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RESUMEN

Los ribosomas son sintetizados mediante un proceso altamente coordinado en tiempo y
espacio que comienza en el nucléolo y termina en citoplasma celular. Los ribosomas estan
compuestos por proteinas y RNA ribosomal que se arreglan en dos subunidades; la menor
que decodifica la informacién genética y la mayor encargada de la formacién del enlace
peptidico. La produccion de ribosomas requiere de la participacion de mudltiples
biomoléculas accesorias que participan en su sintesis, ensamblaje, modificacion vy
transporte. Las proteinas SBDS y EFL1 participan en la ultima etapa de maduracion
ribosomal de la pre-subunidad 60S liberando al factor de anti-asociacion elF6 para permitir
la formacién de la particula ribosomal madura 80S. SBDS esta altamente conservada en
Eukarya y Archaea, mientras que EFL1 esta presente solo en Eukarya.

Estudios anteriores desarrollados en nuestro grupo de investigacion evaluaron la
complementacién funcional de ort6logos de las familias de proteinas SBDS y EFL1 en
células de levadura carentes de los genes correspondientes. Estos demostraron que
ninguno de los pares de ortélogos evaluados pudo complementar la funcién de los genes
equivalentes de levadura, lo que sugirid una posible coevolucion entre estas dos familias
de proteinas. Por lo anterior en el presente trabajo se llevo a cabo un estudio bioinformatico
para predecir pares de aminoacidos que han coevolucionado en cada una de las familias
de proteinas SBDS y EFL1, asi como predecir la coevolucion inter-proteina entre ambas.
El aporte de este trabajo fue la prediccion, a través de la interpretacion de los resultados
obtenidos con el servidor EVcouplings, de los residuos que han coevolucionado en ambas
familias de proteinas, asi como entre ellas. Ademas, se predijeron residuos en contactos
entre las dos proteinas que hasta este momento no se han dilucilado, debido a la falta de
estudios estructurales de suficiente resolucion. Por lo que se hace necesario comprobar
experimentalmente la calidad de dichas predicciones. Los resultados obtenidos predijeron
coevolucion a nivel intra-proteina en los tres dominios estructurales de SBDS y en los cinco
dominios de EFL1. También entre los tres dominios de SBDS y los dominios Il, Il y IV de
EFL1. Los aminoacidos R126, N121, T129, K118, R218 de SBDS y C883 y R970 de EFL1
son posiciones que han coevolucionado a nivel inter-proteina, y en las que ademas se han

encontrado mutaciones en pacientes con el Sindrome Shwachman Diamond.



1 Antecedentes
1.1 Coevolucion: de la evolucion de las especies a la evolucién molecular

El origen de la coevolucion se remonta al estudio de las interacciones entre especies en
sistemas ecoldgicos. Los primeros estudios de coevolucion reportados en la literatura
moderna se deben a Darwin, quien observo la relacion existente entre las longitudes de los
nectarinos de las orquideas y las proboscides de sus polinizadores (1). Sin embargo, este
término fue realmente definido en 1964 por Ehrlich y Raven (2), quienes lo definieron como
las interacciones evolutivas halladas entre diferentes especies u organismos cuyo
intercambio de informacion genética se asume minimo o nulo. Otra definicion fue planteada
por John N. Thompson (3), el cual decia que es el proceso de evolucion reciproca entre
especies que interaccionan dirigido por la seleccién natural. Otro concepto relevante en el
contexto de la coevolucién es la hipotesis de la Reina Roja formulada por van Valen en
1973 (4), el cual formulé dos ideas aparentemente contradictorias: la conservacion y el
cambio. van Valen propuso que las especies estan cambiando constantemente para poder
mantenerse o conservarse en un medio en el que todo cambia, incluyendo el resto de las
especies con las que estadn relacionadas. La convergencia entre los conceptos de
conservaciéon y cambio se debe a que actlan a distintos niveles. Desde un punto de vista,
se conserva la interaccion entre las especies y, por otro lado, es necesario adaptarse a los
cambios que otras especies sufren, y al resto del entorno (5).
- Jerarquia de niveles evolutivos y coevoluciéon molecular

Durante el siglo XX se desarrollaron las primeras investigaciones moleculares sobre
coevolucion gracias al almacenamiento de gran cantidad de datos de secuencias de
proteinas y genomas. Algunas de estos estudios encontraron que la interaccién entre
especies esta relacionada a nivel coevolutivo entre ciertos genes de cada especie (6), los
cuales tienen entre otras funciones, mantener la interaccion entre las dos especies. Otros
estudios mostraron que también podia existir entre residuos de la misma proteina. Los
cambios reciprocos entre los residuos de la misma proteina o entre un par de proteinas
permiten conservar tanto el correcto funcionamiento de la proteina o del complejo proteico,
como su plegamiento (7).

Una jerarquia simplificada de niveles evolutivos puede presentarse como la coevolucién
entre especies, entre proteinas y entre residuos. De igual forma, este fenébmeno ocurre gen
a gen entre especies. Y se cree que una de sus principales funciones es mantener la
interaccion entre ellas (7,8). También se podria considerar en otros niveles macroscopicos

como ecosistemas y poblaciones.



En el presente trabajo solo se utilizarq la terminologia coevolucién para referirse a
interacciones entre residuos en una misma proteina y entre residuos de dos proteinas. Un
concepto simplificado de coevolucion puede entenderse como ‘los cambios coordinados
que ocurren en pares de organismos o biomoléculas para mantener interacciones
funcionales entre esos pares” (7)

1.1.1 Coevolucion a nivel de los residuos de una proteina

Las contribuciones pioneras en el campo de la coevolucion realizadas por Altschuh et al.
en 1987 (9) fueron el punto de partida para una nueva linea de investigacion sobre la
correlacion entre cambios coordinados en alineamientos de secuencias primarias y
contactos fisicos en la estructura tridimensional de una proteina (10,11). Otras de las
contribuciones méas destacadas fue el estudio de Gobel et al. quien propuso la existencia
de una relaciéon directa entre coevolucion y contactos en estructuras, y su potencial para
mejorar las predicciones de estructura de proteinas (10) como se demostré posteriormente
(12). A estos cambios coordinados se les llamé mutaciones correlacionadas o coordinadas.
Numerosos estudios realizados para explicar la relacién existente entre la covariacion en
una secuencia y sus contactos fisicos han observado que mutaciones deletéreas pueden
ser compensadas por otras mutaciones en su entorno espacial proximo evitando su efecto
perjudicial en la funcion biolégica (13); y comunmente es utilizado el término coadaptacion
para referirse a adaptaciones especificas de residuos (14).

Las variaciones en las secuencias de una proteina estan restringidas tanto por motivos
estructurales (estabilidad, plegamiento, interacciones) como por motivos funcionales (sitios
cataliticos, sitios de unién a ligandos). Algunas de las aportaciones mas relevantes en este
campo son la observacion de que las posiciones mas conservadas en alineamientos
multiples de secuencias homologas se encuentran asociadas a roles funcionales o
estructurales importantes (15). La conservacion de las posiciones en la secuencia de las
familias de proteinas sigue siendo una fuente inagotable de informacion evolutiva y
funcional (16).

1.1.2 Coevolucién a nivel de proteinas

La coevolucion entre proteinas sugiere interaccion entre ellas. En el afio 2000 Goh et al.
(17) propuso que la coevolucion entre proteinas que interaccionan se podia detectar a
través de la similitud entre los arboles filogenéticos de ambas familias de proteinas. Para
ello emparejaron las secuencias de las proteinas que interaccionaban en las familias
estudiadas y evaluaron la correlacion en los grados de divergencia de ambas familias. Pese

al valor de esta idea, no permitia ni pretendia predecir interacciones usando coevolucion
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sino detectarla entre proteinas de interaccion conocida. El uso de este concepto para
predecir interaccién entre proteinas presentaba un concepto que parecia paraddjico, pues
era necesario el conocimiento previo de que dos proteinas interactuaban para evaluar su
coevolucion. Este problema fue resuelto por el grupo de investigacion de Pazos y
colaboradores quienes propusieron el uso de relaciones de ortologia biunivocas (18). Esta
aproximacion denominada Arbol filogenético espejo, o MirrorTree por su nombre en inglés,
permitio por primera vez calcular la coevolucion entre proteinas a gran escala y demostrar
que las altas correlaciones en las divergencias entre secuencias ortdlogas de proteinas
diferentes contenian informacion significativa sobre las interacciones entre proteinas.

La coevolucién entre proteinas implica una interdependencia funcional entre ellas, por ello
se han desarrollado métodos capaces de predecir interacciones funcionales mediante la
deteccién de sefales empleando la informacion proveniente de los genomas. Estos
métodos pueden dividirse en tres grandes familias: los basados en perfiles filogenéticos,
los basados en similitud de arboles filogenéticos y los que se basan en fusién de genes
(29).

1.1.3 Prediccion de contactos entre residuos mediante coevolucion

Existen dos tipos de métodos para predecir contactos fisicos entre residuos de una misma
proteina o de dos proteinas: los métodos locales y los métodos globales. Los métodos
locales integran tres grandes familias de métodos, aquellos basados en correlaciéon, los
basados en informacién mutua y los que utilizan arboles filogenéticos. En todos, la
informacién basica es la misma, un alineamiento multiple de secuencias homdlogas a la
proteina objetivo y medir la correlacion de los cambios observados. Sin embargo, los
modelos locales aplicados a secuencias de proteinas no detectan consistentemente
residuos que estan cercanos en la estructura tridimensional (10,11). A pesar de que en la
literatura existen algunas aplicaciones exitosas que muestran interaccion entre residuos o
la identificacion de contactos entre proteinas utilizando informacion bioldgica adicional (20).
La baja habilidad de estos métodos para la prediccion de residuos en contacto ha sido
atribuida a diferentes razones como la pérdida de sefial debido a las dependencias
filogenéticas, el limitado numero de secuencias disponibles y la idea de que no se deberia
esperar que los residuos que coevolucionan deben estar, en su mayoria, cercanos en la
estructura (21). La solucidon para este problema es utilizar una clase de modelos de
probabilidad global conocido como modelo Potts (un modelo de maxima entropia) en fisica
estadistica (21). El uso de este modelo de dependencias de tipos de amino&cidos en pares

de posiciones permite que sean computados simultdnea y consistentemente, en vez de



analizar pares de posiciones independientemente una de la otra. La aplicacion de estos
modelos estadisticos globales fue la clave en la identificacion de acoplamientos evolutivos
(evolutionary couplings, ECs) entre pares de posiciones en alineamientos mdultiples de
secuencias que corresponden a residuos en contacto (22,23). Los contactos predichos
mediante acoplamientos evolutivos han permitido la prediccion de novo de estructuras
tridimensionales de proteinas, incluso para moléculas grandes mas alla del alcance de
enfoques anteriores (24,25), sus complejos (26), contactos multiméricos (27),
conformaciones alternativas (28), e incluso la habilidad de predecir estados estructurados
de proteinas aparentemente desordenadas (29). Ademas, se han utilizado para identificar
residuos funcionalmente restringidos y mas recientemente, para hacer predicciones
cuantitativas de cambios mutuos en las proteinas (30). En el presente trabajo fueron
utilizados los métodos globales para el calculo de coevolucién.

1.2 Elribosoma

Los ribosomas son las maquinas moleculares que permiten la traduccion del ARN
mensajero (MRNA) a proteina en las células. En eucariontes, estos complejos estan
formados por las subunidades 40S (subunidad menor) y 60S (subunidad mayor) las cuales
albergan la funcién de decodificacion y la actividad catalitica, respectivamente. Los
ribosomas consisten de un centro universalmente conservado, el cual fue descrito por
primera vez gracias a las estructuras cristalinas de los ribosomas procariontes (31-33). Las
estructuras que conforman este ribosoma ancestral son el centro peptidil transferasa (PTC),
que cataliza la formaciéon de enlaces peptidicos, el tunel de salida de los péptidos recién
sintetizados y el centro de decodificacién que descifra la informacién contenida en el mRNA.
Los ribosomas de eucariotas son al menos un 40% mas grandes que los ribosomas de
bacterias debido a segmentos de expansion en los ARN ribosomales (rRNA), proteinas
adicionales e inserciones dentro de las proteinas existentes (34-36). En conjunto el
ribosoma esta formado por cuatro rRNAs y alrededor de 80 proteinas ribosomales (37). En
eucariotas, la subunidad 40S est& conformada por el rRNA 18S y 33 diferentes proteinas
ribosomales, mientras que la subunidad 60S consiste de los rRNAs 25S, 5.8S y 5S junto
con 47 r-proteinas (38). En cambio los ribosomas de bacteria, la subunidad menor 30S la
componen 21 r-proteinas y el rRNA 16S y la subunidad mayor 50S, por 33 r-proteinas y los
rRNAs23S y 5S (39).



1.2.1 Biogénesis ribosomal

La sintesis de ribosomas es uno de los procesos mas demandantes energéticamente en la
célula. En eucariotas, el proceso de biogénesis ribosomal requiere de la participacion de
~80 ribonucleoproteinas nucleolares pequefios (SnoORNPSs), las tres ARN polimerasas y del
trabajo conjunto de alrededor de 200 factores de ensamblaje del ribosoma (40-42). La RNA
polimerasa Il sintetiza los MRNA que codifican para las proteinas ribosomales y los factores
de ensamblajes, mientras que las RNA polimerasas | y lll transcriben los precursores de los
rRNAs. Durante el complicado proceso de biogénesis ribosomal en eucariotas, estos son
plegados, procesados y ensamblados con las r-proteinas para formar las dos subunidades
ribosomales. Este proceso tiene lugar mayormente en el nucléolo y puede dividirse en cinco
etapas: sintesis de RNA pre-ribosomal (pre-rRNA) y de las r-proteinas, modificacion de
bases, plegamiento, ensamblaje con las r-proteinas y digestién endo- y exo-nucleolitico de
los pre-rRNA (38,43).

El ensamblaje del ribosoma eucariota comienza con la participacion de RNA polimerasa I,
para producir pre-rRNA 35S, el precursor de los rRNA maduros 18S, 5.8S y 25S, como se
puede ver en la Figura 1. El pre-rRNA 35S se asocia a varios snoRNPs, r-proteinas y
factores de ensamblaje para formar el pre-ribosoma 90S. Luego, una escision
cotranscripcional en el sitio A2 separa la subunidad menor de la subunidad mayor 60S, las
cuales experimentan procesos de maduracion independientes. Factores de ensamblaje que
se asociacion transitoriamente promueven la maduracion de las subunidades pre-
ribosomales, mientras estas viajan a través del nucleo para llegar al citoplasma. Antes de
incorporarse a la reserva de ribosomas capaces de realizar el proceso de traduccion, las
subunidades pre-ribosomales son sometidas a una revision funcional que esta asociada
con la liberacién de factores ensamblaje y de transporte, antes de su ensamblaje en la
unidad madura 80S del ribosoma (44,45).
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Figura 1. Proceso de ensamblaje del ribosoma en eucariotas. Los ARNr se asocian a proteinas
ribosomales para formar la unidad prerribosomal 90S en el nucléolo, la cual posteriormente da lugar
a las pre-subunidades 40S y 60S. Estas pre-subunidades son transportadas del nucleoplasma al
citoplasma donde sufren las Ultimas etapas de maduracion para posteriormente ensamblar la unidad
funcional 80S del ribosoma. Tomado de (44).

El proceso de maduracién de la subunidad 60S es mas complejo que el de la subunidad
40S (45,46). Involucra el procesamiento de rRNA y la disociaciéon de diversos factores
accesorios y asociacion de diversas proteinas ribosomales (46-48). Varios factores ayudan
en el transporte de la pre-subunidad ribosomal 60S a citoplasma tales como Npl3, Mex67,
Mtr2, Ecml, Gle2, Bud20, Arxl y Abll, sin embargo, la proteina que tiene un papel
protagénico en este proceso es Nmd3 (45,49). En el ultimo paso de maduracién de la
subunidad 60S intervienen los factores EFL1 y SBDS que participan en la liberacion del
factor de iniciacion elF6 para permitir la unién de esta subunidad a la subunidad 40S (44).
EFL1 se une al centro asociados de GTPasas y esta en contacto directo con SBDS y elF6
en un estado inactivo unido a GTP. Debido a que SBDS y EFL1 compiten por un sitio comun
de unién al ribosoma, el dominio V de EFL1 promueve un desplazamiento rotacional de
180° del dominio 11l del SBDS de la base del tallo P en la conformacién cerrada (complejo
SBDS-EFL1) y hacia la hélice 69 en la conformacion abierta (complejo SBDS-EFL1- elF6).
En la conformacion abierta, SBDS conduce el equilibrio de la GTPasa EFL1 hacia una
conformacion activa unida al asa sarcina-ricina (SRL), promoviendo el desplazamiento de
elF6 de la subunidad 60S. En el paso final del ciclo catalitico, algunos estudios proponen
gue la interaccion de EFL1 con SRL contribuye a la hidrélisis de GTP, quedando unida a

GDP cambiando la conformacion de equilibrio de EFL1 a un estado de alta a baja afinidad



de unién al ribosoma y promoviendo la disociacién de ambas proteinas EFL1 y SBDS de la
subunidad 60S (50,51).

1.2.2 Las proteinas SBDS y EFL1

La proteina SBDS (Shwachman-Bodian-Diamond Syndrome protein) se encuentra
conservada en los dominios Eukarya y Archaea (52,53). Estudios de cristalografia de rayos
X, Resonancia Magnética Nuclear y andlisis de secuencias de la familia de SBDS han
demostrado que esta familia de proteinas esta conformada por tres dominios (52,54-57). El
dominio 1 (residuos S2-S96) conocido también como dominio FYSH, interacciona en el sitio
P de la subunidad ribosomal 60S entre el asa P (hélice 80), el asa interna formada por la
proteina uL16 y la hélice 69 del ARNr 25S (50). El dominio 2 (residuos D97-A170) promueve
un cambio conformacional en EFL1 y media la unién a la subunidad 60S junto con el
dominio 1. El dominio 3 (residuos H71-E250) esta en contacto con la hélice 95 del SRL y la
base del tallo P (uL11, hélices 43 y 44), y también contacta con la proteina EFL1 (58,59).
EFL1 (Elongation Factor Like-1) es una GTPasa homéloga a la translocasa ribosomal EF-
G de procariotas y al factor de elongacion 2 (EF-2) en eucariotas (60). Al igual que EF-2,
EFL1 est& constituida por cinco dominios de los cuales el dominio 1 contiene los motivos
G1-G5 que unen e hidrolizan GTP. La presencia de una insercién de longitud variable en el
dominio 2 distingue a EFL1 de las translocasas ribosomales (60-62). Para liberar elF6 de
la subunidad ribosomal mayor, EFL1 transita a través de varios estados conformacionales
(50,63). EFL1 se une a la subunidad 60S en el centro asociado a GTPasa en una
conformacion unida a GTP y sufre un cambio conformacional dependiente a SBDS en el
cual su dominio GTPasa junto con la insercion en el asa del dominio 2 desplaza
estéricamente a elF6. Subsecuentemente, la hidrélisis de GTP mediada por la subunidad
ribosomal lleva a EFL1 a la conformacién unida a GDP que desencadena la liberaciéon de
la GTPasa y su cofactor SBDS (50).

- El Sindrome Shawchman-Diamond (SDS)

El sindrome Shawchman-Diamond (OMIM #260400) es un desorden autosomico recesivo
pleiotropico. Este sindrome est4 asociado a mutaciones en los genes SBDS (Gene
ID:51119), EFL1 (Gene ID:79631) (64-67), DNAJC21 (Gene ID:134218) (68) y SRP54
(Gene ID: 6729) (69) que afectan la liberacion de elF6 de la subunidad 60S (70,71). Los
pacientes sufren trastornos tanto hematolégicos (neutropenia, anemia, trombocitopenia,
hipoplasia de la médula 6sea) como no hematologicos (anormalidades esqueléticas,

defectos pancreéticos) (72). En el 90% de los casos, mutaciones en el gen SBDS que
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codifica para la proteina SBDS son las responsables de SDS (73). SBDS interacciona con
EFL1 para promover la liberacion del factor de iniciacion 6 (elF6), el cual es un paso
necesario para la unién de las subunidades ribosomales 40S y 60S, y formar la unidad 80S
funcional del ribosoma. La pérdida de expresion y/o funcion de SBDS y EFL1 trae como
consecuencia la retencién de elF6 en la subunidad 60S ocasionando afectaciones en el
ensamblaje del ribosoma 80S (50,55).

2 Planteamiento del problema

Estudios realizados en nuestro grupo de investigacion de complementacion genética entre
proteinas ortélogas de SBDS y EFL1, mostraron que ninguno fue capaz de reemplazar la
funcion de los correspondientes genes de levadura de forma individual o conjunta. Lo que
sugiere que el complejo SBDS-EFL1 reconoce otro componente celular de manera especie
especifica, y que, ademas, la maduracion de la subunidad mayor del ribosoma puede estar
conservada evolutivamente. A su vez, lo anterior nos llevé a sugerir una posible coevolucién
a nivel intra- e inter-proteinas en las familias de SBDS y EFL1.

Por otra parte, alin no se cuenta con estructuras a alta resolucion que expliquen con
exactitud cuales aminoacidos de SBDS y EFL1 estabilizan las conformaciones abierta
SBDS-EFL1-elF6 y cerrada SBDS-EFL1 de estos complejos, y con ello entender mejor su
accionar durante la liberacién de elF6. Lo que nos llevé a hacernos las siguientes preguntas:
¢ Cudles son las bases estructurales y de secuencia que han dictado la coevolucion en las
familias de SBDS y EFL1?

2.1 Hipotesis

Si las proteinas EFL1 y SBDS poseen dominios estructurales que se sabe estan
conservados en el dominio Eukarya, y juegan un rol fundamental en la ultima etapa de la
maduracion de la subunidad 60S pues se requiere su accion conjunta para liberar al factor
de iniciacion elF6, entonces estas proteinas han coevolucionado con el objetivo de trabajar

como un binomio funcional.

2.2 Objetivos
Objetivo general
Predecir la coevolucion a nivel intra- e inter-proteina en las familias de las proteinas SBDS

y EFL1 con la ayuda de herramientas Bioinforméticas.



Objetivos especificos
- Encontrar residuos dentro de la familia de proteinas SBDS y EFL1 (nivel intra-
proteina) que han cambiado conjuntamente para mantener su estructura vy
plegamiento.
- Evaluar la evolucion entre las familias de las proteinas de SBDS y EFL1 y predecir
posibles contactos de interaccion entre ambas proteinas.

3 Materiales y métodos

3.1 Célculos parainferir coevolucion a nivel intra e inter-proteina

En este trabajo se realizdé un andlisis evolutivo de las familias de proteinas SBDS y EFLL1.
En el caso de la familia de las SBDS se trabaj6 en los dominios Archaea y Eukarya. En la
familia de EFL1, solo se restringié al dominio Eukarya, pues esta proteina es exclusiva de
este. En ambos casos se incluyeron representantes de todos los subgrupos de dichos
dominios. Para el andlisis inter-proteina, se limité al dominio Eukarya.

Para darle solucion a los problemas plateados en la seccion 1.1.3, se empleé el algoritmo
del servidor EVcouplings como método global (74). Se usaron las secuencias en formato
FASTA de las proteinas SBDS y EFL1 de humano como entrada. Se tomo la base de datos
UniRefl00 como referencia para la busqueda de secuencias similares. EI método
estadistico empleado fue Maximizacion de Pseudo-verosimilitud (Pseudo-likelihood
maximization) (23), pues este es el método establecido en EVcouplings para inferir los
acoplamientos evolutivos (ECs).

En el andlisis intra-proteina, se analizé cada una por separado, y se recolectaron los valores
estadisticos mas importantes para garantizar una mejor prediccion en el modelo del
complejo proteico. Para la familia de la proteina SBDS el mejor rango de bitscore fue 0.1
(el recomendado por el servidor, teniendo en cuenta otros pardmetros como cantidad de
gaps en los alineamientos, calidad de los resultados), con un total de 1338 de secuencias
alineadas por el servidor, en las regiones correspondientes a las familias Pfam: PF01172

https://pfam.xfam.org/family/PF01172 correspondiente a los residuos 14-101 de la

secuencia primaria de SBDS humana y Pfam: PF09377
http://pfam.xfam.org/family/PF09377, residuos 107-225. Para la familia de la proteina EFL1

el analisis de la cadena peptidica fue dividido en dos partes debido a su tamafio. En la
primera parte se alinearon 1387 secuencias de las regiones de la familia Pfam: PFO0009
https://pfam.xfam.org/family/GTP_EFTU, GTP_EFTU (amino acidos 18-268) y parte de la
familia Pfam: PF14492 http://pfam.xfam.org/family/PF14492, EFG_Il (615-678), con un
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bitscore de 0.1 y un total de 1387 secuencias alineadas. En la segunda parte se alinearon
689 secuencias de las regiones Pfam: PF14492 http://pfam.xfam.org/family/PF14492,
EFG_II (615-678) y Pfam: PF00679 http://pfam.xfam.org/family/PF00679, EFG_C (980-
1064) con un bitscore de 0.5.

La coevolucién entre residuos que interactian es necesaria no solo para mantener la

estructura tridimensional de las proteinas, sino también para mantener las interacciones
entre proteinas. Para realizar el analisis coevolutivo entre proteinas que interactian
utilizando acoplamientos evolutivos, el servidor EVcouplings calculé los acoplamientos
evolutivos dentro de cada mondémero (intra-ECs), que estan definiendo la interaccion de
cada subunidad y luego los acoplamientos evolutivos entre proteinas que determinan la
interaccion entre diferentes cadenas (inter-ECs). Se utiliz6 EVcomplex (26) para predecir
posibles contactos proteina-proteina. Fueron seleccionados los dominios LIl y Il de la
proteina SBDS y los dominios II, lll, IV y V de EFL1 , teniendo en cuenta los resultados
obtenidos por (58,59). Se utilizaron como entradas los alineamientos de las proteinas SBDS
y EFL1 de humano y se hicieron combinaciones con los dominios de SBDS y EFL1 como
se muestra en la seccion 4.2. Los mejores bitscores para el complejo proteico, se
seleccionaron de los resultados obtenidos anteriormente de coevolucion a nivel intra-

proteina.

4 Resultados
4.1 Coevolucién anivel intra-proteina

e Pares de residuos con relacion coevolutiva (Evolutionary Couplings, ECs)

Para encontrar coevolucién a nivel intra-proteina en las familias de las proteinas SBDS vy
EFL1 se utilizaron los alineamientos de las proteinas HsSBDS y HsEFL1 como entrada.
EVcouplings predijo 225 pares de residuos que estan relacionados evolutivamente en el
caso de la familia de la proteina SBDS. Las estructuras experimentales utilizadas para el
calculo fueron PDBs: 2kdo:A (54); 219n:A (55) ; 5an9:J ; 5anb:J ; 5anc:J; 6gkl:J (50). La
Tabla suplementaria 1 muestra los pares de residuos con mayor probabilidad de estar
relacionados coevolutivamente. Se obtuvieron 535 ECs para la primera parte de HSEFL1 y
445 ECs para la segunda parte de HSEFLL1. Las estructuras experimentales utilizadas para
el célculo fueron los PDBs: 5ANB: k, 5ANC:k (50) . En la Tabla suplementaria 2 se
presentan en detalle los pares de amino&cidos relacionados evolutivamente, la distancia

entre ellos en la estructura 3D y la probabilidad de que ocurran tales acoplamientos.
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Figura 2. Interacciones a nivel intra-proteina en la familia de proteinas SBDS. Representacion
de las parejas de residuos con mayor relacién coevolutiva en la estructura tridimensional de SBDS
humana (PDB, 2L9N: A). A: dominio I, B: dominio Il, C: dominio Ill. Los residuos representados en
rojo son aquellos que estan en contacto en la estructura terciaria de la proteina y los residuos en
negro tienen menor probabilidad de estar en contacto en la estructura 3D, sin embargo, si estan
relacionados evolutivamente.

Figura 3. Interacciones a nivel intra-proteina en la familia de proteinas EFL1. Representacion
de las parejas de residuos con mayor probabilidad de coevolucion en la estructura tridimensional de
EFL1 humana (PDB: 5ANC: K). A,B,C,D,E: Vista mas cercana de los dominios de EFL1 con pares
acoplados evolutivamente. Los residuos representados en rojo son aquellos que estan en contacto
en la estructura terciaria de la proteina y los residuos en negro tienen menor probabilidad de estar
en contacto en la estructura 3D.

En las Figura 2 y Figura 2 se pueden observar las estructuras tridimensionales de las
proteinas humanas SBDS (PDB: 2L9N) y EFL1 (PDB:5ANC), representadas con la ayuda
del visualizador molecular Pymol 2.5. Como se aprecia, para la familia de SBDS existe
coevolucion en los tres dominios estructurales de la proteina, y se predijeron contactos
intra-proteina en los dominios | y Il, principalmente. Los residuos M137 y L51 coincidieron
con posiciones conservadas en la familia de SBDS (53). Para la familia de la proteina EFL1,

se encontré coevolucion y contactos entre residuos a nivel intra-proteina en los 5 dominios
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estructurales con un mayor numero en los dominios I, I y IV; con una probabilidad mas baja
en el dominio V. En ambas familias de proteinas se obtuvieron predicciones de aminoacidos
relacionados evolutivamente y que, ademas estan en contacto directo, como se esperaba.
Aun en la literatura no hay evidencia experimental para corroborar dichos resultados, por lo
que es necesario realizar experimentos en el laboratorio que ayuden a reforzar estas
predicciones. Ademas, se encontraron otros pares de aminoacidos que estan mas lejanos

en la estructura, pero que si estan relacionados evolutivamente.

e Sitios acoplados fuertemente

Adicionalmente a estos calculos para encontrar coevolucion dentro de las familias de SBDS
y EFL1, se obtuvieron los sitios o posiciones fuertemente acopladas dentro de cada
proteina. En el experimento anterior (coevolucion a nivel intra-proteina en las familias SBDS
y EFL1) se obtuvieron pares de aminoacidos relacionados evolutivamente, mientras que en
los resultados que se presentan en esta seccién se muestran cuales son los aminoacidos
gue tienen mayor cantidad de aminoacidos asociados evolutivamente en sus alrededores.
El célculo de estas posiciones se basa en la suposicion de que residuos con un fuerte
acoplamiento evolutivo con respecto a otras posiciones, estan bajo una fuerza de seleccion
particular, las cuales puede que no sean visibles desde la conservacion de un solo sitio por
si solo y por tanto, se cree que son funcionalmente importantes (75).

El calculo arrojé un total de 192 sitios fuertemente acoplados en el caso de la familia de
SBDS. En la

Figura 4A se presentan los 15 sitios con mayor puntaje de acoplamiento evolutivo (suma de
puntajes EC a todas las demas posiciones a las que esta acoplada ese sitio) en la estructura
tridimensional de SBDS humana (PDB: 29LN: A). Los colores varian de azul fuerte a azul
claro, indicando, el azul oscuro mayor numero de residuos acoplados evolutivamente a ese
sitio y el azul claro, menor cantidad de residuos acoplados a ese sitio. Los residuos mas
acoplados para la familia de SBDS resultaron ser K25, W39, V50, D70, D78, A74, Q80, L88,
Al112, 1114, V115, M137, T150, 1220. Los residuos con mayor nimero de acoplamientos
pertenecen en su gran mayoria a los dominios | y Il de SBDS. Los residuos L88, W39, V50,
V115 y M137 en la familia de SBDS coinciden con posiciones conservadas segun los
estudios realizados por Boocock et. al. 2006(107), lo que pudiese indicar que estos
desempefian un rol relevante en el plegamiento y funcién de la proteina SBDS. Las

posiciones restantes altamente acopladas evolutivamente resultaron ser posiciones
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adyacentes o muy cercanas a residuos muy conservados e invariantes en la familia de esta

proteina.

Figura 4. Sitios acoplados evolutivamente en la familia de proteinas SBDS y EFL1. A.
Representacion de los 15 residuos con mayor puntaje evolutivo en la estructura tridimensional de
SBDS humana (PDB:2L9N: A), entre los que destacan M137, V157 y W39. B y C. Representacion
de los residuos con mayor puntaje evolutivo en la estructura de EFL1 humana (PDB: 5ANC: k). B:
primera parte de EFL1; representacién de los 15 sitios con mayor puntaje evolutivo. C: segunda parte
de EFL1; representaciéon de los 10 sitios de mayor puntaje evolutivo. Residuos mas fuertemente
acoplados: A516, V837, 1681.

En la familia de EFL1 se obtuvieron un total de 980 sitios fuertemente acoplados
evolutivamente, 535 para la primera parte de EFL1 y 445 para la segunda parte. Estos sitios
se representaron en la estructura tridimensional de la proteina HSEFL1 (PDB: 5ANC, Figura
4B-C). Para la primera mitad de EFL1, los sitios més fuertemente acoplados fueron L25,
A36, A119, 1145, V233, M358, V577, A398, L583, 1585, 1412, K521, P409, A516, H682,
mientras que para la segunda parte fueron H682, 1681, E1007, E1104, C969, F892, R754,
V837, E895, M965. Los sitios mas acoplados evolutivamente en EFL1 fueron A516, V837,

1681. Los residuos L25, A36, 1412 coincidieron con posiciones invariantes segun el estudio
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realizado en nuestro laboratorio (76) para la familia de la proteina EFL1, y los residuos
A119, V233, M358, P409, L583, 1585, R754 coinciden con sitios conservados y solo dos
residuos 1145 y V577 correspondientes a la region de insercién caracteristica de las EFL1
en levadura. La mayor cantidad de sitios con acoplamientos evolutivos se agrupa en los
dominios Il 'y IV de la familia de EFL1, lo cual tiene sentido teniendo en cuenta que las
proteinas EFL1 presentan una insercion en el dominio Il que las distingue de las EF-2 y
pudiese indicar que existe especificidad en esta insercidén para cada especie, por lo que ha

tenido que ocurrir coevolucién para mantener la funcionalidad.

4.2 Coevolucion a nivel inter-proteina

EVcomplex (26) es una de las herramientas del servidor EVcouplings que sirve para
predecir aminoacidos que interactian entre proteinas a partir de la covariacion de sus
secuencias para un complejo proteico de interés. Primeramente, hace una busqueda de
secuencias homdlogas a las secuencias de trabajo y crea sus propios alineamientos
emparejados. Al igual que en el caso de mondmeros, calcula acoplamientos evolutivos
entre pares de residuos (ECs) pero en esta ocasion, lo hace a nivel intra-proteina e inter-
proteina y seguidamente realiza un acoplamiento molecular o docking entre las proteinas
de interés (25).

Con el objetivo de encontrar sitios que han coevolucionado y puntos de interaccion entre
las familias de las proteinas SBDS y EFL1, se hicieron calculos con los tres dominios de
SBDS y con los dominios II, Ill, IV y V de EFL1 basandonos en lo reportado en la literatura
hasta el momento (58,59,76,77). La Tabla 1 muestra las combinaciones entre los dominios
de las dos familias de proteinas que se evaluaron.

Tabla 1. Combinaciones entre los dominios de las familias SBDS y EFL1 evaluados para encontrar
coevolucién a nivel inter-proteina.

Dominio en SBDS Dominio en EFL1 Probabilidad de interaccion
| Il no
Iyl Il no
Lyl Ny v si
Iyl 11 no
Il Il no
Il 11 no
Il v si
I nmyliv si
Iyl Il si
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Wy il My v si
Ty il v no

El resultado de combinar los dominios de SBDS y EFL1 fue positivo para cinco de esos
casos como se muestra en la Tabla 1.

Se obtuvieron un total de 44 contactos con la probabilidad mas alta de coevolucion
interaccion inter-proteina, 12 entre los dominios I, Il de SBDS y los dominios Il y IV de
EFL1, 4 entre el dominio Il de SBDS y el dominio IV de EFL1, 4 entre el dominio Il de SBDS
y los dominios Il y IV de EFL1, 9 entre los dominios Il y Il de SBDS y el dominio Il de EFL1
y 15 entre los dominios Il y Ill de SBDS los dominios Il y IV de EFL1. En la Figura 5 se
muestran las predicciones de coevolucion y contactos entre las familias de proteinas de
SBDS y EFL1. Las representaciones se hicieron utilizando el visualizador molecular Pymol
(78) y los PDBs: 5ANB y 5ANC (50). Se alinearon 541 secuencias efectivas del dominio I,
Il de SBDS y los dominios Ill, IV de EFL1 (

Tabla suplementaria 3); 445 para el dominio Il de SBDS y los dominios Ill, IV de EFL1 (Tabla
suplementaria 4); 509 para el dominio Il de SBDS y el dominio IV de EFL1(Tabla
suplementaria 5); 414 para los dominios Il,11l de SBDS y IV de EFL1 (Tabla suplementaria
6), y 616 para los dominios I, Ill de SBDS y I,V de EFL1(Tabla suplementaria 7).
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Figura 5. Interacciones inter-proteina entre las familias de proteinas SBDS y EFL1.
Representacion en las estructuras tridimensionales de los complejos proteico HsSSBDS y HsEFL1,
PDBs:5ANB (figuras de la izquierda) y 5ANC (figuras de la derecha). SBDS: Cadena de color gris.
EFL1: cadena de color violeta. Residuos de color verde pertenecen a SBDS y residuos en color rojo
pertenecen a EFL1. Ay B: dominio | y Il de SBDS con dominio lll y IV de EFL1.C y D: dominio Il de
SBDS y dominio IV de EFL1. Ey F: dominio Il de SBDS y lll y IV de EFL1. G y H: dominios Il y Il de
SBDS y dominio Il de EFL1. | y J: dominios Il y Il de SBDS y dominios Ill y IV de EFL1.

Los resultados obtenidos segun los calculos de coevolucion inter-proteina mostraron que
existe coevolucion entre los tres dominios de SBDS y los dominios Il, Ill, IV de EFL1, lo cual
también pudiese estar relacionado con posible interaccién fisica entre estos dominios en
ambas familias de proteinas. Y esto puede ser corroborado segun los resultados de
criomicroscopia electrénica obtenida por Weis et. al (50). En los modelos de los complejos
60S-elF6-SBDS-EFL1 y 60S-SBDS-EFL1, presentados con resoluciones que van desde 8
a 3.3 A, se puede observar la cercania que existe entre los dominios Il y Ill de SBDS y los
dominios Ill y IV de EFL1. En el caso de la proteina SBDS, algunos de los residuos que
estan relacionados evolutivamente y/o en contacto con EFL1 coinciden con mutaciones
encontradas en pacientes con el Sindrome Shwachman-Diamond como son: R126 (73),
N121 (79), T129 (55), K118 (52), R218 (55). En EFL1 también se encontraron residuos que
coinciden con mutaciones que ocasionan este sindrome, como fueron C883 (65) y R970
(65). Y es de sefialar que el residuo C883 de EFL1 parece estar relacionado evolutivamente
con el residuo R126 de SBDS, segun lo obtenido para los dominios I, 1| de SBDS con los
dominios Ill, IV de EFL1 (Tabla suplementaria 4) y 1,1l de SBDS con 1l,IV de EFL1 (Tabla

suplementaria 7).
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5 Discusion

La coevolucion se puede entender como la combinacion de dos componentes esenciales y
aparentemente contradictorios: la conservacion y el cambio operando a diferentes niveles
(7,8,74). La conservacion se entiende, frecuentemente, como la ausencia de cambio,
especialmente a nivel molecular. Esta resistencia al cambio es una sefial evidente de una
fuerte seleccidn negativa, la cual se ve reflejada en la conservacién de la interaccion. La
ruptura de dicha interaccién ha de ser perjudicial para al menos una de las especies y la
presion de seleccion se impone al efecto perjudicial sobre las especies beneficiarias que
puedan tener otras especies en la interaccion (8).

La introduccién de nuevos métodos globales al célculo de coevolucién ha permitido una
mejora notable en cuanto a la prediccion de contactos (80) . Por ejemplo, con proteinas de
membrana (22), ademas, en el estudio de conformaciones alternativas (81), estados
multiméricos (82), procesos de plegamientos (83), distincién entre plegamientos nativos e
incorrectos (84), proteinas desordenadas (29), estructuras de RNAs (85), interacciones
entre proteinas (26,86) y prediccion del efecto de mutaciones (30). La prediccién de
contactos mediante coevolucidon ha tenido un papel fundamental en la prediccién de
estructura en los Ultimos afios. Como se puede ver en algunas ediciones de CASP, en
particular la celebrada en 2018, el método AlphaFold logré un avance notorio en la categoria
de modelado libre de plantillas basandose en el uso de prediccién de distancias empleando
coevolucion (87). Aunque AlphaFold y EVcouplings usan el concepto de coevoluciéon para
hacer sus célculos, la principal diferencia entre ambos métodos es que el primero se utiliza
solo para predecir la estructura tridimensional y el plegamiento de proteinas, incluso de
proteinas de las que aun no se ha reportado informacion estructural en el PDB. Mientras
gue el segundo ademas de emplearse para lo anterior, es mas frecuentemente utilizado
para predecir coevolucion entre familias de proteinas, el efecto de mutaciones y la
interaccion entre residuos tanto dentro de una misma proteina como entre dos proteinas.
Otros de los servidores disponibles para predecir coevolucion son iICOMS, MISTIC,
MirrorTree, DCA, entre otros. La principal causa de no haber seleccionado ninguno de los
anteriores fue porque algunos de estos si fueron probados por nosotros, pero al comparar
con los resultados experimentales reportados hasta el momento estaban muy alejados de
la evidencia experimental hasta ahora descrita, ademas, muchos de ellos eran solo para
ser usados por usuarios expertos en programacion, lo que evidentemente limita su uso. La

seleccién de EVcouplings se hizo basada en las principales ventajas que ofrece este
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servidor. EVcouplings es un programa escrito en Python para el calculo de coevolucién de
moléculas de proteinas y de ARN, asi como su interaccion. Se basa en el calculo de
acoplamientos evolutivos (ECs) a partir de la covariacion de sus secuencias de nucleétidos
y de aminoé&cidos (74). Dentro de las herramientas de este servidor se encuentran
EVcouplins sever, que predice la estructura 3D de mondémeros. EVcomplex server predice
residuos que estan interactuando en complejos proteicos. EVmutation, mutaciones
predichas para miles de proteinas humanas, entre ellas podemos encontrar HsSBDS y
HsEFL1. Protein plasticity que predice conformaciones de regiones desordenadas en el
proteoma humano. RNA structure predice la estructura 3D de moléculas de ARN e
interacciones ARN-proteina. E. coli complexes que cuenta con predicciones pre-calculadas
para el proteoma de Escherichia coli, incluido todo el interactoma de las proteinas de
membrana. Las principales ventajas que ofrece este servidor son una interfaz grafica
agradable para usuarios principiantes en Bioinformatica, la rapidez de los calculos, hace
sus propias busquedas de secuencias en bases de datos de como el UniProt, realiza los
alineamientos de estas secuencias utilizando jackhmmer y hmmsearch, compara los
calculos con informacién experimental depositada en la Base de Datos de Proteinas (PDB),
lo cual proporciona resultados muy cercanos a la realidad, y es libre para ser utilizado desde
su cédigo Python. Algunas de las principales desventajas son que al tener que usar el
servidor por ser un usuario principiante, esto te limita a poder usar tus propios alineamientos
curados, lo que quiere decir que los alineamientos que genera el servidor pueden tener
secuencias no deseadas que de alguna forma pudiesen estar afectando la calidad de las
predicciones, y ademas, en el calculo inter-proteina, limita el largo de las secuencias a solo
500 aminoécidos, lo que significa, en el caso del presente trabajo, que se tuvo que dividir
la proteina EFL en dos partes dado su tamafio.

La Maximizacion de Pseudo-verosimilitud (Pseudo-likelihood maximization) es el método
implementado en EVcouplings para inferir acoplamientos evolutivos a partir de
alineamientos, utilizando un modelo grafico indirecto de pares de secuencias (23). Es un
método global para calcular coevolucion por lo que al emplearlo se evitan las correlaciones
indirectas de pares de residuos comentado anteriormente en el epigrafe 1.1.3. Los métodos
globales infieren una descripcion probabilistica de los alineamientos de secuencias
explicando las correlaciones observadas, utilizando acoplamientos causales entre
posiciones (75).

Los resultados de coevolucion a nivel intra-proteina para la familia de proteinas SBDS y

EFL1 predicen co-evolucion a nivel de residuos en varias regiones de estas proteinas. Por
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ejemplo, para la proteina SBDS, como se observa en la tabla 2 y figura 1, se encontrd
coevolucion entre residuos en sus tres dominios estructurales, con un mayor numero en los
dominios | y I, lo cual se puede explicar teniendo en cuenta la importancia funcional de
estos dos dominios. Como demuestran los ensayos de complementacion genética
realizados por Boocock et. al en 2006, el dominio | de SBDS juega un papel fundamental
en la viabilidad celular y el domino Il es indispensable para la funcion de la proteina y
ademas es especie especifico, mientras que el dominio Il es dispensable (53). En el caso
de la proteina EFL1, los dominios con mayor nimero de pares evolutivos fueron el |, Il y IV.
Esto es de esperarse ya que los dominios Il de la familia de esta GTPasa contienen
inserciones que varian en longitud de aminoacidos, ademas de contactar a la proteina
SBDS; el dominio IV conduce al reconocimiento de la subunidad 60S, lo que parece sugerir
gue este fendmeno pudiera darse de forma especie-especifico(76) y por ultimo, se puede
explicar la coevolucién en el dominio |, ya que estudios por Méndez-Godoy (76) mostraron
gue en algunos organismos como S. cerevisiae, S. pombe, H. sapiens, A. thaliana y P.
falciparum existen inserciones en el dominio G ademas de los dominios Il, IV y V. Los sitios
evolutivos de mayor acoplamiento se hallaron en los dominios | y Il de SBDS y en los
dominios Il y IV de EFL1. Algunos de los sitios con mayores valores de acoplamientos
evolutivos en SBDS coincidieron con posiciones muy conservadas (53). Para EFL1 algunos
de estos sitios coincidieron con posiciones invariantes y otros con posiciones conservadas
dentro de la familia (76). El hecho de que coincidan con sitios conservadas dentro de cada
familia puede estar indicando que dichos aminoacidos son imprescindibles para mantener
la funcién y la estructura de estas proteinas.

La herramienta EVcomplex predijo residuos que han coevolucionado conjuntamente entre
las dos familias de proteinas SBDS y EFL1. Segun los resultados obtenidos, utilizando
Maximizacion de Pseudo-Verosimilitud, se predijo coevolucién/interaccion, entre los
dominios I, 11y Ill de SBDS y los dominios I, lll y IV de EFL1, con una mayor abundancia
entre los dominios Il y Il de SBDS y los dominios Il y IV de EFL1. Esto coincide con estudios
que se han realizado con anterioridad, donde se muestra que en la Ultima etapa de
maduracion de la subunidad 60S el dominio Il de la proteina SBDS interactia con EFL1
para ayudar a esta proteina en su cambio conformacional. El dominio Ill de SBDS previene
la union de la GTPasa a la base del tallo P, y posteriormente, es desplazado de este sitio
por el dominio V de EFL1. Lo que explica la homologia estructural entre dichos dominios de
estas proteinas. Es decir, SBDS y EFL1 comparten un sitio de unién comun en la subunidad

60S pero no pueden unirse simultdneamente a este (50). Otros estudios realizados en
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nuestro grupo de investigacion (59,76) donde se hicieron ensayos de doble hibrido y
anisotropia de fluorescencia entre las proteinas SBDS y EFL1, mostraron que el dominio Il
de la proteina ScSdol estaba implicado en la interaccion con el dominio Il de ScEfl1 (58).
Y que los dominios Il y Ill de SBDS eran suficientes en la interaccion con EFL1, pero la
union se veia mas favorecida en la presencia del dominio | de SBDS mediante
cooperatividad positiva con este dominio (59).

Asimismo, nuestros resultados indicaron que los residuos R126 de SBDS y el C883 de
EFL1, estan relacionados evolutivamente y pudiesen ser residuos que estan en contacto.
Como muestran estudios anteriores, obtenidos por Finch et. al 2011 (55), el amino&cido
R126 esta mutado en pacientes con el Sindrome Shwachman Diamond. En ese estudio se
demostré que las mutaciones en R126 no afectaban el plegamiento de la proteina SBDS
con respecto a la proteina silvestre. Sin embargo, a pesar de que si se unia eficientemente
a la pre-subunidad 60S no mejoraba la actividad de la GTPasa EFL1 en comparacién con
la SBDS silvestre. Ademas, la actividad de la SBDS mutada en R126 es deficiente para
desencadenar la liberacion de elF6, en comparacién a la SBDS silvestre (55). Otros
resultados obtenidos en nuestro laboratorio por Gijsbers et. al (59) demostraron que los
residuos K126 y S143 del ort6logo de levadura de SBDS estan en contacto directo con
EFL1. Mas aln, estos residuos son equivalentes a aquellos descritos en pacientes con
Sindrome Shwachman Diamond y su mutacién afecta la interaccién con EFL1. Por otra
parte, las mutaciones observadas en C883, segun Tan et. al 2019 (65) fueron asociadas a
la reduccioén en la expresion de EFL1, y al igual que el residuo R970, C883 se encuentra en
la interfaz entre el dominio IV de EFL1 y el dominio C-terminal de SBDS lo que pudiese
interrumpir la activacion alostérica que ejerce SBDS sobre EFL1.

6 Conclusiones

- Los resultados a nivel intra-proteina mostraron que los dominios | y Il de la familia
de SBDS son los que mas han sufrido evolucién reciproca, y para la familia de EFL1
esto se observa en los dominios I, Il 'y IV.

- Los residuos de mayor importancia evolutiva en SBDS resultaron ser K25, W39,
V50, D70, D78, A74, Q80, L88, A112, 1114, V115, M137, T150, 1220.

- Los aminoéacidos de mayor importancia evolutiva en EFL1 fueron L25, A36, A119,
1145, V233, M358, V577, A398, L583, 1585, 1412, K521, P409, A516, H682, H682,
1681, E1007, E1104, C969, F892, R754, V837, E895, M965.
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- Los estudios a nivel inter-proteina revelaron coevolucidn/interaccion entre los
dominios I, Il y lll de SBDS y los dominios Il, 11l y IV de EFL1.

- Los aminoacidos R126, N121, T129, K118, R218 de SBDS para los cuales se
encontré coevolucién/interaccion con la familia de EFL1 son sitios en los que los que
se han descrito mutaciones en pacientes con el Sindrome Shwachman Diamond.

- Se encontrd coevolucién/interaccion entre los aminoacidos C883 y R970 de EFL1
gue corresponden a posiciones mutadas en los pacientes con Sindrome
Shwachman Diamond, y, ademas, estan relacionados evolutivamente con el residuo
R126 de SBDS.

7 Perspectivas
- Realizar mutaciones en pares de residuos en las proteinas SBDS y EFL1 para los que se
predijo coevolucion.

- Evaluar experimentalmente la co-evolucién dentro de cada familia y entre las dos familias.
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Anexos

Coevolucién intra-proteina

Tabla suplementaria 1. Mejores predicciones de residuos relacionados de forma evolutiva en la
familia de proteinas SBDS especificados de acuerdo con la secuencia primaria de la proteina
humana.

Pares de residuos relacionados Puntaje | Probabilidad | Distancia [A]
evolutivamente
M137 - V157 10.96 1.00 2.47
K25 - D70 9.33 1.00 3.07
P122 - Y128 7.74 1.00 4.19
S55 - V65 7.44 1.00 2.87
Y142 - V157 7.02 1.00 2.17
172 - D78 6.97 1.00 2.00
1114 - T150 6.73 1.00 3.49
L71-183 5.53 1.00 1.98
L51 - Q80 5.48 1.00 4.35
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M107 - T150 531 0.99 2.17
L190 - L206 5.06 0.99 5.60
Puntaje de acoplamiento entre las posiciones.

Probabilidad de que las posiciones de aminoacidos que estén acopladas.

Distancia atémica minima (pares de atomos méas cercanos en angstrom [A]) en la estructura tridimensional.

Tabla suplementaria 2. Mejores predicciones de residuos relacionados de forma evolutiva en la
familia de proteinas EFL1 especificados de acuerdo con la secuencia primaria de la proteina
humana.

Pares de residuos relacionados Puntaje | Probabilidad | Distancia [A]
evolutivamente
A119 - 1145 13.66 1.00 4.08
A398 - P409 12.99 1.00 8.99
V144 - T235 11.41 1.00 3.17
A516 - 1585 11.18 1.00 9.53
V233 - M358 11.13 1.00 6.63
V577 - L583 11.11 1.00 3.39
K521 - Y557 9.94 1.00 4.12
V142 - M358 9.00 1.00 3.55
K675 - H682 8.83 1.00 3.99
E331 - Q347 8.80 1.00 8.32
R754 - E895 6.33 1.00 3.01
E629 - 1681 5.07 0.99 3.76
G1008 - P1050 4.78 0.99 13.16
F892 - C969 4.68 0.99 3.92
K1096 - E1104 4.42 0.99 8.17
1819 - V837 4.32 0.99 11.21
V762 - 1811 4.10 0.98 7.37
K1005 - E1039 3.93 0.98 5.84
K675- H682 3.90 0.98 3.99
L751- M965 3.80 0.98 3.78

Puntaje de acoplamiento entre las posiciones.
Probabilidad de que las posiciones de aminoacidos que estén acopladas.
Distancia atémica minima (pares de atomos méas cercanos en angstrom [A]) en la estructura tridimensional.

- Coevolucién inter-proteina

Dominio | v Il de SBDS con dominio Il y IV de EFL1

Tabla suplementaria 3. Predicciones de residuos relacionados evolutivamente entre las familias
de SBDS y EFL1. Dominios | y Il de SBDS con dominio lll y IV de EFL1.

Residuo/posicién en SBDS Residuo/posicién en EFL1 Probabilidad
V120 L659 0.99908836
T113 5868 0.98924632

183 W897 0.98223344
M107 C891 0.98215651
R135 T661 0.97566452
R126 C883 0.97505931
V120 T697 0.93640399
E134 R970 0.92509448

110 T661 0.92452555
N121 1649 0.91764748

T5 W848 0.91668356
VI3 C883 0.91373468
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Dominio |l de SBDS con dominio 1V de EFL1

Tabla suplementaria 4. Predicciones de residuos relacionados evolutivamente entre las familias
de SBDS y EFL1. Dominios Il de SBDS con dominio IV de EFL1.

Residuo/posicion en SBDS Residuo/posicion en EFL1 Probabilidad
T129 E730 0.94981464
T129 L1003 0.94538656
K148 S736 0.9119614
D97 A1093 0.90020419

Dominio |l de SBDS con dominio 1l y IV de EFL1

Tabla suplementaria 5. Predicciones de residuos relacionados evolutivamente entre las familias
de SBDS y EFL1. Dominios Il de SBDS con dominio Il y IV de EFL1.

Residuo/posicién en SBDS Residuo/posicién en EFL1 Probabilidad
V120 L659 0.97407817
M107 C891 0.96285854
T124 1689 0.94270464
R135 T661 0.93064205

Dominios Il v Il de SBDS (95-250) con dominio Il de EFL1 (361-612)

Tabla suplementaria 6. Predicciones de residuos relacionados evolutivamente entre las familias
de SBDS y EFL1. Dominios Il y Ill de SBDS con dominio Il de EFL1.

Residuo/posicién en SBDS Residuo/posicién en EFL1 Probabilidad
K118 S595 0.99999614
L132 F413 0.9980778
E134 1522 0.99719798
T102 S595 0.99312276
H171 V592 0.99222283
1131 A596 0.98299004
L206 A507 0.97894698
R109 P578 0.95392546
L104 K528 0.90904471

Dominios Il y Ill de SBDS con dominio Il y IV de EFL1 (610-980)

Tabla suplementaria 7. Predicciones de residuos relacionados evolutivamente entre las familias
de SBDS y EFL1. Dominios Il y Ill de SBDS con dominios Il y IV de EFL1.

Residuo/posicién en SBDS Residuo/posicién en Probabilidad
EFL1

K231 L659 0.99250471
V120 L659 0.98936486
T129 E687 0.98851767
R126 C883 0.98641426
L174 1869 0.98481231
R135 T661 0.97449051
G232 L894 0.97423316
T113 S868 0.96333182
E123 P631 0.95851831
G245 E653 0.95222994
1197 E787 0.92729448
D97 R774 0.92508754
R218 S840 0.91287467
F217 1689 0.9026858
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