=size(algn,2);

pdb id="INYT'; chain='A";
pdb=pdbread(['/home/jbanda/Desktop/Deshidro rangas 090112/' pdb id '.pdb']);
[strseqnum,ats,best align]=MSAsearch(pdb,chain,algn);

%% Paso 2. Matriz de similitud de secuencia.

[S]=sim seq(algn);

listS=nonzeros(triu(S,1));

h seqsim=figure; clf;

set(h seqsim, 'Units', 'normalized', 'Position',[0 0.3 0.9 0.5], 'Name', 'Sequence
Correlations: SDH');

subplot(1,2,1);hist(listS,N pos/2);

xlabel('Pairwise SeqID', 'FontSize', 14, 'FontWeight', 'bold');
ylabel('number', 'FontSize', 14, 'FontWeight', 'bold'); grid on

figure(h seqsim);

subplot(1,2,2); imshow(S,[0 1], 'InitialMagnification','fit'); colormap(jet);
colorbar;

title('SeqID', 'FontSize', 12, 'FontWeight', 'bold');

%% Paso 3. Conservacién posicional.
[D glo]l=cons(algn);

h D=figure; set(h D, 'Units', 'normalized', 'Position',[0 0.6 0.4
0.4], 'Name', 'Positional Conservation');clf
subplot(2,1,1);hist(D glo,25); grid on;

xlabel('D (conservation)', 'FontSize',10, 'FontWeight', 'bold');
ylabel('number', 'FontSize', 10, 'FontWeight', 'bold');



subplot(2,1,2);bar([1l:numel(ats)],D glo, 'k'); grid on;

axis ([0 numel(ats)+1 0 4]);

set(gca, 'XTick',[1:10:numel(ats)]);

set(gca, 'XTickLabel',ats([1:10:numel(ats)]));

xlabel('position (SDH numbering)', 'FontSize',10, 'FontWeight', 'bold');
ylabel('D i (conservation)', 'FontSize', 10, 'FontWeight', 'bold"');

%% Paso 4. Calculos de SCA

[pdzscal=sca5(algn);

%% Paso 5. Descomposicién espectral (o eigenvalores)
[spect]=spectral decomp(pdzsca,b100);
%% Paso 6a. Estructura de los eigenmodos principales.

% 3-D plot de los tres eigenmodos principales.

h 3Dtopmodes=figure; set(h 3Dtopmodes, 'Units', 'normalized', 'Position',[0 0.7 0.3
0.4], 'Name', 'Top Eigenmodes - 3D'); clf;
scatter3(spect.evpos(:,1),spect.evpos(:,2),spect.evpos(:,3), ko', 'SizeData', 50,
'MarkerFaceColor','b');

hold on;for
i=1l:numel(ats);text(spect.evpos(i,1l)+.01,spect.evpos(i,2)+.01,spect.evpos(i,3)+.01
,ats(i));end;hold off

az=136;el=20;view(az,el);

xlabel('ev 1', 'FontSize',12, 'FontWeight','b"');

ylabel('ev 2','FontSize',12, 'FontWeight','b");

zlabel('ev 3','FontSize',12, 'FontWeight','b');

% 2-D plots de los tres eigenmodos principales.

h 2Dtopmodes=figure; set(h 2Dtopmodes, 'Units', 'normalized', 'Position’,[0 0 1.0
0.4], 'Name', 'Top Eigenmodes-2D'); clf;

subplot(1,3,1);

scatter(spect.evpos(:,1),spect.evpos(:,2), ko', 'SizeData', 50,
'MarkerFaceColor','b"');

hold on;for
i=l:numel(ats);text(spect.evpos(i,1)+.01,spect.evpos(i,2)+.01,ats(i));end;hold
off;grid on

xlabel('ev 1','FontSize',12, 'FontWeight','b");ylabel('ev
2','FontSize', 12, 'FontWeight','b');

subplot(1,3,2);

scatter(spect.evpos(:,1),spect.evpos(:,3), ko', 'SizeData', 50,
'MarkerFaceColor','b');

hold on;for
i=l:numel(ats);text(spect.evpos(i,1l)+.01,spect.evpos(i,3)+.01,ats(i));end;hold
off;grid on

xlabel('ev 1', 'FontSize',12, 'FontWeight', 'b");ylabel('ev

3','FontSize',12, 'FontWeight','b');

subplot(1,3,3);

scatter(spect.evpos(:,2),spect.evpos(:,3), 'ko','SizeData', 50,
'MarkerFaceColor','b');

hold on;for
i=l:numel(ats);text(spect.evpos(i,2)+.01,spect.evpos(i,3)+.01,ats(i));end;hold
off;grid on

xlabel('ev 2','FontSize',12, 'FontWeight','b');ylabel('ev
3','FontSize', 12, 'FontWeight','b"');



%% Paso 6b. Analisis por clusterir jerdarquico.
[p_pos,l pos,sort pos,Csorted]=SCAcluster(pdzsca.Cp,ats,1);
figure(gcf);

%% Paso 7. Analisis de Componentes Independientes

En principio, el proceso de ICA deberia ayudar a definir de una mejor manera
sectores independientes, como grupos de posiciones proyectdndose especificamente
a lo largo de los ejes transformados -los componentes independientes.

o® o° o°

kmax =9;

learnrate=.0001; iterations=20000;

[W,changes s]=basic ica(spect.evpos(:,l:kmax)',learnrate,iterations);
ic P=(W*spect.evpos(:,1l:kmax)"')";

h ICA3D=figure; set(h ICA3D,'Units', 'normalized', 'Position',[0 0.1 0.25

0.4], 'Name', 'Independent Components - 3D'); clf;

scatter3(ic P(:,1),ic P(:,2),ic P(:,3), 'ko','SizeData', 50,

'MarkerFaceColor','b');

hold on;for
i=l:numel(ats);text(ic P(i,1)+.05,ic P(i,2)+.05,ic P(i,3)+.05,ats(i));end;hold off
az=125;el=42;view(az,el);

xlabel('IC 1', 'FontSize',12, 'FontWeight','b"');

ylabel('IC 2','FontSize',12, 'FontWeight','b");

zlabel('IC 3','FontSize',12, 'FontWeight','b');

% 2-D plots de los primeros tres eigenvectores.

h ICA2D=figure; set(h ICA2D, 'Units', 'normalized', 'Position',[0 1 0.75

0.3], 'Name', 'Top Eigenmodes-2D'); clf;

subplot(1,3,1);

scatter(ic P(:,1),ic P(:,2), 'ko',"'SizeData', 50, 'MarkerFaceColor','b');
hold on;for i=l:numel(ats);text(ic P(i,1)+.01,ic P(i,2)+.01,ats(i));end;hold
off;grid on

xlabel('ev 1','FontSize',12, 'FontWeight','b');ylabel('ev
2','FontSize', 12, 'FontWeight','b');

subplot(1,3,2);

scatter(ic P(:,1),ic P(:,3), " 'ko",'SizeData', 50, 'MarkerFaceColor','b');
hold on;for i=l:numel(ats);text(ic P(i,1)+.01,ic P(i,3)+.01,ats(i));end;hold
off;grid on

xlabel('ev 1','FontSize',12, 'FontWeight', 'b");ylabel('ev
3','FontSize', 12, 'FontWeight','b');

subplot(1,3,3);

scatter(ic P(:,2),ic P(:,3),'ko",'SizeData', 50, 'MarkerFaceColor','b');
hold on;for i=1l:numel(ats);text(ic P(i,2)+.01,ic P(i,3)+.01,ats(i));end;hold
off;grid on

xlabel('ev 2','FontSize',12, 'FontWeight', 'b");ylabel('ev

3','FontSize',12, 'FontWeight','b');

%% Paso 6c. Mapeo entre correlaciones posicionales y de secuencia.

[U,sv,V]=svd(pdzsca.pwX);



N min=min(N_seq,N pos);
Pi=U(:,1:N min)*V(:,1:N min)';
U p=Pi*spect.evpos;

h SectSeq=figure; set(h SectSeq, 'Units', 'normalized', 'Position',[0 0.1 0.6
0.4], 'Name', 'Mapping Seq Correlations by Positional Correlations'); clf;

h SectSeq(1l)=subplot(1,2,1)
scatter3(spect.evpos(:,1),spect.evpos(:,2),spect.evpos(:,3), ko', 'SizeData', 50,
'‘MarkerFaceColor','b");

hold on;for
i=l:numel(ats);text(spect.evpos(i,1l)+.01,spect.evpos(i,2)+.01,spect.evpos(i,3)+.01
,ats(i));end;hold off

az=58;el=30;view(az,el);

xlabel('ev 1','FontSize',12, 'FontWeight','b");

ylabel('ev 2', 'FontSize',12, 'FontWeight','b"');

zlabel('ev 3','FontSize',12, 'FontWeight','b');

h SectSeq(2)=subplot(1,2,2)

scatter3(U p(:,1),U p(:,2),U p(:,3), " 'ko","'SizeData', 50, 'MarkerFaceColor','b');
az=58;el=30;view(az,el);

xlabel('Seq 1', 'FontSize', 12, 'FontWeight','b");

ylabel('Seq 2', 'FontSize', 12, 'FontWeight','b"');

zlabel('Seq 3', 'FontSize',12, 'FontWeight','b');

%% Paso 9. Definicién del sector usando los primeros tres componentes.

h ICAfit=figure;

set(h ICAfit, 'Units', 'normalized’, 'Position',[0 1 1 0.5], 'Name', 'IC
distributions'); clf;

clear sec cutoffs

p cutoff=0.96; % Cutoff
nfit=3;
cutoffs = zeros(nfit,1);

for i=1:nfit

pd=fitdist(ic P(:,1i), 'tlocationscale"');

subplot(1l,nfit,i);

binwidth=2*iqr(ic P(:,1i))*(numel(ic P(:,1))"-0.33); %regla de Freedman-
Diaconis

nbins=round(range(ic P(:,1i))/binwidth);

% histograma de pesos de IC como densidades de probabilidad.

[yhist,xhist]=hist(ic P(:,1i),nbins); bar(xhist,yhist/N pos, 'k');hold on;grid
on

% distribucién ajustada

x_dist=[min(xhist): (max(xhist)-min(xhist))/100:max(xhist)];

area hist=N pos*(xhist(2)-xhist(1)); % for proper scaling of the pdf

pdf jnk=pdf(pd,x dist);

scaled pdf=area hist.*pdf jnk;

plot(x _dist,scaled pdf./N pos,'r-','LineWidth',1.5);



cdf jnk=cdf(pd,x dist);

% here, we identify the direction of the tail (the sign of independent
% components is ar0.96bitrary), the cutoff, and the sector positions based

\O

s on the fitted cdf:
dentificamos la direccién de la cola (el signo de los componentes

% i
% independientes es arbitrario), el punto de corte, y las posiciones de cada
% S

ector basados en la funcién de densidad acumulada ajustada.
[~,maxpos]=max(pdf jnk);
tail=zeros(1,numel(pdf jnk));
if abs(max(ic P(:,1)))>abs(min(ic P(:,1i)))
tail(maxpos:end)=cdf jnk(maxpos:end);
else
cdf jnk=1l-cdf jnk;
tail(1l:maxpos)=cdf jnk(1l:maxpos);
end
[~,x dist pos]=min(abs(tail-p cutoff));
cutoffs(i) = x dist(x dist pos);

y lim=get(gca, 'ylim');
line([cutoffs(i)

cutoffs(i)],y lim, 'Color','k",'LineWidth',1, 'LineStyle',"'--");
text(cutoffs(i),1.03*(y lim(2)-

y 1lim(1)),num2str(cutoffs(i), '%0.2f"'), 'FontWeight', 'bold', 'FontSize',11);

xlabel(['IC ' num2str(i)], 'FontSize',12, 'FontWeight','b");
ylabel('Prob Density', 'FontSize', 12, 'FontWeight','b"');

% obtenemos la numeracién final de cada sector

if abs(max(ic P(:,1i)))>abs(min(ic P(:,1)))
sec(i).def = find(ic P(:,i)>cutoffs(i));

else
sec(i).def

find(ic P(:,i)<cutoffs(i));
end

end

cutoffs = x dist(x dist pos);

sec(1l).col=2/3;

sec(2).col=0;

sec(3).col=1/3;

%% 0rganizacién en estructura primaria y secundaria

h PriSecStr=figure;

set(h PriSecStr, 'Name', 'Sectors: Primary and Secondary Structure', 'Position',[41

37 841 266]);

clf

subplot(2,1,1);

show vect(D glo,sec,ats);

pdzss.Sheet=[1 2 3 456 7 8 9 10 11 12]; pdzss.Helix=[1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

131;

figure(h PriSecStr); hsub=subplot(2,1,2);hold on;drawSS(pdb,ats,pdzss,sec);hold

off

%% Paso 10. Andlisis estructural de sectores

char(ats(sec(1l).def
char(ats(sec(2).def
char(ats(sec(3).def
char(ats(D glo>2.5)

sprintf )))
sprintf )))
sprintf ))
))

sprintf

%0+"',str2num
%0+"',str2num
%0+"',str2num
%g+"',str2num

)
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COMANDOS PARA EL REDISENO DE LOS DOMINIO ROSSMANN DE LA SDH PARA
ROSETTADESIGN

Los siguiente es un ejemplo de como luce un archivo de instrucciones para
ROSETTADESIGN. A este archivo le llamamos SDH_ROSS_SCA.resfile. Aquello que se
encuentre después del signo # es interpretado como comentario.

EX1

start

101 A PIKAA M #Metionina de inicio
102 A NATAA
103 A NATAA
105 A NATAA #Dejar al aminoacido natural
107 A NATAA
109 A NATAA
110 A NATAA
119 A NATAA
123 A NATAA
126 A NATAA
127 A NATAA
128 A NATAA
129 A NATAA
130 A NATAA
132 A NATAA
137 A NATAA
138 A NATAA
149 A NATAA
150 A NATAA
151 A NATAA
155 A NATAA
158 A NATAA
159 A NATAA
181 A NATAA
182 A NATAA
186 A NATAA
188 A NATAA
189 A NATAA
191 A NATAA
211 A NATAA
212 A NATAA
213 A NATAA
215 A NATAA
217 A NATAA
222 A NATAA
225 A NATAA



237 A NATAA
239 A NATAA
240 A NATAA
242 A NATAA
244 A NATAA

# (Esto es un comentario) Lo siguiente es una soéla linea de comando, en donde

sdh_A ross2.pdb es un archivo de coordenadas de Unicamente el dominio Rossmann de las
SDH de E. coli, y SDH_ROSS_SCA.resfile es el archivo que dicta qué residuos seran
inalterables y el -nstruct indica que deseamos generar 999 secuencias:

nohup /usr/local/bin/fixbb.linuxgccrelease -s
/home/jbanda/rossetta/SDH ROSS MET2/sdh A ross.pdb -resfile
/home/jbanda/rossetta/SDH ROSS MET2/SDH ROSS SCA.resfile -database
/home/jbanda/rosetta database/ -nstruct 999 &

# (Esto es un comentario) Los demas archivos *.resfile (lo Unico criticamente variable en la
linea anterior) para todos los demas conjuntos de disefios se encuentran en la carpeta
comprimida asociada a la tesis.



COMANDO PARA LA DINAMICA MOLECULAR
Ejemplo, la dinamica molecular para el disefio Aleatorio. El comando es una séla linea:

$SCHRODINGER/utilities/multisim -JOBNAME desmond_sa_NPT_random -HOST compute-
0-0 -maxjob 0 -cpu "1 2 6" -m desmond_sa_NPT_random.ms;j -c
desmond_sa_ NPT _random.cfg desmond_sa_NPT_random.cms

# (Esto es un comentario) Estamos indicando que deseamos usar 6 procesadores de cada
uno de 2 nucleos. El archivo *msj contiene el protocolo de la simulacion, el archivo *.cfg
contiene todas las condiciones propias del proceso completo, en este caso NPT, y el archivo
*.cms contiene los parametros correspondientes al campo de fuerza que se decidi6 usar
(OPLS-2005) para la molécula. Todos estos archivos son especificos por simulacion. Todos
ellos vienen en la carpeta comprimida asociada a la tesis.
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