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RESUMEN

La expresion de HMMR (una proteina que se une a acido hialurénico y favorece
la migraciéon celular) en células neoplasicas se ha asociado a metastasis y el
prondstico de los pacientes. Se ha reportado que existen isoformas de la
proteina, que son obtenidas por splicing alternativo, sin embargo no se conoce
si los cambios en la estructura primaria de estas isoformas modifican su
estructura final y con ello su localizacién y su funcién. Con el fin de generar una
respuesta a esta situacion, utilizamos un modelo tedrico basado en algoritmos
de alineamiento de secuencias primarias, generaciéon por homologia de
estructuras secundarias y obtencién de la estructura terciaria por plegamiento
empirico.

Una vez hubimos obtenido las estructuras, realizamos un andlisis de
confiabilidad de la prediccion.

Encontramos que las estructuras primarias entre HMMR vy sus tres isoformas
presentan un grado de conservacion de mas del 98% os cambios en la
estructura primaria se encuentran en la regién inicial de la proteina (los primero
9?0 aa), que al obtener las estructuras secundarias no existen cambios
significativos y que todas las proteinas presentaron un patrén de alfa hélices
por lo que se trata de una proteina transmembrana.

Concluimos que es probable que las 3 isoformas tienen la capacidad de ser
funcionales, y que es necesario evaluar la asociacion de su expresion con el

pronstico de los pacientes con LLA.

Vil
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ABSTRACT

The expression of HMMR (a protein that binds to hialuronic acid and
enhances cellular migration) in neoplastic cells has been associated with
an increase rate in metastasis, and the worsening of the patient’s
outcome. It has been reported that three isoforms of this protein exist,
and that they are obtained by alternative splicing processes, however, it
is not known if the changes in the primary structure of this isoforms
modify their final structure and therefore modify their location and
function. In aims of generating an answer to this problem we used a
theoretic model based on primary structure alignment algorithms,
second structure homology modeling and empiric folding of tertiary
structures.

Once we had obtained the structures, we made a accountability analysis
of this prediction.

We found that the primary structures between HMMR and its three
isoforms had a conservation rate of 98% or more, that the changes in the
primary structure appear on the initial portion of the protein (first 90
residues), that their secondary structures have no significant changes
between them and that all the proteins have an all-helix pattern and
therefore they are membrane proteins.

We concluded that it is probable that all 3 isoforms are capable of
functioning and that it is necessary to evaluate the association of their

expression with ALL patients outcome

Vil
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1 INTRODUCCION

El tema central de este estudio es la caracterizacion in silico de las diferencias en cuanto
a secuencia primaria, secundaria y terciaria del receptor de motilidad mediado por
hialuronano y sus tres variantes obtenidas mediante splicing alternativo.

La importancia del estudio de esta proteina radica en que su expresion se ha relacionado
fuertemente con la capacidad metastasica de las células neoplasicas. Por tanto, el
entendimiento de su estructura tridimensional, funcion, expresion y regulacion puede
generar estrategias tanto diagnosticas como terapéuticas.

Informacién no publicada del grupo de trabajo del laboratorio de oncologia
experimental del Instituto Nacional de Pediatria demuestra que la expresion del gen de
HMMR se encuentra de forma mas frecuente en células neoplasicas de pacientes
pediatricos con diagndstico de leucemia aguda linfoblastica que tuvieron mala respuesta
al tratamiento con quimioterapia. Por otro lado se han encontrado que estos pacientes
también expresaban dos isoformas de HMMR (A y C) que se generan a través del
proceso de splicing alternativo, esto genera cambios en la secuencia primaria de cada
una de las isoformas con respecto a la proteina candnica; sin embargo no se han descrito
los cambios en estructura y funcién de cada isoforma que son consecuencia de este
fenomeno.

El cancer es un problema de salud publica, del cual no existe hasta el momento una
explicacion global y completa sobre su biologia, herramientas moleculares que permitan
diagnosticar de forma precoz esta entidad y marcadores moleculares que definan al
100% la estratificacion de los pacientes en grupos de riesgos que predigan su desenlace
posterior a recibir los tratamientos. Es por lo anterior que es de gran importancia la

investigacion activa en este campo.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Receptor de motilidad mediado por acido hialurénico (HMMR)

Los estudios moleculares han revolucionado la forma de diagnosticar, estratificar y
tratar varios tipos de tumores ya que han permitido sub-clasificar las estirpes tumorales
basados en la expresién génica', contribuyendo a la identificacion de factores
prondsticos, facilitando la eleccion de un tratamiento”, la prediccién de la respuesta,
control de la evolucion de la enfermedad, prediccion de complicaciones, recaidas y

mortalidad>*>*.

El oncogén HMMR, también llamado receptor de motilidad mediado por acido
hialuréonico, CD168 o0 RHAMM esta conformado por 18 exones y presenta diferentes
patrones de corte y empalme alternativo (splicing), que le permite codificar cuatro
variantes de proteina diferentes (725, 724, 709 y 638 aa)’. Algunas de estas variantes
participan en diversos procesos celulares como motilidad, adhesion, cicatrizacion,

8,9,10,11

angiogénesis, migracion, metastasis, invasion y proliferacion celular . De forma

muy interesante, este oncogén se ha visto asociado a diversas formas de cancer, como

112 13,14,

prostatal ~, leucemia aguda mieloblastica gastrico'”, testicular'® y linfoma de

células B,

La informacion disponible sugiere que este oncogén podria presentar un papel muy
relevante en la génesis, crecimiento y migracion tumoral de algunos tipos de cancer, ya
que se sabe que participa en la regulacion de diversas proteinas relevantes de procesos
celulares como: transformacion celular'®, proliferacion, migracion y metastasis; entre

ellos H-Ras, CD44, TGF-p1, FGF p1, PKC, ERK1/2 y PI3K"?**"**% También se ha
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demostrado que HMMR interactiia con proteinas de ensamblaje del uso mitotico®!, y de
reparacion del DNA, como BRCA/BARDI?; éstos ultimos considerados importantes

en el desarrollo y progresion del cancer.

Se ha reportado que la expresion de HMMR se asocia con un prondstico desfavorable
- . 25262728, .
para algunos tipos neoplasias ; sin embargo, no se ha elucidado completamente

la capacidad oncogénica de las variantes del gen y los mecanismos moleculares

asociados con el proceso de malignidad.

Estudios recientes han demostrado la existencia de splicing aberrante en oncogenes en

. . 293031
diferentes tipos de cancer’’~"?

, por ejemplo, BRCA1l y 2 en cancer de mama y
ovario’>, KLF6 y TLE3 en prostata®, p53 (p538) en cancer de mama , o ikl y ik4 en
distintas estirpes de leucemias. De forma llamativa algunas de las isoformas expresadas
pertenecen a genes que median la transformacion celular, adhesion, proliferacion,

. -z . + 7 35,36,37,38
mvasion y migracion " " 7,

La expresion de variantes de algunas proteinas ha tenido impacto al ser asociadas con
diversos contextos clinicos neoplésicos sirviendo como marcadores tumorales siendo un
ejemplo la expresion de la variante TPS3INP2 de p53 producida por splicing, la cual se
ha asociado con un mal prondstico en cancer de ovario®’; ya que promueve procesos de

. ., . ., 4
migracion e invasion celular 0

Como se ha mencionado antes, la proteina HMMR presenta variantes o isoformas
obtenidas mediante el proceso de splicing, sin embargo, se conoce poco sobre la
expresion de estas variantes en la mayoria de los tumores humanos, asi como de los
procesos de los que pudieran ser responsables. Entre los tumores en los que se ha
identificado la expresion de variantes de HMMR, destacan mieloma multiple*' y

astrocitomas™*. El grupo de investigacién del laboratorio de oncologia experimental del
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Instituto Nacional de Pediatria ha obtenido resultados preliminares que muestran que la
expresion de dos isoformas del RNA mensajero del gen HMMR (A y C) presentes en

pacientes con LLA que tuvieron mal prondstico.

2.2 Métodos in silico

Desde hace algunas décadas, las ciencias de la computacion han avanzado de manera
impresionante, tanto el desarrollo de software, como de procesadores con capacidad de
calculo mas grande y mayor accesibilidad al publico en general.

La resolucion de problemas con algoritmos computacionales a avanzado a su vez,
arrojando datos cada vez mas precisos, en muchas de las areas en las que ha
incursionado. Los métodos computacionales que auxilian a la biologia, estan basados en
algoritmos matematicos, que usan estrategias muy avanzadas para la busqueda de
soluciones para diversas situaciones, basandose en parametros obtenidos de manera
experimental”>, por ejemplo, calculos de mecénica cuéntica para la optimizacion
geométrica de moléculas pequefias, uso de bases de datos a gran escala en conjunto con
parametros de mecanica molecular para el protein folding, calculos termodinamicos
para la prediccidon de interacciones ligando-proteina (mejor conocido como Docking

simmulation), entre otros™®.

2.2.1 Algoritmos
La mayor parte de los calculos tedricos usados en este trabajo, seran obtenidos mediante
algoritmos de optimizacion. Un algoritmo es una secuencia de instrucciones y pasos, no

ambiguos, que permiten llevar a cabo una tarea; en ciencias de la computacion, los
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algoritmos son usados para codificar la secuencia de pasos que debe seguir una
computadora, para encontrar la respuesta a un problema**.

Los algoritmos que estan destinados a la resolucion de problemas, se dividen en muchas
categorias, ya sea por las estrategias que usen para obtener la solucion, la rigidez de los
pasos, etc.; dentro de estos se encuentran aquellos dirigidos a encontrar a la mejor
solucion en un universo de soluciones, estos son llamados algoritmos de optimizacion™.
La bioinformatica se apoya de forma significativa en los algoritmos de optimizacion ya
que los modelos bioldgicos, al ser planteados como problemas, pueden tener muchas
soluciones, debido a la dindmica que caracteriza a la vida; por ejemplo, si queremos
encontrar la conformacion de una molécula cualquiera (no rigida) en el espacio, del
mismo modo que sucede en la naturaleza, encontraremos una gran cantidad de
conférmeros, muy parecidos entre ellos (pero no iguales), sin embargo, uno de ellos
sera el mas estable; en esta situacion, el algoritmo tiene que discernir entre cual de todas
las soluciones es la 6ptima*’.

Los algoritmos de optimizaciéon usan diversas estrategias, como heuristica, busqueda
tabQ, simmulated annealing, busqueda local, inteligencia artificial (enjambres de
hormigas, parvadas de pajaros, redes neurales y algoritmos genéticos)*.

Los algoritmos de optimizacion son la base de muchas de las estrategias
bioinformaticas, como alineamientos de secuencias de DNA, RNA y proteinas, la
investigacion de la forma de interaccion entre farmacos y receptores y de

macromoléculas entre si.

2.2.2 Alineamientos
Secuencias proteicas similares derivan generalmente de un mismo ancestro comun, esto

quiere decir, que si se tienen dos secuencias parecidas entre ellas, es muy probable que
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una secuencia anterior haya evolucionado de forma divergente para formar a cada una
de ellas. Cuando esto sucede, puede llamarse a estas proteinas hom(')logos45.

Una de las herramientas mas usadas en el campo de la bioinformatica es el alineamiento
de secuencias mediante servidores que ofrecen bases de datos muy grandes y algoritmos
muy eficientes™.

Esto resulta necesario cuando dentro de una investigacion se encuentra una proteina
desconocida que el ser secuenciada es posible obtener mucha informacion, dado que los
homologos arrojan informacién sobre estructura y funcion; también resultan muy
necesarios para encontrar caracteristicas en comun y diferencias entre proteinas ya
conocidas.

Otra utilidad de este método se encuentra en la investigacion de sitios de conservacion
de secuencias tanto de DNA como de proteinas. Uno de los ejemplos clasicos del uso de
alineamientos masivos es el confrontar grandes cantidades de secuencias de DNA
genomico de poblaciones con y sin enfermedades y que culminan en el reporte de
polimorfismos de importancia diagnostica y terapéutica.

La metodologia que se usa para lograr obtener el alineamiento de la secuencia primaria
de una proteina es la siguiente: las secuencias a alinear se acomoda en forma de matriz
como se observa en la figura 1, una vez obtenido los sitios en los que las dos secuencias
son iguales, el algoritmo recorre diversos métodos, ya sea por alineamiento global o
local, usando el algoritmo de Needleman-Wunsch o el de Smith-Waterman, producen

. . 44
nuevos arreglos, usando operadores de insercion de gaps™.
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Figura 1.-Ejemplo de la organizacion de una matriz. Los puntos dentro de la matriz
representan zonas de concordancia, y la similitud entre caracteres se representa con el tono
de gris, donde el negro es el mayor puntaje.

Una vez obtenidas nuevas configuraciones de alineamientos entre las secuencias, se
procede a valorar el desempefio de cada una, buscando el alineamiento Optimo, que
obedece a los siguientes principios: cambios en la secuencia de aminoacidos (no
coincidencias) entre regiones conservadas se interpretan como mutaciones puntuales
que han sucedido con el tiempo desde la divergencia de las estructuras, cuando aparecen
huecos se interpreta como inserciones o deleciones, tomando en cuenta esto, se valora
cada resultado, considerando en cuenta la cantidad de gaps que tuvieron que ser usados,
la cantidad de aminoacidos que coinciden etc., y al termino del proceso, el algoritmo
arroja el resultado optimo.

Al tener este resultado, se observan caracteristicas que cabe mencionar en este apartado,
las regiones que coinciden son muy probablemente motivos necesarios para la

estructura o la funcidn de las proteinas, cuando en un alineamiento multiple se
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encuentran conservaciones en regiones de solo un grupo, y se observa un cambio en
otro grupo de secuencias, se puede pensar que ha sido un cambio que otorgd
especificidad familia-dependiente, y si dentro de estas nuevas familias se encuentran
cambios o conservaciones aparte, que no se presentan en el resto de la familia se puede
considerar que este aminoacido/s dan especificidad subfamilia-dependiente®®, esta

interpretacion se ilustra en la figura 2.

— Specificity X

— Specificity Y

— Specificity Z

wlelelelilslsYslslllalnl0lo]
Z 0> X || < <m||Bowmes

o>om || TEEE||z0=0(2

mT X ||MInx| | mMInx
OrmME | D—=H | <TxB|g

MmO<Z (| Mmxoo|[fis—-g

0000 | =>0®||-o-T2

r

Subfamily-exclusive
specificity determinant
position

A. Rausell

Global specificity
important sites for the function || determinant position

or the structure of the protein
family as a whole

Figura 2.-Ejemplo de interpretacion de un alineamiento.
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2.2.3 Protein Folding

Existen tres abordajes para la resolucion del protein folding, mencionados en orden de
la exactitud de sus resultados: el modelado comparativo, threading y ab initio. El
modelado comparativo (también llamado por homologia) funciona de la siguiente
manera: se utiliza el reconocimiento de secuencias independientes dentro de la
secuencia problema, estas son comparadas con una base de datos y las secuencias que
mas coincidan son usadas como moldes y cada pieza es ensamblada en el espacio,
arrojando la estructura tridimensional completa®’.

El plegado por homologia esta basado en los siguientes establecimientos, Christian
Anfisen describié que toda la informacion para la estructura terciaria de una proteina
esta almacenada en su secuencia, poco después establecid la hipotesis termodinamica,
donde se establece que la estructura final es la mas estable energéticamente; afios
después Chothia y Lesk afirman que la estructura estd mas conservada que la secuencia,
es por lo tanto razonable confiar, hasta cierto punto, en los resultados obtenidos por esta

(. 474
tecnica 7 8.

Algunas aplicaciones de esta técnica son el obtener estructuras
tridimensionales de macromoléculas que han ayudado a explicar la funcion de proteinas
que no se han aislado experimentalmente. Otra funcion es la de hacer interaccionar a
una macromolécula con un firmaco y la prediccion de farmacoporos, probabilidad de
funcién in vivo o la interaccion entre dos macromoléculas y la prediccion de complejos
inhibitorios o estimuladores en diversas funciones celulares.

A pesar de que hace casi 20 afios que se describio la asociacion de HMMR vy el
favorecimiento de la metastasis de algunas células tumorales®, no se ha reportado
mucha informacion estructural de esta proteina. Por otro lado solo se conoce que se
expresa preferencialmente en la membrana celular (aunque también se encuentra

: . r1: 0 . . I , e . .
reportado a nivel citos6lico™), sin embargo la informacién morfoldgica disponible solo

existe hasta nivel de secuencia primaria. Por lo anterior decidimos que se generarian las
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conformaciones tridimensionales para cada proteina mediante la técnica de plegado
proteico semiempirico. Se escogid un método semiempirico y no uno ab initio
(empirico), ya que este ultimo presenta resultados mas confiables solo cuando se trata
de secuencias de menos de 150 aminoacidos de longitud. Para secuencias de
aminoacidos mas grandes (como este caso) se prefiere utilizar la técnica de threading,
en la cual el algoritmo computacional encuentra subsecuencias dentro de la secuencia
matriz y las compara con secuencias de proteinas descritas de forma experimental, para
posteriormente generar un ensamblado y obtener la estructura global’'”. Lo anterior se
encuentra apoyado por informacion experimental que afirma que secuencias primarias
semejantes generaran estructuras secundarias de un mismo tipo> (alfa hélices, laminas

beta o giros libres) y que esto tiene repercusion regional y posteriormente global.

2.3 Cancer

El cancer en general representa uno de los problemas de salud mas importantes en la
actualidad, el Instituto Nacional de Cancer de EUA report6 en el 2006 una incidencia
global de casos de cancer de ambos sexos de 456.20 por cada 100,000 habitantes, asi
como una prevalencia de 2.7076%, lo que representa alrededor de 11,384,892
pacientes™. El cancer pediatrico representa la segunda causa de muerte entre pacientes

de 4 a 15 afios de edad, antecedida en frecuencia solo por los accidentes.

10
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El receptor de motilidad mediado por hialuronano presenta isoformas que se obtienen
por splicing alternativo, las cuales presentan 724, 709 y 638 aminoéacidos de longitud,
sin embargo, no se conoce si cambios en la secuencia promueven cambios en la
estructura global de cada isoforma, y que esto a su vez, provoque cambios en la

localizacidon intracelular y su funcion.

4 JUSTIFICACION

Resultados preliminares del laboratorio de oncologia experimental han revelado la
coexpresion de las variantes A y C de HMMR en pacientes con LAL que presentan
recaidas. Por tal motivo, resulta necesario entender las diferencias entre estructura y
funcién que las variantes podrian presentar con respecto al gen de HMMR ya que se ha
reportado que al cambiar la estructura de una proteina también cambia su funcion y su
localizacidon. Conocer los cambios el la estructura y funcion de las isoformas de HMMR
conllevan una gran importancia en el estudio de esta proteina como marcador

pronostico.
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5 HIPOTESIS

La estructura terciaria de las secuencias de aminoacidos de las isoformas de HMMR
predecira una funcion de receptor transmembrana y no existiran cambios entre el tipo de

estructura terciaria entre HMMR vy sus variantes obtenidas por splicing alternativo.

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Realizar un andlisis estructura-actividad del receptor de motilidad mediado por

hialuronano y sus variantes obtenidas por splicing alternativo usando métodos tedricos.

6.2 Objetivos particulares

» Identificar la existencia de estructuras terciarias obtenidas experimentalmente de
HMMR vy sus isoformas.

» Realizar un alineamiento multiple, usando las estructuras primarias de HMMR y
sus isoformas.

» Obtener las estructuras terciarias usando plegado por threading.

» Comparar las diferencias estructurales de las isoformas realizando un
alineamiento tridimensional.

» Determinar si existen cambios en la secuencia-estructura que predigan cambios

en la actividad.

12
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7 MATERIAL Y METODO

7.1 Instalaciones y equipo

Los siguientes experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio Oncologia
experimental del Instituto Nacional de Pediatria bajo la tutela del Dr. Sergio Méndez y

la cotutoria de la Dra. Rocio Cardenas.

7.2 Tipo de estudio

e Teodrico

7.3 Alineamiento general de HMMR

Después de obtener la secuencia de la estructura primaria en formato FASTA de cada
una de las isoformas obtenidas por splicing alternativo del gen de HMMR del servidor
UniProt (http://www.uniprot.org/), se ingresaron al servidor del European Molecular
Biology Laboratory-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) llamado
Washington University Basic Local Alignment Search Tool (WU-BLAST) version
2.0%, usando el programa BLASTP, con la base de datos de proteinas de UnitProt
Knowledgebase, usando los siguientes parametros: program=blastp; matrix=blosum62;
scores=50; alignment view pairwise; exp thr= 10; alignments=50; filter=seg;
sort=pvalue; view filter=yes; stats=sump; sensitivity=normal; topcomboN=1"".

Este primer alineamiento nos sirvid para identificar las secuencias de aminoacidos con

las que contabamos y como control de calidad de la secuencia.
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7.4 Alineamiento multiple

Las secuencias obtenidas por el método previo, se ingresaron para computo posterior al
programa de alineamientos multiples ClustalOmega®®, del servidor antes usado, usando
los parametros: output format=clustal w/o numbers; dealign input sequences=no; max
guide tree iterations=default; MDEB-like clustering guide-tree=yes; max HMM
iteration=default; MBED-like clustering iteration=yes; order=aligned; number of
combined iterations=default(0). Esto nos arrojé el porcentaje de similitud entre las

secuencias y las regiones que se mantienen conservadas.

7.5 Secuencia tridimensional

7.5.1 Obtencion experimental

De las secuencias obtenidas y seleccionada anteriormente, se realizo una busqueda en la
base de datos del Protein Data Bank (PDB)”’, y en ella no encontramos coincidencias en
los resultados arrojados. Al no contar con reportes experimentales de las secuencias que
interesan a este estudio, procedimos a obtener las estructuras por plegamiento

semiempirico.

7.5.2 Obtencion empirica

Se ingresaron las secuencias primarias de las 4 proteinas de este estudio al servidor de
LOOP para realizar un plegamiento semiempirico utilizando la técnica de threading®™.
Posteriormente se validaron las estructuras obtenidas mediantes este método utilizando

- .60 .
mapas de Ramachandran. Con el programa visual molecular dynamics™ y se generd el

r1e * . . . . 61
analisis de secuencia secundaria con el programa accelrys discovery studio 4.0°".
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8 RESULTADOS

8.1 Alineamiento

8.1.1 BLAST

Al realizar la busqueda general en la red mediante BLAST, usando la secuencia de la
HMMR humana en formato fasta descargada del servidor UniProt, se obtuvieron como
resultado la secuencia candnica de la proteina y sus tres isoformas con porcentaje de
identidad de 99% para la isoforma C; 98% para la variante B y del 100% con la variante
D. Se descargaron las secuencias de todas las isoformas en formato FASTA para

realizar el alineamiento multiple

8.1.2 Clustal Omega

El alineamiento multiple se realizd con las secuencias, en formato fasta, de las cuatro
proteinas escogidas en el paso anterior, el resultado se concentra en la figura 3, en la que
se observa de manera mas amplia que la isoforma B cuenta con 15 aminoacidos menos
localizados entre los aminoacidos 76 y 90 de la secuencia candnica, a la isoforma C solo
le falta un triptéfano ubicado en posicidon 75 y la isoforma D no cuenta con los primeros

90 aminoacidos de la secuencia canodnica.
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8.2 Estructura tridimensional

8.2.1 Protein Data Bank

Al realizar la busqueda en Protein Data Bank, no se encontraron estructuras
tridimensionales obtenidas de forma experimental para esta proteina. Utilizamos una
busqueda exhaustiva en los servidores que almacenan datos de estructura y funcidon
proteica y no encontramos informacion experimental con respecto a la estructura
secundaria ni terciaria de las proteinas en el estudio. Esta busqueda se realiz6 con el fin
de encontrar la estructura tridimensional completa o parcial de la secuencia canonica o a
alguna de sus isoformas que se hubiese obtenido por cristalizacion y difraccion de rayos
X o por resonancia magnética nuclear, y con ello, usar dicha estructura como templete y
asi generar las estructuras tridimensionales de las proteinas restantes con un alto nivel
de confiabilidad. Protein Data Bank (PDB)*” esta es una base con miles de secuencias
terciarias y cuaternarias de una variedad muy grande de proteinas, las cuales fueron
obtenidas a través de métodos experimentales como cristalizacion y analisis por rayos X

0 por resonancia magnética nuclear con resolucion de hasta 2-3 Armstrongs.

8.2.2 LOOP

Las secuencias primarias se ingresaron al servidor de LOOPP’ de las instalaciones de
Cornell en la universidad de Texas donde se obtuvo su estructura secundaria y terciaria.
Se muestra en las figuras 4 y 5 las estructuras obtenidas, en ellas podemos observar que
la estructura secundaria consta fundamentalmente de alfa hélices y una estructura
terciaria tipo globular. Este tipo de patrones se ha denominado como proteinas “todo
hélice”’(del inglés “all-helix protein”). Con respecto a la confiabilidad del modelo
teorico, a la estructura obtenida se le hizo un analisis mediante graficos de

51,52

Ramachandran” >~ (figura 4-D), donde se observan los dngulos de torsion Phi y Psi de
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la cadena de la proteina, este mapa esta separado en 4 cuadrantes y estos contienen
zonas de probabilidad de diferente color, donde se situa al residuo dependiendo de la
combinacion de los dos angulos que lo componen; asi, encontramos en el analisis que la
estructura muestra varios aminoacidos a tension, esto no ocurre en la naturaleza debido
a que esto implicaria un alto costo energético, y el encontrarlos de esta forma aqui, es
debido a que el algoritmo usado por el servidor de LOOP trabaja buscando secuencias
parecidas que estén resueltas experimentalmente, y contando una vez con ellas,
sobrepone la secuencia problema dandole una forma muy semejante, sin tomar en
cuenta la composicion de residuos; sin embargo, los aminoacidos en sitios no
permitidos son muy pocos (<1%), por lo que se considera que de forma global la
estructura es confiable. En la figura 6 se representa el alineamiento tridimensional de
todas las estructuras, en esta figura se observa que tanto la proteina candnica como sus

tres isoformas poseen una estructura tridimensional idéntica.

—d

oY SE——
] s L] = o = w0 13z a2

THE -

Ehi

Figura 4 .-Estructura tridimensional de la secuencia canénica de HMMR. Perspectivas: A) Longitudinal, B) transversal, C) se

muestra en Amarillo el sitio de union de hialuronano, D) Mapa de Ramachandran y estructura esquematica
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Figura 6 .-Alineamiento tridimensional d¢ HMMR vy sus variantes. HMMR en rojo, variante B en verde, variante C en Amarillo y
variante D en negro. A) perspectiva longitudinal. B) perspectiva transversal

8.2.3 VMD

Por ultimo, la estructura empirica de la secuencia canonica se proceso en el programa
VMD para crear las condiciones en las que se encontraria la proteina si se encontrara
embebida en una membrana lipidica. Los resultados se muestran en la figura 7, donde se
observa que la proteina cuenta con porciones intracelulares, extracelulares y

transmembrana.
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Figura 7.- Estructura tridimensional d¢ HMMR embebida en una membrana lipidica. A)
vista transversal, B) vista tangencial superior, C) vista tangencial inferior
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9 DISCUSION

9.1 Alineamientos

El alineamiento de las estructuras primarias que se observa en la figura 3 demuestra que
existe poca diferencia entre HMMR vy sus isoformas. Dentro de la informacion
funcional de HMMR se sabe que los sitios de union a hialuronano son dos, y estan
ubicados en una region de 10 aminoacidos de la posicién 657-666 y otra region de 11
aminoacidos ubicados en los residuos 635-645. En la figura 3 C se observa que esta
region se encuentra altamente conservada en las cuatro proteinas y que se trata de una
region definitoria de la funcion de la familia . Por lo tanto se puede suponer que las 4
isoformas tienen capacidad de unidén al hialuronano.

Por otro lado, las regiones en las que se encuentran los cambios son en la region inicial
de la proteina, al momento no se ha asignado ninguna funcion para esta region en las
bases de datos, sin embargo si se han reportado modificaciones postraduccionales, por
ejemplo, la serina 20 se fosforila en la secuencia canonica, por lo que la isoforma D no
presentaria esta modificacion y las consecuencias de esto podrian ser un metabolismo o
transporte intracitosolico diferente. El resto de modificaciones descritas (glicosilacion
en los residuos: 133, 477, 567 y 588) podrian estar conservadas en las C isoformas ya

que la secuencia primaria es idéntica a partir del residuo 91.

9.2 Estructura tridimensional

Al comparar esta estructura con los diferentes tipos de estructura secundaria y terciaria,
encontramos que se trata de una proteina transmembrana, esto basados en la revision
publicada por Von Heijne G en 2006 en nature reviews™ donde sefala las

caracteristicas estructurales y topologicas de las proteinas transmembrana. Si

22



Analisis del Receptor de motilidad mediado por Hialuronano (CD 168) y sus variantes obtenidas por splicing alternativo mediante

técnicas in silico

comparamos lo descrito en esa revision con lo obtenido por nosotros encontramos lo

que se representa en la figura 8, donde se observa el mismo patron de alfa hélices y

estructura globular.

Cell
membrane

o

Cytoplasm

Figura 8.- Comparacion entre la estructura de una proteina membranal (A) y HMMR (B). A)

modificado de Von Heijne G. Nature review molecular cell biology. 2006

Posteriormente realizamos el embebido de la proteina en una membrana lipidica para
corroborar lo expresado anteriormente y encontramos lo que se observa en la figura 7,
donde apreciamos que la proteina abarca la longitud promedio de una membrana,

teniendo una region libre la cual se describio en la figura 4-C como el sitio de unién a

hialuronano.
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Una vez conociendo la informacion de la proteina canodnica, realizamos el analisis de los
cambios estructurales tridimensionales que ocurrieran como consecuencia de los
cambios en la estructura primaria para cada isoforma, y encontramos lo que se observa
en la figura 5, en la que se contemplan proteinas basadas meramente en hélices alfa y
estructura globular. Por otro lado el andlisis de cada estructura mediante mapas de
Ramachandran demuestra lo mismo encontrado para la estructura candnica. Por lo
anterior podemos concluir que las estructuras secundarias no sufrieron cambios
secundarios a las modificaciones ocasionadas por splicing alternativo, asi mismo se
concluye que las estructuras son confiables.

Para concluir se realizo un alineamiento tridimensional, con el fin de encontrar cambios
finos en la estructura terciaria, los resultados de esto se representa en la figura 7. En
dicha figura se superponen las cuatro estructuras y se le asigna un color a cada proteina
en general, con lo que observamos que las diferencias son minimas y se encuentran en
las asas libres, las cuales en la naturaleza son moviles.

Finalmente y con lo antes descrito, podemos considerar que aunque si existen cambios
en la estructura primaria entre HMMR y sus tres isoformas, esto no conlleva a cambios
en la estructura secundaria ni terciaria. Esto es de suma importancia, ya que puede
inferirse que las isoformas son funcionantes, y que al ser expresadas en una célula
neoplasica, tienen la misma capacidad de promover la migracion que la proteina
candnica, mas aun, el expresar en un mismo momento a la proteina HMMR vy a alguna o
varias de sus isoformas, tendria la misma consecuencia que una sobreexpresion de la

proteina y por tanto un incremento intracelular de su funcion.
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10 CONCLUSIONES

v" El porcentaje de homologia entre HMMR 'y sus tres isoformas es mayor al 98%,

debido a que los cambios generados por splicing alternativo son minimos.

v" La secuencia secundaria d¢ HMMR consta de hélices alfa y asas libres, y no
existen cambios significativos con respecto a las estructuras secundarias de sus

isoformas.

v La estructura terciaria de HMMR es globular y coincidente con una proteina
transmembrana y no existen cambios con respecto a las estructuras terciarias de

sus isoformas.

v Al no contar con cambios importantes en las estructuras secundarias y terciarias,

las isoformas de HMMR podrian ser igualmente funcionantes.

v' La expresion de HMMR vy de sus isoformas en células neoplasicas, podrian

incrementar la probabilidad de migracion de la célula, mucho mas que la

expresion solo de HMMR.
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11 PERSPECTIVAS

v’ Las estructuras tridimensionales obtenidas en este estudio pueden ser usadas
para estudios posteriores enfocados en el analisis de epitopes y generacidon de
anticuerpos dirigidos a estas proteinas.

v' Es importante evaluar si la expresion de HMMR se asocia de forma
estadisticamente significativa a un incremento en la metéstasis de diversos tipos
de tumores, asi como si la expresion concomitante de sus isoformas lo

incrementa
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