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NOTA AL LECTOR

El cuerpo de esta tesis se halla dividido en tres capitulos, cada uno posee su propio planteamiento del problema,
objetivo e hipdtesis particulares, junto con su respectiva seccién de introduccién y metodologias. Recuérdese que
cada capitulo se halla acotado en todo momento por los objetivos e hipdtesis generales, por lo que se recomienda
acudir a ellos cuando se requiera contextualizar cada seccion. El acomodo antes mencionado tiene dos razones: 1)
Que el lector advierta la secuencia temporal en la que se ejecuté cada uno de los tépicos para comprobar la
hipétesis y cumplir con el objetivo general; ya que aunque cada seccién responde a éste y guarda una estrecha
relacién con el resto de los capitulos, posee caracteristicas tedricas y metodoldgicas especificas que es mejor tratar
por separado para evitar confundir al lector al mezclarlas entré si; y 2) una razén didéctica, que tiene por objeto
permitir el uso de cada capitulo como una guia para aquellos que deseen incorporar las técnicas aqui expuestas al
estudio de los factores de transcripcién, y de este modo facilitarles la comprensién de la teoria y la aplicacion de las
metodologias, ya sea siguiendo un flujo de elaboracidon como el que se plantea o incorpordndose a la estacion
metodoldgica que se requiera.

Cada capitulo también posee su seccién particular de resultados y discusién, con lo que se le facilitard al lector
comprender los alcances tedricos y practicos obtenidos en cada seccidn; aunado a ello al final de la tesis se cuenta
con un apartado de conclusiones generales en las que se engloban los aportes del presente trabajo.
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RESUMEN

En la regulacion de la expresién genética que deriva hacia la generacién o represién de los productos funcionales
del genoma, participan proteinas especializadas denominadas factores de transcripcion, que al interactuar con
secuencias cortas de DNA que reconocen de forma especifica, conforman un importante sistema en la regulacién

del metabolismo de los seres vivos.

En el presente trabajo se propone una metodologia que permite abordar el andlisis de los factores de
transcripcion y sus sitios de unién al DNA a través de estrategias bioinforméticas, ejemplificadas en el estudio

de la proteina MEF2A y sus secuencias blanco, conocidas como “CArGbox”.

En esta metodologia se aspira a que el estudio de los sistemas moleculares no provistos de movimiento
sea s6lo un punto y no el dinico de los que se abordan en la investigacion, ya que para lograr comprender el modo
en que el factor de transcripcién estudiado interactta con su secuencia blanco de DNA, se recurrié a dinamicas
moleculares con el fin de proveer al sistema de cambio y movimiento, logrando revelar algunos de los factores

fundamentales para que se de la formacion del complejo formado entre MEF2A y su CArGbox.

Concomitante a la metodologia tedrica, se cre6 el programa MultiCArG con fines practicos, que aunado
a otras paqueterias es capaz de calcular la energia libre de unién generada entre la proteina MEF2A y un grupo
de secuencias CArGbox mutantes; el objetivo: descubrir por medio de este parametro secuencias de DNA

viables de ser blanco del factor de transcripcion MEF2A.

La evaluacion de la energia libre de unién (AGyina), derivo en la construccion de matrices de puntuacion por
posicién especifica, con las que se inicié la busqueda y asignaciéon de nuevos elementos-cis en el genoma de
Homo sapiens, dando como resultado final, la deteccion de nuevos genes regulados por el factor de transcripcion

MEF2A.
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JUSTIFICACION

El desarrollo de métodos bioinformaticos como auxiliares en la investigacién de los factores de
transcripcién y sus secuencias blanco, contribuye a profundizar el conocimiento biolégico existente en este
campo por medio de la creacién de aplicaciones practicas, que en el presente caso, derivan en la determinacion
de potenciales secuencias blanco a las que se une MEF2A dentro del genoma de Homo sapiens, cuestién
altamente valiosa en el estudio del control de la expresion genética.

Las metodologias que se presentan a continuacién, fueron desarrolladas con la intencién de ser
aplicables para el estudio de otros factores de transcripcién y la deteccién de sus sitios de unién, con lo que se

espera contribuir al desarrollo de éste campo del conocimiento.
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OBJETIVO

Proponer una metodologia para el estudio de los factores de transcripcién basada en herramientas
bioinformaticas que derive en la deteccién de nuevos genes potencialmente regulados por el factor de

transcripcion MEF2A en el genoma de Homo sapiens.

HIPOTESIS

Los complejos formados entre el factor de transcripcion MEF2A vy las secuencias de nucleétidos a las
que se une, denominadas como CArGbox; poseen caracteristicas termodindmicas exclusivas y manifiestas en su
valor de energia libre de unién (AGyig), tales que permiten identificar como CArGbox potenciales aquellas

secuencias que posean un valor de AGyg Semejantes entre si.
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CAPITULO1

Consideraciones previas del sistema de estudio

1.1. Planteamiento del problema del capitulo I.

Para realizar la determinacion de la energia libre de unién (AGying) fue necesario obtener la estructura
tridimensional de los decdmeros de DNA correspondientes al resultado de la combinatoria 4'°, que representa
todas las secuencias potenciales a las que puede unirse MEF2A. Dado que el computo de los ensayos de docking
necesarios para aparear dichas secuencias con el factor de transcripcion (TF por sus siglas en inglés) serian
temporalmente costosos, se opté por tomar como molde la estructura tridimensional de la CArGbox
(denominada como elemento-cis dentro de la terminologia de los factores de transcripcién) descrita en el reporte
de Huang et al., 2000 (No. idPDB:1c7u), con el fin de sustituir los nucleétidos presentes en su secuencia sin
alterar los valores del perfil estructural de la CArGbox, tales como: dngulo de curvatura, tamafio de los surcos y
los parametros de rotacién y traslacion de las bases presentes en el decamero de DNA. Se respetaron las
coordenadas espaciales de la CArGbox dentro del complejo TF-elemento-cis determinado por Huang, bajo la
suposicion de que la arquitectura del complejo no cambia de forma drastica, incluso si la secuencia de
nucleétidos de la CArGbox varia. Atendiendo a esta hecho, es necesario comprobar la veracidad de dicha
suposicion, dada la posibilidad de que si existan diferencias significativas en la arquitectura de los complejos
MEF2A-CArGbox al modificar la secuencia de nucleétidos, ya que esto predispondria un grado de error
significativo durante la determinacion de la AGy por estar basado en pardmetros iniciales intrinsecamente
erroneos.

Afortunadamente, se han realizado determinaciones espectroscopicas de la estructura cuaternaria de
MEF2A adicionales a la referida con anterioridad, las cuales no fueron tomadas en cuenta para los experimentos
realizados dentro de esta tesis por poseer un mayor grado de complejidad, lo que implica menor eficiencia en el
computo de los datos. Ejemplos representativos de éstas son las resueltas por el grupo de Wu (Wu et al.,2010) y
el de He (He et al., 2011); la primera de ellas corresponde a la estructura cuaternaria de MEF2A que incluye al
motivo MEF2S (residuos 59-95) unida a la CArGbox 5'CTATTTATAA3' (No. id:3kov) y la segunda corresponde
a este mismo complejo unido al dominio TAZ2 de la proteina p300 (No. id:3p57). Tomando en cuenta los datos
recabados en estos estudios, fue posible realizar una comparacién estructural de la arquitectura de MEF2A y la
CArGbox, lo que permiti6 considerar si las diferentes condiciones experimentales y biolégicas a las que se
sometieron los complejos antes referidos, como el cambio de la secuencia en la CArGbox y la unién a la

proteina p300, tienen un efecto sustancial en la arquitectura del complejo.



1.2. Objetivos particulares del capitulo I.
Realizar un estudio comparativo de las proteinas y los acidos nucleicos presentes en los distintos

complejos MEF2A-CArGbox reportados en la literatura.

1.3. Hipétesis del capitulo I.
La arquitectura de MEF2A y la CArGbox dentro del complejo FT-elemento-cis reportada en el archivo
PDB con No.id: 1C7U no varia de forma significativa, incluso si se modifica la secuencia de nucleétidos en la

CArGbox.
1.4. Sistema experimental del capitulo I.
- Estructura tridimensional del complejo MEF2A-CArGbox (No. de id:1C7U).
- Estructura tridimensional del complejo MEF2A-CArGbox (No. de id:3KOV).
- Estructura tridimensional del complejo p300-MEF2A-CArGbox (No. de id:3P57).

1.5. Software del capitulo 1.

Visual Molecular Dinamics (VMD)



1.6. INTRODUCCION.

Dentro del Universo conviven diversas formas de materia cuya naturaleza intrinseca, estd determinada por
particularidades que rigen la manera en la que interacttian con el medio que los rodea. Una de las
manifestaciones que pertenece a un conjunto bien definido dentro de estas formas de existencia es la vida.

Una de las propiedades mads significativas que poseen los seres vivos es la capacidad de auto-
organizacién, la cual ha permitido un aumento en la complejidad de las redes de regulacién interna, algunas de
las cuales estdn destinadas a la asimilaciéon de nutrientes, la respuesta a estimulos, al desarrollo y a la
reproduccion. Bajo estas expresiones de vida subyacen las redes de regulacion transcripcional en la que

participan los denominados factores de transcripcion.

1.6.1. Factores de transcripcion.

Los factores de transcripcion (TF's por sus siglas en inglés) constituyen el grupo de proteinas encargadas de la
represion o activacion de genes dentro de un genoma. Su sintesis tiene lugar en el citoplasma donde (en la mayor
parte de los casos) tienden a la multimerizacién formando unidades repetitivas o conjuntos de diferentes
proteinas (Pabo & Sauer, 1992); asi sometidos a una regulacion de su activacién y desactivacion basada en la
union a otros polipéptidos y cofactores.

Una vez que adquieren la forma idénea para llevar a cabo su actividad biolégica, pueden diferenciarse
como minimo dos dominios funcionales: el de uniéon al DNA y el de trans-activacién. El primero de ellos
reconoce secuencias especificas de material genético ubicadas corriente arriba del sitio de iniciaciéon de la
transcripcion, siendo los motivos hélice-giro-hélice, hélice lazo hélice, dedo de zinc y cremallera de Leucina las
conformaciones estructurales tipicas observadas en este sitio. El dominio de trans-activacién esta encargado de
proporcionarle actividad bioldgica a la TF por medio del reconocimiento de proteinas y cofactores, su estructura
tridimensional es muy variada ya que depende de las particularidades propias de cada familia de TF's (Taleisnik,

2006).

1.6.2. Factores de transcripcion con dominio MADS.

Entre todas la familias de TF's encargadas de dirigir una compleja red de regulacién genética estrictamente
organizada, la familia de proteinas con dominio MADS es una de las mas relevantes. El término MADS es un
acronimo derivado de los cuatro miembros fundadores de éste grupo: la proteina MCM1 de levadura,
AGAMOUS y DEFICIENS de plantas y la proteina SRF presente en mamiferos. Desde que la proteina MCM1
fue reportada en 1988 (Steven et al., 1988) la familia de TF's MADS adquiri6 un rol fundamental para entender
el control en la transduccion de sefiales durante el desarrollo de animales, plantas y hongos; ya que al activarse
determinan la identidad y posicién de cada célula con el fin de diferenciar y organizar los tejidos y segmentos en
un organismo (Deutsch, 2010).

El dominio MADS esta codificado en una secuencia de 180 pares de bases denominada caja homeética,

altamente conservada entre este grupo de genes y que se traduce a una regién de aproximadamente 60
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aminoacidos que da lugar al dominio MADS ubicado en la regién amino terminal, siendo éste el encargado de la
union entre el TF y el DNA (Heffer et al., 2010). El resto de la proteina es altamente variable y es responsable de

la dimerizacion y la transactivacion, las cuales son necesarias para que estos TF's adquieran actividad biolégica.

1.6.2.a. Subestructura.

Esencialmente, los miembros de la familia MADS poseen dos regiones principales: el dominio minimo de unién
a DNA encargado de la dimerizacién (compuesto de aproximadamente 56 residuos de aminoéacidos conservados
entre todos los miembros de la familia), y la extension del carboxilo terminal altamente variable en cuanto a

tamano y estructura, debido a su heterogeneidad dentro la familia (Fig. 1).

Fig. 1. Estructura cuaternaria del dominio MADS de MEF2A. A) Vista frontal. B) Vista superior. Los primeros 11 residuos de aminoacidos corresponden a
una region desordenada, del residuo 12 al al 38 se forma una alfa hélice, del residuo 39 al 41 se observa un loop y del residuo 42 al 57 se forman dos
hebras beta que forman una hoja. Las imagenes fueron obtenidas a partir del archivo PDB con nimero de registro 1C7U.

1.6.2.b. Reconocimiento de un motivo especifico de DNA.
Al ser resuelta la estructura tridimensional de MEF2A, estudios deletéreos han identificado los residuos

necesarios para que se lleve a cabo la dimerizacion y la unién con el DNA, en el caso de MEF2A son los
primeros 72 aminoacidos que se ubican a partir del N-terminal (Huang et al., 2000), en este caso se les ha
asociado a los primeros 11 residuos que forman una regién intrinsecamente desordenada y del residuo 12 al 38
que forman una o—hélice que es la que lleva a a cabo la interaccién con el DNA. Se reprodujo el mismo caso en
analisis similares realizados en la proteina SRF (Norman et al., 1988), MCM1 y AG (Mueller et al., 1991)
identificando de este modo una seccién minima del TF que permite la interaccién con el DNA. Un gran nimero
de quimeras de MADS han sido construidas con el proposito de identificar y mapear por funcién y region la
subestructura de estas proteinas; una de ellas consisti6 en una quimera creada a partir de la fusion de 41
aminodcidos de la regién amino terminal de MCM1, que fueron transferidos a la regién equivalente y del mismo
tamafio de SRF, logrando de este modo que éste ultimo factor de transcripcion, identificara secuencias de DNA
equivalentes a las que identifica MCM1 (Sharrocks et al., 1993), de este modo se concluy6 que esta region es la
la encargada de dotar de especificidad a las proteinas MADS en el reconocimiento de una secuencia de DNA.
Esta compatibilidad entre el amino terminal de las MADS y el DNA se debe a que esta region se encuentra

enriquecida en aminoacidos basicos, siendo muy comunes la Arginina o la Serina en estas regiones terminales,



comprobado este hecho por estudios de delecion en los cuales se eliminaron estos aminoacidos del amino
terminal, lo que provoc6 una reduccion en la unién a secuencias de DNA, y ademas fue causa de ambigiiedad en
cuanto a la deteccién de su elemento-cis, perdiendo asi su selectividad. (Sharroks et al., 1993). De esta manera,
se confirmé que la funcion del amino terminal es identificar la secuencia del DNA dotando de especificidad al

factor de transcripcion.

1.6.2.c. Formacion de dimeros.

Un factor determinante para comprender la formacién de dimeros en las proteinas con dominio MADS,
esta dada por la simetria propia de las cadenas de DNA a las que se une, estas secuencias en su mayoria son
palindrémicas, lo que significa que cada una de las proteinas que forman el dimero se encuentran unidas a la
misma secuencia. Este hecho ha sido reportado tanto para homodimeros como para heterodimeros (McDermott
et al., 1993).

En el caso de la proteina MEF2 es tedricamente posible crear mas de 100 heterodimeros a causa de las
cuatro diferentes isoformas obtenidas por splicing alternativo de los cuatro genes que codifican a MEF2 ( Martin
et al., 1994). Esta gran variedad de dimeros se ve enriquecida por la conservacion del dominio MADS, el cual
permite la dimerizacién con otros miembros de la familia, como se ha demostr6é durante la identificacién de un
heterodimero formado in vitro por MCM1 y SRF ( Mueller et al., 1991).

Todas las isoformas de MEF2 poseen un conjunto de aminoacidos altamente conservados en la region C-
terminal, conocida como el dominio MEF2 (Gramzow et al., 2010), el cual forma un parche hidrofébico
compuesto por una region de hojas beta que estabilizan su estructura cuaternaria. En estudios de mutagénesis
realizados sobre la regién C-terminal préxima al dominio MADS, se ha demostrado una reduccién en el nimero
de heterodimeros que pueden formarse entre los diferentes miembros de la familia MEF2, sin embargo; los
heterodimeros que si se forman, no ven alterada su unién al DNA ni su especificidad, por lo que se propone que
las extensiones C-terminal juegan un rol fundamental durante la dimerizacién de estos TF's. (Bachinski et al.,
2010). Estudios similares en el dominio SAM que corresponde a la regién C-terminal de las proteinas MADS de

tipo I, corroboran esta hipotesis (Wu et al., 2010).

1.6.2.d. Roles biolégicos.

Las proteinas MADS participan en multiples actividades biolégicas, en levadura por ejemplo, la proteina
MCM1 esta encargada de la respuesta a feromonas, mientras que AGRI esta encargada de la transcripcién de un
gran nimero de genes que codifican a las enzimas encargadas del metabolismo de la Arginina. Homélogos de
SRF ha sido identificada en un gran numero de organismos como Homo sapiens, donde lleva a cabo la
regulacién de genes encargados de la diferenciacion de la epidermis; en Drosophila regula la diferenciacién
temprana de la trdquea, en mamiferos y en las ranas del género Xenopus, este TF esta encargado de la regulacién

de un gran numero de genes involucrados en la diferenciacion de varios tipos de tejidos musculares; mientras
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que en plantas una gran variedad de proteinas MADS son necesarias durante el desarrollo de érganos florales,

fruto, tejidos de raiz y hoja (van Dijk & van Ham, 2010).

1.6.2.e. Secuencias CArGbox

El sitio de reconocimiento en el DNA ubicado en la regién upstream de los genes regulados por factores
de transcripcién (elemento-cis) de la familia MADS, es denominado CArGbox. Correspondiendo al alto grado
de conservacién que encontramos en el dominio MADS de los TF's, los sitios a los que se unen dentro del DNA
también estan relacionados entre si en cuanto a su composicién y secuencia de bases; sin embargo, dentro de esta
homogeneidad son facilmente reconocibles las variantes que determinan la especificidad de cada uno de los
integrantes de esta familia para con sus secuencia blanco. El tamafio promedio de la CArGbox es de 10 pb (de
Folter & Angenent, 2006), aunque en el caso del heterodimero formado por las proteinas AGL15 y DTA1 de
plantas, se han reportado CArGbox de hasta 12 pb de largo (Wang et al., 2004).

Se han realizado un gran nimero de estudios para la caracterizacién de los motivos consenso a los que se
unen estas proteinas, como es el caso de MEF2A (Andrés et al., 1995). Existe una seccion rica en Adeninas y
Timinas en la parte media de la CArGbox que comprende por lo general los sitios 4, 5, 6 y 7 de direccién 5' - 3;
en estos, muy rara vez se localizan Citosinas o Guaninas, como lo indica el motivo general de CArGbox CC

(A/T)sGG (Shore & Sharrocks, 1995).

1.6.2.f. Relaciones filogenéticas entre proteinas MADS.

Todos los genes MADSbox poseen una secuencia altamente conservada de 180 pb que corresponde al
dominio MADS en éstos factores de transcripcion.

Andlisis filogenéticos han demostrado que se puede ubicar al dominio MADS en dos linajes llamados
tipo I y tipo II (Alvarez-Buylla. et al. 2000), ambos grupos se encuentran presentes en animales, plantas y
hongos, lo cual sugiere que ocurrié un evento de duplicacion en el linaje de las MADS anterior a la divergencia
entre animales, plantas y hongos.

La primera de las ramas agrupa a las proteinas MADS de Tipo I, compuesta por aquellas que comparten
una filogenia cercana con la proteina SRF (propia de animales y hongos), y las proteinas Tipo I de plantas. Estos
dos grupos se diferencian debido a la secuencia de aminoacidos que da origen a la extension del C-terminal, ya
que las proteinas tipo SRF poseen el dominio SAM vy las de tipo I de plantas un dominio que atn no se ha
logrado identificar y que no tiene relacién filogenética con el dominio SAM ( De Bond et al., 2003).

La segunda rama esta compuesto por las proteinas MADS de tipo II, que engloba a las proteinas tipo
MEF que se encuentran en animales y hongos; y por otro lado, a las proteinas del tipo II de plantas que poseen
una extension hacia el carboxilo terminal compuesto por el dominio de intervencién (I), keratin-like (K) y C-
terminal (C) (Kaufman et al., 2005), que no comparten relaciones filogenéticas con el dominio MEF, el cual

posee caracteristicas particulares que se mostraran a continuacién.
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1.6.3. La proteina MEF2A

Al igual que todos los factores de transcripcion MADS el factor de transcripcién myocyte enhancer
factor 2 (MEF2) realiza un rol fundamental durante la morfogénesis, en este caso durante la miogénesis de los
tipos musculares cardiaco, esquelético y liso (Olson et al., 1995). Estudios bioquimicos y genéticos realizados en
vertebrados e invertebrados, muestran que el factor de transcripcion MEF2A regula la transcripcién genética a
través de la formacién de homodimeros y heterodimeros que surgen de la uni6n con multiples factores de

transcripcion, que lo ha inmiscuido en variados circuitos de control positivo o negativo .

1.6.3.a. Estructura y funcién.

Originalmente se asoci6 a MEF2A con la diferenciacion de musculo esquelético a través del
reconocimiento de una secuencia de DNA rica en A/T (Gossett et al., 1989 ), subsecuentemente fue identificado
su papel durante la morfogénesis temprana del musculo cardiaco, y en la dltima década se ha demostrado que
bajo la represion de MEF2A se producen severas anomalias en todos los tejidos musculares y en el sistema
nerviosos central, por lo que se le asocia con la regulacion transcripcional de numerosas proteinas estructurales.

En vertebrados existen cuatro genes que codifican diferentes isoformas de la proteina MEF2 referidos
como mef2a, -b, -c y -d localizados en diferentes cromosomas (Morisaki et al., 1997 ), que en forma de proteina
suelen interactuar entre ellos para formar homodimeros o heterodimeros, lo que conlleva al reconocimiento de
una gran gama de secuencias de DNA.

Los primeros 57 aminoacidos de MEF2 que conforman la caja MADS son los encargados del
reconocimiento de su CArGbox, pero se ha demostrado que se requiere la interacciéon de los primeros 29
aminoacidos del dominio MEF2 para aumentar su afinidad al DNA y a la dimerizacién.

Como miembro de la familia MADS, el TF MEF2A posee una serie de residuos invariantes dentro del
dominio MADS, ademads se ha comprobado que el dominio MEF2 durante el ensamblaje de alta afinidad al
DNA, es mediador de la interaccion entre proteinas durante la dimerizacion, y que también interactia con
ligandos accesorios que regulan su actividad (Huang et al., 2000).

Entre los miembros pertenecientes al clado de las proteinas tipo MEF2, existe una gran identidad de
secuencia, tanto en el domino MADS como en el dominio MEF2, e inclusive esta similitud también esta presente
en las CArGbox a las que se unen estos factores de transcripcion; se sabe que las secuencias de DNA a las que se
une el TF de Drosophila (referido como D-MEF2A), son las mismas a las que se une MEF2A en vertebrados
(Lilly et al., 1994 ). Ademas dos factores homélogos de MEF2 identificados en levadura, también poseen
secuencias blanco de DNA que se corresponden con las de vertebrados (Dodou & Treisman, 1997).

Se conoce la estructura cuaternaria de la proteina MEF2A, ha sido determinada tanto por cristalografia
(Santinelli & Richmond, 2000) como por resonancia magnética nuclear (NMR) (Huanng et al., 2000). Esta
dltima estructura fue acompafiada de ensayos de unién a DNA utilizando diversas estructuras de MEF2A
truncadas en el C-terminal, que fueron realizados con el propo6sito de determinar la porciéon minima del dominio

MEF?2 a conservar para no perder su afinidad por el DNA. Para este experimento se realizaron 5 tratamientos
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con fragmentos que van del primer aminoacido del N-terminal hasta el residuo: 85, 80, 76, 73, 70 y un control en
el que se digiri6 completamente a la proteina por lo cual no se espera obtener algtin registro de unién al DNA.
Cada uno de los tratamientos fue expuesto a la misma cantidad de segmentos de DNA, posterior a la reaccién en
la que se formé el complejo DNA-MEF2A fueron purificados todos los complejos y corridos en un gel de
agarosa con la finalidad de observar la densidad de banda formada por cada tratamiento para con ello deducir el
nimero de complejos formados. Los resultados indicaron que el largo minimo necesario para que MEF2A no
pierda su afinidad por el DNA es de 72 aa partiendo del aminoacido 1 del N-terminal, ya que el ancho de banda
que corresponde a éste tratamiento es equivalente al que se obtiene con los 2 primeros tratamientos y en el caso
del tratamiento 4 se observa claramente una reduccién de complejos formados, no asi el caso del tratamiento 5
en el que no se observa ningin complejo formado y se asemeja al control negativo. De éste modo logrd
obtenerse un modelo confiable que garantiza el estudio adecuado de MEF2A con su CArGbox (Sharrocks et al.,
1993)

La estructura del homodimero de MEF2A unida al veinteamero de DNA
5'CTCGGCTATTAATAGCCGAGS3' que contiene a la CArGbox del sitio 6 al 15, revela una region desordenada
de los primeros 12 aminoécidos partiendo del amino terminal, una a-hélice formada por los residuos 13 al 37,
dos hebras beta identificadas como I (residuos 41 al 48) y II (residuos del 52-58), los residuos que van de 61 al
73 se detecta una hélice-alfa que corresponde a parte del domino MADS vy del residuo 75 al 85 no pudieron ser
detectados en la resonancia por ser insolubles aunque si participaron durante la unién al DNA. Con respecto a
este se observo que esta en conformacion B con 9.9 pares de bases por vuelta con una distancia de entre 2.7-3.1
A entre ellas, que adopta una curvatura de 17 grados al estar unido a el homodimeros de MEF2 y que solo el

surco menor interactia con el amino terminal del TF (Santinelli & Richmond, 2000).

1.6.3.b. Actividades de regulacion de la expresion genética.

Numerosos estudios han descrito que la actividad de MEF2A como regulador esta altamente enriquecida
en aquellos genes que contribuyen a la diferenciacién de los tejidos musculares y diferenciacion del tejido
neuronal(Andrés et al., 1995), mientras que también se han hallado inmiscuidos en la regulacién transcripcional
de otras proteinas con funciones mas diversas (Gong et al., 2011), lo que pone en evidencia la compleja red de

regulaciones en las que participa MEF2A producto de la regulacién propia de ésta proteina.

1.6.3.c. Estructura de su CArGbox.

La secuencia de DNA a la que se une MEF2A es denominada como CArGbox, estd formada por 10 pb y
desde que se realizé un exhaustivo estudio para identificar los sitios de unién de MEF2A (Andrés et al., 1995;
Fickett 1996; Ornatsky & McDermott 1996) se ha aceptado por consenso el motivo canénico CTA(A/T)sTAG; y
aunque han habido nuevos genes identificados en la ultima década ( Feng et al., 2009; Flore et al., 2009; Gong et
al., 2011;) el motivo sigue siendo el mismo ya que no se ha realizado un estudio que incorpore las caracteristicas

de estas nuevas secuencias al motivo canénico antes mencionado, del cual se establece que no incluye Citosinas
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o Guaninas en las posiciones 4, 5, 6 y 7 y solo se han reportado algunas variaciones en la posicién 1 en la que
puede existir Adenina y en la posicion 10 que puede presentarse Timina, pero en muy raros casos (Ornatsky &

McDermott, 1996).
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1.7. MET ODOLOGIA DEL CAPITULO 1.

1.7.1. Determinacién de la RMSD.

Con el propésito de comparar las posibles variantes estructurales existentes en el arreglo espacial de la
CArGbox y MEF2A dependientes de la composicién de los dcidos nucleicos del elemento -cis y las secuencias
de DNA en la que esta inmersa la CArGbox, se obtuvo la RMSD proveniente de los diferentes modelos del
complejo MEF2A-CArGbox que hasta el momento se han determinado tanto por cristalografia como por RMN.
Atendiendo a la compatibilidad estructural entre aminoacidos y nucleétidos, el estudio se dividié en dos grupos:
el primero corresponde a los polipéptidos y el segundo constituido por sus secuencias blanco de
oligonucleétidos; ambos conjuntos fueron extraidos del Protein Data Bank (www.rcsb.org) respetando las
coordenadas originales. La comparacién estructural se realiz6 por medio de la determinacién de la distancia
media cuadratica minima o RMSD computada por el programa de modelado molecular y visor de estructuras

Visual Molecular Dynamics (VMD ), quien obtiene dicho valor al resolver la ecuacion:

N

Z Win[_yin %
RMSD(N ;x,y)=["— ]

Donde cada una de las coordenadas atémicas de las proteinas x y y corresponden al nimero de carbonos-
o (N) ponderados por w;.

Unicamente se considerd el backbone y por lo tanto los carbonos-a en el caso de las proteinas y en el de
los nucledtidos fueron tomados en cuenta los esqueletos de fosfatos y azicares. La RMSD fue medida por los
dos métodos presentes en VMD top y average; en el primer caso la estructura de MEF2A utilizada en la
determinacion de la energia libre de union (AGyina) que se explica en el Capitulo III (id:1C7U) y la estructura
determinada por He en el 2010 (id:3P57) fueron comparadas con el dimero reportado por Wu en el 2011 (id:
3KOV). En la determinacion por el método average, VMD computa el promedio de todas las coordenadas x, y, y
z correspondientes a cada uno de los puntos comparables de las tres estructuras, como consecuencia obtiene un
modelo que representa el promedio de los valores espaciales de las moléculas comparadas, este modelo virtual
posteriormente se compara con cada uno de los modelos reales incluidos en el analisis.

Para la alineacion estructural de los dimeros se tomo en cuenta la seccién de aminoacidos que va del 2
al 70. En el caso de las CArGbox se dejaron fuera las secuencias de nucledtidos que flanquean el sitio de unién

al factor de transcripcién, por lo que se incluy6 tnicamente la region correspondiente a la CArGbox.
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1.8. RESULTADOS DEL CAPITULO I.

1.8.1. Comparacion de las proteinas y acidos nucleicos presentes en los distintos complejos MEF2A-
CArGbox alternativos.
La RMSD obtenida por los métodos average y top en la comparacion estructural de los péptidos y

oligonucleétidos se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. RMSD de tres estructuras de MEF2A y sus correspondientes CArGbox. Se muestran los diferentes valores de RMSD individuales y totales
computados por el método top y average para polipéptidos y oligonucleétidos.

id MEF2A CArGbox
top 3KOV 0A 0A

3P57 0.45 A 0.69 A

1C7U 239A 0.87 A

RMSD Total 1.72A 0.79 A
average 3KOV 0.86 A 0.37 A
3P57 0.75 A 0.46 A

1C7U 1.55 A 0.48 A

RMSD Total 1114 0.44 A

En los resultados individuales de RMSD computados por el método top, se obtuvo un mayor grado de
similitud entre las estructuras con el No. de id:3KOV y 3P57, en comparacion al observado en la alineacion de
cualquiera de estos dos con el dimero reportado en Huang et al., 2000 (1C7u); ésto sucedi6 tanto en el grupo de
polipéptidos como en el de acidos nucleicos; lo cual indica una mayor disparidad estructural en la conformacién
espacial de este ultimo complejo para con el resto (Fig. 2); siendo evidente la misma cuestién al observar los
valores obtenidos con el método average. En ambos criterios de medicion, el valor total de RMSD es bajo, sobre
todo en el caso de la comparacion realizada a las CArGbox en donde es cercano al 0.
(b) (©)

H2-S3 loop

m— id:3P57
| 1C7U
- id:3KOV

Fig.2. Superposicién del esqueleto de las proteinas MEF2A extraidas del complejo TF-elementocis. (a)Vista frontal en diagrama de delineado. En rojo el
complejo que no incluye el dominio MEF2 (residuos 2-74), en verde el complejo que incluye el dominio MEF2A (residuos 2-95), en azul el dimero que
interactiia con el dominio TAZ2 de la proteina p300 (residuos 2-95) y en negro los residuos que no fueron incluidos en el alineamiento correspondientes a
la seccién H2-S3loop y H3. (b) Vista lateral en la que se observa estructuralemente conservada la seccién inmediata al amino terminal (S1) y la hélice H1
en los tres dimeros. (c) Vista superior del alineamiento en la que se observa el empalme de H2 correspondiente al comienzo del dominio MEF2 y la pérdida
de similitud en esta seccién debido a la exclusién de S3 y H3 en la estructura reportada por Huang En la parte inferior del diagrama se muestra el No. de
id. correspondiente al archivo pdb del cual se extrajeron las estructuras.

16



(b) (©)

m— d:3P57
e | 1CT U
s 1 3KOV

Fig. 3. Alineamiento estructural del esqueleto de fosfatos y aziicares de tres muestras de CArGbox. (a) Vista superior representada en diagrama de cintas;
en rojo CArGbox (5'CTATTAATAGS3') extraida del complejo formado con MEF2A (residuos 2-74), en verde CArGbox (5'CTATTTATAA3') extraida del
complejo formado con MEF2A (residuos 2-95), en azul CArGbox (5'CTATTTATAA3') extraida del complejo formado con TAZ2-MEF2A (residuos 2-95).
En la parte inferior de la figura se muestra el No. de id. Del archivo del cual se extrajeron las estructuras. (b) Vista lateral en la que es apreciable la
similitud estructural del esqueleto de fosfatos en las tres estructuras. (c) Vista frontal de los oligonucleétidos en la que se observa la complementariedad en

la orientaci6n de azucares y bases.
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1.9. DISCUSION DEL CAPITULO I

Con el objetivo de hacer eficiente el tiempo de computo durante la determinacion de la AGyin, Se Optd
por utilizar el complejo MEF2A-CArGbox con No. de id:1C7U debido a que dentro de los reportes en los que se
encuentra presente dicha estructura (publicados en el Protein Data Bank a la fecha); es la que menos dtomos
incluye y por lo tanto, a priori la mas factible de integrar a los experimentos. La proteina MEF2A que conforma
dicho complejo posee trunco el dominio MEF2S (residuos 59-74) a diferencia del complejo reportado en Wu et
al., 2010 (No. de id:3kov) que incluye el dominio MEF2S constituido por las a-hélices H2 (residuos 61 al 72) y
H3 (residuos 80 al 90), al igual que en el dimero reportada en He ef al., 2011 (No. de id:3P57), con la variante
que ésta fue determinada durante su interaccion con el dominio TAZ2 de la proteina p300.

Existi6 en un inicio la posibilidad de que durante la union del complejo MEF2A-CArGbox, la proteina y
el DNA mostrasen una conformacion diferente a la observada en el reporte de Huang, debida a la alteracion de la
secuencia de nucleotidos en la CArGbox y/o la adicion del dominio MEF2S; en ese caso los resultados obtenidos
en la medicion de la AGying, N0 serian bioldgicamente relevantes, ya que la sustitucion de los oligonucledtidos en
el complejo se realizd sin modificar las coordenadas espaciales de los fosfatos y desoxiribosas presentes en la
CArGbox descrita en este trabajo, por lo que si estos parametros no son cercanos a los que se observan in vivo,
como podrian sugerir variaciones observadas en otras determinaciones cristalograficas o de RMN, los calculos
de la AGying conllevarian un grado intrinseco de error.

Debido a estas percepciones fue de suma importancia realizar un estudio comparativo con respecto a
algunas de las estructuras alternas reportadas, para que se determinase si existe o no, dicha variabilidad. Los
resultados de los valores de RMSD totales mostraron minima disparidad, ya que obteniéndolos tanto por el
método top y average (que en el caso de las proteinas fueron de 1.72 A y 1.11 A respectivamente), fueron
menores a 3 A por lo que se les considera con alto grado de similitud (Reva et al., 1998). Aun asi, analicemos las
diferencias estructurales que existen para ponderar de forma individual su relevancia. En los resultados arrojados
bajo los parametros del método top, se observé un mayor grado de similitud entre las proteinas reportadas en los
pdb con No. de id:3KOV y 3P57 en comparacion con la estructura descrita por Huang; tal hecho resulta evidente
si tomamos en cuenta los siguientes factores: la seccion H2 de la proteina MEF2A con el dominio MEF2S
trunco, posee un mayor grado de desorden en dicha hélice, el cual se acentlia mientras mas se aproxima al
carboxilo terminal, a diferencia de las proteinas en las que el dominio MEF2S esta completo; también se observa
un mayor grado de disparidad en la seccion H1 del dimero que carece de dicho dominio con respecto a los que lo
poseen, esto debido a los posibles choques estéricos que surgen de la interaccion entre las a-hélices H3 del

dominio MEF2S y las a-hélices H1 presentes en el domino MADS de MEF2A(Wu et al., 2010).
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Con base en estas observaciones, podemos afirmar que la estructura cuaternaria de MEF2A esta conservada
dentro del complejo que forma con la CArGbox, atin cuando el dominio MEF2S no esta presente y por lo tanto
si las mediciones de AGya fueran hechas en base a la estructura que si posee tal dominio, estas serian
equivalentes a las descritas en esta tesis.

Los oligonucledtidos poseen un valor de RMSD total de 0.79 A y 0.44 A obtenidos por el método top y
average respectivamente, lo cual sugiere que la arquitectura de la CArGbox cuando se encuentra unida a
MEF2A no varia de forma radical, ain cuando existan diferencias en su secuencia, como fue el caso de la
comparacion realizada en los oligonucledtidos 5'CTATTAATAG3' y S5'CTATTTATAA3' presentes en los
complejos con No. de id: 1C7U y 3KOV respectivamente. Los resultados anteriores sugieren que la sustitucion
de bases que se realiz6 en la estructura tridimensional de la CArGbox reportada en Huang et al., 2000, no poseen
un alto grado de error en cuanto a las coordenadas espaciales de las estructuras tridimensionales de los
oligonucledtidos construidos in silico.

Por su relevancia biolégica, cabe recalcar el alto grado de similitud en la arquitectura general del
complejo bajo las tres condiciones reportadas, es decir, cuando el motivo MEF2S (que va del aminoacido 59 al
95) esta presente en la proteina, cuando esta truncado e incluso cuando MEF2A se encuentra unido al dominio
TAZ2 de la proteina p300, ya que podemos inferir que durante la evolucion de la familia de proteinas MEF2, la
estructura y funcién del dominio MADS fue altamente conservada de forma independiente al dominio MEF2A,
hecho que resulta evidente al observar la filogenia de las proteinas con dominio MADS, en la que se observa
altamente conservada su secuencia a diferencia de los dominios particulares que dividen a las subfamilias
(Shore & Sharocks, 1995). En el andlisis realizado por He et al., 2011, observamos que atin sometiendo nuestro
dimero a las interacciones electrostaticas provenientes de la unién con la proteina p300, poco tienen que ver
estas con el arreglo estructural de MEF2A en la zona de interaccion con el DNA, por lo que toméndolo en cuenta
podemos sugerir fuertemente que el modelo con el cual estamos trabajando es biol6gicamente representativo y

por lo tanto promovera que los resultados en el calculo de la AGying lo sean también.

Los enunciados anteriores estan respaldados por los ensayos de unién al DNA realizados por medio de la técnica
del analisis de retardo en gel y reportados por Huang et al., 2000. Dichas pruebas consistieron en el
apareamiento de la CArGbox con secuencia 5'CTATTTATAG3' y diferentes dimeros de MEF2A, cuya
peculiaridad consistia en truncar su secuencia en el extremo carboxilo, obteniendo de este modo polipéptidos
con residuos que abarcaban del 1 al 85, del 1 al 80, del 1 al 76, del 1 al 73 y del 1 al 70. El objetivo de estos
experimentos consistio en saber cudl era la longitud minima que debia poseer MEF2A sin que su afinidad por la
CArGbox se viera afectada, la conclusién a la que se lleg6 fue que la proteina con 73 residuos de aminoacidos

era el minimo suficiente para que MEF2A realizara dicha unién, ya que este polipéptido conservaba por
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completo el dominio MADS responsable de la afinidad por el DNA y los residuos 60 a 73 del dominio MEF2S,

que resultaron ser los minimos e indispensables para estabilizar al resto de la proteina.
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CAPITULO 11

Estudios de dinamica molecular

2.1. Planteamiento del problema del capitulo II.

La estructura resuelta por NMR del complejo MEF2A-CArGbox reportada en Huang 2000 et al., es de
gran valor en el estudio de los factores de transcripcion MADS, especificamente porque proporciona un modelo
realista y detallado del sistema, en el que tenemos oportunidad de observar sus caracteristicas con el excepcional
detalle del nivel atémico. En este estudio, dicha descripcion sera utilizada para ampliar la comprensién que hasta
ahora se ha mostrado del complejo antes referido al superar las limitantes propias de un modelo estatico (aunque
hasta el momento nos halla llenado de valiosas observaciones), debido a que es una perspectiva fragmentaria, es
decir, una realidad provisional a razén de claudicar ante los principios de movimiento y cambio esenciales para
entender a nuestro arquetipo de partida (pdb 1C7U) como una transicion entre sus estados pasados y los que le
habrdan de ocurrir, importante cuestion si recordamos que en la naturaleza nuestro objeto de estudio no
permanece estatico y existe provisto de cambios de estado y movimiento. En ésta seccién nos enfocaremos a los
procesos que han de sobrevenir en ambas moléculas una vez que su unién se establece, como se ilustra en el
archivo .pdb 1C7U (Huang 2000 et al.) y que serd tomado como semilla para cumplir el proposito antes
expuesto.

La importancia de obtener mas informacion a cerca de las transiciones posteriores a la formacién del
complejo es fundamental, porque aunque no interfieren en el célculo de AGyq, tienen repercusiones teoricas
sobre éste, ya que llevandolas a su ejecucién, estaremos en posibilidad de dar un vistazo a los estados futuros del
sistema bajo la luz de las fuerzas fisicas y quimicas que rigen sus propiedades y su comportamiento en un lapso
de tiempo determinado, enriqueciendo también el conocimiento que tenemos acerca de los nuevos elementos-cis
inferidos en la presente tesis, al tener la posibilidad de comprender de forma general su interaccion con MEF2A
tras estudiar el comportamiento observado en nuestro arquetipo. Para lograr comprender el sistema en
movimiento se echard mano de una dindmica molecular.

Asi, el presente trabajo se convierte no sélo en un método alternativo en la determinacion de secuencias
blanco para un factor de transcripcion dado, sino en una metodologia completa para el estudio de los factores de
transcripcion y sus secuencias blanco, al integrar el estudio del sistema en reposo (necesario durante la medicion
de la AGyina) ¥y el estudio del complejo en plena transformacion, en el que podran observarse las consecuencias

de su formacién.
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2.2. Objetivo particular del capitulo II.
Estudiar durante un lapso de tiempo de 25 ns las interacciones moleculares observadas dentro del

complejo MEF2A-CArGbox reportado en el archivo pdb 1C7U.

2.3. Hipétesis del capitulo II.
Si el complejo MEF2A-CArGbox es estudiado bajo el fundamento del movimiento, podremos tener una
aproximacién de las interacciones moleculares y de los residuos especificos que hacen posible la uni6n del

complejo durante un lapso de tiempo determinado.

2.4. Sistema experimental del capitulo II.

- Archivo PDB 1C7U

2.5. Software del capitulo II.
-  GROMACS v4.5.5.
- Gracevb5.1.23
- VMD

- Poliview 2D
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2.6. INTRODUCCION AL CAPITULO II

2.6.1. Factores que intervienen en la union de un TF y su secuencia blanco.

La unio6n entre el factor de transcripcién y su secuencia blanco estd mediada por un amplio espectro de
caracteristicas fisicas y quimicas que determinan su afinidad y su interaccion durante la formacién del complejo
TF-DNA.
2.6.1.a. El llamado a distancia

Generalmente se restringe la interaccién entre dos moléculas a una cercania fisica representada por la
unién de un complejo, por ejemplo la unién de un TF con su secuencia blanco de DNA, sin embargo; la
interaccion entre moléculas antecede por mucho a una minima cercania fisica. La fuerza eléctrica (como la
gravitacional) actta a distancia, lo que significa que existe una fuerza entre dos objetos, incluso cuando éstos no
estan en contacto; por ello es de suma importancia conocer los aspectos que refieren al conocimiento del campo
eléctrico en las moléculas. Estas poseen de manera inherente una naturaleza eléctrica que recae en primera
instancia en las particulas subatémicas, manifestada en las fuerzas que rigen la interaccién entre cada uno de los
atomos. Cada molécula posee una carga eléctrica particular que puede permanecer constante o verse alterada a
causa de la interaccién con su medio o con otras moléculas, surgiendo de este modo fuerzas electrostaticas que
influyen en su comportamiento y su interaccion con otros cuerpos, debido a la distribucion de cargas que emerge
alrededor de la molécula y que es descrita por el campo eléctrico, utilizado para describir la interaccién entre dos
sistemas de naturaleza eléctrica, siendo ésta una razon vital para comprender las interacciones de este tipo entre
moléculas organicas.

Una forma 1til de comprender estas interacciones moleculares es con la idea de campo desarrollada por
Michael Faraday. De acuerdo con él y con respecto a la electricidad, un campo eléctrico (E) se extiende hacia
afuera desde toda carga, e impregna el espacio, si esta carga es perturbada por una segunda, se le puede
denominar carga Q. . La primera resentird una fuerza ejercida por el campo eléctrico. En principio es posible
determinar el campo eléctrico que rodea a una molécula midiendo la fuerza sobre una carga de prueba positiva,
ya que el campo eléctrico se define en términos de la fuerza sobre tal carga de prueba positiva. De modo
simplista el campo eléctrico, en cualquier punto en el espacio se define como la fuerza F ejercida sobre una
pequefia carga de prueba positiva, dividida por la magnitud de la carga de prueba g. De esta manera E se define
como el limite de F/q, con q tendiendo a cero cuando es tan pequefia que no manifiesta fuerza sobre las otras
cargas que crean el campo. A partir de esta definicion se observa claramente que el campo eléctrico es un vector

que indica la direcciéon como un punto en el espacio al que se desplaza una carga.

e_F
E=g

Si bien estas son las bases, claro estd que el anterior es un modelo simplista a comparacion de las

consideraciones que se deben tener para calcular el campo eléctrico de una proteina. En el caso de estos sistemas
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se comienza calculando el radio de cada dtomo y su carga, posterior a esto se realiza un calculo de las
interacciones interatomicas de la molécula para obtener una direccién de carga conjunta y también una extension
de la carga, los vectores obtenidos son utilizados para formar la distribucion de carga biomolécular calculada por
la ecuacion Poisson-Boltzmann (PB) la cudl sera explicada dentro de esta misma seccién mas adelante.

Como ya se menciond, el campo eléctrico es una magnitud vectorial, lo que significa que puede
deducirse de ella una direccién y una distancia de emisién. Una isosuperficie es una representacion grafica de la
distribucién de carga biomolécular que por medio de una superficie volumétrica tridimensional, representa estos
valores constantes, asi mismo otorga la oportunidad de analizar los parametros ya mencionados, asi como la

regionalizacion de cargas positivas y negativas.

2.6.1.b. Interacciones de cercania fisica

En caso de que las fuerzas a larga distancia favorezcan la unién entre dos moléculas, entonces entraran
en accion aquellas fuerzas responsables de mantener estable, aveces por tiempo indefinido, la asociacién
molecular.

Actualmente el puente de hidrogenos es una estructura energética aceptada en la quimica, resulta dificil
creer que cuando fue propuesto por su autor en la década de los 60's, muchos lo viesen con escepticismo hasta
su irrefutable descripcién cristalografica (Taylor & Kennard, 1982). El puente de hidrégeno ha ocupado un
elemento muy importante para entender las interacciones entre moléculas bioldgicas, ya que la gran mayoria de
éstas se sostienen por este tipo de fuerzas. El puente de hidrégeno se forma cuando el H estd unido a un atomo
altamente electronegativo y establece una relacion dipolo-dipolo con un atomo donador de electrones.

Desde el punto de vista biol6gico, resulta muy interesante entender por qué el puente de hidrégeno es el
principal mediador de las interacciones intermoleculares. La fortaleza de este enlace varia mucho con respecto a
a la naturaleza del 4&tomo electronegativo y el donador de electrones, pero siempre serda mucho mas débil que la
de un enlace covalente, su magnitud oscila entre los 5 y 30 kJ/mol, sin embargo en interacciones cooperativas,
todas estas fuerzas son sumadas, y en conjunto establecen interacciones cercanas a las de un enlace covalente.

Esta naturaleza ambigua le proporciona a las moléculas la capacidad de asociacién manteniendo la
fuerza necesaria para quedar unidos y llevar a cabo su actividad bioldgica, pero al mismo tiempo son los
suficientemente débiles para ceder y liberar al complejo antes formado. Esta pareceria ser una labor poco
relevante, pero tomese en cuenta que si se uniera al TF con el DNA utilizando fuerzas mayores que impidieran la
disociacion del complejo, la regulacion genética se veria alterada temporalmente y lo mismo sucederia si se

unieran con fuerzas muy bajas.

2.6.2. Dinamicas moleculares.
Los avances cultivados hace mas de un siglo por la quimica tedrica, con la que ha sido posible crear
representaciones formales de los sistemas moleculares, han permitido aplicar algoritmos con los que es posible

representar la interaccion entre moléculas; esta metodologia se ha apoyado fundamentalmente en los avances
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tecnoldgicos de la computacién por la amplia capacidad que poseen los ordenadores para resolver un conjunto
muy elevado de célculos, que hacen posible el estudio de sistemas moleculares complejos. De esta manera la
quimica computacional tiene un alto impacto para la biologia, cuyo objetivo principal es proporcionar modelos
realistas que ayuden a comprender el funcionamiento de los sistemas biologicos a través de los principios
basicos de la fisica y la quimica.

Estudios de este tipo pueden ser realizados en dos niveles de aproximacién: el primero utiliza la
mecanica cuantica que conlleva un nivel de escrutinio en aproximaciones lo mas detalladas posibles, su uso
requiere la resolucion de la ecuacién de Schrodinger, que hasta el momento es computacionalmente imposible
de resolver para grandes sistemas biolégicos (como asociaciones multimoleculares). Por el contrario, utilizando
los métodos de mecanica clasica, se simplifica el calculo de estos sistemas, economizando los factores de
intervencion de muchos efectos que pueden ser descartados y que aun asi no demeritan el realismo de la
simulacion. En concreto, los métodos de mecanica clasica abandonan el movimiento electrénico y calculan la
energia como una funcion de las coordenadas nucleares; esto conlleva a que no sea posible estudiar los estados
de transicion de un enlace, su reactivad o complejas estructuras electrénicas, pero siguen siendo muy ttiles para
resolver una gran cantidad de planteamientos bioquimicos y biofisicos que explican algtin evento biolégico en
particular (puede contener dentro de su sistema mas de 80,000 atomos que solo compongan el solvente, como el
caso que se presenta en esta tesis) .

Los métodos de dinamica molecular son los responsables de poner en practica la teoria antes descrita, se
definen simplemente como la descripcién general de un sistema quimico complejo en términos de un modelo
atomico realista que sirve para entender y predecir propiedades macroscopicas basadas en detalles conocidos a
una escala atémica. Todo ello observado sobre un modelo dinamico bajo las leyes de la fisica y la quimica.

De este modo a partir de un conjunto de coordenadas, tomadas por ejemplo de las moléculas
determinadas por RMN o cristalografia, podemos asignar las velocidades y energia propias de cada atomo a
partir de los supuestos no cuanticos de la distribucién de Boltzmann; dada la temperatura, las sucesivas
coordenadas y las velocidades se obtienen de la integracion de la ecuacién de Newton para el movimiento en

cada direccion como una coordenada. En una dimension, la ecuacion se puede escribir como:

donde m;y x; representan la masa y la posicion de cada dtomo respectivamente, y F; es la derivada del potencial
de acuerdo a una ecuacion de campo de fuerza (cuyo concepto serd explicado en la seccion 2.6.2.c.). El resultado
es una trayectoria que muestra como las posiciones atémicas y velocidades, evolucionan con el tiempo de
acuerdo a la influencia de los atomos presentes en el sistema.

De este modo, la dindmica molecular (MD) ha proporcionado muchos conocimientos sobre el

comportamiento de macromoléculas desde las primeras proteinas que se estudiaron bajo esta metodologia a
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finales de la década de los 80's del siglo pasado 25 afios (McCammon & Harvey; 1987). Su poder radica en el
alcance que tiene para poder investigar movimientos e interacciones moleculares que a menudo no son
accesibles a la experimentacion por su velocidad y su escala microscépica. Esta herramienta junto a las teorias

bioldgicas, resulta de gran poder en la investigacién.

2.6.2.a. Interacciones atractivas y repulsivas.

Para lograr entender la forma en la que la dindmica molecular modela sistemas sujetos a fuerzas
atractivas (interacciones de largo alcance) y repulsivas (interacciones de corto alcance), se explicaran
brevemente.

Las interacciones de largo alcance pueden dividirse en energia electrostatica, energia de induccion y
energia de dispersion. Las cuales seran descritas mediante la mecdnica clésica.

La energia electrostatica es una interaccion que se da en especies cargadas como en aquellas en carga
neta, pero que presentan un momento bipolar permanente. Son interacciones coulombicas que dependen de la
separacion y la orientacion relativa de las moléculas. La distribucién de carga se da en funcién de los momentos
multipolares, por este motivo se requiere una suma que incluya la presencia de los principales momentos.

En el caso de las interacciones dipolo-dipolo globales se promedian las orientaciones relativas,
considerando que no todas son igualmente probables.

La energia de induccion surge como consecuencia de los momentos dipolares que dependen de la
distribucién de carga que surge cuando una molécula se ve afectada por campos eléctricos externos. Para las
moléculas isotropicas este momento dipolar inducido puede cuantificarse en la dindAmica molecular a partir del
campo eléctrico y la polarizabilidad.

La energia de dispersion descubierta por London en 1930, no puede ser descrita completamente en
términos clasicos, ya que su origen es mecanocuantico, sin embargo, una descripcion clasica puede ayudar a
comprenderla si se considera que en una molécula, debido al continuo movimiento electrénico, puede generarse
en un momento dipolar instantaneo, el cual induce un dipolo en un dtomo vecino, como en el caso de las fuerzas
de induccién clésicas.

Las interacciones de corto alcance describen la repulsién entre moléculas que surge del sobrelapamiento
de nuicleos y nubes electrénicas de dos 4&tomos que estdn muy préximos. De acuerdo a esta descripcién se toma
el modelo de enlace valencia de Heitler-London que permite tener una descripcién de dos fuerzas repulsivas en
el caso de dos atomos de hidrogeno, que a pesar de no acercarse completamente a la realidad, tiene la ventaja de

establecer claramente los origenes de las fuerzas repulsivas y es sencillo de computar.

2.6.2.b. Representacion de las interacciones moleculares.
Es complejo en la actualidad el computo de las interacciones moleculares de cualquier sistema mediante
estudios mecanocuanticos. Para resolver el problema se obtiene el célculo de las propiedades efectuado mediante

un potencial propuesto, cuyos parametros se ajustaron a manera de que estas propiedades coincidan con los
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resultados experimentales. La funcion potencial més conocida es la de Lennard-Jones (LJ) en la que el potencial
depende de dos pardmetros ajustables: el didmetro de colisién y un término repulsivo de corto alcance, resultado
del solapamiento de las nubes electrénicas, ademds de un tratamiento atractivo debido a las fuerzas de van de
Waals. El hecho de que no se consideren los términos atractivos superiores y que la energia repulsiva no varie
exponencialmente, como predice la teoria, da lugar a que este exponencial s6lo pueda ser utilizado bajo ciertas

parametrizaciones de un conjunto de moléculas, por lo que su uso corresponde a una cuestion de simplicidad.

2.6.2.c. Campo de fuerza (FF)

La descripcién de la interaccién atémica dentro de un sistema puede ser descrito de forma clésica
mediante un campo de fuerza. Un campo de fuerza (o FF por sus siglas en inglés) es un conjunto de
parametrizaciones de fisica clasica acerca del movimiento y la energia que contienen los cuerpos. Tiene por
objetivo explicar la interaccion de moléculas asignandoles propiedades medibles que permiten calcular la
magnitud de la interaccién de todos los componentes del sistema. El campo de fuerza estd compuesto de un
conjunto de ecuaciones que se utilizan para generar la energia potencial y los parametros empleados en estas
ecuaciones.

Hoy en dia existen cuatro campos de fuerza de uso comun para la simulacion de sistemas moléculares:
AMBER (Pearlman, 1995), CHARMM (Brooks, 1983; MacKerell 1998; Mackerell 2004), GROMOS (Van
Gunsteren 1987) y OPLS (Jorgensen 1996).

La energia potencial intramolecular de los enlaces, suele ser representada por osciladores armonicos,
durante los momentos angulares y el estiramiento de éstos, por lo que se desarrolla una serie de Fourier para
cada angulo de torsion, la tension del enlace, y del conteo de las fuerzas coulombicas, ademas del potencial
Lennard-Jones (L-J). De este modo se representan las interacciones entre dtomos separados por tres o mas
enlaces. Los dos ultimos términos a que se refiere juntos como términos no-consolidado-se evaltan entre todos
los &tomos pares en el sistema para producir la energia intermolecular. Estos campos de fuerza calculan la
energia como la suma de los términos que representan la elongacion del enlace, sus momentos angulares, la

deformacién dihedral y las interacciones de no enlace de la siguiente manera:

E= Z Vxlr+ Z Vbend_,’_ Z VWS‘FZ VLJ+ Z VC()ul

bonds angles torsion LJ Coulomb

Las primeras tres sumatorias de la ecuacion corresponden a energias de enlace (incluyen atomos
conectados hasta en tres enlaces consecutivos) y las dos ultimas se refieren a las energias no condicionadas por
un enlace. Las sumatorias pueden ser facilmente calculadas a partir de las coordenadas del sistema en un

momento dado. Para cada par de atomos enlazados (i y j), la tensién en el enlace se calcula como:

(’”1-,-_7”2-)2
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Donde k'; es la fuerza de tension constante y r; y r;° son la distancia entre dtomos y el equilibrio de la
longitud del enlace, respectivamente. Para cada grupo de tres dtomos enlazados (i, j, k), el término angular es

descrito como:
bend _ 70 0 \2
Vijk (eijk>_kijk (ei/'k_ eijk)
donde k% reptresenta la fuerza constante de flexion, qu y q%x son los dngulos entre los dtomos y su valor de
equilibrio respectivamente. Del mismo modo para un grupo de cuatro atomos entrelazados (i,j,k,l) el término

dihedral se representa como una expansién del coseno:
tors 1.9 0 \2
V[/kl ((I)[/‘kl)_k[/‘kl[ 1+cos( nq)[/‘kl_(b[/kl) ]

donde K3, es un diedro constante que afecta la distancia entre los 4tomos enlazados, n es el niimero de minimos
en una rotacion de 360 °, v Fjyu y F%u son el angulo diedro y el valor de equilibrio segtin la convencion
bioquimica (¢ = 180 ° trans, cis @ = 0 ° y ¢ = 60°/300°), respectivamente. El primer término de “no enlace” es a
menudo representado por un potencial L-J de 12.6, un modelo matematico sencillo (Lennard-Jones 1931) que

representa dos fuerzas distintas (un atractivo y un repulsivo) como se muestra a continuacion:

donde Ay y By son parametros que dependen de cada par de atomos. El primer término refleja las fuerzas de
atraccion de largo alcance (van der Waals o dispersion) y el otro para las fuerzas repulsivas de corto alcance,
como resultado de la superposicion entre los orbitales electrénicos. Finalmente, el tltimo término en la ecuacion

de campo de fuerza es un Potencial de Coulomb que describe las interacciones electrostaticas:

Coul _ q[q/'
S e
0% g

en donde q; y g; son las cargas de los atomos i y j. ry es la distancia relativa entre el par de dtomos y € la
permitividad del vacio.

En resumen, los campos de fuerza estdn compuestos de la sumatoria de las energias provenientes de la
tension, angulos y torsiones de los enlaces, asi como de las interacciones electrostaticas de largo alcance y
pardmetros particulares derivados de diferentes métodos tedricos o experimentales, tales como: la espectroscopia

de migracion para calcular las corrientes de fuerza; rayos X y microondas para calcular las geometrias, contactos



de gases raros para dilucidar las fuerzas de VW, etc. La forma que adquieran estos parametros sera particular de
cada campo de fuerza. De éste modo es como los FF permiten una descripcion de la energia potencial de las
moléculas empleando la descripcion de las magnitudes anteriores; de modo que pueden describirse en la
siguiente ecuacion general:

E E

+E +E

total — "~ enlaces noenlace otras

Para lograr esta parametrizacion, cada campo de fuerzas contiene ciertos bloques de informacién
necesarios y elementales que son: una lista del tipo de atomos que se tomard en cuenta junto con una
nomenclatura particular, una lista de cargas atémicas, formas funcionales para los componentes de la expresion
energética final y una serie de parametros fisicoquimicos que lo hardn mas o menos adecuado para el uso de un

sistema biolégico en particular. En el presente trabajo se utilizé el campo de fuerzas AMBER.

2.6.2.d. Campo de fuerzas AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinemed).

En 1984 se desarroll6 la primera version del campo de fuerzas AMBER (Weiner et al., 1984). Introdujo
importantes mejoras en los parametros del término electrostatico y las interacciones de van der Waals del campo
de fuerzas desarrollado por Karplus anteriormente.

Su funcién de energia esta constituida por seis términos: tensién, flexion, torsion, interacciones de van de
Waals, electrostaticas e interacciones electrostaticas por puente de hidrégeno. Los términos de tension y flexion
estan descritos mediante funciones armonicas y no se consideran influencias por atomos o grupos quimicos
vecinos, es decir, el termino cruzado no se maneja para este campo de fuerza.

Las cargas atémicas del término electrostatico se derivan a partir de calculos mecanocuanticos, por lo
cual este método permite el uso de una constante dieléctrica que depende de la distancia, cuyo objetivo es
mimetizar los efectos de la polarizacién durante las interacciones atractivas, poniendo el mayor peso a las
interacciones mas préximas.

Las interacciones de van der Waals y las interacciones electrostaticas, se calculan por dtomos separados
al menos por tres enlaces, y se incluye un término explicito para representar el enlace por puente de hidrégeno,
de esta manera se logra una mejor descripcion energética como estructural de los sistemas biolégicos.

Otra caracteristica importante que se debe tomar en cuenta para la seleccién de este campo de fuerzas en

la dindmica molecular, es su capacidad en el modelaje de acidos nucleicos.

2.6.2.e. Funcionamiento de un programa de dinamica molecular.
El proceso general que sigue un estudio de dindAmica molecular comienza con la determinacién de las
distancias interatémicas, angulos de enlace, angulos diedros y conectividad de la energia inicial, éste es

importarte ya que el computo de las expresiones energéticas se extiende sobre todos los términos que conforman
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la energia total del sistema, y dado que el modelo clasico no considera los electrones, carece de este elemento
para establecer la existencia o no de un enlace.

Posteriormente se contintia con el proceso de optimizacion, el cual es iterativo, en éste se procesa la
energia en funcién de la geometria. La topologia finalmente obtenida, sera utilizada para el calculo de momentos
de inercia, momentos dipolares, etc., calculados por el campo de fuerzas elegido durante el lapso total de la

dindmica.

2.6.2.f. Limites del sistema simulado.

Los efectos de contorno y los limites del sistema son fundamentales en los métodos de simulacion. El
enfoque mas eficiente para establecer éstas caracteristicas en el sistema son las condiciones periddicas de
contorno (PBC), con las cuales el sistema se replica en todas las direcciones del espacio, generando una matriz
periodica. En estas condiciones, cuando un particula en movimiento abandona los limites de la caja central, es
inmediatamente reemplazada por otra “particula imagen” que se incorpora desde la cara opuesta, por lo que el
nimero de particulas en el sistema permanece constante.

Ademas de la celda ctibica, que es el sistema mas sencillo de visualizar y programar, existen otras formas
apropiadas de construir una red periédica mediante operaciones de translaciéon de la caja central en tres
dimensiones: prisma hexagonal, paralelepipedo, dodecaedro, octaedro, etc... Su eleccién depende de valorar las
dimensiones de las moléculas a tratar en la simulacion y sobre todo, el espacio que habra entre la molécula de
interés y los limites del sistema, para con estas consideraciones conseguir una disminucién notable en el nimero

de particulas a simular, lo que en definitiva redundara en una mayor eficiencia computacional.

2.6.2.g. Métodos de integracion.
Los cambios conformacionales del sistema son explorados bajo el desarrollo de un algoritmo que sigue
la evolucién a lo largo de una trayectoria temporal utilizando las coordenadas nucleares x y la energia del

sistema U descritas por las ecuaciones de la mecanica clasica Newtoniana.

U _ dx
dc  dt,

Existe un inconveniente: estas ecuaciones no pueden ser resueltas analiticamente, ya que la fuerza
ejercida sobre un atomo depende de un movimiento acoplado de particulas que resulta dificil de computar,
porque se toma en cuenta la posicién de los atomos circundantes; debido a esto se utilizan métodos de
diferencias finitas basados en la fuerza generada en cada 4tomo, que junto con sus coordenadas y velocidades
calcularan las posiciones que habran de tomar, asumiendo que en este intervalo temporal la fuerza sera
constante. Uno de los algoritmos utilizados para integrar las diferencias finitas, estad dentro del campo de fuerzas

AMBER que resulta de una modificacién del algoritmo de Verlet denominado leap-frog.
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El algoritmo de Verlet produce trayectorias estables tras largo tiempo de iteracion y considera las

expansiones de Taylor alrededor de las configuraciones del paso posterior (t+Dt) y el anterior (t-Dt):

dx 1 d*x

(+AL)=xt+—At+— At+..
x( )=x dt 2 di?
dx 1d*x
(—At)=xt——At+— At +...
x( J=x dt 2 dt?

Si se trunca el segundo término se obtiene la siguiente ecuacién en donde x y a son los vectores de
posicién y aceleracién respectivamente.

x(t+A1)=2x(t)—x(t=At)+a(t)At’

Como se observa el vector de velocidad no se determina directamente, lo que dificulta la simulacion a
temperatura constante, con ello la primera iteracion resulta problematica porque generalmente no se tienen dos
conformaciones al inicio de ésta.

El algoritmo leap frog, posterior al calculo del algoritmo de Verlet, calcula las coordenadas a partir de las
anteriores junto con las velocidades evaluadas a medio paso de la integraciéon en donde v es el vector de

velocidades:
x(t+At)=x(t)+v(t+%At)At

1 _ 1
v(t—i—EAt)—v(t—EAt)a(t)At

Este algoritmo se utiliza de manera frecuente por ser bastante robusto pese a que no pueda calcularse la
energia cinética al mismo tiempo que la potencial, por lo que las coordenadas y velocidades se resuelven de
forma no sincronizada asignandolas durante la primera iteracién por medio de una distribucién de Boltzman para
una temperatura determinada.

Unidos todos estos paradigmas en multiples algoritmos de los que se alimenta una dindmica molecular,
ahora podemos observar con claridad la poderosa técnica que esta en nuestras manos para estudiar de cerca los
atomos y los grupos funcionales de los aminoacidos que han de interactuar con las bases y el esqueleto de
fosfato del DNA, asi como la mecanica de movimiento general que se observa durante la formacién del
complejo y sobre todo de las conclusiones e inferencias que se desentrafian de la interaccion entre un factor de

transcripcion y su secuencia blanco de DNA.
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2.7. METODOLOGI{A DEL CAP{TULO IL

Se tom6 como semilla la estructura del factor de transcripcion MEF2A unida a la CArGbox consenso 5'
CTATTAATAG 3' reportado en el archivo .pdb 1C7U (Huang et al. 2000) resuelto por NMR y constituido por
3772 atomos, de los cuales 2504 corresponden al TF MEF2A y 1268 a la CArGbox con una masa total de
8728.270 a.m.u para cada monomero del TF y de 6097.946 a.m.u para cada cadena del acido nucleico. La carga
total del sistema es de -28.0 e. No se realizaron modificaciones a las coordenadas originales, pero debido a
cuestiones “gramaticales” fue necesario corregir la escritura de algunos atomos para que el archivo original
contara con la nomenclatura utilizada en las bibliotecas del campo de fuerzas seleccionado y asi pudiera leerse.
(cfr. Apéndice A)

Se utilizé el programa GROMACS en su versién 4.5.5 (Apol et al. 2010) para realizar la dindmica
molecular con el campo de fuerzas AMBER99 protein, nucleic.. (Wang et al., J. Comp. Chem. 21, 1049-1074,
2000), que esta disefiado para el tratamiento de proteinas, acidos nucleicos y otros sistemas macromoleculares;
su funcién de energia estd compuesta por los términos de flexion, tension, interacciones de van der Waals
electrostaticas, interacciones por puentes de hidrégeno y torsion (Cfr. apéndice B), este tiltimo s6lo depende de
los atomos centrales. Las interacciones de largo alcance se calculan entre atomos separados por al menos tres
enlaces. Para el célculo de los puentes de hidrégeno se incluye un término explicito que permite una mejor
descripcién energética y estructural tan importante en las interacciones proteina-acido nucleico. Las
interacciones disolvente-disolvente y soluto-disolvente estan contempladas, y la redistribucién sobre los atomos
permite la generacion de dipolos inducidos en cada 4tomo.

El modelo de agua seleccionado fue TIP3P que es un prototipo simplista de H.0 que considera a la
molécula como un ente rigido (logra ahorrar tiempo de computo) que toma en cuenta las interacciones de no
valencia entre las moléculas de agua y el sistema MEF2A-CArGbox. La fuerza electrostatica esta basada en la
ley de Coulomb en tanto que la repulsion y dispersion utiliza el potencial Lennard-Jones, que considera tres
puntos de carga repartidos de forma exacta en cada atomo de la molécula cuyo angulo es de 104.52°. (Su
formulacion puede observarse en el apéndice C).

En cuanto a las pardmetros generales presentes en todas las simulaciones, las condiciones de frontera
fueron periddicas (Figura 4), la temperatura fue de 36.85°C controlada por el método v-rescale como opcién al
termostato de Berensden con constantes de acoplamiento de 0.1 ps, finalmente se mantuvo la presion constante
de 1 atm controlada por el algoritmo Parrinello-Rahman, por lo tanto el ensamble elegido en esta dindmica fue

NPT.

2.7.1. Especificacion de la caja donde se aloja el sistema.

Se utilizé como semilla el archivo 1C7U.pdb, que se convirti6 al formato nativo de GROMACS con el
comando “pdb2gmx”, que tiene por objeto generar dos ficheros: el .gro que contiene las coordenadas
tridimensionales de los atomos del sistema y el .top que alberga informacién acerca de sus masas atémicas,

cargas y enlaces.
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Una vez realizado el cambio al formato nativo de GROMACS, se configuraron las dimensiones de la
caja que albergaron a los atomos, ejecutando el comando “editconf”. El largo mayor del complejo es de ~72.24
A, su altura mayor es de ~49.07 A y de ancho tiene ~30 A, se especificé una distancia de 1.5 nm (15 A), a partir
del punto mas superficial en los ejes x, y y z el complejo TF-elementocis. La forma de la caja es dodecahédrica
que ocupa un volumen 871.24 nmA3, cuyo centro se halla en las coordenadas 10.721 10.721 10.721 (nm) para

los valores de x, y y z respectivamente.

2.7.2.Solvatacion del sistema.

Posterior al desarrollo de las especificaciones de la caja se procedié a rellenarla con moléculas H-O, ya
que la simulacién de éstas se hizo de manera explicita. Esta accion se realizé con "genbox", programa que
modificé el fichero .gro y .top, para agregar 27687 moléculas de agua basadas en el modelo de coordenadas
spc216.gro que guarda una distancia minima de 1.57 A entre moléculas en su estado inicial y es compatible con

otros modelos de tres puntos como el TIP3P.

Fig. 4. Condiciones Periédicas del sistema. Proyeccién ortogonal de las primeras cuatro capas del sistema periédico, se observa al complejo MEF2A-DNA
en multiples repeticiones y en la esquina inferior izquierda un registro del cuadrante retratado en el visualizador molecular VMD.

2.7.3.Creacion del archivo .tpr

Para continuar con el proceso de la dindmica molecular fue necesario realizar la compilacién de los
ficheros .gro, .top y .mdp utilizando el comando "grompp" que al conjuntarlos genera un archivo .tpr, (archivo
en cddigo maquina que contiene las coordenadas del sistema, asi como la informacion fisicoquimica de cada
atomo y la especificacion del campo de fuerzas utilizado durante la simulacién). Cabe mencionar que la
generacion de este archivo es necesaria para llevar a cabo la adicion de iones en el mismo, por lo que se realiz6

una minimizacion infima de 300 ps.
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2.7.4. Neutralizacion de la carga total del sistema.

En un inicio se registr6 una carga total del sistema de -28.0 e, que fue neutralizada con el fin de
aumentar su estabilidad. Se adicionaron 28 iones monoatémicos de Na® al remplazar moléculas de agua en
lugares energéticamente favorables para su inclusion en el sistema. La adicién de iones se lleva a cabo utilizando

el programa “genion”.

2.7.5. Flujo de ejecucion de la preparacion del sistema.
Confrontese el apéndice “A” para revisar a detalle las indicaciones otorgadas al programa GROMACS
4.5.5. Cada paso incluye los archivos de entrada y salida con el fin de facilitar la repeticién de la dindmica, asi

como observaciones y notas importantes generados durante las distintas etapas de confeccion del sistema.

2.7.6. Minimizacion de la energia total del sistema.

Esta primera parte de la simulacién tiene por objetivo reacomodar las coordenadas de los 4tomos
presentes en las moléculas disueltas para que las longitudes de sus enlaces y sus angulos se encuentren en
configuraciones de minima energia potencial. El procedimiento se realizd con el fin de evitar rupturas en la
molécula debido a los altos niveles energéticos que puedan afectar la estabilidad de la simulacién; este paso
acelera las simulaciones posteriores.

Se realiz6 la compilacién de los archivos MINI.mdp, 1C7U.top y 1C7Uneutralizado.gro con el fin de
generar los archivos 1C7Ucompilacion.tpr y mdout.mdp. A continuaciéon se resaltaran las principales
especificaciones con las que se corrié la minimizacion.

En la linea integrator=steep se orden¢ utilizar el algoritmo steepest-descent para la minimizacion de
energia potencial. Este algoritmo se considera una buena opcién para acercarse al minimo energético que
depende de tres variables independientes 3N que corresponden a 3 componentes inmersos en las coordenadas de

los 4tomos en nuestro sistema, éstos son:

Xy Vector que contiene la configuracion del sistema iteracion k.
A« Escalar que indica la magnitud del salto en la direccion de bisqueda de minima energia.

Sk: Corresponde al vector de busqueda que nos lleva a la direccién negativa del gradiente.

de este modo el camino de la minimizacion es la que persigue el gradiente del potencial.

El valor de nsteps corresponde al niimero de pasos de integracién al que se sometera al sistema, en éste
caso se indicaron 30000 como maximo numero de iteraciones.

Con nlist se indicé que la frecuencia de actualizacién de la lista de vecinos atébmicos que mantienen una
interaccion no covalente por debajo de un radio de corte R.,sera actualizada y retenida cada 10 pasos durante la
simulacion. Se asigné el valor de 1 nm a la distancia de corte R, denotada como rlist dentro del archivo .mdp.

Las interacciones coulombicas entre las particulas cargadas fueron calculadas bajo el esquema de la
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suma de Ewuald, indicado como coulombtype=pme.

El radio utilizado para la bisqueda de vecinos inmersos en interacciones coulombicas se especifico de 1
nm asignado en la linea rcoulomb=1.0 al igual que el radio considerado en lar interacciones de van der Waals
especificado en la lines rvdw=1.0.

El rango de puntos de corte se especifico con la relacién rvdw > rlist en la linea vdw-type=cut-off.

La minimizacién de energia se hizo converger cuando la fuerza maxima fuera menor que 100 kJ mol™!

nm™! (emtol=100) y finalmente, los datos de calculo de energia fueron guardados cada 10 pasos.
Confréntese el apéndice “A” para revisar a detalle el flujo de ejecucién de los comandos durante al

minimizacion.

2.7.7. Dinamica de posiciones restringidas.

Partiendo de la fijacién del soluto dentro de nuestro sistema, fue necesario permitir que el disolvente y
los iones se "relajasen” a su alrededor en posiciones de minima energia potencial, se consigui6é que el disolvente
llenase la caja de manera uniforme e ingresase a los poros presentes en el complejo MEF2A-CArGbox, ya que el
programa genbox no lo hace. En este paso se impide la formacién de vacios durante la simulacién de todos los
atomos.

El sistema se encuentra separado en los grupos DNA, PROTEIN, SOL y el que integran los iones. Se
fijaron todos los atomos de los grupos que corresponden a los polipéptidos y al oligonucleétido, cuya posicion
restringida se encuentra definida por una fuerza constante, asociada a un potencial hamiltoniano adicional. Las
moléculas de agua no fueron fijadas con el fin de mantener al solvente sin restricciéon dentro del sistema con los
fines antes descritos.

Para activar posiciones restringidas de atomos que se especificaron en ficheros con extension .itp
(creados tras la conversion de archivos .pdn al archivo nativo de GROMACS) se indic6 en el archivo de entrada
PR.mdp: define=-DPOSRES. La dindmica se ejecuté bajo el algoritmo leap-frog, responsable de la integracién
de las ecuaciones de Newton (especificado en la linea integrator=md). El tiempo de simulacion fue de 125000
pasos, que equivalen a 250 ps (dt=0.002), bajo las siguientes condiciones: se restringieron las distancias de los
enlaces con la opcion constraints=all-bonds, la temperatura se mantuvo constante a (36.85 °C) y se utilizo el
algoritmo v-rescale como variante del algoritmo de Berensden, mismo que fue utilizado para mantener la presion
constante a 1 atm.

El esquema de vecindad para regular las interacciones electrostaticas fue el mismo que en la
minimizacién, se utilizo el algoritmo PME para el calculo de las fuerzas coulémbicas. Con las opciones
nstxout=250 y nstenergy=100 se indic6é el niimero con el que las coordenadas del sistema y los célculos de
energia se almacenaron para construir los ficheros de trayectoria y energia.

Finalmente con la linea gen_vel=yes indicamos que las velocidades aleatorias se generaran desde el

inicio de corrida del sistema. Confrontese el apéndice “A” para revisar a detalle el flujo de ejecucion de los
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comandos utilizados durante la dindmica molecular de posiciones restringidas.

2.7.8. Dinamica molecular de todos los atomos.

En la tercera simulacién o dindmica molecular completa se realizaron los calculos de movimiento que
incluyen todos los grupos del sistema, no se restringieron posiciones para ningin atomo (se retir6 la opcion
-DPOSRES), con el objetivo de hacer de esta dindmica un reflejo de las interacciones existentes entre el DNA y
el factor de transcripcion. El archiivo MD.md contiene todas las especificaciones de corrimiento del sistema, a
continuacion se indican sus principales determinantes: Los calculos de la ecuaciéon de movimiento de Newton
se resolvieron con el algoritmo leap-frog (integrator=md), todos los enlaces atémicos fueron considerados como
rigidos (indicado en la linea constraints=all-bonds). Tanto la temperatura como la presion fueron constantes, la
primera fue controlada por el algoritmo v-rescale a 36.85 °C y se mantuvo el sistema a 1 atm controlandola con
el algoritmo Parrinelo-Rahman.

La lista de vecinos atémicos con interaccion no covalente segin el radio R. ( de 1 nm) se actualiz6 cada
10 pasos (nlist=10). El esquema de Ewald fue el seleccionado para el célculo de las interacciomnes
couldmbicas (indicado en la linea coulombtype=pme del archivo .mdp, asociado al valor de rcoulomb=1.0 que
indica un radio de corte de 1 nm). Para esta simulacion el radio de van der Waals se acrecent6 a 1.4 nm (en las
anteriores simulaciones fue de 1 nm) con el fin de considerarlas ampliamente, debido al papel fundamental que
tienen durante al interaccion entre factores de transcripcién y sus secuencias blanco. Cabe mencionar que la
relacién rvdw > rlist se mantuvo (vdw-type=cut-off).

El tiempo total de la simulacién fue de 125000 pasos que equivalen a 25000 ps. (dt=0.002 ps.), los
cuales fueron registrados cada 2500 pasos para los archivos de trayectoria y velocidades, (nstxout, nstvout y
nstfout)- Los archivos de energia fueron construidos cada 100 pasos (indicados en la linea nstenergy=100).
Confréntese el apéndice “A” para revisar a detalle el flujo de ejecucién de los comandos utilizados durante la

dindmica molecular de todos los atomos.

2.7.9. Herramientas de analisis posterior a las dinamicas experimentadas por el sistema.
Debido al nimero de datos obtenidos -tras el desarrollo de la dindmica- fue necesario crear un conjunto

de metodologias adecuadas de andlisis, para comprender el sistema a través de sus diferentes fases.

2.7.9.a. Obtencion de la grafica de energia potencial.

A través del estudio de la energia potencial podemos inferir la energia almacenada en nuestro sistema,
dato importante que permite realizar un esbozo de interacciones sufridas por 4tomos, tales como las fuerzas de
atraccion y repulsion.

Durante el periodo de minimizacién, el andlisis de la energia potencial es un dato fundamental; al
observar su variacion, podremos observar como ha fluctuado en un nivel inferior al inicial, de ello dependera la

optimizacién de nuestro sistema durante el procesos de minimizacién.
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El proceso de obtencién de la energia potencial se realiza a través de la ejecucion del programa
g_energy incluido dentro de la paqueteria de GROMACS; su funcién es extraer los componentes energéticos del
archivo con extension .edr, creado como archivo de salida durante los tres procesos de dindmica realizados. La
linea de c6digo a ejecutar sera: g_energy -f X.edr -o X; n dénde -f representa el archivo de entrada, -o el archivo
de salida y X el nombre del archivo. Este programa es capaz de calcular otros parametros, se debe seleccionar la

opcion 10 que corresponde a la energia potencial (aplicable en la versién 4.5.5).

2.7.9.b. RMSD.

La concatenacién de los puntos comunes entre dos estructuras dentro de un espacio tridimensional, suele
ser muy util en los analisis posteriores a una dindmica, para comparar los cambios estructurales de las moléculas
a través del tiempo. El andlisis de RMSD (Root-Mean-Square Deviation) correspondiente a la minimizacion se
realiz6 con el método “top” de VMD, se alinearon en su totalidad tanto el backbone de la proteina como el
esqueleto de fosfatos en el DNA de las estructuras que corresponden al frame 0 y el tiltimo de la simulacién que

en este caso fue el 74.

2.7.9.c. Obtencion de las graficas de temperatura, presion y densidad.

Examinar los cambios de temperatura, presion y densidad del sistema es fundamental para obtener una
idea de las condiciones a las que se sometieron las moléculas durante la simulacién, por ejemplo, el control de
estos parametros en la dindmica de posiciones restringidas, nos brinda la certeza de que el sistema total ha
llegado a un equilibrio o no, en cuyo caso las oscilaciones de dichas fuerzas fisicas atn se considerarian
inadecuadas como para progresar con la dindmica de todos los atomos. Al igual que en la obtencién de la gréafica
de presién, a través del programa g energy, podremos construir las graficas de densidad y temperatura,
utilizando la misma linea de comandos y valiéndonos de los datos reportados en el fichero con extensién .edr

proporcionado después de aplicar el programa mdrun de la paqueteria de GROMACS.

2.7.9.d. Creacién del grupo Protein_DNA y el aislamiento de subgrupos atémicos.

Debido a que ciertos analisis s6lo tomaran en cuenta al complejo TF-CArGbox, es necesario crear un
archivo que contenga tanto sus registros energéticos como los de trayectoria, este fichero sera leido por
GROMACS como un grupo. Su creacion es muy simple, basta con otorgarle al programa make_ndx el archivo
de configuracion .gro, y seleccionar de entre los grupos ya existentes o por medio de la selecciéon de dtomos
especificos valiéndose de su numeracion en el archivo de coordenadas; ejemplo: teclee a 3297-3326 , después de
la ejecucién del comando make_ndx para seleccionar la C 226 de la cadena B. De ser el caso, la concatenacién

de los grupos se lleva por medio de operadores boleanos.

2.7.9.e. Centrado del complejo dentro del sistema.

Durante la dinamica molecular es probable que el complejo molecular estudiado se desplace fuera de los
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limites de la caja de agua, si bien las condiciones periddicas previenen la pérdida de atomos, pueden causar
problemas en la visualizaciéon y provocar errores durante el andlisis de RMSD. En consecuencia, las
coordenadas del sistema se distorsionan considerablemente, por ello antes de realizar dicho anélisis, se
recomienda centrar al complejo dentro del sistema. El programa trjconv ejecuta un compendio de tareas que
incluyen la conversion de un formato a otro, el cambio en la periodicidad de representacion, realiza cambios de
reduccién, crea particiones en la trayectoria y también sirve para reubicar grupos de atomos dentro del espacio
tridimensional del sistema. Esta tultima tarea se divide en dos secciones: en la creacién de un archivo de
trayectoria con las especificaciones de la reubicacién de atomos, y en la creacion de un archivo en el que pueda
visualizarse dichos cambios. El primer paso a seguir es ejecutar el programa trjconv como se indica en la

siguiente linea de comando:

trjconv -f X.trr -s X.tpr -n indx.ndx -o archivo.xtc -center -pbc mol

en donde -f es el archivo de trayectoria, -s el fichero compilado con el que se ejecuta el programa mdrun y -o es
el archivo de salida que contiene la trayectoria corregida. La forma de ejecucién del programa en cuestion,
depende de las opciones con las que se acompafie, en éste caso -center coloca al grupo seleccionado en el centro
de la caja, la opcién -pbc mol considera que el centro de masa de la molécula estara al centro de todo el sistema
observado y sus contrapartes periddicas.

2.7.9.f. Determinacion de los puentes de hidrégeno existentes entre MEF2A y su CArGbox.

Debido a que los puentes de hidrégeno son fundamentales en la formacién y reconocimiento de los
factores de transcripcién y su secuencia blanco, es necesario su estudio para localizar de forma puntual los sitios
de interaccion; en consecuencia se utilizo el programa g_hbond - incluido en la paqueteria de GROMACS - para
determinar el niimero de puentes de hidrégeno formado entre dos grupos de atomos (en este caso un aminoacido
y un nucledtido) en funcion del tiempo total de la dindmica. h_bond calcula la existencia de puentes de
hidrogeno basado en parametros espaciales y energéticos, por lo que atendiendo a estos fines se designaron los
siguientes parametros: radio de corte del aceptor 0.35 nm (recomendado en estudios de sondeo de HB), 30° para
el angulo del donador, el aceptor y el 4tomo de hidrégeno, y finalmente se especificé una temperatura de 310 K
para computar la energia de Gibbs correspondiente al rompimiento y formacién de los puentes. Los registros
fueron realizados cada 5 ns.

El sondeo se realiz6 formando grupos entre cada uno de los nucleétidos dentro de la CArGbox de las
cadenas A y B del DNA contra cada uno de los aminoacidos iniciando desde Glyl hasta Ala38, trecho que
corresponde a la zona de unién. Las relaciones fueron conformandose por grupos entre los &tomos del
aminoacido X y todos los atomos del nucleétido Y, es decir 1 a 1. Los puentes de hidrégeno se rastrearon desde
el inicio de la dindmica hasta el nanosegundo 25, es decir a su término y fueron visualizados con Grace 5.1.23

(1991-1995 Paul J Turner, Portland, OR; 1996-2012 Grace Development Team).
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2.7.9.g. Visualizacién de estructura secundaria.

Con la finalidad de examinar los cambios de la estructura secundaria a las que estan sujetas las cadenas
del TF MEF2A, se realizé un registro de éstas cada 500 frames (2.5 ns) hasta el final de la simulacion. El
programa POLY VIEW-2D (Lincoln D. Stein's perl GD graphics Library that can be found at Boutell.Com, Inc.
Web server or in any CPAN modules collection) se eligié para realizar un estudio de la estructura secundaria de

facil visualizacion.

2.8. RESULTADOS DEL CAPITULO II.
Se obtuvieron las siguientes simulaciones de dindmica molecular para el sistema CArG-MEF2A

reportado en el archivo .pdb 1C7U:

9318 ps de minimizacion energética bajo el algoritmo steepest-descent, con un minimo

de -1.45e+06 kJ/mol.

RMSD con valor de 1.13 A en la comparacion de la semilla y el sistema al final de

la dindmica.

250 ps de dinamica de posiciones restringidas.

25 ns de dinamica de todos los 4tomos.

Mapeo de los puentes de hidrégeno involucrados en la unién de MEF2A y su CArGbox

a lo largo de la simulacion.

2.8.1. Inspeccion de los puentes de hidrégeno presentes entre MEF2A y la CArGbox.

Por medio del programa g_hbond se examinaron los residuos de aminoacido del 1 al 38 presentes en el
factor de transcripcion, ya que es la zona de interaccion del complejo. En la tabla 2 se presentan los aminoacidos
que resultaron positivos para este rastreo junto a los nucleétidos con los que interactiian; en la cual se observa
que 21 de los aminoacidos presentes en la cadena A y B del dimero MEF2A, sostienen uno o mas puentes de
hidrégeno con 17 de los nucleé6tidos presentes en la CArGbox. Cabe resaltar que la distribucion de las
interacciones no es simétrica en el caso de la Arg2, la Ile5, la Thr19, la Lys22 la Gly26 y la Lys29, ya que
aunque se puede establecer un eje de simetria bien marcado en el complejo debido a que trabajamos con un
homodimero y a una secuencia de DNA palindroma, cabria esperar que las interacciones fuesen similares para

ambos cadenas de aminodacidos, sin embargo no se cumple dicho supuesto.
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Tabla 2. Registro de los puentes de hidrégenos formados entre los aminoacidos de MEF2A y los nucleétidos de la caja CArG. Por medio del programa
g_hbond se realiz6 la determinacién de puentes de hidrégeno existentes entre el factor de transcripcién y el DNA, para lo cual se relacionaron de forma
individual cada uno de los primeros 38 residuos de aminoacido presentes en la proteina, con cada uno e los 20 nucledtidos presentes en la CArGbox. Se
reportan Unicamente aquellos ensayos que dieron positivo en la ocurrencia de puentes de hidrogeno. En la primer columna se indica el aminoécido en el
que se detect6 el puente de hidrégeno, la segunda columna indica la cadena a la cual pertenece el residuo dentro del dimero MEF2A; en la tercera columna
se reporta el nucleétido con el que se establece la interaccion, en forma de stper indice aparece reportado con una a y/o una b si el nucledtido se encuentra
direccién 5' — 3' o0 3' - 5' respectivamente. En forma de subindice se reporta el nimero méaximo de puentes de hidrégeno que se establecen entre el

aminoécido reportado y el nucleétido a lo largo de 25 ns. de dinamica.

Aminoacido | Cadena MNucleotidos

Gyl A |T9f T10{ |T13Y

B |T9] |Ti0] |T13S

Are? A |ce |17 |8t |Aa14) G5,
r - -
8 B - | - | - |A14]G15

Lved A Al4] G15)

-] - N

y B Al4] G15]

A T105 Al15

L}"S-d- b b

B T10] All;

Ile5 A All}

A G15)

Asnl5 .

B G15]

Thr19 B Al4]

. A ce’ | - | a148| G1s)
s - . -
y B - | T13]| A145| G15]

A T135 A148

Arg23 . .

B T13¢ A145

Gly26 A A14]

Lve29 A A1t | A12d | T3t
s - h
y B - A125 | T139

N A A11Y | A12%%| T13%"
s - ’ y
y B A1l | A129%| T13]

En total se hallaron 69 interacciones de este tipo, las cuales pueden dividirse claramente en tres grupos con
respecto a su tiempo de presencia dentro de la duracion total de la dindmica: aquellas que estuvieron presentes
mas del 80% total del tiempo de duracion (grupo I); las que estuvieron presentes arriba de un 30% hasta un 79%
de la dinamica (grupo II); y las que se sostuvieron por debajo del 30% de la dinamica (grupo III). Esta forma de
clasificacién contribuye a la comprension del papel que cada una de las interacciones cumple en la unién del TF
con el DNA. Esta clasificacion se muestra en la tabla 3.

Los aminoécidos del grupo I contribuyen considerablemente dentro del tiempo total de la dindmica en el
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establecimiento de la interacciéon entre el dimero y el acido nucleico, pueden ser considerados como la
magquinaria principal de anclaje entre las dos moléculas. El segundo grupo posee estadios relativamente
medianos, que es posible contribuyan en menor medida a la unién de las moléculas. El dltimo grupo parece no
poseer importancia relevante en la formacién del complejo durante el tiempo total de la dindmica, ya que la
aparicién de estas interacciones esta limitada a tan sélo un momento del tiempo total de la simulacién. Sera
interesante analizar estos datos para obtener nociones sobre la formacién del complejo, ya que se observan
recambios de formacién en puentes de hidrogeno a nivel de un mismo aminodcido que posee dos o mas
interacciones y también entre diferentes aminoacidos que establecen interacciones cuando algin otro residuo ha

dejado de participar en una.

Tabla 3. Clasificacion de los aminoacidos que sostienen interaccién por puente de hidrégeno segtin su porcentaje de estadia a lo largo de una dindmica de
25 ns. Los porcentajes de estadia fueron obtenidos del registro realizado cada 5 ps por el programa g_hbond, estos fueron tomados para calcular el tiempo
de estadia de los puentes de hidrégeno conjuntando los registros individuales por cada aminodcido. En la primera fila se registra el aminoacido
acompafiado de su posicion en la cadena polipeptidica partiendo desde el extremo amino. En la columna dos se especifica la cadena a la que pertenece
dentro del dimero de MEF2A y finalmente en la columna de la derecha se especifica el grupo al cual pertenece.

Aminoacido Cadena Grupo

Gly1 A I
Glyl
Arg2
Arg2
Lys4

I

I

Lys4

Lys22

Arg23
Arg23
Lys29
Lys29
Lys30
Lys30
Lys22

II

Lys3 II

Lys3 I

Ile5 111

Asnl5 1

Asnl5 1

Thr19 1

b o= I o= B o o (o [ o~ I I o~ o~ 2 B v B e S B s S S e A R

Gly26 I

Los tiempo de participacién por interaccion se observan claramente en los diagramas A al G que

conforman la figura 5 y que fueron registrados cada 5 ps.
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Fig 5. Seccién A. Formacién de puentes de hidrégeno a lo largo de 25 ns de dindmica molecular en los residuos de Gly1 cadenas Ay B y Arg2 de la cadena
A. En el eje de las x se muestra el tiempo total de duracién de la dindmica y en el eje de las y observamos el nimero de puentes de hidrégeno formado a lo
largo de la dindmica. En la parte superior, en azul, se muestran las interacciones que Gly de la cadena A sostiene con T9 y T10 de la cadena Ay T13 de la
cadena B. En el medio de color verde de reportan las interacciones de la Gly1 de la cadena B sostenidas con T13 de la cadena A y, T9 yTO de la cadena B.
Finalmente en la parte inferior en color azul obsérvese los puentes de hidrégenos establecidos por Arg2 de la cadena A con C6, T7 y A8 de la cadena A.
Los registros de puentes de hidrégeno se tomaron cada 5 ps.
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Numher

Fig 5. Secci6én B. Formacion de puentes de hidrégeno a lo largo de 25 ns de dindmica molecular en los residuos de Arg2 cadenas Ay B y Lys3 de la cadena
B. En el eje de las x se muestra el tiempo total de duracién de la dindmica y en el eje de las y observamos el niimero de puentes de hidrégeno formado a lo
largo de éste periodo. En la parte superior, en azul, se muestran las interacciones que Arg de la cadena A sostiene con A14 y G15 de la cadena B . En el
medio de color verde agua de reportan las interacciones de la Arg2 de la cadena B sostenidas con A15 y G15 de la cadena A ; finalmente en la parte
inferior en color naranja obsérvese los puentes de hidrégenos establecidos por Lys3 de la cadena A con A14 y G15 de la cadena B. Los registros de puentes

de hidrégeno se tomaron cada
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Fig 5. Seccién C. Formacién de puentes de hidrégeno a lo largo de 25 ns de dindmica molecular en el

residuo de Lys3 de la cadena, la Lys4 de la cadena A y B i Ile5 de la cadena A. En el eje de las x se muestra el tiempo total de duracién de la dindmica y en
el eje de las y observamos el numero de puentes de hidrégeno formado a lo largo de éste periodo. En la parte superior, en verde, se muestran las
interacciones que Lys3 de la cadena A sostiene con Al4 y G15 de la cadena A . En el medio de color rojo se reportan las interacciones de la Lys4 de la
cadena A sostenidas con T10 y A11 de la cadena A; finalmente en la parte inferior en color morado obsérvense los puentes de hidrégenos establecidos por
Lys4 de la cadena B con T10 y A15 de la hebra B junto con la tinica interaccién reportada para Ile5 de la cadena A en color negro con A1l de la hebra A
Las dataciones de puentes de hidrégeno se tomaron cada 5 ps.
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Fig 5. Seccién D. Formacién de puentes de hidrégeno a lo largo de 25 ns de dindmica molecular en el residuo de Asn15 de las cadenas Ay B, Thr19 de la
cadena B y Lys 22 de las cadenas A y B. En el eje de las x se muestra el tiempo total de duracién de la dindmica y en el eje de las y observamos el niimero
de puentes de hidrégeno formado a lo largo de ése periodo. En la parte superior, en negro y fuxia, se muestran las interacciones que Asnl15 de las cadena A
y B sostiene con G15 de la cadena B 'y A respectivamente; del lado izquierdo en la parte superiro de color morado se reporta la interaccién de Thr19 de la
cadena B con A14 de la hebra B . En el medio de color negro se reportan las interacciones de la Lys22 de la cadena A sostenidas con C6 de la hebra A y
Al4y G15 de la cadena B; finalmente en la parte inferior en color uva obsérvense los puentes de hidrégenos establecidos por Lys22 de la cadena B con
T13 de la hebra Ay A14 y G15 de la hebra A. Las dataciones de puentes de hidrégeno se tomaron cada 5 ps.
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Fig 5. Secci6on E. Formacién de puentes de hidrégeno a lo largo de 25 ns de dindmica molecular en los residuos de Arg23 cadenas A y B, Gly26 de la
cadena A 'y Lys29 de la cadena A. En el eje de las x se muestra el tiempo total de duracién de la dindmica y en el eje de las y observamos el niimero de
puentes de hidrégeno formado a lo largo de ese periodo. En la parte superior, morado, se muestran las interacciones que Arg23 de la cadena A sostiene con
A14 y T13de la cadena B. En el medio de color rojo se reportan las interacciones de la Arg23 de la cadena B sostenidas con T13 y T14 de la cadena A, a un
lado en color azul se observa la interaccién de Gly26 de la cadena A con A14 de la cadena B. En la parte inferior en color amarillo obsérvese los puentes de
hidrégenos establecidos por Lys29 de la cadena A con A11, A12 y T13 de la cadena B. Las dataciones de puentes de hidrégeno se tomaron cada 5 ps.
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Fig 5. Seccién F. Formacion de puentes de hidrégeno a lo largo de 25 ns de dindmica molecular en los residuos de Lys29 y Lys30 presentes en la cadena A.
En el eje de las x se muestra el tiempo total de duracién de la dindmica y en el eje de las y observamos el nimero de puentes de hidrégeno formado a lo
largo de ese periodo. En la parte superior, en verde, se muestran las interacciones que Lys29 de la cadena B sostiene con A12 y T13 de la hebra A. En
morado se reportan las interacciones que Lys30 de la cadena A sostenidas con A12, T13 de la cadena Ay, A11, A12 y A13 de la cadena B. Las dataciones
de puentes de hidrégeno se tomaron cada 5 ps.
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Fig 5. Seccién G. Formacién de puentes de hidrégeno a lo largo de 25 ns de dindmica molecular en los residuos de Lys30 presente en la cadena B. En el eje
de las x se muestra el tiempo total de duracién de la dindmica y en el eje de las y observamos el niimero de puentes de hidrégeno formado a lo largo de
ésta. En naranja se muestran las interacciones que Lys30 de la cadena A sostiene con A1ly A12 de la cadena A junto con A12 y T13 de la cadena B. Las
dataciones de puentes de hidrégeno se tomaron cada 5 ps.

Fue posible identificar algunos de los aminoacidos que participan de forma importante en la prevalencia
del complejo a través de la dindmica. Los aminoacidos de la cadena A que resultaron positivos en el
establecimiento de puentes de hidr6geno, muestran una marcada diferencia en el tiempo de duracién de estas
interacciones en los aminoacidos del grupo I y III, observandose puentes de hidrégeno que permanecen a lo
largo de la dindmica como es el caso del registrado entre la Arg2 y la T7 de la hebra A y también interacciones
menos consistentes como las hay entre la Gly26 y la A14 de la cadena B. En la figura 6 se reportan los
porcentajes de presencia de puentes de hidrogeno a lo largo de 25 ns de dinamica molecular obtenidos para cada
uno de los aminodacidos representados: Gly1-96%, Arg2-100%, Lys4-89%, Lys22-81%, Arg23-87%, Lys29-85%,
Lys30-92%, Lys3-28%, Ile5-3%, Asn15-8% y Gly 26-3%.
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Fig. 6. Porcentaje de duracién de los puentes de hidrégeno formados por los aminoacidos de la cadena A del dimero de MEF2A. Se utilizaron los registros
de la determinacién de puentes de hidrégeno realizados cada 5 ps con el programa g_hbond para obtener el porcentaje de presencia a lo largo de la
dindmica por lo que 25ns corresponden al 100%. El registro fue culitativo, ya que a éste porcentaje contribuyen igualmente la presencia de uno o mas
interacciones, en el caso de los aminoacidos que forman dos o mas puentes en el mismo lapso de tiempo. Para éste grafico solo se tomaron en cuenta los
aminodcidos presentes en la cadena A de MEf2A y que dieron positivo para el establecimientos de puentes de hidrégeno con la caja CArG y que
corresponden a Glyl, Arg2, Lys4, Lys22, Arg23, Lys29, Lys30, Lys3, Ile5, Asnl5 y Gly26 diferenciados por colores. Los datos incluidos en la figura
descienden directamente de los recabados en la dindmica molecular tratada en éste capitulo.

Presencia del puente de hidrégeno
alo largo de la dinamica (%)

En el caso de los aminoacidos de la cadena B (como se observa en la figura 7), se hallaron los tres
grupos de clasificacién con respecto al tiempo de estadia, siendo visibles los siguientes porcentajes de
permanencia de los puentes de hidrégeno en los distintos aminoacidos que sostienen este tipo de interacciones
con la CArGbox: Gly1-93%, Arg2-91%, Lys4-81%, Arg23-96%, Lys29-78%, Lys30-98%, Lys22-67%, Lys3-
45%, Asnl15-7% y Thr19-2%. Cabe mencionar con respecto a los porcentajes de ambas cadenas, que los

aminodcidos reportados poseen porcentajes similares.

e

Gly1 Arg2 Lys4 Arg23 Lys29 Lys30 Lys22 Lys3 Asnl5 Thr19

Fig. 7. Porcentaje de duracion de los puentes de hidrégeno formados por los aminoacidos de la cadena B del dimero de MEF2A. Se utilizaron los registros
de la determinacién de puentes de hidrégeno realizados cada 5 ps con el programa g_hbond para obtener el porcentaje de presencia a lo largo de la
dindmica por lo que 25 ns corresponden al 100%. El registro fue culitativo, ya que a éste porcentaje contribuyen igualmente la presencia de uno o mas
interacciones, en el caso de los aminodcidos que forman dos o mas puentes en el mismo lapso de tiempo. Para éste grafico solo se tomaron en cuenta los
aminodcidos presentes en la cadena B de MEF2A y que dieron positivo para el establecimientos de puentes de hidrogeno con la caja CArG los cuales son:
Gly1, Arg2, Lys4, Lys22, Arg23, Lys29, Lys30, Lys3, Asnl5 y Thr19 diferenciados por una gama de colores. Los datos incluidos en la figura descienden
directamente de los recabados en la dindmica molecular tratada en éste capitulo.
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2.8.2. Mapa de interacciones por puentes de hidrégeno en el complejo MEf2A-CArGbox.
Se realiz6 el mapa de interacciones entre la CArGbox y MEF2A, que consiste en la deteccién precisa de
los puentes de hidrégeno entre los aminoacidos de la cadena A y B de MEF2A, con los nucledtidos presentes en

ambas hebras de DNA como se observa a en la figura 8.
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5' Cadena A CadenaB 3'

Asn15-A —

Lys3-A - — T2
Lys22-A =5
Arg2-A <— =
Gly26-A — =<
()

B 3 puentes de H . ‘
B 2 puentes de H .

B 1 puentede H .
oo (U

,,,,,,,,,,, =>30% < 80% .

- <30%

5> Lys22-B
Lys3-B

~ Asn15-A
3 S
Fig. 8. Mapa de interacciones por puentes de hidrégeno entre MEF2A y su CArGbox. Se utilizaron los registros de puentes de hidrégeno derivados de la
dindmica molecular de 25 ns, para representar puntualmente las interacciones sostenidas entre los aminodcidos y los nucleétidos presentes en el complejo
MEF2A-CArGbox. A los puentes de hidrégeno se les representa de distintas maneras: aquellos que poseen una duracién menor al 30% del total de la

dindmica, los que estan presentes arriba del 30% y por debajo del 80% y aquellos que permanecen durante 80% o més de la dindmica, también se incluye
un esquema de colores como se indica en la parte inferior izquierda de la figura, para puntualizar el nimero de interacciones que se generan en la
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relaciones aminioacido-4cido nucleico, ya que existen casos en las que un aminoacido establece mas de un puente de hidrégeno con un solo nucleétido., En
la parte superior se especifican el nombre de cada una de las cadenas de DNA, la numeracién de los nucledtidos se corresponde con el veintedmero
descrito en el archivo .pdb con id:1C7U, aunque por fines practicos solo se reporta la seccién que corresponde a la CArGbox, los numeros en italicas que
se encuentran sobre cada nucleétido corresponden al nimero de interacciones que cada uno presenta.

En el mapa de la figura 8, se observa con mayor especificidad la temporalidad de cada una de las
interacciones entre aminoacidos y nucledtidos, como en el caso de la Lys22 de la cadena A que posee
interacciones desarrolladas en los tres periodos de tiempo descritos anteriormente. Se observa una concentracién
relativamente mayor de puentes de hidrogeno en ciertos residuos, como el caso de G15 y A14 de la hebra B, con
8 interacciones cada una de ellas (el mayor nimero registrado dentro de la CArGbox), de las cuales se distinguen
las establecidas con la Lys22A en el caso de G15; Lys23A y Arg2A en el caso de A14 por permanecer mas del
80% durante el tiempo total de la dinamica molecular. C6 y T7 de la cadena A, establecen 2 y 3 puentes de
hidrogeno respectivamente, por lo que la suma total que aportan los pares C6-G15 y T7-A14 es de 10 en el caso
del primer par y de 11 en el segundo, registrando en conjunto la mayor concentracion de puentes de hidrégeno.

El nimero minimo de interacciones se registra en los nucleétidos C6, T7 y A8 de la hebra B. En los que
el programa g_hbond no localizé ninguna interaccién, sin embargo, las bases con las que se aparean de la hebra
A si establecen interacciones. La base G15 establece 5 puentes de hidrogeno, A14 posee 7 y T13 posee 6. Estas
bases se distinguen por ser algunos de los sitios con mas interacciones dentro de la CArGbox. Los pares T9-A12,
T10-A11, A11-T10 y A12-T9 (nombrando en primer lugar el nucleé6tido de la hebra A) que conforman la seccién
mas variable de la CArGbox, poseen 5, 7, 7 y 6 puentes de hidrogeno respectivamente, siendo la reparticion casi
equitativa en las bases que componen los pares T10-A1l y A11-T10, lo que distingue esta regi6n de la
CArGbox; no es este el caso de los pares T9-A12 y A12-T9 en los que una de las bases posee casi en su totalidad
las interacciones presentes en el par, hecho que parece acentuarse segiin nos acerquemos a los extremos 3' de
cada hebra.

2.8.3. Registro del cambio en la estructura secundaria del factor de transcripcion MEF2A durante la
dinamica molecular.

Con el fin de obtener un control de los cambios ocurridos en la estructura secundaria de las dos cadenas
polipeptidicas que conforman a MEF2A, se realiz6 un registro de la estructura secundaria cada 2.5 ns,
comenzando por el registro de la semilla en el nanosegundo 0 hasta finalizar con la estructura registrada al
término de la dindmica utilizando el programa POLIVIEW-2D (Lincoln D. Stein's perl GD graphics Library that
can be found at Boutell.Com, Inc. Web server or in any CPAN modules collection). Véase figura 9.

El factor de transcripciéon estudiado estd compuesto de dos cadenas polipeptidicas casi idénticas en
cuanto a estructura primaria y secundaria (excepto por el comienzo de la ldmina 3 de la cadena B en Glu 41, es
decir una posicion antes que en la cadena A), como lo muestran las determinaciones por cristalografia y RMN
(Santinelli & Richmond, 2000; Huang et al. 2000). Cada una de ellas cuenta con una estructura desordenada que
abarca desde el aminoacido 1 hasta el 12, como se observa a los Ons en la determinacién de estructura secundaria
realizada con POLIVIEW-2D, tanto en la cadena A como en la B, al paso de 2.5 ns no se observa cambio a lo

largo del tiempo de simulacion, y se representa como una zona accesible al solvente, sobre todo en los primeros
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cuatro aminoécidos. En el o hélice II de ambas cadenas, que abarcan del Acido glutdmico en la posicién 13 hasta
la Ala38, ocurren cambios de longitud, tanto en la cadena A como en la B, cuya terminacién varia entre la Ser35
y la Ala38 reduciendo asi la estructura desordenada que se registr6 en un inicio de la simulacién del Asp39 al
Glu41 en la cadena A y en la cadena B de Asp39 a Ala40. Aunado a los cambios antes mencionados en la o
hélice I, se observa una interrupcion en la estructura de la misma, segun el rastreo evaluado al tiempo de 7.5 ns
en los residuos de Lys22 y Arg23 que se detectaron a los 10, 15, 17.5 y 22.5 ns sélo en la cadena A.

Tanto en la cadena A como en la B, la composicién de la 1dmina [ fluctia entre el Glu41 al Asn48,
viéndose constituida por un minimo de 6 a.a a los 7.5 ns en la cadena A sin mostrarse accesible al solvente a lo
largo de la dinamica. Tanto la lamina [ II como el o hélice II también poseen cambios en sus sitios de inicio y

término en ambas cadenas, la primera fluctia desde la Lys52 hasta la Ala57, y a la segunda puede encontrarse

desde la Met61 hasta la Asn72. Ambas estructuras muestran accesibilidad media la solvente.
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Fig. 9. Evolucién de la estructura secundaria de las cadenas A y B de MEF2A a lo largo de 25 ns. Los archivos PDB fueron fueron extraidos cada 2.5 ns 'y
fueron procesados en linea con la paqueteria de POLYVIEW-2D para obtener la visualizacién de la estructura secundaria. Cada muestra posee un
encabezado que especifica el tiempo de sondeo e indicado como “Cadena A 6 cadena B” podréa observarse la estructura secundaria de cada poliopéptido;
cuya representacion estd indicada en la parte inferior derecha de la figura. La numeracién de los aminoacidos se encuentra en la parte superior de su
notacion a una letra, en el caso de la cadena B, se comienza desde el 101 para facilitar su diferenciacién de la cadena A. En la parte inferior de las
representaciones de estructura secundaria de halla indicado la accesibilidad al solvente que corresponde a un gradiente de 0 a 9 expuesto asi en la parte
inferior derecha de la figura. Dentro de las variaciones observadas vale la pena resaltar el cambio de estructura experimentado en el a helice I de la cadena
A ubicado en los residuos de Lys 22 y Arg 23 a los 10, 15y 22.5, al igual que en la Lys 24 en el ns 17.5.
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2.9. DISCUSION DEL CAPITULO II.

2.9.1.Minimizacién energética del sistema.

Con el fin de evitar una ruptura de los enlaces moleculares durante la dindmica y de acelerar las
simulaciones posteriores a la minimizacion, se ajustaron los enlaces e interacciones estéricas de los 4&tomos a
conformaciones de minima energia. Conforme al disefio bajo el cual se realizé la minimizacion, se esper6 su
término en los siguientes casos:

- Si el nimero de iteraciones excedia el rango de los 30000 pasos 6
—  Silas fuerzas presentes en el sistema fueran inferiores al valor médximo de 100 kJ mol ' nm™,

Debido a la ocurrencia del segundo caso, la minimizaciéon del sistema ces6 a los 9318 pasos que

corresponden a 9318 ps al registrarse una fuerza maxima de 90.57 kJ mol! nm™ en al dtomo 54593 que
corresponde a un hidrogeno de una molécula de H,O. El registro de la energia potencial durante este proceso fue
de gran ayuda, ya que como se observa en la Fig. 10, el sistema experimenté una descenso stbito de la U
durante los primeros 2000 ps para estabilizarse durante un descenso de menor grado hasta el final de la
minimizacién en la que se registré una Uy de -1.45e+06 kJ/mol, resultado conveniente, ya que se considera
como exitosa la minimizacién con valores de emtol iguales a 1000 Kj/mol utilizando el algoritmo Stepest Desent
y con sistemas de tamafio similar al manipulado (A Strasser et al., 2013).

|
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-1 3e+06 -
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gl Lo na biaaa b g
0 2000 4000 [ELLY) LY 10000
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Fig. 10. Registro de la Urya del sistema a lo largo del proceso de minimizacién durante 9318 ps. Se incluyeron al todos los grupos del sistema (proteina,
acido nucléico, iones y agua) para éste calculo que fue realizado con los registros basados en un valor de nstenergy = 10. La linea roja punteada
corresponde al valor de U en el que se observa un rdpido decaimiento de la misma durante los primeros 2000 ps y una meseta de estabilizaci6n bien
definida de los 8200 a los 9318 ps. El grafico fue obtenido utilizando el programa g_energy cuyo resultado es visualizado en el procesador de graficos

xmgrace.

2.9.2. Fijacion de las posiciones del soluto durante la relajacién del disolvente.

El sistema se someti6 a una dinamica de posiciones restringidas durante 250 ps, lapso reportado como
adecuado para sistemas simulados con el ensamble NTP (Santucci et al., 2009; Oostenbrick &Van Gunsteren,
2003). Tras éste periodo, se observaron lapsos constantes de estabilidad durante toda la simulacién de energia

total, densidad, temperatura y presion (Fig, 11), de los primeros tres parametros se reportan oscilaciones minimas
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alrededor del valor deseado; la presion varia posee variaciones mayores, sin embargo estos cambios se
consideran como tipicos para el tipo de ensamble ocupado en ésta metodologia (Hess B et al., 2000-GROMACS
demo for GROMACS version 4.5). Debido a estas observaciones se juzgd como equilibrado al sistema y por lo

tanto adecuado para conducir a una dindmica en la que no hubiese restricciones dentro del sistema.

A Densidad B Temperatura

Presion E

C D total

Fig. 11. Registro de densidad, temperatura, presion y Erora. a lo largo de 250 ps de dindmica con posiciones restringidas. Todos los pardmetro fueron
registrados desde el el inicio hasta el final de la dindmica sin interrupcién procesandolos con el programa g_energy y visualizados con xmgrace. En el
panel A en color verde se observan los registros de densidad, cuya variacion se mantiene aprox. entre 997.5 + 2.5 kg/m? con un perfil estable al igual que lo
observado en el panel B en azul que corresponden a la temperatura total del sistema cuyos valores ocilan levemente al rededor de 310 K; el caso de la
Erora. observada en amarillo en el panel D, ya que su variacién es minima a lo largo de la simulacién. Finalmente en el panel C con color rojo se observa
una oscilacién mucho mas contundente en la presion, registrandose valores con amplitud de hasta 200 bar.
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2.9.3. Control de parametros fisicos a lo largo de la dinamica molecular de todos los atomes.

Con el fin de tener un control sobre el comportamiento del sistema durante la dindmica de todos los
atomos, se tomo registro de la densidad, temperatura, presién y la Etorar a lo largo de los 25 ns de la simulacién.

La oscilacién de la densidad ( p) es mucho mayor que en el caso de la dindmica con posiciones
restringidas, esto debido a que se corresponde con el aumento y disminucién de la presién en el sistema, ya que
la relacion inversamente proporcional entre p y V provoca aumentos en la densidad, que corresponden a los
aumentos de magnitud en p.

Aun tomando en cuenta éstos cambios mayores en p y p consideraremos al sistema como estable a lo
largo de la dindmica, ya que el rango de variacién en el transcurso de ésta es constante y presenta un perfil bien
definido como en el caso de la Etorar, que no posee oscilaciones abruptas a lo largo de los 25 ns, que podrian ser
observados durante la ruptura de un enlace o incluso la disolucién del complejo MEF2A-CArGbox, hecho no
observado durante la visualizacién de la dindmica en el programa VMD.

En este analisis cabe resaltar la poca variacién de temperatura durante la simulaciéon que puede ser
debida a la implementacién del algoritmo v-rescale, que aunque utiliza la misma constante de acoplamiento para
el tiempo (tau-t) que el termostato de Berendsen, introduce un término estocastico adicional que fuerza al
sistema hacia una correcta distribucion de la energia cinética, por lo que cualquier exceso o defecto de
temperatura con respecto al termostato sera corregido en poco tiempo. Los pardmetros antes mencionados

pueden visualizarse en la Fig. 12.

Temperatura

Densidad B
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Fig.12. Registro de densidad, temperatura, presion y E . durante 25 ns de dindmica de todos los 4tomos. Cada una de las graficas se obtuvieron procesando
los datos arrojados desde el inicio hasta el final de la dindmica con el programa g_energy y fueron visualizados con Grace. En el panel A con color verde se
encuentra la grafica de densidad que presenta valores promedio de 1002.5 + 7 Kg/m®, en el panel B en azul se observa la oscilacién moderada de la
temperatura al rededor de los 310 K, el mismo patrén de oscilacién moderada es seguido por la E . del sistema mostrado con color amarillo en el panel D.
En el panel C con color rojo se observa la grafica de presion.

2.9.4. Evolucion en el acomodo espacial del complejo MEF2A-CArGbox.

Debido a la metodologia empleada en la medicion de la Energia Libre de Unién, es conveniente analizar
los cambios acontecidos en la estructura del complejo, ya que la determinacién de la AGyna esta basada en una
estructura inerte, que de presentar cambios drasticos a lo largo de la dindmica, invitarian a tratar estos datos con
mayor cautela, ya que acaeceria un valor intrinseco de error sobre nuestros calculos, debido a la consideracion de
posibles estructuras alternas las cuales pudiesen arrojar AGying diferentes a las observadas en la mediciones en el
arquetipo.

Se calculé la RMSD entre las estructuras iniciales y finales del complejo, es decir, al inicio y término de
la dindmica, con el propdsito de cuantificar el cambio en la estructura del mismo. El resultado de este estudio
(realizado con la paqueteria de GROMACS), arrojé un valor de RMSD de 1.13 A, por lo que los cambios en la

distribucién espacial de la estructura del DNA y la proteina fueron minimos, como se observa en la Fig. 13.
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Fig13. Alineamiento estructural del complejo MEF2A-CArGbox al inicio y al final de la Dindmica Molecular. Se aisl6 el tltimo cuadro de los 25 ns totales
de dindmica y se aline6 con la estructura reportada en el archivo .pdb 1C7U que fue tomado como semilla para la simulacién. Para la alineacién se tomaron
en cuenta tinicamente el esqueleto de la proteina y el esqueleto de fosfatos de la CArGbox. Representado en diagrama de delineado, en color verde se
muestra el complejo que corresponde a la semilla y en rojo el complejo al término de la simulacién. Los cambios en el acomodo espacial son minimos lo
que se ve determinado por un RMSD de 1.13 A, éstas diferencias se localizan principalmente en el extremo 3' de la hebra A del DNA en las regiones del
amino terminal en la proteina y sobre todo en el carboxilo terminal. El grafico fue obtenido con el visualizador de moléculas VMD.

A la par de esta comparacién se realiz6 un estudio de RMSD mas completo a lo largo de toda la
dinamica, en el que la gama de variaciones estructurales presentes en el complejo se determinaron utilizando el
programa g_rms cada 5 ps. Se realizaron tres estudios de RMSD, el primero para el complejo, otro para la
proteina y el tltimo para el acido nucleico. En todos los estudios se tomd en cuenta el esqueleto de aminoacidos
y el de fosfatos respectivamente, ademas de que el RMSD para el tiempo t fue obtenido de la comparacién con el
tiempo t-0, de este modo los estudios realizados fueron una comparacion de estructuras que se obtuvieron a lo
largo de la dinamica con respecto a la estructura inicial, es decir, reflejan que tanto se parece el complejo a lo
largo de la dindmica con respecto a la estructura con la que se inicié.

El valor mas alto de RMSD proveniente del complejo, corresponde a 0.41nm registrado a los 25000 ps
de iniciada la dindmica, el valor promedio es de 0.38 nm con una desviacién estandar de 0.63359, lo que refleja
valores de RMSD que no rebasan los 3 A y por lo tanto, estan considerados como cambios minimos dentro de la
estructura (Reva et al., 1998). La desviacién estandar obtenida de los datos refleja que los valores de RMSD a lo
largo de la simulacién se mantienen cercanos al promedio, por lo que en la Fig. 14, no se muestran cambios
considerables en el acomodo espacial del complejo. Tomando en cuenta que el dltimo calor de RMSD obtenido
al final de la dindmica es el mas alto se considera que seria prudente llevar a cabo una simulaciéon mas para
observar en qué punto se estabiliza la estructura. Sin embargo cabe resaltar que a partir del picosegundo 15000

se puede apreciar claramente una meseta, lo que indicaria que probablemente la estructura se estabilizd.



Fig.14. RMDS del complejo MEf2A-CArGbox a lo largo de una dindmica de 25ns. Los registros de RMSD fueron obtenidos cada 5ns, para este estudio se
tom6 en cuenta Unicamente el esqueleto de aminoécidos y el de fosfatos presentes en la proteina y el dcido nucleico. En el grafico se observa una
tendencia a alejarse de la estructura inicial del complejo de la cual se parti6, ya que progresivamente el calculo de RMSD aumenta su magnitud conforme
avanza la dindmica, lo que puede deberse al tiempo de corte de la misma en el que no se logré estabilizar por completo alfi complejo, sin embargo témese
en cuenta que el valor de RMSD no excede de 1 nm. El estudio fue realizado con el programa g_rms incluido en la paqueteria de GROMACS y graficado
con xmgrace.

Por otro lado, el estudio de RMSD realizado en el DNA y la proteina por separado, refleja un
comportamiento equivalente al del complejo, obteniendo un promedio de 0.37 y 0.18 nm para la proteina y el
DNA respectivamente, con una desviacién estandar de 0.39 en el caso del primero y de 0.109 en el caso de la
CArGbox (Fig. 15). Los valores de RMSD obtenidos al final de la simulacién son de 0.38 nm para la proteina y
de 0.077 en el caso del DNA, lo que sugiere estructuras muy similares a la semilla, sobre todo en el caso del
DNA cuyo célculo de RMSD es menor a 1A. Estos resultados sugieren que la zona de interaccion entre el factor
de transcripcion y su elemento cis es poco variable, ya que el acido nucleico no experimenta grandes cambios
durante la dindmica y los cambios (aunque minimos, se acentian en comparacién con el DNA) presentes en la
proteina puedan deberse principalmente al movimiento experimentado en la zona del C-terminal de la proteina
donde se encuentra depletada la estructura del dominio MEF2A.

Gracias al andlisis realizado anteriormente, podemos inferir que los datos aportados por la metodologia
elaborada para medir la AGuina que estd basada en la estructura arquetipica reportada en la determinacioén por

resonancia magnética de Huang et al 2000, serd efectiva porque se basa en una arquitectura representativa del
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complejo, sobre todo en el caso del DNA cuya variacién es minima. El modelo arquetipico es representativo de

de la estructura que posee la CArGbox y MEF2A durante la formacion del complejo.

RMSD

Protein after 1sq fit to Protein
0.5% | T | T | T A

045 — —

04— —

RMSD (nm)

s 5 o o
=] L (oS} Lh
E‘__:—E—: |

| | |

<
i
W
|
|

0.1 —

0.05 - _

o | | | | | | |
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000

Time (ps)
Fig.15. Valores de RMSD de MEF2A y su CArGbox registrados a lo largo de una dindmica de 25 ns. Los valores de RMSD fueron calculados cada 5 ns, se
realizaron dos registros: uno correspondiente a la proteina, en azul. basado en el esugeleto de aminoacidos y el otro correspondiente a la CArGbox en

verde, tomando en cuenta el esqueleto de fosfatos. El valor promedio de RMSD de la proteina es de 0.3722 y el del acido nucleico es de 0.185. Los valores
de RMSD se obtuvieron con ayuda de la paqueteria de GROMACS Yy las gréficas fueron realizadas en xmgrace.

Si bien se ha demostrado anteriormente la inexistencia relativa de los cambios en términos del acomodo
espacial, tanto en el DNA como en MEF2A y por consiguiente en el complejo, es debido marcar diferencia entre
cambios cuantitativos: en los conjuntos de coordenadas atémicas presentes al inicio y al final de la dindmica
expresados en una distancia media cuadratica minima; y los cambios cualitativos que le acontecen al complejo o
a uno de sus integrantes durante la misma. Es de esencial importancia explorar la estructura secundaria de la

proteina a pesar de haber inmutabilidad relativa a lo largo del tiempo con respecto a sus posiciones generales.

2.9.5. Estudio sobre la evolucién de la estructura secundaria de MEF2A a lo largo de la dinamica.
Uno de los andlisis mas significativos que podemos realizar acerca de la proteina, es sobre el cambio de
estructura secundaria que experiment6 debido al movimiento de los dtomos en el polipéptido y su interaccion

entre las dos cadenas que conforman a MEF2A asi como con el oligonucleétido al cual se encuentra asociado e
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incluso con el solvente, ya que al suceder una redistribucién de los 4tomos en regiones especificas, podria verse
alterada la estabilidad del complejo formado con la CArGbox o del mismo dimero. Dado que los estudios
realizados con anterioridad se basan en imagenes estéticas, sera de gran utilidad observar a lo largo de un lapso
de tiempo el comportamiento de las o hélices y las laminas  ya que tenemos la posibilidad de describir
conformaciones que hasta el momento no se han observado y atin més importante, las consecuencias que tienen
éstos cambios sobre la interaccion entre MEF2A y su CArGbox.

Las determinaciones de estructura secundaria fueron tomadas cada 2.5 ns para la cadena A y B, del
dimero. Como se ha expuesto en la seccion de resultados correspondiente a este andlisis, se localizaron cambios
puntuales en la estructura secundaria, éstos pueden ser considerados como minimos dentro del entorno de
cambios posibles a lo largo de 25 ns, por lo que el hecho anterior nos da una idea de la estabilidad de la
estructura cuaternaria de MEF2A, misma que se ve reflejada durante la formacién del complejo. Ahondando
sobre esta tltima afirmacion, surge una cuestion interesante: corroborar si la estabilidad que posee el FT es
debida a su unién con el oligonucleotido o si en su ausencia aumentaria su plasticidad. Debido a la acotacién de
este trabajo al respecto del complejo por ahora es una pregunta que queda para el anélisis posterior.

Si bien se ha juzgado como minimos los cambios que existen en la estructura, algunos de ellos podrian
estar relacionados con el reconocimiento y la unién del dimero a su CArGbox, por encontrarse en zonas que
durante este trabajo fueron reconocidas como fundamentales para la unién del complejo. Tomemos en cuenta las
regiones accesibles al solvente de la zona de unién entre ambas moléculas, ya que serd este parametro de
accesibilidad el que nos hara referencia de los sitios que también son accesibles para la interaccién con la
CArGbox (para este estudio sélo se analiz6 a la proteina libre, por lo que las regiones reportadas como
accesibles al solvente, corresponden en algunos casos a contactos con el DNA). Tanto Glyl como Arg2
mantienen valores constantes de 9 en ambas cadenas -el valor mas alto de accesibilidad al solvente- a lo largo de
toda la dindmica, lo que se corresponde con las interacciones de puentes de hidrogeno entre el factor de
transcripcion y el oligonucleétido. ya que ambos aminoacidos son fundamentales para la estabilidad del
complejo.

El a hélice I es un foco de interacciones en el complejo, ya que es el sitio (junto con algunos del los
aminodacidos del extremo amino terminal) donde se realiza la unién entre el polipéptido y el oligonuclétido
(conservado en toda la familia MADS). Este hecho bien conocido en la literatura (Huang. et al. 2000, Santelli &
Richmond 2000, Wu. Et al. 2010, He. Et al. 2011) se observa en el caso de los aminoacidos mas expuestos al
solvente (debido a las vueltas dentro del o hélice), digase por ejemplo de la Lys22, Lys29 y Lys30.

Uno de los resultados mds significativos de éste estudio, fue el registro de un cambio de estructura
secundaria en el o hélice I en los residuos de Lys22, Arg23 y Lys24, ya que se relaciona directamente con la
interaccion de puentes de hidrégeno existente entre MEF2A y su CArGbox. Las observaciones de éste tipo se
dataron a los 7.5, 10, 15, 17.5 y 22 ns de dinamica molecular, por lo tanto es un cambio intermitente de
estructura, ya que nunca se sostuvo a lo largo de la dindmica; sin embargo, este cambio se presentd en tres

aminodacidos que forman puentes de H con el oligonucledtido: Lys22 de la cadena A con G15 y Al4 de la
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cadena B del DNA (Cfr. La Fig. 9 de la seccién 2.8.3) como se observa en la Fig. 16.

Notese que a los cambios de estructura les corresponde una reduccién en el nimero de puentes de
hidrégeno (ya sea con G 15 o A 14) como se observa claramente a los 7.5, 10, 15, 17.5 y 22.5 ns;, lo que puede
deberse a la pérdida en la estructura del o hélice, es decir, cuando el residuo Lys22 posee esta conformacion, es
capaz de formar dos puentes de hidrégeno con diferentes nucleétidos y al perder esta estructura también pierde
dicha capacidad. La perdida de estructura puede ser causada por la intimidad en la interaccién con los
nucle6tidos ya que al mantenerse aferrados a este residuo, le provocan una pérdida de su contexto
conformacional al exigir una cercania mayor entre el nucleétido y la Lys, en comparacién a la sostenida con los
residuos adyacentes con los que conforman la hélice. La relevancia de estas conjeturaciones soélo podra
advertirse en un estudio con mayores puntos de sondeo a lo largo de la dinamica, sin embargo es importante
resaltar resultados que pueden ser la base del comportamiento de éste evento para que con la profundizacién de

su estudio pueda concretarse ésta vision inicial al incluir los factores de los que se carecen en el presente estudio.

Lys 22 cadena A Lys 22 cadena B

Fig.16. Puentes de hidrégeno formados entre los residuos de Lys 22 de las cadenas A 'y B de de MEF2A y ciertos nucledtidos presentes en las cadenas Iy II
de la CArGbox a lo largo de 25 ns. Los registros de puentes de hidrégeno individuales observados en la seccién 2.8.1 fueron conjugados, por lo que en la
grafica que corresponde a la Lys 22 de la cadena A se graficaron en color negro las interacciones sostenidas con lon nucleétidos A14 y G15 de la cadena II,
y para el residuo de Lys 22 de la cadena B se registraron en color uva las interacciones sostenidas con T 13, A 14 y G 15 de la cadena I de la CArGbox. En
la gréfica que corresponde a los puentes de hidrégeno formados por la Lys 22 de la cadena A se observan interacciones mas duraderas que en su contraparte
de la cadena B. El eje y corresponde al nimero de interacciones y el eje x al tiempo de duracién de la dindmica.

La cadena B del dimero MEF2A posee tres asociaciones por puente de Hidrégeno con T 13, A 14y G 15
de la cadena A de la CArGbox, y como observamos en las representaciones de estructura secundaria, el a-hélice
de la cadena en cuestion nunca pierde su estructura, lo que iria a favor de la hipétesis que considera que al
permanecer la hélice sin cambios, la posibilidad de interacciéon se acentiia y al verse interrumpida las

interacciones son mas especificas e individualizadas.
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La Arg23 es otro de los aminoacidos que se ve inmiscuido en el cambio estructural ocurrido en el hélice
o, estando en la cadena A interactiia con T 13 y A 14 de la cadena II del oligonicleétido su contraparte de la
cadena B forma puentes de hidrogeno con los mismos nucle6tidos pero de la cadena I. Al igual que en el caso de
Lys23 las interacciones estan sostenidas por mayor tiempo a lo largo de la dindmica formando un menor ntimero
de interacciones durante el mismo lapso de tiempo. Notese en la Fig. 17 la ocurrencia de tres puentes de
hidrégeno en el residuo Arg23 de la cadena B a lo largo de la dindmica al contrario de lo ocurrido en al cadena

A en donde prevalecen la formacién de dos puentes de hidrogeno.

Arg 23 cadena A Arg 23 cadena B

Fig.17. Puentes de hidrégeno formados entre los residuos de Arg 23 de las cadenas A 'y B de de MEF2A y ciertos nucleétidos presentes en las cadenas Iy II
de la GarGbox a lo largo de 25 ns. Los registros de puentes de hidrégeno induviduales observados en la seccién 6.6... fueron conjugados, por lo que en la
grafica que corresponde a la Lys 22 de la cadena A en color violeta se graficaron las interacciones sostenidas con los T 13y A 14 de la cadena II, y para el
residuo de Lys 22 de la cadena B se registraron en color rojo las interacciones sostenidas con T 13, y A 14 de la cadena I de la CArGbox. Se observa la
diferencia en el numero de puentes de hidrégenos establecidos por Arg 23 en la cadena A y B, registrandose un menor numero de éstos a lo largo de la
dindmica en la acdena A que en la B, pese a que en ambas existe interaccion de puentes de hidrégeno con MEF2A a lo alrgo de los 25 ns. El eje y
corresponde al niimero de interacciones y el eje x al tiempo de duracién de la dindmica.

El residuo Lys24 de la cadena A experiment6 un cambio estructural a los 17.5 ns, Unico tiempo en el
que fue registrado y en el que se observa una clara relacién con la formacién de un puente de hidrégeno formado
con el residuo de A 13 presente en la cadena II de la CArGbox, por lo que se nota claramente la influencia que
éste cambio tuvo para la formacion de la interaccion a partir de su aparicion.

Al comparar el porcentaje total en los tiempos de duracion de los puentes de hidrégeno a lo largo de la
dindmica de los residuos de Lys22 y Arg23 de la cadena A con los mismos residuos en la cadena B, observamos
que las interacciones formadas con los aminoacidos de la cadena A, ocupan tiempos mas largos que en el otro

péptido lo cual sugiere que la pérdida momentéanea de la estructura en la a-hélice probablemente se deba a la
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inestabilidad en los puentes de hidrégeno intercadena que participan en sostener dicha estructura, por lo que la
disolucion de éstos estaria ligada con la formacién de nuevos nexos con los nucle6tidos presentes en el DNA
(que al parecer logran interrumpir las aportaciones energéticas necesarias para sostener la estructura de la doble
hélice) derivando en una aportacién energética mayor para la sustentacién del complejo. Cabe resaltar que
durante éste proceso se observa un equilibrio entre la aparicién y perdida en la estructura de la hélice, ya que
como se ha mencionado anteriormente el evento sucede de forma intermitente, ya que probablemente un cambio
definitivo afectaria la estabilidad estructural de la proteina afectandole asi en su funcionamiento.

Finalmente los cambios observados en las laminas 3 I y IT en ambas cadenas de ME2A asi como los
registrados en el hélice a II, fueron més sutiles y corresponden probablemente en mayor grado a la interaccién

entre ambas cadenas que estan encargadas de sostener la estructura cuaternaria del dimero.

2.9.6. Distribucion de los puentes de hidrégeno en las interacciones aminoacido-acido nucleico.

En numerosos reportes se ha asentado la conformacién canénica que posee la CArGbox a la que se une
el factor de transcripcion MEF2A (Kradolfer et al., 2013). Las estructuras arquetipicas de los elementos-cis,
provienen de una construccion estadistica basada en las recurrencias por sitio de los nucledtidos observados en
dichas posiciones como resultado de mudltiples trabajos experimentales, a partir de éstas observaciones se
conjuntan los datos obtenidos por sitio y se toman en cuenta la recurrencia de los nucleétidos por sitio, al
conjuntar suficientes datos, podra determinarse la probabilidad de que cierto nucleétido ocupe un lugar
determinado, de este modo tendremos una idea de la secuencia de bases que posee el sitio de unién de un factor
de transcripcion.

Sin duda, debajo de la construccion estadistica de estas secuencias, subyacen los principios quimicos,
fisicos y biolégicos que dan lugar en tltima consecuencia, a la seleccion particular de la frecuencia de cada una
de las bases que conforman el elemento-cis y que se traduce en la especificidad que posee un TF. Al comprender
estos principios, seremos capaces no solamente de reconocer el alfabeto de nuestra secuencia blanco, sino
también de reconocer la naturaleza de la interaccién entre TF y sus sitios de unién a DNA.

Una de las fuerzas principales que permiten la formacién de los complejos TF-elemento-cis son los
puentes de hidrégeno (como en el caso de la estructura secundaria de las proteinas y de la doble hélice de DNA).
Se ha puesto énfasis en su estudio obteniendo asi un mapa de interacciones que desciende de un modelo
dindmico, en éste se aprecia su disposicion a lo largo de la CArGbox, en la que se distingue una distribucién no
aleatoria de las interacciones. Si se pone atencién en el ntimero de interacciones que posee cada uno de los pares
de base, se notara que en los primeros cuatro sitos que componen la CArGbox, uno de los nucleétidos del par
contiene mayor nimero de interacciones que su base complementaria, si partimos en direccion 3' — 5' (en ambas
hebras) observaremos que los residuos de G15, A14, T13 y A12 poseen un niimero de interacciones mayor que el
de su base complementaria; en contraste a los nucle6tidos que componen la parte central de la CArGbox (residos
10 y 11) que poseen un nimero equivalente de puentes de hidrogeno en cada uno de los nucleé6tidos del par.

Para explicar la distribucion de los puentes de hidrégeno, debemos remitirnos al acomodo espacial de los
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atomos dentro del complejo, el 4cido nucleico y la proteina poseen dos zonas de interaccién: el surco mayor y el
surco menor del DNA. En el primero se concentran las interacciones que se establecen con los aminoacidos que
estan dentro del o-hélice I presentes en ambas cadenas de MEF2A, posicionadas en las bases G15, A14, T13 y
A12, por lo que estos sitios de contacto solo tienen lugar en el surco mayor, al contrario de los aminoacidos
cercanos al N-terminal que estan en contacto con el surco menor.

Es importante tomar en cuenta las distinciones particulares que muestran los pares de bases segun la
direccion en la que se encuentren, ya que gracias a estas diferencias MEF2A puede reconocer el par A-T del par

T-A lo mismo que con uno de G-C y C-G como se observa en la Fig. 18.
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Fig. 18. Diferenciacion estructural del par A-T del T-A y del par G-C del C-G. La exposicién de los grupos metilo (en amarillo), los aceptores de H (en
rojo) y los donadores de H (en azul) poseen un acomodo bien diferenciado en el surco mayor segin el acomodo que posea el par de bases. Nétese que el
par T-A expone a su lado izquierdo en el surco mayor un grupo metilo mientras que el par A-T, lo expone a su derecha, del mismo modo se nota la
diferencia en la disposicién que existe del grupo amino en el caso de los pares G-C y C-G. Del lado izquierdo de la figura se resalta con un esquema de
colores a los grupos metilo, los donadores de H y los receptores de H.

Las diferencias presentes en el surco mayor respecto al acomodo en los aceptores, donadores de H y
grupos funcionales actiian como guias para el correcto ensamble de los factores de transcripcién sobre el DNA
(Huret JL. , 2006). Debido a que MEF2A se une a la parte interior del surco mayor y menor reconociendo grupos
aceptores, donadores y metilos hidrofébicos, posee cuatro patrones de reconocimiento posibles en el surco

mayor y dos en el surco menor, debido a ello observamos un incremento en el nimero de puentes de Hidrégeno
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que establecen los nucleétidos G15, A14, T13 y A12 direccién 3' = 5' (en ambas hebras) en comparacién con sus
bases complementarias de cada par.

Como habiamos establecido con anterioridad ésta disparidad en el nimero de interacciones presentes en
los nucléotidos de cada par, desaparece en la regiéon media de la CArGbox (nucleétidos 10 y 11 direccién 5' — 3'),
este caso se explica atendiendo nuevamente a su acomodo espacial, ya que los grupos aceptores que quedan
disponible se encuentran en el surco menor (un atomo de N y otro de O en el caso de T-A y A-T) y en éste caso
no existen diferencias en los patrones de reconocimiento como los expuestos en el surco mayor, por lo tanto,
ambos nucledtidos comparten con mayor equidad las interacciones de puente de hidrégenos con los aminoacidos

del amino terminal.
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Fig.19. Acomodo de MEF2A sobre los surcos del DNA. Imagen obtenida del archivo .pdb con No de id:1C7U, del lado izquierdo de la figura se observa el
color que le corresponde a cada una de las bases representadas en la CArGbox incluyendo los extremos 5' y 3' que corresponden a una G y una C
respectivamente, la proteina se halla representada en color negro y se marca con dos flecha de color rojo las zonas que corresponden al surco mayor (flecha
grande) y al surco menor (flecha pequefia); en la parte inferior de la figura se marcan con la nomenclatura de las bases, las regiones aproximadas en las que
se ubican. En ésta imagen se aprecia claramente la inclusién del extremos amino terminal en el surco menor y la interaccién del a-hélice con el surco
mayor. La representacion se obtuvo con el visualizador de proteinas VMD.

Al relacionar las frecuencias observadas en cada una de las posiciones de la CArGbox, notaremos que la
zona mas variable se encuentra en el centro, y la zona invariable ( en la que es menos probable la ocurrencia de
otras bases que no sean C, T, A direccion 5' — 3), debido a que los nucleétidos colocados al centro no poseen un
patron diferenciable de reconocimiento en cuanto a sus atomos donadores, de tal manera poseen menor presién
selectiva, que permite una variacién mayor de nucleétidos, ya que el patrén de reconocimiento A-T y T-A en el
surco menor es idéntico para ambos casos, a diferencia de las encontradas en el surco mayor, en consecuencia

estos ultimos poseen una mayor presion de seleccién, y estan limitados al cambio para conservar el patrén de
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donadores y aceptores con el fin de que el factor de transcripcion MEF2A los seleccione.

2.9.7. Interacciones entre la CArGbox con residuos de Lys y Arg.

Es importante sefialar que de los 19 aminoacidos identificados en esta investigacion, responsables de la
union a la CArGbox, 14 corresponden a residuos de Lys y Arg, motivo de que la seleccién natural actta en el
sentido de MEF2A para conservar dichos residuos; caso similar a lo que ocurre en las histonas, cuyo indice de
enriquecimiento Lys/Arg llega a conformar hasta el 22% de su estructura (Badeux et al. 2013), otorgando sitios
de unién de reconocimiento especifico en los surcos mayores, ya que los residuos basicos de Lys y Arg se unen a
la hendidura mayor del DNA (Acosta-Viana et al 1996), a pH intracelular estos residuos que poseen carga
positiva, facilitan la interaccién con los grupos fosfatos del DNA, de esta manera las cargas no sélo facilitan la
unién, sino que promueven el reconocimiento entre la proteina y el elemento-cis. La distribucién de los residuos
en el surco mayor y menor, es fundamental sobre todo en el caso de la Arginina (ésta no encaja en el surco

mayor de los pares G-C).
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CAPITULO III

Identificacion de nuevas CArGbox a las que potencialmente se une el factor de

transcripcion MEF2A en el genoma de Homo sapiens

3.1.. Planteamiento del problema del capitulo III.

La expresién genética estd modulada en tiempo y espacio con la finalidad de asegurar la funcién de
diversos modulos metabdlicos presentes en los organismos, no puede entenderse sin un conocimiento detallado
de caracteristicas que hacen posible la unién al DNA con los TF's para la produccién o represion de productos
gendémicos, que llevan a cabo una tarea determinada en un tiempo establecido. Este proceso ha sido blanco de un
fino modelaje evolutivo que hace frente al reto de reconocer un substrato (elemento-cis), dentro de un contexto
invadido de blancos posibles en la molécula de DNA, sin embargo, se sabe que los factores de transcripcién son
capaces de discernir entre un gran nimero de blancos posibles. Esta capacidad fundamental para las proteinas de
union a DNA, es el principal tema a tratar de esta tesis. Con anterioridad se han descrito algunos de los
principales elementos que subyacen en el reconocimiento, la unién y la permanencia del complejo formado entre
el factor de transcripcién y su secuencia blanco. A partir de estas premisas, se realizaron predicciones que
contribuyeron a la labor de reconocer las propiedades necesarias con la que cuenta una secuencia de DNA para
postularse como una CArGbox, ligando del factor de transcripcion MEF2A. Esto se logro a partir del calculo de
la Energia Libre de Unién (AGyping), con la que se detrminaron las secuencias que tienen cualidades

fisicoquimicas, adecuadas para ser afines a la unién de MEF2A.

3.2. Objetivo del capitulo III
Determinar nuevas CArGbox que se unan al factor de transcripcién MEF2A en el genoma de Homo

sapiens, por medio de la determinacién de la AGying.

3.3. Hipétesis del capitulo III
Si determinamos la AGyi,q derivada de la unién de MEF2A con diferentes secuencias de DNA, como
modelo de cuantificacion de afinidad, se podran identificar oligonucledtidos que poseen una interaccion

equivalente a la estudiada en el arquetipo de CArGbox, reportada en el archivo .pdb con No de id:1C7U.
3.4. Sistema experimental del capitulo ITI

- Estructura cuaternaria de MEF2A contenida en el archivo .pdb con No de id:1C7U

-  Modelos tridimensionales de CArGbox.
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3.5. Recursos informaticos del capitulo III.

Software

Servidores

Ipython v.2.6
MultiCArG.py
APBS

X3DNA
MolProvity

WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu/)
RSAT (http://rsat.ulb.ac.be/)
MEME (http://meme.nbcr.net)
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3.6. INTRODUCCION AL CAPITULO III.
3.6.1 Calculo de 1a AGyjna.

La paqueteria Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) (Nathan A. Baker, 2010) creada para realizar
calculos electrostaticos en sistemas macromoleculares, requiere como entrada un archivo en formato pqr, que
complementa la informacion de coordenadas atémicas presentes en el archivo PDB con el pK,, asigna cargas
expresadas en [e] y el radio atémico (A). Los calculos se realizan tomando en cuenta las especificaciones del
campo de fuerzas AMBER. MultiCArG, ejecuta una determinacion de energia libre de solvatacion para la
CArGbox, y para el complejo en cada ciclo. APBS requiere los archivos en formato .pgr: el que corresponde al
complejo, el de las moléculas que lo integran por separado. El archivo .pgr correspondiente al dimero MEF2A,
se encuentra dentro de las librerias de MultiCArG, con la finalidad de minimizar el tiempo de cémputo y evitar
el calculo en cada ciclo del programa, ya que lo inico variable en el complejo es el 4cido nucleico.

La cuantificacion de la energia libre de union (AGuinging) S€ resolvido mediante el esquema MM-PBSA
aceptado ampliamente en la literatura (Tzoupis et al., 2013; Millan-Pacheco et al., 2009; Srinivasan et al., 1998)
por medio de la paqueteria APBS v.10, que agrega componentes de mecanica molecular ajenos al tratamiento

Poisson-Boltzmann (PB), acorde a la siguiente ecuacion:
AG=E y+PB+Y (ASA)=TS .1 (1)

La energia libre (AG) puede descomponerse en: Emw, representa la energia interna de la molécula. La

ecuacion PB describe las interacciones electrostaticas entre moléculas dentro de una solucién para modelar el
efecto de solvatacion Y(ASA), que integra las contribuciones no polares en un modelo de accesibilidad al
solvente multiplicado por el coeficiente de tension y 0.005 kcal/A?; y finalmente TS0, que representa la
entropia de la molécula segun los factores vibracionales de la misma.

Los elementos de la ecuacidn representan en su mayoria interacciones Coulombicas. Las contribuciones
energéticas de mecanica molecular estdn descritas por:

EMM: interna+ Eelectrastatica +EvdW (2)

En donde Eiuema €s la suma de EcuacestEanguosTEwors que en conjunto describen la energia contenida en las
uniones entre atomos, por otro lado, los terminos E.iecrosaica Y Evaw s€ refieren a las fuerzas de no enlace. Asi se
resume como Eyw la energia contenida dentro del soluto.

La ecuacion Poisson-Boltzman es el clasico tratamiento para modelar la interaccién en solucion, y esta

descrita de la siguiente manera:

V%ol e(r) V%o ®(r)]—e(r)x(r) senh[® (r)]+4np’ (r)1kT=0 (3)
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Donde ¢(r) es el potencial electrostatico (adimensional), ( kT/q) representa la temperatura absoluta y la
carga del proton en unidades de la constante de Boltzmann (kz), € es la constante dieléctrica y p’ es la densidad
de carga (en unidades de carga por proton) del soluto. El término i desciende de la ecuacién x> = 1/A =
8pq°l/ekT, donde A es el radio de Debye. Las variables 0, €, k y p son todas funciones del vector r.

Cuando ¢ (r) es pequefio en relacion con KT, el término senh puede ser linearizado (lo cual ahorra tiempo
de computo) mediante el establecimiento de senh(¢) = ¢ produciendo la PB lineal.

Es importante sefialar que en éste modelo se asume una constante dieléctrica invariable para todo el
solvente, valoracion relevante para cuando se realiza un célculo de interaccion sin fuerzas idnicas incluidas, ya
que a causa de esto el agua es mucho mas polarizable por un campo eléctrico como el que procede de la mayoria
de las proteinas y acidos nucleicos, por lo menos dos €'s son requeridas para capturar la fisica fundamental de
moléculas polares en solucion acuosa, por lo que esta formula encaja para el calculo de interaccion entre dos
solutos.

El efecto de tener dos constantes dieléctricas esta expresado en la ecuacion PB a través de la derivada de
€(r) en el primer término, ésta region corresponde a la superficie molecular, donde se halla una discontinuidad
dieléctrica entre el menor valor de [e] del soluto y el alto [e] del solvente.

La ecuacion P-B puede estimarse como un modelo dieléctrico simple, donde la carga de polaridad

opuesta al ¢(r) es inducida en la superficie molecular. Un ejemplo simple seria el caso de una carga positiva en el

centro de una esfera de baja €, donde se induce una distribucion de cargas negativas en la superficie de la esfera.
El potencial positivo del solvente causado por la fijacion de la carga positiva, puede ser detectado por la carga
superficial negativa, asi como el valor mas alto de € del solvente y la carga mayor de la superficie (la cual
produce una reaccion de campo) en la base de los modelos de solvatacion continua.

Con estos datos puede lograrse una idea muy clara de la distribucion de cargas y el potencial
electrostatico (observable en isosuperficies). Se puede entender la induccién de carga superficial como un
alineamiento de dipolos de agua en la superficie molecular, producida por un exceso de carga local. Sin
embargo, describir la carga de la superficie en los sistemas moleculares mas complejos, toma en cuenta la
polarizacion de todo el solvente.

La molécula de soluto se concibe como una cavidad de baja €, inmersa en un medio con diferentes
valores de € (representados por el paso de una solucion acuosa). Dado que las soluciones analiticas de la
ecuacion PB, solo estan disponibles para elementos geométricos simples, se requiridé una simplificacion de la
forma del soluto y su distribucion de carga, esto se logro al describir la molécula como un continuo en la fase de
interaccion con el solvente.

El término Y(ASA) incluido en la ecuacion de la energia libre (G), utilizado en la especificacion de las

contribuciones no polares de la solvatacion (caracteristicas geométricas que permitieron ingresar o no al solvente
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en ciertas regiones de la superficie molecular) estuvieron dadas por el area de accesibilidad al solvente (ASA),
definida por la superficie del soluto, el radio de las moléculas de agua y un coeficiente de tension (7y) que delimit
un area de tension superficial en la interfase de la disolucion.

El programa APBS fue el elegido para computar el calculo de la energia libre de union con el método

MM-PBSA que puede resumirse conceptualmente de la siguiente manera:

4
A Ghind = Gcomplcjo_ [G proteina + GADN :I ( )

(5)

AG, =AH—-TAS

bind

Donde AH se compone de cambios de entalpia en la fase gaseosa de la formacion de los complejos
(AEmm) y la contribucion de la energia libre de solvatacion (Ags.), donde TAS se refiere a la contribucion
entropica de la union. APBS obtiene un aproximado de la ecuacion 5 utilizando la formula 1 y desplegando Emu
como se indica en la formula 2.

Es preciso recordar que cada una de las AG incluye la energia libre de solvatacion la cual es calculada
para cada una de las moléculas por separado (complejo, proteina y DNA), en dos bloques que comprenden a las
contribuciones energéticas de la solvatacion polar y apolar. La primera es calculada con respecto a la siguiente

ecuacion:

ASOIVPG =A G-A G

gsolv gvacio

Donde AgovG es igual a la carga de la proteina en solucion y AgacioG indica la carga la proteina en el

vacio. Es muy importante mencionar que la carga electrostatica de estas energias libres, incluyen los término de

interacciones electrostaticas intramoleculares (Emm) en el computo realizado por APBS; de este modo AsnrG es
un diferencial que da como resultado el costo energético de llevar una molécula del vacio a un estado solvatado.

La energia de solvatacion no polar esta determinada por:
A snlvNPG = (ADS,\' G - AD,\'v G) + AASA G

Donde en Ap,G se introdujeron las fuerzas de dispersion entre el soluto y el solvente y con ApsG se
especificaron las fuerzas de dispersion entre el soluto y el vacio. AasaG representa la presion que ejerce el
solvente sobre la superficie del soluto. Como se observa en esta parte, se introduce el término YASA de la
ecuacion de energia libre G.

Una vez que se obtuvieron la energias libres por separado, se procede a incluirlas en la ecuacion AGuina.
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3.7. METODOLOGIA DEL CAPITULO III.

El célculo de la AGyinarequiere de las estructuras tridimensionales de la proteina y el oligonucleétido, por
lo que son necesarias las coordenada moleculares de otras cadenas de DNA distintas al arquetipo contenido en el
archivo .pdb 1C7U. Esta necesidad obligé al desarrollo de una metodologia secuencial que parte de la obtencion

de la construccién de estructuras tridimensionales del complejo y finaliza con la determinacién de la AGuing.

3.7.1. El programa MultiCArG.

Escrito en ipython v.2.6, se compone de varios modulos divididos segin la tarea especifica que les
asigno, estos son:

~  Moédulo I : Creacién del universo 4.

- Modulo II: Anexién de las bases complementarias a la secuencia lineal de nucleétidos.

- M@ddulo III: Construccion del archivo “bp_step2.par”.

- Mbobdulo IV: Construccion del archivo .pdb (contiene la estructura tridimensional de la nueva

CArGbox).
- M@ddulo V: Formacion del complejo MEF2A-CArGbox.
- Mddulo VI: Calculo de la AGying .-

3.7.1.a Creacion del Universo 4.

El primer médulo tiene por objetivo construir un archivo en formato .txt, contiene todas las secuencias
de nucleétidos posibles, con una longitud de 10 pares de bases, construidas al permutar los cuatro nucleésidos
que componen al DNA, considerados como elementos de un alfabeto con el cual se construyeron palabras de 10
caracteres (el tamafio de la CArGbox a la que se une MEF2A). Por lo tanto se resolvié la combinatoria del
conjunto DNA = {A, T, G, C} en el que cada uno de sus elementos puede repetirse hasta 10 veces o incluso no
aparecer en la secuencia, el nimero de permutaciones resultantes de esta combinatoria es de 1,048,526, cuyo
célculo estd denotado por el nimero 4', resuelto con el programa UniversoDeOligos.py presentado como
“Codigo I” en el Apéndice D. Cabe mencionar que este cddigo no se incluye en el programa MultiCArG.py, ya
que éste forma un bucle al final de su ejecucién y vuelve a su primera linea de comando, redirigiendo a un
archivo que contiene el universo de secuencias 4'°, por lo que su construccién es necesaria en una ocasion.

Con base a las secuencias que se obtuvieron y se leen en direccién 5'—3', se conformé el archivo

“Universooligos.txt” del que se tomaron secuencias utilizadas como entrada del programa MultiCArG.py.

3.7.1.b. Anexion de las bases complementarias a la secuencia lineal de nucleétidos.
El programa MultiCArG.py comienza con la seleccion de la primera linea del archivo Universooligos.txt

(Si se desea la lectura de una secuencia en especifico, aseglrese de que ésta sea la primera o tinica linea del
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archivo) para continuar con el siguiente oligonucledtido al final del célculo de AGuna y asi sucesivamente.

De regreso al paso inicial para elegir una secuencia, el programa afiade la base complementaria de cada
nucle6tido, como preparacién para la elaboracién del fichero “bp_step2.par” (archivo de entrada del programa
X3DNA), por medio de una serie de condicionales a través de las cuales se identific6 cada nucleé6tido en su
posicién especifica, para reescribirse como un un par de bases, y asi conservar el sentido biologico de cada
unidad, como se observa en la configuracion del oligonucleétido ubicado en la linea 922211 del archivo

“Universoligos.txt”: El primer nucleétido del par esta ubicado en direccién 5'—3":

(T-A', 'G-C', 'A-T', 'C-G','A-T', 'G-C, 'C-G', 'G-C,, 'A-T', 'G-C")

3.7.1.c. Construccion del archivo “bp_step2.par”.

Una vez que la secuencia de nucledtidos adquiri6 el formato requerido para ser incorporado al archivo
“bp step2.par” (Fig. 20), se realizo la sustitucion de la nueva secuencia de nucledtidos por la secuencia original
hallada en dicho fichero, ésta tltima corresponde a los veinte nucleétidos que conforman la CArGbox obtenida

después de una minimizacioén con el algoritmo steepest-descent de 9318 ps, que registré una fuerza maxima de

90.570236 kJ mol™! nm™ dentro del sistema. (Cfr. Dindmica molecular Capitulo II). Este archivo se obtuvo con
el programa analize incluido en la suite de X3DNA y contiene parametros estructurales tanto de translacion como
de rotacion en bases simples y pares de bases. Estos valores sélo corresponden a los 4tomos que forman las

bases nitrogenadas presentes en el DNA excluyendo sus atomos de Hidrogeno.

| 28 # base-pairs
0 # ***Llpcal base-pair & step parameters**x

% Shear Stretch Stagger Buckle Prop-Tw Opening Shift sSlide Rise Tilt Roll Twist
C-G 0.18 -9.19 -0.18 0.84 2.57 -2.34 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
T-A -0.01 -0.14 0.30 4.25 -7.87 -4.00 -0.01 -0.58 4.00 2.07 -5.09 27.90
C-G 0.14 -0.22 0.25 0.68 -6.07 -2.31 0.14 -0.17 4.05 1.04 4.44 32.69
G-C -8.15 -0.22 0.51 7.55 ~-13.83 -2.74 -0.13 0.63 C G | 0.46 -3.71 32.02
G-C -0.14 -0.21 0.26 5.61 -11.06 -3.87 0.28 0.99 3.B7 1.29 -0.36 41.19
[C-G 0.15 -0.25 0.45 -0.23 -12.45 -3.06 0.35 0.25 4.02 2.48 10.32 36.10
T-A -0.01 -8.12 0.04 3.58 0.10 -3.04 -8.35 -0.66 3.60 4.84 -17.75 29.33
A-T 0.02 -0.13 0.24 -0.22 -16.88 -3.08 -0.66 0.84 3.98 1.07 16.20 41.05
T-A -0.01 -0.12 0.38 1.22 -14.25 -3.53 -0.05 0.64 3.67 8.81 -12.77 38.35
T-A -0.02 -9.12 0.43 -4,52 -20.35 -4.02 -0.64 1.60 At 15T -1.01 39.95
A-T 0.02 -0.12 0.43 4.08 -20.56 -4.08 -0.00 1.92 3.22 8.85 -12.25 42.48
A-T 0.01 -0.12 0.37 -0.99 -14.54 -3.44 0.66 1.59 3.88 1.27 -1.18 39.97
T-A -0.02 -0.13 0.24 8.36 -16.68 -3.10 0.06 0.64 3.67 8.88 -12.61 38.33
A-T 0.01 -0.12 0.04 -3.56 0.09 -3.03 0.66 .84 3.99 o Rty B2 ¢ 16.32 41.05
|G-C] -0.15 -0.25 0.45 0.26 -12.40 -3.04 0.35 -0.66 3.61 4.79 -17.67 29.31
C-G 0.14 -8.21 0.26 -5.59 -11.18 -3.08 -0.36 8.25 4.02 2.42 10.25 36.13
C-G 0.15 -9.22 0.52 -7.60 -13.06 -2.76 -0.27 0.99 3.87 1.31 -0.39 41.20
G-C -0.14 -0.22 09.25 -0.68 -6.07 -2.30 0.14 0.63 3.70 0.42 -3.67 32.02
A-T 0.01 -0.14 0.30 -4.27 -7.87 -3.99 -0.14 -0.17 4.05 1.06 4.44 32.70
G-C -0.18 -9.19 -0.18 -0.85 2.58 -2.34 0.01 -0.58 4.00 2.03 -5.18 27.89

Fig.20. Archivo bp_setep.par de la CArGbox CTATTAATAG. El archivo se construy6 en base a la CArGbox reportada en el archivo .pdb con No de
id:1C7U después de una minimizacién de 9318 ps, en la que se incluye también el contexto de DNA en el que estd inmerso el sitio de unién a MEF2A. La
CArGbox esta resaltada dentro de un marco rojo. Los parametros estructurales que se incluyen corresponden a los valores de tranbslacién y rotacién de las
bases nitrogenadas, se excluyen los grupos fosfato, y los dtomos de Hidrégeno. Los valores fueron obtenidos con el programa analize incluido en la
paqueteria de X3DNA.

Una vez obtenido el archivo “bp_sep2.par” inicial se sustituyeron los diez nucleétidos que conforman a

la CArGbox por la secuencia tomada al inicio de la ejecucién del programa MultiCArG.py, de este modo se
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respeta la posicion en el modelo tridimensional de cada uno de los pares de bases y las coordenadas del modelo
de CArGbox resuelto por resonancia magnética nuclear, minimizado posteriormente para disponer a los 4tomos
en posiciones de minima energia. Cabe acentuar que los dcidos nucleicos que no pertenecen a la CArGbox, es

decir su contexto genémico, no es manipulado en ningtn proceso del programa.

3.7.1.d. Construccién del archive .pdb que contiene la estructura tridimensional de la nueva CArGbox.

Este modulo inicia con el programa rebuild incluido en la paqueteria de X3DNA que construye el archivo
“CArGrpda.pdb” con las nuevas coordenadas atomicas de la CArGbox mutada, construida a partir del archivo
“bp_step2.par”. La obtencién del archivo pdb es fundamental para la manipulacién y el reconocimiento de la

molécula en diversas paqueterias, como APBS. La molécula obtenida hasta el momento se muestra en la Fig. 21.
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Fig.21. CArGbox contenida en el archivo “CArGrpda.pdb”. Visualizacién de la molécula de DNA construida con X3DNA, ésta cuenta con los pardmetros
espaciales de la CArGbox resuelta por RMN y procesada con una minimizacién energética. La secuencia de la hebra lider de la CArGbox se especifica en
la parte inferir de la figura debajo de los nucleétidos correspondientes en la molécula. Representacion realizada con el método line en VMD.

Con el objetivo de obtener un modelo mas realista, fue necesario incorporar moléculas de desoxirribosa,
fosfatos y todos los dtomos de hidrégeno. Por lo tanto del archivo “CArGrpda” se tomd la porciéon que
pertenece a la CArGbox mutante y se insert6 en el “fantasma” del archivo original “CArGoriginal.pdb”,
realizado al asignarle a una variable “b” al contenido de éste documento, con el fin de asegurar su integridad en
cada ciclo de ejecucion de MultiCArG.py. Las sustituciones se realizaron con las particularidades propias de las
8 transversiones y 4 transiciones posibles durante un suceso de mutacién, que ocurrieron tanto en la hebra lider
como en la hebra complementaria. A continuacién se especifican 6 de los 12 casos que resolvié MultiCArG.py,
que ejemplifican la forma de ejecucion del programa con el que hasta ahora el oligonucle6tido contuvo azicares

y un esqueleto de fosfatos.

3.7.1.d.a. Mutacién de A por T (Hebra lider).

i) Seleccionar del archivo pdb que contiene a la CArG_box mutante los atomos correspondientes a la
Timina (de C1' a C6). Dado que cada nucleétido esta numerado del 1 al 40, solo es necesario reconocer
el nimero que corresponde a la base mutada para seleccionar todos sus atomos.

ii) Sustituir la Adenina en el complejo original MEF2A-CArG_box a partir del atomo C1' hasta H2 por los

atomos de la Timina. Esta sustitucién permitira conservar los fosfatos y la desoxiribosa.
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iii) Sustituir la etiqueta de identificacién de la Adenina (DA) por DT en los atomos correspondientes al
azucar y los fosfatos (de P a C2') y en los atomos correspondientes a la Timina sustituir T por DT.
iv) Sustituir la cadena de A a C a partir del &tomo C1'a C4.

v) Cambiar la numeracion por la del residuo al que se sustituyd.

3.7.1.d.b. Mutacién de T por A (Hebra complementaria)

i) Seleccionar del archivo pdb que contiene a la CArG_box mutante los 4tomos correspondientes a la
Adenina (de C1' a C4).

ii) Sustituir la Timina en el complejo original MEF2A-CArG_box a partir del &tomo C1' hasta H6 por
los atomos de Adenina.

iii) Sustituir la etiqueta de identificacién de la Timina (DT) por DA en los atomos correspondientes a el
azucar y los fosfatos (de P a C2') y en los atomos correspondientes a la Adenina sustituir A por DA.

iv) Sustituir la cadena de B a D a partir del &tomo C1'a C4.

v) Cambiar la numeracién por la del residuo al que se sustituyo.

3.7.1.d.c. Mutacién de G por A (Hebra lider)

i) Seleccionar del archivo pdb que contiene a la CArG_box mutante los atomos correspondientes a la
Guanina (de C1'a C4)

ii) Sustituir la Adenina en el complejo MEF2A-CArG_box a partir del &tomo C1' hasta H2 por los 4&tomos
de Guanina.

iii) Sustituir la etiqueta de identificacion de la Adenina (DA) por DG en los atomos correspondientes a el
azucar y los fosfatos (de P a C2') y en los 4tomos correspondientes a la Guanina sustituir G por DG.

iv) Sustituir la cadena de A a C a partir del atomo C1'a C4.

v) Cambiar la numeracién por la del residuo al que se sustituyd.

3.7.1.d.d. Mutacion de C por T (Hebra complementaria).

i) Seleccionar del archivo pdb que contiene a la CArG_box mutante los dtomos correspondientes a la
Citosina (de C1' a C6).

ii) Sustituir la Timina en el complejo MEF2A-CArG_box a partir del atomo C1' hasta H6 por los dtomos de
Citosina.

iii) Sustituir la etiqueta de identificacién de la Timina (DT) por DC en los dtomos correspondientes a el
azucar y los fosfatos (de P a C2") y en los atomos correspondientes a la Citosina sustituir C por DC.

vi) Sustituir la cadena de B a D a partir del &tomo C1'a C4.

vii) Cambiar la numeracién por la del residuo al que se sustituyo.
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3.7.1.d.e. Mutacioén de una C por A (Hebra lider)

i) Seleccionar del archivo pdb que contiene a la CArG_box mutante los dtomos correspondientes a la
Citosina (de C1'a C6).

ii) Sustituir la Adenina en el complejo MEF2A-CArG_box a partir del a&tomo C1' hasta H2 por los atomos
de Citosina.

iii) Sustituir la etiqueta de identificacién de la Adenina (DA) por DC en los 4&tomos correspondientes a el
azucar y los fosfatos (de P a C2') y en los atomos correspondientes a la Citosina sustituir C por DC.

iv) Sustituir la cadena de A por C a partir del &tomo C1'a C6.

v) Cambiar la numeracion por la del el residuo al que se sustituyo.

3.7.1.d.f. Mutaciéon de una G por T (Hebra complementaria).

i) Seleccionar del archivo pdb que contiene a la CArG_box mutante los atomos correspondientes a la
Guanina (de C1' a C4).

ii) Sustituir la Timina en el complejo MEF2A-CArG_box a partir del atomo C1' hasta H6 por los atomos de
Guanina.

iii) Sustituir la etiqueta de identificacién de la Timina (DT) por DG en los 4tomos correspondientes a el
azucar y los fosfatos (de P a C2') y en los &tomos correspondientes a la Guanina sustituir G por DG.

iv) Sustituir la cadena de B por D a partir del 4&tomo C1'a C4.

v) Cambiar la numeracién por la del el residuo al que se sustituyoé.

3.7.1.e. Adicion de los atomos de H.

Las interacciones entre factores de transcripcion y sus secuencias blanco dependen de la formacion de
puentes de hidrégeno, por lo que fue importante afiadirlos a los 4cidos nucleicos, que se construyeron de novo.

Debido a que cada nucleétido de la CArGbox posee las mismas coordenadas atémicas, propias de su
estructura (cuando se le coloca en determinada posicién, sin importar el contexto en el que éste inmerso), fue
posible construir una base de datos de coordenadas atémicas con los hidrégenos ausentes para cada nucleétido
en las 10 posiciones. Se construyeron secuencias poli-Adenina, poli-Timina, poli-Citosina y poli-Guanina, en las
que se sustituyeron todas las posiciones de la CArGbox por una secuencia repetitiva compuesta de cada uno de
los nucledtidos presentes en el DNA. Una vez que se obtuvo el archivo “.pdb” de cada decamero, se convirtieron
en archivo de entrada de la paqueteria MolProbity, en las que se adicion6 los atomos de hidrégeno faltantes de
las cuatro secuencias repetitivas, tomando en cuenta principios fisicoquimicos, que aseguraron la colocacién de
cada hidrégeno en posiciones atémicas de minima energia.

Las coordenadas de hidrégenos se resguardan en ficheros de la libreria ATOM_H con las siguientes
consideraciones: la correspondencia con una base determinada, la posicién que ésta ocupa dentro de la CArGbox
y si pertenecia a la hebra lider o a su complementaria; de modo que la libreria posee cuatro ficheros por cada

posicion de la CArGbox que corresponden a los cuatro nucle6tidos con probabilidad de ocupar esa posicion, de
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igual modo se cuenta con cuatro ficheros mas por cada posicion de la CArGbox que corresponden a las
coordenadas atémicas de las bases de la hebra complementaria, como resultado se obtuvieron 80 ficheros

disponibles para completar los 4&tomos ausentes en los .pdb, construidos en los médulos anteriores.

3.7.1.f. Formacion del complejo MEF2A-CArGbox.

Una vez disponible la molécula de DNA con atomos de hidrégeno y con la topologia propia de nuestro
arquetipo, el programa MultiCArG.py realiz6 la conjuncion del factor de transcripcion con su putativa secuencia
blanco a través de la suma de los archivos “MEF2A.pdb” y “CarGmutnuevo.pdb”, para constituir el fichero
“complex.pdb” que posee la estructura del complejo. La complementariedad de ambas moléculas se logré por
medio de la reproduccion de las coordenadas atomicas originales (reportadas por la determinacién de resonancia
magnética) fundamentales a lo largo del proceso de reescritura que dio lugar a la secuencia de una nueva
CArGbox, con este principio se asegur6 la formacion del complejo con los parametros aceptados hasta el

momento.

3.7.1.g. Computo de la energia libre de union.

El célculo de AGyina APBS sigue tres pasos béasicos para su determinacion:
1) Calculo de la energia electrostatica del complejo (incluyen interacciones intramoleculares)
2) Calculo de la energia electrostatica de la proteina (incluyen interacciones intramoleculares)
3) Calculo de la energia electrostatica del DNA (incluyen interacciones intramoleculares)
Los parametros de entrada que se le otorgan a APBS para la realizacion de los calculos estdn presentes

en el documento Eucalc.in, al cual llama MultiCArG.py, que a continuacion se describe :

read
mol pqr CArG.pqr #Nombre del archivo .pqr correspondiente al oligonucledtido
mol pqr MEF2A.pqr ~ #Nombre del archivo .pqr correspondiente a la proteina
mol pqr complex.pqr  #Nombre del archivo .pqr correspondiente al complejo

end

APBS localiza los documentos de entrada que corresponden al factor de transcripcion a la CArGbox en
turno y al complejo formado en el modulo anterior.

Los siguientes elementos del sript “Eucalc.in” se enuncian a detalle en la seccién que corresponde a los
parametros de la CArGbox con la finalidad de detallar bien el método utilizado en este trabajo y hacerlo
reproducible, o también para usarlo como base en la resoluciéon de un problema particular de la misma
naturaleza. La explicacion de cada uno de los parametros en la seccion del acido nucleico, puede extrapolarse a

los utilizados en el caso de la proteina MEF2A y el complejo.
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elec name CArG #Primer calculo energético sobre el oligonucledtido

mg-auto #Indica que la PBE se realizard de forma automatica
dime 161 129 193

cglen 95.2258 79.9054 127.8536

#Especifica el nimero de puntos que tendra la malla
# Dimensiones de la malla gruesa
cgeent mol 3

fglen 76.0152 67.0032 95.2080

#Especifica el centro de la malla gruesa
#Tamafio de la malla fina.

fgcent mol 3 # Centro de la malla fina.

dime 161 129 193

cglen 95.2258 79.9054 127.8536
cgecent mol 3

fglen 76.0152 67.0032 95.2080
fgcent mol 3

mol 2

Ipbe

befl sdh

Mol 1 #Especifica la molécula para la cual se resolvera la PBE
Ipbe #Indica que la PBE sera linearizada
befl sdh # Especifica las condiciones de limite dentro del medio en el
que esta envuelta la proteina.
Pdie 2.0 # Constante dieléctrica del soluto
sdie 78.54 # Constante dieléctrica del solvente
chgm spl0 # Indica el método por el cual las cargas puntuales de la
moléculas seran mapeadas dentro de la rejilla.
srfm mol # especifica el modelo utilizado para la construccion del
dieléctrico y el coeficiente de accesibilidad ionica
srad 1.4 # Radio del solvente
swin 0.3 # Tasa de cambio molecular.
Sdens 10.0 # Accesibilidad del solvente
temp 300 # Temperatura
gamma 0.105 # tension superficial.
calcenergy total
end
elec name MEF2A #Proteina
mg-auto
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pdie 2.0

sdie 78.54
chgm spl0

srfm mol

srad 1.4

swin 0.3

sdens 10.0
temp 300
gamma (.105
calcenergy total

end

elec name complex # Complejo
mg-auto
dime 161 129 193
cglen 95.2258 79.9054 127.8536
cgcent mol 3
fglen 76.0152 67.0032 95.2080
fgcent mol 3
mol 3
Ipbe
befl sdh
pdie 2.0
sdie 78.54
chgm spl0
srfm mol
srad 1.4
swin 0.3
sdens 10.0
temp 300
gamma 0.105
calcenergy total

end

quit



Finalizado el calculo de Energia libre de union por parte del programa APBS, se registré en el documento
“history.txt”, del cual MultiCArG extrae la linea en la que se encuentra reportada la Energia Libre de Union y la
reescribe en el documento “cantidad.txt” junto con la secuencia de nucledtidos con la que se formo el complejo.

De este modo, finalizo la ejecucion completa de todos los mddulos del programa, para que de forma
automatica MultiCArG.py comenzara nuevamente por el primer modulo utilizando de semilla la secuencia de
nucleotidos en turno, por lo que no fue necesaria la intervencion del usuario para la determinacion de la energia

libre de union.

3.7.2.Busqueda de nuevas CArGbox.

Con ayuda del médulo “random” de Python, se extrajeron 339672 decameros de DNA al azar del archivo
“Universooligos.txt” con el que se creo el archivo CArGenrg.txt, a los que se les calculd su AGuing, segun el
criterio de APBS.

Una vez determinado este valor, se extrajeron 7 subpoblaciones del archivo “CArGenrg.txt” que se

dividieron considerando valores de AGuing Y que dan como resultado los siguientes conjuntos:

- CArGrango = {x| x > 3.8e¢+02 kJ/mol , x < 4.5¢+02 kJ/mol}.

- -3.9e+02 kJ/mol = {x| x > 3.8e+02 kJ/mol , x < 4.0e+02 kJ/mol}.
- -4.0e+02 kJ/mol = {x| x > 3.9¢+02 kJ/mol , x < 4.1e+02 kJ/mol}.
- -4.1et02 kJ/mol = {x| x > 4.0e+02 kJ/mol , x < 4.2e+02 kJ/mol}.
- -4.2e+02 kJ/mol = {x]| x > 4.1e+02 kJ/mol , x < 4.3e+02 kJ/mol}.
- -4.3e+02 kJ/mol = {x| x > 4.2e+02 kJ/mol , x < 4.4e+02 kJ/mol}.
- -4.4e+02 kJ/mol = {x| x > 4.3e+02 kJ/mol , x < 4.5¢+02 kJ/mol}.

Esto con el proposito de facilitar el andlisis de la AGuina como indicador de secuencias CArGbox, ya que
el tnico resultado de ésta naturaleza en el que se basa la designacion de un decamero como CArGbox putativa,
es la de la secuencia arquetipica 5' CTATTAATAG 3'. El establecimiento de estas poblaciones pretende
establecer un rango al rededor del valor propio de la secuencia antes mencionada, también facilitar el analisis por
grupos para entender la naturaleza que subyace en el cambio de los diferentes niveles energéticos, segun la
composicion de las secuencias.

Posteriormente se realizaron diagramas de logo, que provenian de secuencias contenidas en cada
poblacion, con auxilio del programa Weblogo (Crooks eyt al., 2004) bajo el método frecuency, que contabiliza el
numero de ocurrencias de cada nucledtido en una posicion dada para dividir estas repeticiones entre el total de

secuencias ingresadas.
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3.7.3. Arreglo de datos.

Debido a que el arreglo de datos influye directamente en la forma de visualizar las graficas y sobre todo
en la aparicion de patrones, es importante puntualizar como se realizd este acomodo, ya que se encuentra
directamente relacionado con la forma en la que se construyd el archivo “Universooligos.txt”, (que posee el
resultado de la combinatoria 4'°). La primera linea que posee este documento, corresponde a una secuencia de
poli-Adenina; la segunda entrada posee A de los sitios 1 al 9 y C en la tltima posicion, la cual cambiaa Gy T
para las secuencias que ocupan las lineas 3 y 4 respectivamente. Una vez que todos los nucledtidos han ocupado
la ultima posicion, vari6 el sitio 9 en el mismo orden de sucesion y este método se repitid hasta llegar al primer
lugar del décamero. La Fig. 22 muestra las sucesiones antes descritas partiendo de la primer linea de las

secuencias localizada en el archivo “Universooligos.txt”.

(A,'A,'A', A, ALVAL AL AL AL A
(A, A,AALAL AL AL AL AL 'CY)
(A,'A,'A,ALALVAL AL AL AL 'GY)
(A,'A,'A','A,'ALV'AL AL AL AL 'TY)
(ALALAL AL AL AL AL AL T X))
(AVAVALAVALVALAL T, X X))
L(AAVAVAVAVAL T, X, X, X))
FCATATATATATTI X, X', X', 'X)
FCATATATATT, X', 'X', X', 'X', 'X)
X, X, X, XX, X X))
peayT X, X, X, X, X, X X X0
X, X, X, X, X,X, X, X, 'X)

Fig. 22. Modo en el que se lleva a cabo la sucesion de bases en la combinatoria 4'°. En las primeras cuatro secuencias de la figura solo varia la posicion 10
siguiendo el orden A — C — G — T, en las lineas subsecuentes se ha introducido el elemento “X” con el objetivo de representar la variacion constante de
éste sitio, también a partir de la linea 4 el Gltimo nucleodtido en aparecer sera la T, ya que ésta posee el ultimo turno de la sucesion. El gradiente de solores
que aprece sobre las secuencias indica que conforme el azul se intensifica el contenido de Adenina sisminuye en las secuencias; éte gradiente también
puede apreciarse en la parte superior e izquierda de la figura, en la que se especifica como el contenido de cada una de las bases se hace mas alto mientras
el gradiente tiende a tomar un color mas obscuro.

3.7.4. Busqueda de genes utilizando motivos descubiertos.

Para explorar el genoma de Homo sapiens en busqueda de nuevos genes regulados por el factor de
transcripcion MEF2A, se utilizaron como motor de busqueda CArGbox putativas, designadas como tales segiin
su AGyina y designadas como la poblacion CArGrango. Se uso el servidor (http://rsat.ulb.ac.be/rsat/) regulatory
sequence analysis tools (RSATools) adaptando el protocolo expuesto por el mismo servidor (Turatsinze et al.,
2008) para cubrir las necesidades de éste analisis.

Se comenzo por elegir el genoma de Homo sapiens como blanco de biisqueda, sin especificar algiin gen
en particular para que todas sus secuencias promotoras fuesen blanco de investigacion, consideradas desde el
sitio -1 del inicio de la transcripcion hasta el -5500. Segtn las recomendaciones para organismos eucariontes se

previno el sobrelapamiento de genes vecinos, se admitieron posiciones imprecisas y se activd “Mask repeates”
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para enmascarar los elementos repetitivos que pudiesen obstaculizar la localizacion de motivos. Una vez que este
primer conjunto de instrucciones fue admitido por el servidor, se alimentd al programa “matrix-scan” (por
turnos) con cada una de las matrices que se elaboraron para cada grupo de secuencias definido en la seccion
3.7.5 de metodologias del presente capitulo.

La construccion del backgroud model que se refiere al modelo que refleja la composicion de bases
presente en el entorno genomico, es decir la configuracion que no corresponde al motivo; se eligié un modelo
Markoviano de segundo orden, reportado como altamente robusto para la designacion de secuencias como
elementos-cis a comparacion del modelo de Bernoulli (Turatsinze et al., 2008), utilizado en el protocolo original.

Para la construccion de el backgroud model también se tomaron en cuenta las precalibraciones
conocidas para el caso del contexto genomico de Homo sapiens, las cuales reportan frecuencias de 0.251, 0.241,
0.247 y 0.259, para las bases A, C, G y T respectivamente.

Para la exploracion de nuevos elementos-cis, se decidid6 tomar en cuenta la cadena lider y su
complementaria solicitando el puntaje de peso (W>1) y el P-value (1e-4) como indicadores de la probabilidad
de una secuencia para ser designada como CArGbox. En ambos casos el valor se considera como altamente

confiable (Turatsinze et al., 2008).

3.7.5. Construccion de matrices

El servidor RSATools basa la localizacion de elementos-cis en matrices de puntuacién por posicion
especifica (PSSMs), por lo que se construyeron seis matrices en formato TRANSFAC en base a cada uno de los
conjuntos definidos en la seccion 3.7.2 de métodos. Las matrices fueron fabricadas al determinar la frecuencia de
aparicion de cada nucleo6tido por posicion especifica. Se logré contabilizando “a mano” el contenido total de A,
C, G 6 T en cada sitio de las secuencias que forman cada subgrupo energético (que va de -3.9 kJ/mol a — 4.4
kJ/mol). Se realizaron las PSSMs bajo el formato TRANSFAC por ser de facil lectura y construccion, ademas de

ser aceptado por la IUPAC. Las matrices resultantes se exponen en la seccion de resultados del presente capitulo.

3.8. RESULTADOS DEL CAPIiTULO III

3.8.1. El programa MultiCArG.

Su ejecucion permite de forma automatica la construccion de mutantes en base a una secuencia de DNA
conservando los parametros estructurales de un modelo determinado por RMN, cristalografia o docking. Es
capaz de elaborar complejos y con base en éstos determinar la energia libre de union, por lo que se considera una
herramienta complementaria en el estudio de la interaccion de proteinas con unién a DNA y de sus secuencias

blanco (Cfrt. apéndice D). Las secciones mas importantes del programa se resaltan a continuacion:

3.8.2. Archivo “Universooligos.txt”

Este archivo posee 1,048,526 secuencias que corresponden a todos los oligonucledtidos probables a los
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cuales puede unirse el factor de transcripcion MEF2A que conforman una base de datos que puede ser semilla
del programa MultiCArG.py, y que asegura su completa automatizacion para evitar la intervencion del usuario
con el programa para ahorrar tiempo de cémputo. A continuacién se muestra una seccién de las secuencias
obtenidas localizadas en las primeras 15 lineas del fichero y en las que se observa claramente la sustitucién de

bases en las tltimas posiciones de la CArGbox:

CALAT AL A AL AT AT AT AT TAY)
CAT AT AL AT AL AL AT AL AL C)
CAT AT AT AL AL AL AT AT AL 'Y
CAL AT AT AL AL AT A AT AT T
CAT AL AL AT AL AL AT AL ' IAY)
AL AT AT AL AL AT AT AT CLC)
CALTAT AT AL AL AL AT AT GG
AT AT AT AT A AT A AT 'C T
CATTAT AL AL AL AL AT AT G AT
AL AT AT AL AL AL AT AT G C)
CAT AL AT AT AL AT AL AL G GY
AL AT AT AL AL AT AT AT G TY)
CAL AT AT AL AL AL AT AT T TAY)
CAT AT AL AT AL AL AT AL T CY)
CALTAT AT AL AL AL AT AT T /G

3.8.3. Librerias de atomos de hidrégenos.

Se cuenta con una libreria de 80 archivos que corresponden a las coordenadas de atomos de hidrogeno
pertenecientes a los nucleétidos introducidos en las secuencias de DNA por eventos simulados de transversion y
transicion a los que se someti6 el arquetipo de CArGbox. Esta libreria permite la adicion de atomos de hidrégeno
de cualquier nucledtido y su base complementaria, con la premisa de adicionar los atomos con distancias de

enlaces y angulos en las posiciones canodnicas para cada base. (Chen ef al., 2010).

3.8.4. Obtencion de estructuras tridimensionales de DNA en formato .pdb.

La obtencion de estructuras tridimensionales de las secuencias CArGbox construidas de novo, constituyd
un reto informdtico, ya que hasta el momento no se cuenta con ninguna paqueteria disponible para simular
procesos de mutacion en una molécula de DNA, conservando una estructura molecular definida, como la
proveniente de resonancia Magnética Nuclear o Cristalografia. El programa MultiCArG.py manipula funciones
de la paqueteria X3DNA y lo complementa con lineas de codigo para crear mutantes de la CArGbox. El
programa es apto para simular procesos de mutacion en una estructura de DNA y conserva sus pardmetros de

coordenadas originales en un formato altamente manipulable como el .pdb.

3.8.5. Complejos MEF2A-CArGbox.

Fue posible obtener nuevos complejos MEF2A-CArGbox (no determinados por RMN o cristalografia)
reproduciendo las caracteristicas estructurales canonicas reportadas en el archivo .pdb con No. de 1d: 1C7U, que
pueden ser sometidas a procesos experimentales de dinamica molecular, determinacioén de energia libre, entre
otros. En la Fig. 23 se observa el complejo formado con la CArGbox mutante ATGGTACATT como ejemplo de

estructuras que pueden obtenerse al manipular el programa MultiCArG.py:
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ATGGTACATT

Fig. 23. Complejo MEF2A-CArGbox(ATGGTACATT). Utilizando el programa MultiCArG.py se simularon 6 procesos de transversion en los sitios 1, 4, 7,
8, 9 y 10 de la CArGbox y una transicion en el sitio 3, pese a éstos cambios los parametros estructurales de la CArGbox igualan a los descritos en las
determinaciones de RMN vy Cristalografia, por lo que ésta mutante se acopla de forma idénea al factor de transcripcion MEF2A, lo que permite el estudio
de ambas moléculas como un complejo. El dimero de MEF2A esta representado en color gris, los nucleétidos se distinguen por colores, la adenina de
color rojo, la guanina de color anaranjado, la timina de color azul y la citosina de color violeta. En la parte inferior de la figura se resalta la secuencia de la
caja CArG especificando su secuencia. La visualizacion se obtuvo con el programa VMD.
3.8.6. Determinacion de la energia de unién.

El programa MultiCArG.py tuvo por objeto primordial determinar la energia libre de union generada
entre MEF2A y una serie de veinteameros de DNA que contienen una secuencia de diez nucledtidos en su parte

central, a la que con base a la AGuing, se pretendio caracterizar como CArGbox.

3.8.7. Determinacién de la energia libre de union generada en diversos complejos MEF2A unidos a
diversas secuencias de DNA.

La secuencia 5' CTATTAATAG 3' se acepta ampliamente por su comprobacion experimental como sitio
de union del factor de transcripcion MEF2A (McKinsey ef al., 2000); su Agyina €S un parametro que se considero
para designar a otras secuencias como CArGbox; por lo tanto la AGuina oObtenida del complejo arquetipico
(tomado del .pdb con No de id: 1C7U) al que se le aplico una minimizacioén que reportd energias inferores a 100
kJ mol™! nm’, fue de: -4.241505721755e+02 kJ/mol.

En la exploracion de nuevas secuencias CArGbox probables, se calculd el valor de AGying para 339672

secuencias (Cfr. en el archivo “CarGenerg.txt”. Estos valores pueden apreciarse en la Fig. 24).
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Fig. 24. Valores de AGying correspondientes a el total de secuencias estudiadas. Los valores de Valores de AGyig presentados provienen de las 339672
secuencias tomadas al azar de la poblacién de oligos resultante de la combinatoria 4'° (seccion 3.7.2). El eje de las y corresponde a la AGying, al eje x
pertenecen el nimero de secuencias y la progresion de nucledtidos que indica que base aparece en el primer sitio de los decdmeros: como puede notarse
cada 20000 secuencias cambia la primera base en el orden A, C, Gy T, las secuencias estan acomodadas seglin el arreglo descrito en la seccion 3.7.3 de
los métodos. El resto de las posiciones sustituye nucleétidos en el mismo orden, por lo que se observa un segmento de la combinatoria 4 ' graficado seglin
estas progresiones, notese la aparicion de un patron en la distribucion de los datos estudiados. La seccion resaltada en rojo corresponde a la poblacion de
secuencias a analizar y cuyo conjunto esta definido por: {x| x > 3.8e+02 kJ/mol , x <4.5¢+02 kJ/mol}. El grafico fue obtenido con el programa SciDAVis.

Aunado al diagrama de dispersion (Fig. 25) se obtuvieron las frecuencias de aparicion de los nucleotidos
A, C, Gy T en cada posicion presente en el decamero que abarca la CArGbox, reportados como porcentaje de
incidencia. Es importante acentuar que el histograma que se presenta a continuacion, se construy¢ utilizando las

339672 secuencias a las que se les calcul6 el valor de AGuina,
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Fig.25. Incidencia de aparicion de los nucledtidos presentes en las secuencias para las que se obtuvo el valor de AGbind. Para cada posicion de las
secuencias se realizo un conteo de los nucleétidos presentes en la sitio x, posteriormente se obtuvo se porcentaje de incidencia con respecto al 100% de las
secuencias (339672). La ubicacion de los nucleodtidos esta reportada en sentido 5' — 3', a cada nucledtido le corresponde un co,or especifico como se
aprecia en el extremo derecho de la figura.

Como se observa claramente el la Fig.25, la composicion general de la poblacion de secuencias tomadas
al azar es homogénea, ya que las cuatro bases de DNA estan representadas en cada posicion oscilando alrededor
de un valor promedio de 24.2% + 1.9%. La posicion 8§ es la menos homogénea, reporta los siguientes valores de

incidencia: A=21.29 %, C=19.67, G=27.10% y T = 30.16%.

3.8.8. El conjunto CArGrango.
Se extrajeron las secuencias con valores de AGyina entre -3.9e+02 kJ/mol y -4.4e+02 kJ/mol. De esta
poblacion se obtuvo un diagrama de logo que muestra las frecuencias de cada nucleétido por posicion especifica.
Comparando con las frecuencias iniciales obtenidas de la poblacion total, se observa claramente (Fig.
26) un incremento en la incidencia de Ay C en la primer posicion, un descenso de C en las posiciones 2a3y 5
a 9; en los sitios 2 al 9 se observa un incremento de nucleétidos Ay T, mientras que la posicion 10 contiene una

frecuencia similar a la que se observa en la poblacion que cuenta con el total de las secuencias estudiadas.

AGbind > -4.5e+02 kJ/mol; AGbind < -3.8e+02 kJ/mol
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Fig. 26. Diagrama de logo del conjunto definido por: {x| x > -3.8¢+02 kJ/mol , x < -4.5¢+02 kJ/mol}. Se calcularon las frecuencia por sitio especifico para
cada base presente en el DNA, las posiciones se presentan en direccion 5' — 3'. Las bases con una frecuencia mayor a parecen en la ctspide del diagrama y
las que poseen frecuencias menores aparecen en el fondo. Si la frecuencia de una base es desconsiderable o no presenta incidencias, no aparece reportado
en el sitio. En general se observa un predominio de la Ay T sobre la G YC, siendo ésta tltima la menos representada en éste grupo de secuencias..
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Existe una relacion directamente proporcional entre los conjuntos de secuencias (definidos en la seccion
3.7.2 de métodos) y sus valores de AGuing. A continuacion se enlista el numero total de secuencias detectadas por

cada grupo:

- CArGrango = {x| x > 3.8e+02 kJ/mol , x < 4.5¢+02 kJ/mol} (339672 secuencias).

- -3.9¢+2 kJ/mol = {x| x > 3.8e+02 kJ/mol , x < 4.0e+02 kJ/mol}, (43894 secuencias),
- -4.0e+2 kJ/mol = {x| x > 3.9e+02 kJ/mol , x < 4.1e+02 kJ/mol}, (36510 secuencias).
- -4.1et2 kJ/mol = {x| x > 4.0e+02 kJ/mol , x < 4.2¢+02 kJ/mol}, (23040 secuencias).
- -4.2e+2 kJ/mol = {x| x > 4.1e+02 kJ/mol , x < 4.3e+02 kJ/mol}, (10012 secuencias).
- -4.3e+2 kJ/mol = {x| x > 4.2e+02 kJ/mol , x < 4.4e+02 kJ/mol}, (1916 secuencias).
- -4.4et2 kJ/mol = {x| x > 4.3e+02 kJ/mol , x < 4.5¢+02 kJ/mol}, (44 secuencias).

SECUENCIAS CON VALORES DE AG,, .[ENTRE -3.9¢ kJ/mol Y -4.4¢ kJ/mol
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Fig. 27. Secuencias de DNA con valores de AGyi, entre  3.9e+02 kJ/mol y -4.4e+02 kJ/mol. Se muestran los valores de AGyi, del conjunto CarGenrgy
compuesto por 115410 secuecnias representadas por un punto y colocadas en el eje de las x, el eje de las y corresponde a los valores de AGying. En éste
grafico se observa claramente la relacion directamente proporcional entre el valor de AGying ¥ €l niimero de secuencias que posee cada escalon energético.
Esta grafica se construyo aislando por bloques cada uno de los conjuntos definidos en la seccion XXX de métodos, por lo que no es posible apreciar el
patron de distribucion observado en la grafica dispuesta en la fig XXXX. Los datos fueron graficados en el programa SciDAVis.

Se muestra el extracto de datos correspondientes a la poblacion CarGrango (Fig. 27), ordenados segun la

progresion de bases expuesta en la seccion de métodos 3.7.2.
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Fig.28. Secuencias de DNA con valores de AGuying entre -3.9¢+02 kJ/mol y -4.4e+02 kJ/mol presentadas seglin el acomodo de la seccion 3.7.3 de métodos.
El eje de las y corresponde a los valores de AGyina y en el eje de las x se encuentran las secuencias de DNA las cuales estan representadas por un punto. En
la figura se logra intuir el mismo patrén ciclico observado en la Fig. 29 de la presente seccion de resultados. El grafico fue realizado con el programa

SciDAVis.

En la Fig. 28 puede apreciarse un patrén generado por la presencia de altos contenidos de Timina,
relacionado con bajos niveles energéticos.

Se obtuvieron seis subconjuntos de la poblacion CArGrango, con la que se realizd una comparacion
entre las frecuencias iniciales y las que se obtuvieron de secuencias agrupadas por criterios energéticos.

El primer subconjunto esta definido por: {x| x > -3.8e+02 kJ/mol , x <-4.0e+02 kJ/mol}. El diagrama de
logo obtenido con base en esta poblacion de secuencias (Fig. 29), muestra un incremento moderado en la
incidencia de A en la posicion 1, un dominio de T en las posiciones 2 y 3 atenuado por la presencia de G y A; los
sitios 4 a 10 poseen frecuencias similares para cada uno de los nucledtidos, en cuyo caso no se observa
predominancia por una base especifica en este rango de energia para dichos sitios, sin embargo de manera

general observamos un predominio de G y A, y una menor incidencia de C.

A
ATTSR:
GAcGCCC

™ ™ n @ o =]
5 Ll &
wablogo bareley, aduy
Fig. 29. Diagrama de logo de las secuencias que poseen un valor de AGying de -3.9e+02 kJ/mol. Se calcularon las frecuencia por sitio especifico para cada
base presente en el DNA, las posiciones se presentan en direccion 5' — 3'. Las bases con una frecuencia mayor aparecen en la cuspide del diagrama y las
que poseen frecuencias menores aparecen en el fondo. Si la frecuencia de una base es despreciable o no presenta incidencias, no aparece en la posicion.
Con respecto a las frecuencias de la poblacion que posee el rango completo de AGywa reportadas, se observa un predominio de la A en la posicion 1 y de la
T en los sitios 2 y 3. El resto de los sitios permanece con frecuencias similares entre los nucleétidos.
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El diagrama que se obtuvo para las secuencias con valor de  AGyina = -4.0e+02 kJ/mol (Fig. 30) muestra
un predominio de Ay C en el sitio uno. De los sitios 2 al 9 se muestra un incremento en las frecuencias de Ty A
con respecto al paso energético -3.9¢+02 kJ/mol y un decremento de la frecuencia de G. En la posicion 10 no

predomina alguna base particular, y en general la frecuencia de la C decae en los sitios 4 al 9.

AG,, , = -4.0e+02 kJ/mol
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Fig. 30. Diagrama de logo de las secuencias que poseen un valor de AGyina de -4.0e+02 kJ/mol. Se calcularon las frecuencia por sitio especifico para cada
base presente en el DNA, las posiciones se presentan en direccion 5' — 3'. Las bases con una frecuencia mayor aparecen en la cuspide del diagrama y las

que poseen frecuencias menores aparecen en el fondo. En la figura se observa un incremento en la frecuencia de Ay T en los sitios 2 al Sy 8 al 9, el sitio |
y 10 permanece sin cambios significativos con respecto al anterior paso energético de 3.9.

El diagrama de logo producido con base en el conjunto definido por {x| x <4e+02 kJ/mol , x > 4.2e+02
kJ/mol} (Fig. 31) presenta frecuencias similares al paso energético correspondiente a AGying = -4.0e+02 kJ/mol;
sin embargo se aprecia un decremento sutil de G y C en el sitio 2 al 10, asi como un aumento de A en la posicion

9. La frecuencia de bases es muy similar entre si en el sitio 10.

AG,, , = -4.1e+02 kJ/mol

TTILAATA
AAAASTTATS

o
- 3 4
weblogo bekeley.ady

Fig. 31. Diagrama de logo de las secuencias que poseen un valor de AGying de -4.1e+02 kJ/mol. Se calcularon las frecuencia por sitio especifico para cada
base presente en el DNA, las posiciones se presentan en direccion 5' — 3'. Las bases con una frecuencia mayor aparecen en la cuspide del diagrama y las
que poseen frecuencias menores aparecen en el fondo. Se observan frecuencias mas altas de T y A de los sitios 2 al 9, y una frecuencia medor de Cy G
(que en algunos casos es minima).

En el diagrama del logo de las secuencias con AGuyina = -4.2e+02 kJ/mol (Fig. 32) se observa al sitio 1
sin cambios importantes con respecto a los pasos energéticos anteriores, existe un aumento en la frecuencia de A
en el sitio 3 y 7, un aumento en la frecuencia de T en los sitios 2, 4, 8, 9 y 10, esta tltima posicién comienza con
una tendencia a favor de ser ocupada por T. Debido a los aumentos de Ay T la frecuencia de C y G se ve

miniminizada.
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AG,, , = -4.2e+02 kJ/mol
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Fig. 32. Diagrama de logo de las secuencias que poseen un valor de AGyin de -4.2e+02 kJ/mol. Se calcularon las frecuencia por sitio especifico para cada
base presente en el DNA, las posiciones se presentan en direccion 5' — 3'. Las bases con una frecuencia mayor aparecen en la cuspide del diagrama y las
que poseen frecuencias menores aparecen en el fondo. Las frecuencias de Ay T dominan a lo largo de todos los sitios haciendo decaer el contenido de Cy
G. En el sitio 10 comienza a observarse una tendencia en el predominio de la T.

El grafico de logo elaborado con las secuencias con un valor de AGuina = -4.3e+02 kJ/mol (Fig. 33),
muestra un aumento generalizado en el contenido de T y A, lo que implica una composicion mas homogénea

entre este grupo de decameros. Los sitios 2,4, 8 y 10 estan enriquecidos en T, mientras que los sitios 3, 7y 9 lo

equitativas para los 4 nucledtidos.

estan en A; la posicion 1 conserva una alta frecuencia de C y A, mientras que la 5 y 6 poseen un contenido
AG,,,, = -4.3e+02 kJ/mol
T ® 0
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Fig. 33. Diagrama de logo de las secuencias que poseen un valor de AGying de -4.3e+02 kJ/mol. Se calcularon las frecuencia por sitio especifico para cada
base presente en el DNA, las posiciones se presentan en direccion 5' — 3'. Las bases con una frecuencia mayor aparecen en la cuspide del diagrama y las

que poseen frecuencias menores aparecen en el fondo. El contenido de T y A aumenta en este grupo de secuencias sobre todo en el caso del primer
nucledtido en el sitio 2, 8 y 10.

El conjunto de secuencias definidas por valores de AGyina = {X| X > 4.5¢+02 kJ/mol , x < 4.3e+02
kJ/mol} componen la tultima subpoblacion, este grupo de decameros se encuentra altamente enriquecido en
nucleotidos de A en las posiciones 1, 3 y 7, se observa una mayor frecuencia de aparicion de T en las posiciones
2,4,5,8y 10 como se observa en la figura 34. Muchas de las secuencias alojadas en este conjunto poseen C en
la primera posicion y un contenido medianamente equilibrado de A/T en las posiciones 6 y 9. El contenido de G
y C desaparece totalmente de los sitios 2 al 8 y en el sitio 10, sin embargo una minoria de secuencias contienen

G en la posicion 9.
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Fig. 34. Diagrama de logo de las secuencias que poseen un valor de AGyin de -4.4e+02 kJ/mol. Se calcularon las frecuencia por sitio especifico para cada
base presente en el DNA, las posiciones se presentan en direccion 5' — 3'. Las bases con una frecuencia mayor aparecen en la cispide del diagrama y las
que poseen frecuencias menores aparecen en el fondo. Observamos una recurrencia significativa de Ay T en todas las posiciones, dado este aumento la C y
la T ya no se encuentran representadas en las secuencias de éste grupo, excepto por la C en la posicion 1 y un reminecente de G en el sitio 9.

Con respecto al primer calculo de las frecuencias del conjunto definido por todos los valores de  AGying
calculados (lo que se ha venido nombrando como la poblacion CArGenerg), se observa una marcada tendencia
en el aumento del contenido de T y A en todas las posiciones y un equilibrio en las frecuencias de Ay C en el
sitio 1, conforme los valores de AGuying decaen de -3.9¢+02 kJ/mol a -4.4e+02 kJ/mol. Cabe resaltar el diagrama
de logo correspondiente a las secuencias con un valor de AGuing = -4.2¢+02 kJ/mol, que muestra la distribucion
de frecuencias mas parecida al dominio candnico 5' (CTA(T/A)sTAG) 3' de la CArGbox de MEF2A aceptado
hasta ahora ampliamente (ejemplo: el valor de AGuying = -4.241505721755e+02 kJ/mol de la secuencia que se
tom6 como arquetipo en esta investigacion 5' CTATTAATAG 3').

3.8.9. Matrices de puntuaciéon por posicion especifica (PSSMs).

La construccion de matrices es un paso fundamental para la descripcion estadistica de los factores de
transcripcion, éstas otorgan una descripcion detallada de la estructura del elemento-cis al que se une el FT, y son
herramientas fundamentales para la bisqueda de sitios de regulacion dentro del genoma y la identificacion de
genes regulados por el factor de transcripcion estudiado. Atendiendo a esta necesidad, se obtuvieron seis PSSMs
producidas con base en la determinacion de la AGuina,

Las matrices que se muestran en la figura 35, estan escritas en formato TRANSFAC y derivan de los

grupos descritos en la seccion 3.7.2 de métodos, pueden copiarse sin cambios para ser utilizadas.

: Matrices derivada de las secuencias con DGbind=-3.9kJ/mol ; Matrices derivada de las secuencias con DGbind=-4.0kJ/mol
: MATRIX 1/1 : -3.9kJ_mol ; MATRIX 1/1 : -4.0kJ_mol

AC 3.9 AC 40

XX XX

DT Quetzalcoatl Escalante-Covarrubias DT Quetzalcoatl Escalante-Covarrubias
XX XX

PO A C G T 0 A C G T

1 13629 8318 0 0 1 11319 6936 0 0

2 8318 613 4538 8478 2 6936 651 2821 7847

3 5856 719 6418 8954 3 6697 35 3611 7912

4 6035 6173 3966 5773 4 5419 4881 2357 5598

5 5423 5303 5648 5573 5 4762 4191 4236 5066

6 5574 5436 5483 5454 6 5045 4048 4333 4829

7 5877 4194 6016 5860 7 5842 2377 4769 5267

8 7733 6514 632 7068 8 6645 4474 23 7113

9 5920 4126 6001 5900 9 5733 1883 4886 5754

10 5210 5150 5185 6402 10 4423 4626 4096 5110

XX XX

/! /!
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; Matrices derivada de las secuencias con DGbind=-4.1kJ/mol ; Matrices derivada de las secuencias con DGbind=-4.2kJ/mol
; MATRIX 1/1 : -4.1kJ_mol ; MATRIX 1/1 : -4.2kJ_mol

AC -4.1 AC -4.2

XX XX

DT Quetzalcoatl Escalante-Covarrubias DT Quetzalcoatl Escalante-Covarrubias
XX XX

PO A C G T PO A C G T

1 6915 4605 0 0 1 3102 1904 0 0

2 4605 569 858 5488 2 1904 243 70 2789

3 5222 0 922 5376 3 3009 0 52 1945

4 3673 3264 630 3953 4 1627 1096 36 2247

5 2995 2622 2641 3262 5 1440 1015 877 1674

6 3296 2484 2670 3070 6 1673 850 1025 1458

7 4114 596 3171 3639 7 2321 31 1063 1591

8 4643 1618 0 5259 8 1851 186 0 2969

9 4050 287 3135 4048 9 1936 3 1108 1959

10 2431 2490 2257 4342 10 912 984 689 2421

XX XX

// //

; Matrices derivada de las secuencias con DGbind=-4.3kJ/mol ; Matrices derivada de las secuencias con DGbind=-4.4kJ/mol
; MATRIX 1/1 : -4.3kJ_mol ; MATRIX 1/1 : -4.4kJ_mol

AC -4.3 AC -4.4

XX XX

DT Quetzalcoatl Escalante-Covarrubias DT Quetzalcoatl Escalante-Covarrubias
XX XX

PO A C G T PO A C G T

1 633 325 0 0 1 16 6 0 0

2 325 31 0 602 2 6 0 0 16

3 714 0 0 244 3 22 0 0 0

4 296 110 0 552 4 4 0 0 18

5 313 151 99 395 5 6 0 0 16

6 383 105 158 312 6 14 0 0 8

7 572 0 115 271 7 20 0 0 2

8 274 0 0 684 8 1 0 0 21

9 418 0 158 382 9 11 0 1 10

10 34 32 14 878 10 0O 0 0 22

XX XX

// //

Fig. 35. PSSMs construidas con secuencias de las que se obtuvo su AGyina. Se agruparon en seis grupos cuyas secuencias poseen los valores de: -3.9¢+02
kJ/mol, -4.e+02 kJ/mol, -4.1e+02 kJ/mol, -4.2e+02 kJ/mol, -4.3e+02 kJ/mol y -4.4e+02 kJ/mol. Para cada grupo se calcul6 el contenido de cada base en el
total de los secuencias, éste corresponde al niimero que se indica bajo cada columna correspondiente a un nucledtido especifico; recuérdese que todas las
secuencias poseen una longitud de 10 pb, sus posiciones se indican en el extremo izquierdo de cada formato debajo de los nucledtidos y estan descritas en
direccion 5' — 3.

3.8.10. Nuevos elementos-cis descubiertos en el genoma de Homo sapiens.

Los resultados de las busquedas de elementos-cis en el servidor RSATools, basada en las frecuencias de
las matrices construidas utilizando las secuencias con un valor de AGuing entre -3.9e+02 kJ/mol y -4.4e+02
kJ/mol, se reportan en la Tabla 4. Cabe mencionar que los datos obtenidos en base a esta exploracion exceden a
los expuestos en el presente reporte debido a que RSATools no elimina sindnimos, por lo que fue necesario
excluirlos con el fin de contemplar el alcance real de esta busqueda.

Por medio de la metodologia propuesta en la presente investigacioén se lograron identifica mas de 500
genes cuya expresion probablemente este siendo regulada por MEF2A. Utilizando la PSSMs construida con las

secuencias que dieron un valor de AGuing = -4.1¢+02 kJ/mol se detectaron 20 genes, convirtiéndose asi en la

matriz que detecté un menor nimero de genes, en comparacion con las PSSMs construidas con las secuencias
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que dieron un valor de AGuying = -4.0e+02 kJ/mol, -4.3e+02 kJ/mol y -4.4e+02 kJ/mol con las que se rastrearon al
rededor de 200 genes. La PSMM construida con las secuencias que dieron un valor de  AGying = -4.2e+02 kJ/mol
arrojo un total de 47 genes y la PSMM construida con las secuencias que dieron un valor de AGuina = -3.9¢+02

kJ/mol arrojo un total de 90 genes.

Tabla. 4. Numero de genes putativos rastreados por el método de derminacion de la AGyig. La primer columna de la tabla corresponde al grupo energético
del cual se obtuvo la matriz de puntuacion por posicion especifica que se utilizd6 como motor para la busqueda de elementos-cis putativos del factor de
transcipcion MEF2A en el servidor RSAT, por cada grupo se especifica el nimero total de genes encontrados asi como el promedio de los valores de Wy
P-value con su desviacion estandar.

Valor de AGing # Total de genes X Wi X P-value
identificados por RSATools
-3.9¢+02 kJ/mol 90 2.62 +0.01 6.4e-05 +2.36
-4e+02 kJ/mol 205 3.17 £0.01 4.6e-05 +2.46
-4.1e+02 kJ/mol 20 4.18 +0.005 5.7e-05 +2.81
-4.2e+02 kJ/mol 47 6.10 +0.007 5.5e-05 +2.61
-4.3e+02 kJ/mol 204 8.20 +0.06 5.2e-05 +2.66
-4.4¢+02 kJ/mol 228 109 +0 5.4e-05 +2.62

Conforme descienden los niveles energéticos, se observa un aumento del promedio en los valores de W
proporcionado por RSAT que refleja un aumento en la probabilidad, para que las secuencias reportadas ocurran
conforme al modelo propuesto por cada uno de los PSSMs y no al backgroud model.

Con respecto a los valores de P-value, parecen descender a la par de AGying, aunque de forma poco
significativa, ya que todos ellos corresponden a magnitudes en el orden de 1x107.

En las tablas 5 a la 10 se reportan los genes encontrados con ayuda del servidor RSAT utilizando las
frecuencias de las matrices construidas con las secuencias de valores de AGuying entre -3.9e+02 kJ/mol y -4.4e+02
kJ/mol. Aunada a esta busqueda se realiz6 una profunda investigacion de cada gen asociado al elemento-cis
localizado, esto con la finalidad de conocer el tejido especifico en el que se expresa cada uno, y con ello obtener

una perspectiva acerca de su rol biologico en Homo sapiens.

ENTRADA NUMERO DE ACCESO DESCRIPCION TEJDO CISE  Ws  REFERENCIA

CALR3_HUMAN  9606.ENSP00000269881 Proteina Calreticulina-3 funciona como chaperona independiente de lectina durante la espermatogiTesticulos 1 2.64  http:/iwww.uniprot.org/uniprotQ96L 12
NP_115583.1 Q9HEX5-CS044_HUMAN  Proteina sin clasificar, interactia con la proteina CBY2 durante el desarrollo testicular. Testiculos 1 264 http:/www.uniprot.orgfuniprot/QIHEX5
Q96HF8_HUMAN  P12036 - NFH_HUMAN Neurofilamento polipeptidico, juega un importante papel en la maduracién de los axones Nervioso 1 2.64  http:/iwww.uniprot.orgluniprotP12036
NP_835223.1 Q5TH74 - STPG1_HUMAN  Metil-guanina inductor de la apoptdsis en espermatozoides Testiculos 2 263 Http/www.uniprot.org/uniprotQ5TH74
CCD21_HUMAN  Q6P2H3-CEP85_HUMAN  Proteina de centrosomas Ubicuo 2 2.63  http:/iwww.uniprot.orgluniprotQ6P2H3#Q6P2H3-2
Q5Q9A2_HUMAN  Q5T013 - HYI_HUMAN Hidroxipiruvato deshidrogenasa putativa Ubicuo 2 2.63  http:/iwww.uniprot.org/uniprotQ5T013
056B4_HUMAN  Q8NH76-056B4_HUMAN  Receptor olfativo Nervioso 2 263 http:/www.uniprot.orgluniprot/Q8NH76
FUT4_HUMAN P22083 - FUT4_HUMAN Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 4 Inmune 2 263 http:/www.uniprot.orgfuniprot/P22083
DDX6_HUMAN P26196 - DDX6_HUMAN Probable ATP-dependiente RNA helicase DDX6, involucrada en apoptosis Apoptosis 2 263 http:/mwww.uniprot.orgfuniprot/P26196

Tabla. 5. Secuencias CArG putativas obtenidas por medio de las matrices construidas en base a las secuencias con un valor de AGying de -3.9e+02 kJ/mol.
La primer columna de la tabla corresponde a la entrada con la que se localizd el gen, la segunda columna corresponde al nimero de acceso al cual se
recurrié para explorarlo, la tercer columna corresponde a una descripcion breve del gen, la cuarta columna corresponde al tejido en el que se expresa este
gen, la siguiente columna (CIS-E) corresponde al numero de veces que una CArGbox aparece en la seccion regulatoria del gen, la sexta columna reporta el
W; calculado en el servidor RSAT y finalmente se incluye la referencia para que pueda consultarse la liga de donde se recabd la informacion presentada del
gen. Esta lista cuenta con 90 genes identificados.
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Q96HX2_HUMAN
HXC8_HUMAN
ELK3_HUMAN
Q5T911_HUMAN
Q6PUIG_HUMAN

ENST00000382039 ABNNKS - ABNNK5_HUMAN

Q7Z2F6_HUMAN
ATBF1_HUMAN
LOX12_HUMAN
ANFY1_HUMAN
MYH10_HUMAN
K1H8_AUMAN
NP_438170.1
PPIP2_HUMAN
UBIQ_HUMAN
TSH3_HUMAN
14338_HUMAN
SEMAC_HUMAN
MARH7_HUMAN
PDE11_HUMAN
NP_057399.1
QBNHU2-6
NP_7871102
ITIH4_HUMAN
NPY2R_HUMAN
GFRAL_HUMAN
HSF2_HUMAN
NCOA2_HUMAN
FANCC_HUMAN
Q57535 HUMAN
GAGB1_HUMAN
1L20_HUMAN
P15529-11
Q62UZ0_HUMAN
Q5T098_HUMAN
NFL_HUMAN
Q7Z3N4_HUMAN
OR4F5_HUMAN
UB2J2_HUMAN
NM_001303681
NADK_HUMAN
Q6PJ22_HUMAN
Q9UQV8_HUMAN
RET_HUMAN
QBWN34-2
VP33A_HUMAN
DTD2_HUMAN
DPF3_HUMAN
0D02_HUMAN
CORO7_HUMAN
Q13798_HUMAN
NP_689559.1
Q8N4C8-3
CALR3_HUMAN
THBG_HUMAN
GAGBT_HUMAN
Q57535 HUMAN
FANCC_HUMAN
NCOA2_HUMAN
QBN157-3
C02_HUMAN
QBN6L6_HUMAN
NPY2R_HUMAN
Q146242
P412353
Q8NHU2
SEMAC_HUMAN
NP_597812.1
TSH3_HUMAN
092908
PRAF1_HUMAN
VISL1_HUMAN
NP_786951.1
WNT7A_HUMAN
STAG!_HUMAN
PGFRA_HUMAN
OSMR_HUMAN
HCN1_HUMAN
NP_115485.1
IL4_HUMAN
DDX46_HUMAN
NP_075252.2

Q9HCHO - NCK5L_HUMAN
P31273 - HXC8_HUMAN
P41970 - ELK3_HUMAN
Q5T911-Q5T911_HUMAN
QBPJT7 -ZC3HE_HUMAN

Q7Z2F6 - ZN720_HUMAN
Q15911 - ZFHX3_HUMAN
P18054 - LOX12_HUMAN
QOP2R3 - ANFY1_HUMAN
P35580 - MYH10_HUMAN
076015- KRT38_HUMAN
QOBXL6 - CAR14_HUMAN
Q9H939 - PPIP2_HUMAN
POCG47 - UBB_HUMAN
QB3HK5 - TSH3_HUMAN
P31946 - 1433B_HUMAN
Q9C0C4 - SEM4C_HUMAN
Q9H992 - MARH7_HUMAN
Q9HCR9 - PDE11_HUMAN
Q9UBPY - GULP1_HUMAN
Q8NHU2 - CFA61_HUMAN
P41235 - HNF4A_HUMAN
Q14624 - ITIH4_HUMAN
P49146 - NPY2R_HUMAN
QBUXVO - GFRAL_HUMAN
Q03933 - HSF2_HUMAN
NCOA2_HUMAN

Q00597 - FANCC_HUMAN
Q72591 - AKNA_HUMAN
075459 - PAGE1_HUMAN
QONYY1-1L20_HUMAN
P15529 - MCP_HUMAN
Q2KJY2 - KI26B_HUMAN
Q57098 - Q5T098_HUMAN
P07196 - NFL_HUMAN
Q7Z3N4

Nck-associated protein 5-like

Homeobox protein Hox-C8

Regulador negativo que forma complejo temario con SRF

Factor de transcripcion, cofactor de la ARN polimerasa Il

Reconocimiento de secvuencias poli-A en neuronas

Tumor suppressor p53-binding protein 1

Proteina de union a ADN

Zinc finger homeobox protein 3

Promueve la diferenciacion de fibroblastos

Proteina controladora del trafico intracelular

Miosina que estabiliza el coldgeno tipo 1

Keratina del tipo cuticular

Protege a las células contra la apoptosis

Promueve la formacién de actina

Promueve la endocitosis

Regula la formacion de histonas

Factor de transcripcion que ayuda a diferenciar osteocitos y juega un rol en la apoptosis
Receptor de membrana requerido para un desarrollo normal del cerebro
Ubiquitina que participa en la formacion de proteinas de desecho para promover endocitosis
regula la concentracin de cAMP y cGMP, su ausencia se liga con la disfuncion erécfil
Proteina GUL1P, participa en la fagocitosis durante la apoptosis

Proteina 61 asociada a la formacion del flagelo espermético

Factor 4-alpha del hepatocito

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4, envuelto en respuesta inflamatoria
Neuropeptide Y receptor type 2

Receptor tipo ALFA GDNF implicado en la apoptosis neuronal.

Proteina activadora de factores del cheque térmico

Receotor nuclear responsable de la diferenciacion de adipositos

Proteina FANCC envuelta en el mantenimiento y estabilidad del cromosoma
Factor de transcripcion escencial en la diferenciacion de linfositos

Antigeno P de la familia 1

Interleucina

Ubicuo

1

Homeobox 1
Homeobox 1

FT
Nervioso
FT
FT

2
2
2
1

Homeobox 2

Muscular
FT
Muscular
Muscular
Apoptosis
Muscular
Trafico
FT

Oseo
Nervioso
Trafico
Testiculos
Trafico
Testiculos
Hepatico
Hepatico
Nervioso
Nervioso
FT
Adiposo
Ce
Inmune
Inmune
Epidermis

Cofactor de proteina de membrana CD46 relacionado con el reconocimiento durante la unién de ge Testiculos

Proteina cinasa KIF26B

Utrofina, que diferencia el musculo

proteina constructora de neurofilamentos

Proteina hipotética DKFZp686C24272 ubicada en endosomas

ENS(G00000186092 - OR4F5 Receptor olfativo transmembranal
ENST00000349431 - Q8N2K Enzima Ubiquitina E2, J2
ENSFM00780001955120-RMzSin clasificar

ENST00000341426
ENSG00000189301

Cinasa localizada en fibroblastos
- Q6PJ22Proteina sin identificar

Q9UQVS - QYUQV8_HUMAN Proteina RET involucrada en el desarrollo del tubo neural

P07949 - RET_HUMAN
QBWN34 - CRDL2_HUMAN
Q96AX1 - VP33A_HUMAN
Q96FN9 - DTD2_HUMAN
Q92784 - DPF3_HUMAN
P36957 - ODO2_HUMAN
P57737 - CORO7_HUMAN
Q13798 - Q13798_HUMAN
QBN370 - LAT4_HUMAN
QBN4C8 - MINK1_HUMAN
Q96L12 - CALR3_HUMAN
P05543 - THBG_HUMAN
075459 - PAGE1_HUMAN
Q72591 - AKNA_HUMAN
Q00597 - FANCC_HUMAN
Q15596 - NCOA2_HUMAN
QBN157 - AHI1_HUMAN
P06681 - CO2_HUMAN
QBNG6L6 - Q8N6L6_HUMAN
P49146 - NPY2R_HUMAN
Q14624 - ITIH4_HUMAN
P41235 - HNF4A_HUMAN
Q8NHU2 - CFAB1_HUMAN
Q9C0C4 - SEMAC_HUMAN
QOBY07 - S4A5_HUMAN
QB3HK5 - TSH3_HUMAN
Q92908 - GATAG_HUMAN
QoUIN4 - PRAF1_HUMAN
P62760 - VISL1_HUMAN
Q7RTU1-TCF23_HUMAN
000755 - WNT7A_HUMAN
QBWVM? - STAGT_HUMAN
P16234 - PGFRA_HUMAN
Q99650 - OSMR_HUMAN
060741 - HCN1_HUMAN
Q5XKR4 - OTP_HUMAN
P05112- IL4_HUMAN
Q7L014 - DDX46_HUMAN
P22455 - FGFR4_HUMAN

Proto-oncogen RET involucrado en la migracion de celulas neuronales
proteina CHRDL2 controla la formacion del cartilago

Proteina de trafico vesicular formadora de vacuolas VPS33A

Tyrosina marcadora de vesiculas

factor mitético para la formacion del tubo neural

Proteina DLST mitocondrial

Regulador de la actina-F, proteina Cronin-7

Proteina de tréfico transmembranal

Prteina transportadora de aminoécidos neutros

Cinasa MINK1 envuelta en la transduccion de sefiales en la neurona

Rifion
Muscular
Nervioso
Nervioso
Nervioso
Ubicuo

w

1
3
1
2
1
2
1
8
1
1
6
2
3
2
1
2
1
2
1
3
1
1
3
1
2
2
2
1
1
1

Sin Clasifici1

Conectivo
Ubicuo
Nervioso
Nervioso
Muscular
Trafico
trafico
Nervioso
Adiposo
Tréfico
Tréfico
trafico
Nervioso

Proteina calreticulina-3 actua como chaperona independiente de lectina durante la espermatogene Testiculo

proteina Serpina? transportadora de la hormona tiroxina en sistema nervioso central
Antigeno PAGE1

Factor de transcripcion AKNA que activa la transcripcion del receptor CD40 de los linfositos
proteina FANCC, mantiene la estabilidad de los cromosomas

Proteina NCOA2 que regula el metabolismo de glucosa en el tejido pardo

Juberina AHI1 requerida para la difetrenciacion del tejido del sistema nervioso central
Componente C2 que actuiva al factor C1 cuando surge la respuesta inmunitaria
Componente C2b que actuiva al factor C1 cuando surge la respuesta inmunitaria
Neuropeptido receptor Y tipo 2 NPY2R

Pasrticipa en procedos inflamatorios y regenerativos del higado

Factor 4-alfa del hepatocito, controla la expresion genetica

Proteina CFAP61 asociada al desarrollo del sistema nervioso

Semaforina 4c requerida para el desarrollo normal del cerebro

Cotransportador electrogenico de iones sodio y bicarbonato. mantiene el pH en hepatocitos
TF TSHZ3, regula el desarrollo de las neuronas envueltas en el control respiratorio

Factor de transcripcion GATAG participa en la morfogenesis de hueso

Proteina receptora RABAC1 regula la formacion de vesiculas en el aparto de Golgi

Nervioso
Inmune
inmune
Ce
Adiposo
Nervioso
Inmune
Inmune
Nerviso
Hepatico
Hepatico
Nervioso
Nervioso
Hepatico
Nervioso
Oseo
Trafico

Proteina VSNL1 proteina inhibidora de la fosforilacion de rodopsina, controla el fluido cerebroespinNervioso

Factor de transcripcion 23 inhibidor de la miogenesis
Proteina WNT7A ayuda a diferenciar los conductos de Miiller
Proteina STAG1 ayuda a cohesionar las cromatidas hermanas durante la replicacion del ADN

Musculo
Testiculos
Cc

Factor de crecimiento PDGFRA se expresa durante el desarrollo embtionario y ayuda a diferenciar Oseo

Subunidad beta del receptor OSMR, participa en la diferenciacion de musculo
Mediador de la respuesta al estimulo de la sensibilidad hacia lo agrio

Proteina homeobox OTP, participa en la diferenciacion de las celulas del hipotalamo
Interleucina 4

Helicasa DDX46 ayuda a la formacion de los cuerpos de Cajal durante la replicacion
Factor de crecimiento del fibroblasto FGFR4
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Musculo
Nerviso
Nervioso
Inmune
Cc
Digestivo

2
1

1
1
2
2
1
3
1
2
1
3
2
1
3
1
1
3
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
8
2
1
2
6
6
1
3
3
3
1

263
2.63
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
263
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
263

2.63
263
263
263
263
263
263
263
2.63
263
263
2.63
263
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261
261

http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
htp:/www.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www.uniprot.org
htp:/www.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http://www_.uniprot.org
http:/www.uniprot.org
htp:/www.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org
http:/www_.uniprot.org/uniprot/Q00597
http://www_.uniprot.org/uniprot/Q72591
http:/www.uniprot.orgluniprot/075459
www.uniprot.orgfuniprotQINYY1
http:/www_.uniprot.org/uniprot/P15529#P 1552911
http:/www.uniprot.orgluniprot/Q2KJY2
http:/www_.uniprot.org/uniprotQ5T098
http://www_uniprot.org/uniprot/P07196
http:/www.uniprot.orgluniprot/Q7Z3N4
http:/www.uniprot.orgluniprot/Q8NH21
http:/www_.uniprot.org/uniprotQ8N2K1
http:/www_uniprot.org/uniprot/C1BZT5
http:/www_.uniprot.org/uniprot/095544
http:/www_uniprot.org/uniprot/Q6PJ22
http:/www_.uniprot.org/uniprotQIUQV8
http:/www_uniprot.org/uniprot/P07949
http:/www_.uniprot.org/uniprot Q6\WN34

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

uniprotQIHCHO
uniprot/P31273
uniprot/P41970
uniprot/Q5T911
uniprot/Q6PJT7
uniprotAGNNKS
uniprot/Q7Z2F6
uniprot/Q15911
uniprot/P18054
uniprot/Q9P2R3
uniprot/P35580
uniprot/076015
uniprot/Q9BXL6
uniprot/Q9H939
uniprotP0CG47
uniprot/Q63HK5
uniprot/P31946
uniprotQICOC4
uniprot/Q9H992
uniprot/QOHCRI
uniprotQIUBPY
uniprot/Q8NHU2#Q8NHU2-6
uniprot/P41235
uniprot/Q14624
uniprot/P49146
uniprot/QBUXVO
uniprot/Q03933
uniprot/Q15596

http:/www.uniprot.org/uniprot/QIBAX 1
http:/www_.uniprot.org/uniprotQI6FN9
http:/www.uniprot.org/uniprot/Q92784
http:/www_uniprot.org/uniprot/P36957
http:/www_.uniprot.orgluniprot/P57737
http:/www.uniprot.orgluniprot/Q13798
http:/www.uniprot.org/uniprot/Q8N370
http:/www_.uniprot.org/uniprotQBN4C8#Q8N4C8-3
http://www_uniprot.org/uniprot/Q96L12
http:/www_.uniprot.org/uniprot/P05543
http:/www_.uniprot.org/uniprot/075459
http:/www_uniprot.org/uniprot/Q72591
www.uniprot.orgluniprot/Q00597
http:/www_uniprot.org/uniprot/Q15596
http:/www.uniprot.org/uniprot/Q8N157#Q8N 157-3
http:/www.uniprot.org/uniprot/P06681
http:/www_.uniprot.org/uniprotQ8N6L6
http:/www_uniprot.org/uniprot/P49146
http:/www.uniprot.orgluniprot/Q14624#Q14624-2
http:/www_uniprot.org/uniprot/P41235#P41235-4
http:/fwww.uniprot.org/uniprot/ QBNHU2#Q8NHU2-6
http:/www_.uniprot.org/uniprotQIC0C4
http://www_.uniprot.org/uniprotQIBY07
http:/www_uniprot.org/uniprotQ63HK5
http:/www_uniprot.org/uniprot/Q92908
http:/www_.uniprot.org/uniprotQ9UI14
http:/www_uniprot.org/uniprot/P62760
http:/www_uniprot.org/uniprotQ7RTU1
http:/www_uniprot.org/uniprot/000755
http:/www.uniprot.org/uniprot/ Q8WVM7
http:/www.uniprot.orgluniprot/P16234
http://www_uniprot.org/uniprot/Q99650
http:/www_.uniprot.org/uniprot/060741
http:/www.uniprot.orgluniprot/Q5XKR4
http:/www_uniprot.org/uniprot/P05112
http:/www.uniprot.orgluniprot/Q7L014
http:/www_uniprot.org/uniprot/P22455



Tabla. 6. Secuencias CArG putativas obtenidas por medio de las matrices construidas en base a las secuencias con un valor de AGying de -4.0e+02 kJ/mol.
La primer columna de la tabla corresponde a la entrada con la que se localizo el gen, la segunda columna corresponde al nimero de acceso al cual se
recurrié para explorarlo, la tercer columna corresponde a una descripcion breve del gen, la cuarta columna corresponde al tejido en el que se expresa este
gen, la siguiente columna (CIS-E) corresponde al niimero de veces que una CArG aparece en la seccion regulatoria del gen, la sexta columna reporta el W
calculado en el servidor RSAT y finalmente se incluye la referencia para que pueda consultarse la liga de donde se recabd la informacion presentada del
gen. Esta lista cuenta con 205 genes identificados.

ENTRADA
VAMP3 HUMAN
QIE31_HUMAN
VOY2 HUMAN
QBEBT2_HUMAN
Q863632
PARKT HUMAN
SPSB1_HUMAN
NP._115691.1
Q312

NP 0650972

NP 6897981
Q6NSBS_ HUMAN
NP_ 0010061162
NP_001006121.1
Q13385 HUMAN
IFIAY_ HUMAN
Q9BYE62
CY154_HUMAN
CD24._ HUMAN
HSFY1_ HUMAN
CDY2 HUMAN
QBNSBE_HUMAN
ENSTOO00328089
NLGNY HUMAN
ENSTODO00382868
QONFZ32
VOYT_HUMAN
TYBAY HUMAN
ENSTODO00302693
UTY_HUMAN
DDX3Y HUMAN
QI331_HUMAN
QUi
ENSTOD000383020
PRKY HUMAN
TBLIY_HUMAN
ANELY HUMAN
ENSTOD000383042
Q9BZAB:3
TRLY_HUMAN
SRY_HUMAN
IL9R_ HUMAN
P51600:3

SPY3 HUMAN
QONVHG2

CLIC2 HUMAN
NTCPA_HUMAN
QSHZI6_HUMAN
NP 0639161
ENSTOO00369529
NP 542179,
CTG1B HUMAN
QONY13 HUMAN
SOBA8_HUMAN
Qo412

NP 443158,
GBRT_HUMAN
GBRA_HUMAN
MAGAA_ HUMAN
Q6PCD2_HUMAN
MAGA4 HUMAN
CNGAZ_HUMAN
FATET HUMAN
ENSTOD000370361
MTRIL_ HUMAN
QBTAWR_HUMAN
MTMR1_HUMAN
NTMA_HUMAN
0GT_HUMAN

NUMERO DE ACCESO
Q15836 - VAMP3_HUMAN
(15381 - Q15381_HUMAN
014599 - VCY2_ HUMAN
ENSP00000384573
Q86SG3 - DAZ4 HUMAN
Q99497 - PARKT_HUMAN
Q96BDG - SPSB1_HUMAN
Q9BSK2 - 52533 HUMAN
Q13117 - DAZ2_ HUMAN
QINRY0 - DAZ3_ HUMAN
(Q15415- RBY1F_HUMAN
PODJD3 - RBY1A_HUMAN
AGNEQD - RBY1E_HUMAN
AGNDE4 - RBY1B_HUMAN
(13385 - 013385 HUMAN
014602 - IF1AY_HUMAN
Q9BYB6 - KDMSD_HUMAN
Q9BZAS - TXNG2_HUMAN
P25063 - CD24_HUMAN
Q96LI6 - HSFY1_HUMAN
Q9YBF7 - CDY2_HUMAN
QBNFZ3 - NLGNY_HUMAN
Q96BD6 - SPSB1_HUMAN
QBNFZ3 - NLGNY_HUMAN
AGNMUS - AGNMUS_HUMAN
QBNFZ3 - NLGNY_HUMAN
014598 - VCY1_HUMAN
014604 - TYBAY_HUMAN
ABNCST - AGNCS7_HUMAN
014607 - UTY_HUMAN
015523 - DDX3Y_HUMAN
Q13381 - Q13381_HUMAN
Q01534 - TSPY1_HUMAN
AGNDE4 - RBY1B_HUMAN
043930 - PRKY_HUMAN
(9BQ87 - TBL1Y_HUMAN
099218 - AMELY_HUMAN
AGNGTS - AGNGT6_HUMAN
Q9BZA8-PCH1Y_HUMAN
QBIUEQ - TF2LY_HUMAN
Q05066 - SRY_HUMAN
Q01113 - IL9R_HUMAN
P51809 - VAMP7_HUMAN
043610 - SPY3_HUMAN
QONVHS - TMLH_HUMAN
015247 - CLIC2_HUMAN
PB6277 - CMCA_HUMAN
Q9BWH2 - FUND2_HUMAN
P00451 - FA8_HUMAN
ABNGZS - SMIM9_HUMAN
QBN - GAB3_HUMAN
P78358 - CTG1B_HUMAN
QBIWWWS - GAB3_HUMAN
P48029 - SCGA8_HUMAN
Q9ULA1 - PNMA3_HUMAN
Q96PV4 - PNMAS_HUMAN
(Q9UNBS - GBRT_HUMAN
P34903 - GBRA3_HUMAN
P43363 - MAGAA_HUMAN
P78334 - GBRE_HUMAN
P43358 - MAGA4_HUMAN
(16280 - CNGA2_HUMAN
Q9B9F0 - FATE1_HUMAN
Q3ZAQT - VMA21_HUMAN
13585 - MTR1L_HUMAN
Q8TCZ2 - C9L2_ HUMAN
Q13613 - MTMR1_HUMAN
Q1349 - MTM1_HUMAN
Q13495 - MAMD1_HUMAN

DESCRIPCION

Proteina VAMP3 envuelta en el transporte vesicular

Proteina de reconocimiento al cromosoma Y

Proteina BP2 asociada ala espermatogeneis

Proteina DAZ1 reguladora de la espermatogenesis

Proteina DAZ4 requladora de la espematogenesis

Proteina DJ_1 regula el estres oxidativo en las neuronas dopaminergicas

Proteina SOCS 1, media la ubiquitinacion y la posterior degradacion del proteosoma

Proteina acarreadora de soluto familia 25 miembro 33,participa en la fagocitosis de celulas dendrticas
Proteina DAZ2 reguladora de la espematogenesis

Proteina DAZ3 reguladora de la espermatogenesis

Proteina de union a RNA del cromosoma Y, familia 1 miembro F/J, participa en espermatogenesis
Proteina de union a RNA del cromosoma Y, familia 1 miembro A1, participa en espermatogenesis
Proteina de union a RNA del cromosoma Y, familia 1 miembro E, participa en espermatogenesis
Proteina de union a RNA del cromosoma Y, familia 1 miembro B, participa en espematogenesis
Proteina de union a RNA que participa en la espermatogenesis

Iniciador de fa traduccion

Dimetilasa especifica de lisina 5D, metila durante la espermatogenesis

Putativa gama_taxilina, regula el trafico vesicular

Transductor de sefiales CD24 que modula la resuesta de los finfositos B

Factor de transcripcion que regula la diferenciacion de las celulas de Sertoli

Histona acefil transferasa especifica de cromosoma 2, se activa durante la espermatogenesis
Neuroligina 4, ayuda a las interacciones neurona_neurona

SOCS box 1, responsable de la ubuquitinacion durante la diferenciacion el tejido nervioso

Putativa Neuroligina

Neuraligina 4Y

Neusoligina 4Y Isoforma 2

Proteina VCY1, ayuda a mediar el proceso de espermatogenesis

Timosina beta 4, ayuda a estructurar el citoesqueleto de las neuronas

Histona demetilasa UTY, trabaja en el cromosoma Y durante la masculinizacion

Hisytona demetilasa, cataliza trimetilaciones en el cromosoma Y de la histona 3

Helicasa DDX3Y, modula la espermatogenesis

Factor de transcripcion

Proteina codficadora en testiculos

Factor de transcripcion RBMY1B, regulador de la espermatogenesis

Proteina Cinasa PRKY, inmiscuida en la transexualizacion en hembras

Proteina TBL1Y, regula la degradacion del proteosoma del complejo 195

Ameloginina isoforma Y, juega un papel importante en la mineralizacion de los dientes

Proteina codificadora en testiculos que promueva la proliferacion de esperma

Protocaderina 11, dependiente de calcio se le asocia con enfermedades del aparato reproductor masculino
Proteina Homeobox TGIF2LI, requladora de la transcripcion en tejido testicular

Regulador transcripcional esencial en la diferenciacion dek sexo en machos

Receptor 9 de interleucina, participa en la formacion de vesiculas

Proteina asociada vesiculas de membrana 7

Factor de crecimiento de fibroblastos

Trimeil Lisina Dioxigenasa mitocondrial, asociada al desarrollo del autismo

Canal de cloro con actividad dependiente del pH, su ausencia esta relacionada con el retraso mental
Proteina 4 de union a motivos Cx9C, participa en la proliferacion de linfositos T

Protooncogen FUNDC2

Factor de coagulacion 4

Proteina integral de membrana 9

Proteina de diferenciacion de macrofagos

Antigeno testicular CTAG1A

Proteina GRB-2 asociada a la diferenciacion de macrofagos

Proteina requladora de creatinina en cerebro

Antigeno paraneopldsico MA3

Antigeno paraneoplésico PNMAS

Sub-unidad teta del receptor gama-acido aminobutirico, inhibe la sefial de GABA en neurotransmisores
Sub-unidad alfa3 del receptor gama-acido aminobutirco, inhibe la sefal de GABA en neuratransmisores
Su expresion nomal se da en spematogonias y espermatozocides

Sub-unidad epsilon del receptor gamaracido aminobutirico, inhibe la sefial de GABA en neurotransmisores
Antigeno asociado a melanoma, solo aparece en cancer perro Su expresion normal se da en spermatogonias
Transductor de las sefiales olfatorias a neuronas

Proteina transmembranal expresada testiculos adultos y en formacion fetal

Proteina vacuolar

Receptor de melatonina

Antigeno CD99 expresado en linfositosantye la respuesta inmune

Proteina miotubular

Miotubularina requerida en la miogénesis del musculo esquelético

Proteina MAMLD1 requerida en la formacion de la uretra
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MAGAS_ HUMAN
MAGAB_HUMAN
QTZ2FT HOMAN
FIRIN HUMAN
CXO0T_HUMAN
SLIK2_HUMAN
NP 0010096141
UEZNL HUMAN
SLIKA_HUMAN
MAGC2 HUMAN
NP_803251 1
SPNXD_HUMAN
LDOCT HUMAN
NP 0040562
QBNB49:2
PS4

FA9_ HUMAN
FGF{3 HUMAN
ORMF5 HUMAN
UBP26_HUMAN
QBBNT-2
QBILRE HUMAN
RAP2C HUMAN
ENSTOO0U370679
NP 001035171
OT3HI_HUMAN
NP 991402,
QGZRIB2
COVAI_HUMAN
FA4SB HUMAN
0952563
Q9U2_ HUMAN
0058312
RB33_ HUMAN
Q9BVJ62
ZDHCH_ HUMAN
ENSTO0000356892
Q019682
)
TENT_HUMAN
0608805
STAG2 HUMAN
ENSTOD000245638
GRIA3_HUMAN
CT47 HUMAN
NP 054779
Q13202
PIAT32
)
PEPP1_HUMAN
NKAP_HUMAN
NKRF_HUMAN
3UBE2A_HUMAN
PGRC!_ HUMAN
QBZT0_HUMAN
NP 6532503
QaSH32
KLH3 HUMAN
NP 001017478,
SBA14 HUMAN
AGTR2 HUMAN
PLST HUMAN
NP 057467
CX055_HUMAN
113R2_HUMAN
SHT2C HUMAN
ENSTO0000371958
LHPLT HUMAN
ZOH1G HUMAN
TRPCS HUMAN
GT281 HUMAN
DCX_HUMAN
CANG_ HUMAN
PAK3 HUMAN
CROL1_ HUMAN
RGAGT_ HUMAN
QBZNCZ HUMAN
Q9V4X03
AMERT_ HUMAN

P43362 - MAGA9_HUMAN
P43364 - MAGAB_HUMAN
P51816 - AFF2_HUMAN
QBNOW? - FMRIN_HUMAN
096002 - TM257_HUMAN
Q9H156 - SLIK2_HUMAN
Q5VSR9 - SPXN1_HUMAN
Q5JXB2 - UEZNL_HUMAN
Q8|52 - SLIK4_HUMAN
QIUBF1 - MAGC2_HUMAN
Q8TD91 - MAGC3_HUMAN
Q9BXNG - SPNXD_HUMAN
095751 - LDOC1_HUMAN
P51861 - COR1_HUMAN
QBNB49 - AT11C_HUMAN
P10911 - MCF2_HUMAN
P00740 - FA9_HUMAN
Q92913 - FGF13_HUMAN
QBNH2 - OR4F5_HUMAN
Q9BXUT7 - UBP26_HUMAN
QOBMMT - HBST2_HUMAN
QINUKO - MBNL3_HUMAN
Q9Y3L5- RAP2C_ HUMAN
XBR7ST - X6R7ST_HUMAN
Q9P289 - STK26_ HUMAN
QBNG92 - O13H1_HUMAN
QBNGCS - IGSF1_HUMAN
Q6ZRI8 - RHG36_HUMAN
Q16206 - ENOX2_ HUMAN
QBNSWS - FA45B_HUMAN
095258 - UCP5_HUMAN
Q9UJJ2- Q9UJJ2_HUMAN
095831 - AIFM1_HUMAN
Q14088 - RB33A_HUMAN
Q9BVJB - UT14A_HUMAN
Q9Y397 - ZDHCY_HUMAN
075995 - SASH3_HUMAN
Q01968 - OCRL_HUMAN
P28370 - SMCA1_HUMAN
QIUKZ4 - TEN1_HUMAN
060880 - SH21A_HUMAN
QBN - STAG2_HUMAN
Q8NI27 - THOC2_HUMAN
P42263 - GRIA3_HUMAN
Q5JQCA - CT4TA_HUMAN
QQULCA - MCTS1_HUMAN
Q13620 - CUL4B_HUMAN
P13473 - LAMP2_HUMAN
QOUNA2 - AT1B4_HUMAN
QBNHV9 - RHXF1_HUMAN
QBNSFT - NKAP_HUMAN
015226 - NKRF_HUMAN
PA49459 - UBE2A_HUMAN
000264 - PGRC1_HUMAN
Q6ZW70 - Q6ZWT0_HUMAN
Q5J8L3 - DOCH1_HUMAN
Q5JSH3 - WDR44_HUMAN
QOP2NT - KLH13_HUMAN
QBHY3 - KKLC1_HUMAN
QIUNTS - S6A14_HUMAN
P50052 - AGTR2_HUMAN
P13797 - PLST_HUMAN
Q9P127 - LUZP4_HUMAN
QBN7X1 - RMXL3_HUMAN
Q14627 - 113R2_HUMAN
P28335 - SHT2C_HUMAN
AGNP16 - AGNP16_HUMAN
Q86WI0 - LHPL1_HUMAN
Q6ZR62 - ZCH16_HUMAN
Q9UL62 - TRPC5_HUMAN
QINPT73 - ALG!3_ HUMAN
043602 - DCX_HUMAN
Q9Y6Q1 - CANG_HUMAN
075914 - PAK3_HUMAN
Q9BUA0 - CRDL1_HUMAN
QBNET4 - RGAG1_HUMAN
QBZNC2 - Q6ZNC2_HUMAN
Q9Y4X0 - AMMRT_HUMAN
Q5JTCE - AMERT_HUMAN

Antigeno 9 asociado a melanomay aparece nomalmente en testiculos
Antigeno 11 asociado a melanoma y aparece nomalmente en testiculos

Proteina AF4/FMR2 miembro 2, en su ausencia se expresan problemas del lenguaje y la lectura

Proteina que en su ausencia se presentan problemas de retardo mental
Proteina transmembranal 257, se expresa en la zona del hipocampo

Protefna supresora del crecimiento neural

Protefna espermétuica asociada con los niiccleos en el cromosoma X

Enzima ubiquitina conjugada E2 expresada en epididimo

Proteina 4 NTRK supresora del crecimiento reuronal

Antigeno C2 asociado a melanoma y desarrallo de testiculos

Antigeno C3 asociado a melanoma y desarrallo de testiculos

Protefna espermtica del cromosoma D

Proteina LDOCI, asociada a desarrollo de céncer cerebral

Antigeno relacionado a la degeneracion del cerebelo

Proteina transportadora de fosfolipidos implicada en la formacion de vesiculas
Protooncogen DBL isoforma 1 en cerebelo

Factor de coagulacion IX

Factor de crecimiento del fibroblasto 13

Receptor olfatorio 4F5

Hidrolasa 26, se expresa en espermatogonias

Geparin-sulfotransferasa

Proteina de unién a genes musculares Muscleblind-fke protein 3

Ras-elated protein Rap-2c lleva su funcion principal en mdsculo esquelético
FERM domain-containing protein 7

Modulador de la apoptosis Serine/threonine-protein kinase 26

Receptor olfativo OR13H1

Immunoglobulin superfamily member 1, s expresa principalmente en testiculos
Rho GTPase-activating protein 36

Ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 2, formadora de vesiculas

Protein FAMA5B, se expresa en pituitaria

Brain mitochondrial carrer protein 1, expresion exclusiva en células cerebrales
Zinc finger protein 280C

Apoptosis-inducing factor 1, mitochondria

Ras-elated protein Rab-33A, expiresado en linfositos

U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolog A
Palmitoytransferase ZDHHCY

SAM and SH3 domain-containing protein 3, expresado en linfositos

Inositol polyphosphate 5-phosphatase OCRL-1

Probable global transcription activator SNF2L1, potencia el crecimiento de las neuronas
Teurina-1,Promueve las conecciones del sistema nervioso

SH2 domain-containing protein 1A, receptora de neurotrofinas

Cohesin subunit SA-2, se requiere para la formacion de las cromatidas hermanas
THO complex subunit 2, necesario en el splicing.

Glutamate receptor 3, juega un rol importante en [a exitacion de las neuronas
Antigeno 47A de cancer testicular

Malignant T-cell-amplified sequence 1

Culin4B

Lysosome-associated membrane glycoprotein 2

Protein ATP1B4, corregulador transcripcional que interviene en el desarmallo del musculo
Rhox homeobox family member 1

NF-kappa-B-activating protein

NF-kappa-B-repressing factor

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 A

Membrane-associated progesterone receptor component 1

NTERLEUKIN-13 RECEPTOR ALPHA-1 CHAIN (IL-13R-ALPHA-1) (L- 13RA-1)
Dedicator of cytokinesis protein 11

WD repeat-containing protein 44

Kelch-ike protein 13

Kita-kyushu lung cancer antigen 1

Sodium- and chloride-dependent neutral and basic amino acid transporter B(0+)
Type-2 angiotensin Il receptor

Plastin-3

Leucine zipper protein 4

RNA-binding motif protein, X-inked-ike-3

Interieukin-13 receptor subunit alpha-2

Shydroxytryptamine receptor 2

Angiomotin

Lipoma HMGIC fusion partner-ike 1 protein

Zinc finger CCHC domain-containing protein 16

Short transient receptor potential channel 5

Putative bifunctional UDP-N-acetylglucosamine transferase and deubiquitinase ALG13
Neuronal migration protein doublecortin

Calpain-6

Seringfthreoning-protein kinase PAK 3

Chordin-ike protein 1

Retrotransposon gag domain-containing protein 1

Receptor del sabor

AMME syndrome candidate gene 1 protein

APC membrane recruitment protein 1
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QSPHI9_HUMAN
064882
QONPIB2
GUC2F_HUMAN
NP_003565.1
Q0312
ENSTOO000372232
TX13B_HUMAN
Q932
T2203 HUMAN
FRPD3 HUMAN
MYCL2 HUMAN
RBMA1 HUMAN
NP_ 942562,
RN128 HUMAN
CXO57_HUMAN
MUMLT_HUMAN
THBG_ HUMAN
NRK_HUMAN
TX13A_HUMAN
IRPL2_HUMAN
ESX1LHUMAN
CX039 HUMAN
MCARS. HUMAN
HOBFM_HUMAN
RABSB_HUMAN
PO12
THM!_HUMAN
MOAL2_ HUMAN
Q151702
TCAL_HUMAN
TCALL_HUMAN
RBA0A_HUMAN
NP_996800.1
WWPB5_HUMAN
TCALS._HUMAN
QSHALT_HUMAN
BEX4 HUMAN
BEX1_HUMAN
RBA0L_ HUMAN
NP 085142,
GASPT_HUMAN
ARMXS HUMAN
Q5HOJ9_ HUMAN
NXF2_ HUMAN
BEXS HUMAN
QSH1B43
ARMX2 HUMAN
ARMX3_HUMAN
ARMXE_HUMAN
ARMX1_HUMAN
Q5HORA2
RL36A HUMAN
QAMS92_HUMAN
QSHERD_HUMAN
DRP2 HUMAN
NP 079163.2

Q9P119- Q9P119_HUMAN
060488 - ACSL4_HUMAN
QINPJB - NXT2_HUMAN
P51841 - GUC2F_HUMAN
014654 - IRS4_HUMAN
Q14031 - CO4AS_HUMAN
QBWYNO - ATGAA_HUMAN
Q9BXU2- TX138_HUMAN
QQUJV3 - TRIMI_HUMAN
Q99576 - T22D3_ HUMAN
Q5VT3 - FRPD3_HUMAN
P12525 - MYCP1_HUMAN
Q96125 - RBM41_HUMAN
QOIIMS - TBCEB_HUMAN
Q8TEBT - RN128_HUMAN
QBNSI4 - CX057_HUMAN
Q5HIMO - MUML1_HUMAN
P05543 - THBG_HUMAN
Q7Z2Y5 - NRK_HUMAN
Q9BXU3 - TX13A_HUMAN
QINP60 - IRPL2_HUMAN

Proteina que ayuda aa diferemciacion de los hepatocitos en el feto
Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 4
NTF2-elated export protein 2

Retinal guanylyl cyclase 2

Insulin receptor substrate 4

Collagen alpha-6(1V/) chain

Cysteine protease ATG4A
Testis-expressed sequence 138 protein
Probable E3 ubiquitin-protein ligase MID2
TSC22 domain family protein 3

FERM and PDZ domain-containing protein 3
Putative myc-like protein MYCLP1
RNA-binding protein 41

TBC1 domain family member 83

E3 ubiquitin-protein ligase RNF128
Uncharacterized protein CXorf57

PWWP domain-containing protein MUM1L1
Thyroxine-binding globulin

Nik-related protein kinase

Testis-expressed sequence 13A protein
Xdlinked interleukin-1 receptor accessory protein-lie 2

QBN693 - ESX1_HUMAN Homeabox protein ESX1

QBPEVS - F199X_HUMAN Protein FAM199X

Q5H9E4 - $2553_HUMAN Solute carier family 25 member 53
POCtHS - H2BFM_HUMAN Histone H2B type FM

QINP90 - RABIB_HUMAN Ras-related protein Rab-9B
P60201 - MYPR_HUMAN Myelin proteolipid protein

QBJXXT - TMM31_HUMAN Transmembrane protein 31

Q15014 - MOAL2_ HUMAN
Q15170 - TCAL1_HUMAN
Q969E4 - TCAL3_HUMAN
Q9BEI5 - TCAL4_HUMAN

Mortalty factor 4-ike protein 2

Transcription elongation factor A protein-{ike 1
Transcription elongation factor A protein-fike 3
Transcription elongation factor A protein-{ike 4

QBWXHG - RB4OA_HUMAN ~ Ras-elated protein Rab40A
Q00994 - BEX3_HUMAN Protein BEX3
Q9UHQT - WBP5_HUMAN \WW domain-binding protein 5

Q5HOL2 - TCALS_HUMAN
QSHL1 - QSHIL1_HUMAN

Transcription elongation factor A protein-ike 5
Transcription elongation factor A protein-{ike 8

QINWD9 - BEX4_HUMAN Protein BEX4

Q9HBHT - BEX1_HUMAN Protein BEX1

POCOE4 - RB4OL_HUMAN Ras-related protein Rab-40Adike
Q6PI77 - BHLH_HUMAN Protein BHLHbO

Q5JY77 - GASP1_HUMAN
QBP1M9 - ARMX5_HUMAN
Q5H9J9 - T11X2_HUMAN

G-protein coupled receptor-associated sorting protein 1
Amadillo repeat-containing X-finked protein 5
T-complex protein 11 X-inked protein 2

Q9GZY0 - NXF2_HUMAN Nuclear RNA export factor 2
Q5H9JT - BEX5_HUMAN Protein BEX5
Q9H1B4 - NXF5_HUMAN Nuclear RNA export factor 5

Q7L311 - ARMX2_HUMAN
Q9UHE2 - ARMX3_HUMAN
Q7L4ST - ARMX6_HUMAN
Q9P291 - ARMX1_HUMAN
QSHIR4 - ARMX4_HUMAN
P83881 - RL3GA_HUMAN
Q3MS92 - Q3MS92_HUMAN
QBHOL4 - TAFTL_HUMAN
Q13474 - DRP2_HUMAN
Q96GJ1 - TRM2_HUMAN

Amadillo repeat-containing X-finked protein 2
Amnadillo repeat-containing X-linked protein 3
Protein ARMCXE

Amnadilo repeat-containing X-finked protein 1
Amadillo repeat-containing X-finked protein 4
60S ribosomal protein L36a
Dominant-negative kinase-deficient Brutons tyrosine kinase isoform 6
Transcription initation factor TFIID subunit 7-fike
Dystrophin-related protein 2

{RNA (uracil(54-C(5)Fmethyltransferase homolog
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Tabla. 7. Secuencias CArG putativas obtenidas por medio de las matrices construidas en base a las secuencias con un valor de AGyina de -4.1e+02 kJ/mol.
La primer columna de la tabla corresponde a la entrada con la que se localiz6 el gen, la segunda columna corresponde al numero de acceso al cual se
recurrio para explorarlo, la tercer columna corresponde a una descripcion breve del gen, la cuarta columna corresponde al tejido en el que se expresa este
gen, la siguiente columna (CIS-E) corresponde al niimero de veces que una CArGbox aparece en la seccion regulatoria del gen, la sexta columna reporta el
W; calculado en el servidor RSAT y finalmente se incluye la referencia para que pueda consultarse la liga de donde se recabd la informacion presentada del
gen. Esta lista cuenta con 20 genes identificados.

ENTRADA
PO2F1_HUMAN
Q14902_HUMAN
JAM1_HUMAN
010T2_HUMAN
Q5VT97_HUMAN
P22694-2
TEKT2_HUMAN
TINAL_HUMAN
FCERA_HUMAN

NUMERO DE ACCESO
P14859 - PO2F1_HUMAN
Q14902 - Q14902_HUMAN
Q9Y624 - JAM1_HUMAN
Q8NGX3 - 010T2_HUMAN
Q5VT97 - SYDE2_HUMAN
P22694 - KAPCB_HUMAN
QIUIF3 - TEKT2_HUMAN
QIGZMT - TINAL_HUMAN
P12319 - FCERA_HUMAN

DESCRIPCION

POU domain, class 2, transcription factor 1
Myelin protein zero

Junctional adhesion molecule A

Offactory receptor 1072

Rho GTPase-activating protein SYDE2

CcAMP-dependent protein kinase catalytic subunit beta isoforma 4

Tektin-2
Tubulointerstitial nephritis antigen-like

High affinity immunoglobulin epsilon receptor subunit alpha
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TEJIDO
Inmune
Nervioso
Inmune
Nervioso
Inmune
Nervioso
Testiculo
Inmune
Inmune

CIS-E

Ws

419
419
419
419
419
419
419
419
4.18
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010K1_HUMAN
ARHGB_HUMAN
QB9FE7_HUMAN
Q5TB30-4
QBNC51-2
P48357-3
QBNBB3_HUMAN
ELAV4_HUMAN
PYRG1_HUMAN
Q86UV5-5
NP_115691.1

QBNGX5 - 010K1_HUMAN
015085 - ARHGB_HUMAN
QBOFET - QS9FET_HUMAN
Q5TB30 - DEP1A_HUMAN
QBNC51 - PAIRB_HUMAN
P48357 - LEPR_HUMAN
QYBE52 - OMA1_HUMAN
P26378 - ELAVA_HUMAN
P17812 - PYRG1_HUMAN
QB6UV5 - UBP48_HUMAN
QOBSK2 - $2533 HUMAN

Offactory receptor 10K1

Rho guanine nucleotide exchange factor 11
Ecotropic viral integration site 5 variant
DEP domain-containing protein 1A

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein

Leptin receptor

Metalloendopeptidase OMA1, mitochondrial
ELAV-like protein 4

CTP synthase 1

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 48
Solute carrier family 25 member 33

Nervioso
Nervioso
Nervioso
Testiculo
Musculo
Inmune

Musculo
Nervioso
Inmune

Nervioso
Nervioso

= =3

o> B~ > — o = = B~ WO
=)
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418
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Tabla. 8. Secuencias CArG putativas obtenidas por medio de las matrices construidas en base a las secuencias con un valor de AGying de -4.2e+02 kJ/mol.
La primer columna de la tabla corresponde a la entrada con la que se localizo el gen, la segunda columna corresponde al nimero de acceso al cual se
recurrio para explorarlo, la tercer columna corresponde a una descripcion breve del gen, la cuarta columna corresponde al tejido en el que se expresa este
gen, la siguiente columna (CIS-E) corresponde al niimero de veces que una CArGbox aparece en la seccion regulatoria del gen, la sexta columna reporta el
W; calculado en el servidor RSAT y finalmente se incluye la referencia para que pueda consultarse la liga de donde se recabd la informacion presentada del
gen. Esta lista cuenta con 47 genes identificados.

ENTRADA
CD3G HUMAN
EVAT HUMAN
2966 HUMAN
086152
ATNG_HUMAN
DSCLT_HUMAN
NP 0867714
QIPODR HUMAN
BACE_HUMAN
RNZ14 HUMAN
Q3G HUMAN
QBNBJS2
PATB2_HUMAN
9YK22
APOAS_ HUMAN
QBN2F4_ HUMAN
ORN_HUMAN
Q035162
BHTSR_HUMAN
NP 0060101
200 HUMAN
PI4162
ANKKT_HUMAN
Q3H8922

PTPS. HUMAN
QBIUSO_HUMAN
TEX12_HUMAN
1L18_HUMAN
ODP2_HUMAN
NP 2194931
2ARB HUMAN
SNILZ HUMAN
OBF1_HUMAN
NP 9973121
9P2F62
ADX_HUMAN
QI00D7 HUMAN
DDX10_HUMAN
$LCZ8. HUMAN
24483
ATMHUMAN
QU6FGS HUMAN
OULS HUMAN
RB39A HUMAN
Q14963 HUMAN
SARCO_HUMAN
ELND1_HUMAN

NOMERO DE ACCESO
P0993 - CD3G_ HUMAN
(060487 - MPZL2_ HUMAN
QBUMY2-MPZL3 HUMAN
(86YT9- JAMLY_HUMAN
P54710- ATNG_HUMAN
(8TD84- DSCL1_HUMAN
QUPVO - CE164_ HUMAN
(9POD2 - Q9POD2_ HUMAN
P36317 - BACE1_ HUMAN
P36317 - BACE2_ HUMAN
Q16549 - PCSKT_HUMAN
QBNBJ9 - SIDT2_ HUMAN
PG402 - PA1B2_HUMAN
QOY2K2- SIK3_ HUMAN
(60788 - APOAS_HUMAN
(9BYST - CADM1_HUMAN
(9Y3B8 - ORN_HUMAN
(05516 - ZBT16_HUMAN
P46098 - SHT3A_HUMAN
(095264 - 5HT3B_HUMAN
043064 - ZWH0_ HUMAN
P14416 - DRD2_ HUMAN
QBNFD2 - ANKK1_ HUMAN
(Q9HB92- TTC12_HUMAN
(03393 - PTPS_HUMAN
(9BYVT - BCDOZ_ HUMAN
Q9BXUO - TEX12_ HUMAN
Q14116 - IL18_ HUMAN
P10515- ODP2_ HUMAN
(15503 - DIXC!_HUMAN
P30154 - 2AAB_HUMAN
QOHOK1 - SIK2_ HUMAN
(16633 - OBF1_HUMAN
(067362- COLCT HUMAN
QP2F - RHG20_ HUMAN
P10109- ADX_HUMAN
9C0D7 - ZC12C_ HUMAN
(13206 - DDX10_HUMAN
QBNEVS - EXPH5_HUMAN
Q7Z4H8 - KDEL2_ HUMAN
Q13315 - ATM_HUMAN
P24T52 - THIL_HUMAN
(93034 - CUL5_HUMAN
(1494 - RB39A_HUMAN
QBIXUB - S35F2_ HUMAN
000631 - SARCO_HUMAN
QBN336 - ELMDT_HUMAN

DESCRIPCION

T-cell surface glycoprotein CD3 gamma chain
Myelin protein zero-ike protein 2

Myelin protein zerodike protein 3

Junctional adhesion molecule-ike
Sodium/potassium-ransporting ATPase subunit gamma
Down syndrome cel adhesion molecule-ike protein 1
Centrosomal protein of 164 kDa

HSPC104, endopeptidase activity

Beta-secretase 1

Beta-secretase 2

Proprotein convertase subtilisinkexin type 7

SID1 transmembrane family member 2
Platelet-activating factor acetylhydrolase 1B subunit beta
Sering/threonine-protein kinase SIK3

Apolipoprotein AV

Cell adhesion molecule 1

Qligoribonuclease, mitochondrial

Zinc finger and BTB domain-containing protein 16
B-hydroxytryptamine receptor 3A
S-hydroxytryptamine receptor 3B
Centromere/kinetochore protein zw10 homolog

DI(2) dopamine receptor

Ankyrin repeat and protein kinase domain-containing protein 1

Tetratricopeptide repeat protein 12
B-pyruvoy! tetrahydrobiopterin synthase
Beta,beta-carotene 9,10-0xygenase
Testis-expressed sequence 12 protein
Intereukin-18

Dihycfolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex.
Positive effector of the Wnt signaling pathway; activates WNT3A signaling via DVL2
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A beta isoform

Serinefthreonine-protein kinase SIK2

POU domain class 2-associating factor 1
Colorectal cancer-associated protein 1

Rho GTPase-activating protein 20
Adrenodoxin, mitochondrial

Probable ibonuclease ZC3H12C

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX10
Exophiin-b

KDEL motif-containing protein 2
Serine-protein kinase ATM

Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial
Culln5

Ras-felated profein Rab-39A

Solute carer family 35 member F2
Sarcolipin

ELMO domain-containing protein 1
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Tabla. 9. Secuencias CArG putativas obtenidas por medio de las matrices construidas en base a las secuencias con un valor de AGying de -4.3e+02 kJ/mol.
La primer columna de la tabla corresponde a la entrada con la que se localizo el gen, la segunda columna corresponde al nimero de acceso al cual se
recurrio para explorarlo, la tercer columna corresponde a una descripcion breve del gen, la cuarta columna corresponde al tejido en el que se expresa este
gen, la siguiente columna (CIS-E) corresponde al niimero de veces que una CArGbox aparece en la seccion regulatoria del gen, la sexta columna reporta el
W; calculado en el servidor RSAT y finalmente se incluye la referencia para que pueda consultarse la liga de donde se recabd la informacion presentada del
gen. Esta lista cuenta con 204 genes identificados.

ENTRADA
QU531 HUMAN
ODY1_HUMAN
QUGRVS_ HUMAN
VCY2_HUMAN
Q85672 HUMAN
Q96P42_HUMAN
Q865632
ENSTO0000358044
HSFY1_ HUMAN
Q%3

CDY2 HUMAN
NLGNY_HUMAN
ENSTO0000362868
TYB4Y_HUMAN
ENSTO0000382693
UTY HUMAN
DDX3Y HUMAN
QSTEHS HUMAN
Q1331 HUMAN
QUt832
AGNGL4
ENSTO0000383020
PRKY_HUMAN
AMELY HUMAN
QI3%1_ HUMAN
ENSTO0000383042
Q9B7AB2

TFLY HUMAN
ZFY HOMAN
SRY_HUMAN
IL9R_ HUMAN
P51809-2

SPY3 HUMAN
QONVHG-2
CLIC2_HUMAN
RB39B_HUMAN
PFD3 HUMAN
MTCPA_HUMAN
QSH26_HUMAN
FAS_ HUMAN
ENSTO0000369529
DKCI_HUMAN
CTG1B HUMAN
QONY13 HUMAN
Q9BUZ7 HUMAN
FAM3A_HUMAN
P3 HUMAN
MECP2_ HUMAN
DUS9. HUMAN
Q8N4 HUMAN
MAGAT_HUMAN
QBNMRS_ HUMAN
CSAG HUMAN
GBRA_HUMAN
MAGAAHUMAN
ONGA HUMAN
MTRIL_ HUMAN
061 HUMAN
MAGA9. HUMAN
MAGAB_HUMAN
TI85A_HUMAN
060597 HUMAN
QTZ2FT_HUMAN
FARIN HUMAN
QBNAQS HUMAN
CX001_ HUMAN
SLIK2_ HUMAN
UEZNL HUMAN

NOMERO DE ACCESO
Q15381 - Q16381_HUMAN
Q9YBF8 - CDY1_HUMAN
Q9BRMS - QIERMS_HUMAN
014599 - VCY2_HUMAN
Q85872 - Q658T2_HUMAN
Q96P42 - Q96P42_HUMAN
086SG3 - DAZ4_HUMAN
F272U1 - F2Z2U1_HUMAN
(Q9HG06 - PRORY_HUMAN
Q96LI6 - HSFY1_HUMAN
Q9Y6F7 - CDY2_HUMAN
QBNFZ3 - NLGNY_HUMAN
AGNMUS - AGNMUS_HUMAN
014604 - TYB4Y_HUMAN
ABNCST - AGNCST_HUMAN
014607 - UTY_HUMAN
015523 - DDX3Y_HUMAN
(QBTEHS - Q8TEHS_HUMAN
(013381 - Q13381_HUMAN
Q01534 - TSPY1_HUMAN
AGNGL4 - ABNGL4_HUMAN
AGNDE4 - RBY1B_HUMAN
043930 - PRKY_HUMAN
099218 - AMELY_HUMAN
(13381 - Q13381_HUMAN
ABNGTE - AGNGTE_HUMAN
(Q9BZA8 - PC11Y_HUMAN
QBIUEQ- TF2LY_HUMAN
PO8048 - ZFY_HUMAN
Q03066 - SRY_HUMAN
Q01113 - ILR_HUMAN
P51809 - VAMP7_HUMAN
043610 - SPY3_HUMAN
QONVHS - TMLH_HUMAN
015247 - CLIC2_HUMAN
(Q9BDA2 - RB39B_HUMAN
P61758 - PFD3_HUMAN
P56277 - CMC4_HUMAN
(Q9BWH? - FUND2_HUMAN
P00451 - FAS_HUMAN
ABNGZ8 - SMIM9_HUMAN
060832 - DKC1_HUMAN
P78358 - CTGIB_HUMAN
QBWWWS - GAB3_HUMAN
(Q9BU27 - Q9BUZ7_HUMAN
P8173 - FAM3A_HUMAN
P09131-P3_ HUMAN
P51608 - MECP2_HUMAN
(099956 - DUS_HUMAN
(QBN4A4 - QBNAA4_HUMAN
P43355 - MAGA1_HUMAN
015231 - 2N185_HUMAN
9Y5P2 - CSAG2_HUMAN
P34%03 - GBRA3_HUMAN
P43363 - MAGAA_HUMAN
(16280 - CNGA2_HUMAN
Q13585 - MTRIL_HUMAN
(213495 - MAMD1_HUMAN
P43362 - MAGAY_HUMAN
P43364 - MAGAB_HUMAN
(QBNFB2 - T185A_HUMAN
060597 - 060597_HUMAN
P51816 - AFF2_HUMAN
QBNOWT - FMRIN_HUMAN
(QBNAQS - YP023_ HUMAN
096002 - TM257_HUMAN
(Q0H156 - SLIK2_HUMAN
05JXB2 - UEZNL_HUMAN

DESCRIPCION

Y-chromosome RNA recognition mofif protein

Testis-specific chromodomain protein Y 1

Golgi autoantigen golgin subfamily a2-ke

Testis-specific basic protein Y 2

Putafive uncharacterized protein DKFZp666C074

Deleted in azoospermia 1

Deleted in azoospermia protein 4

RNA-binding mottf protein, Y chromosome, family 1 member A1

Proline-rich protein, Y-inked

Heat shock transcription factor, Y-linked

Testis-specific chromodomain protein Y 2

Neuroligin4, Y-inked

Neuroligin 4, Y-inked, isoform CRA ¢

Thymosin beta<, Y-chromosomal

Histone demethylase UTY

Histone demethylase UTY2

ATP-dependent RNA helicase DDX3Y

FLJ00219 protein

RNA binding motf

Proteina codificadora en testiculos

Testis-specific Y-encoded protein 8

Proteina de nion @ RNA del cromosoma Y, familia 1 miembro B, participa en espermatogenesis
Proteina Cinasa PRKY, inmiscuida en la transexualizacion en hembras

Ameloginina isoforma Y, juega un papel importante en la mineralizacion de los dientes
Factor de transcripcion que controla la espermatogenesis

Proteina codificadora en testiculos que promuevala prolfferacion de esperma
Protocaderina 11, dependiente de calcio e le asocia con enfermedades del aparato reproductor masculino
Proteina Homeobox TGIF2LI, requladora de la transcripcion en tejido testicular

Zinc finger Y-chromosomal protein

Regulador transcripcional esencial en la diferenciacion dek sexo en machos

Receptor 9 de interleucina, participa en la formacion de vesiculas

Proteina asociada vesiculas de membrana 7

Factor de crecimiento de fibroblastos

Trimetil Lisina Dioxigenasa mitocondrial, asociada al desarrollo del autismo

Canal de cloro con actividad dependiente del pH, su ausencia esta relacionada con el refraso mental
Ras-related protein Rab-39B

Prefoldin subunit 3

Cx9C motif-containing protein 4, coadyuvante en la proliferacion celular

Protooncogen FUNDC2

Factor de coagulacion 4

Smal integral membrane protein 9

HIACA ribonucleoprotein complex subunit 4, reuqerida para la biogénesis del ribosoma
Cancerftestis antigen 1

Proteina GRB-2 asociada a la diferenciacion de macrofagos

AMB3A protein profiferadora de peroxisomas

Protein FAM3A, se activa en procesos de defensa contra hongos

P3 protein, transportador de sodio

Methyl-CpG-binding protein 2, Coadyuvante en el proceso de metilacion del ADN

Dual specficity protein phosphatase 9

Similar to dual specificity phosphatase 9

Melanoma-associated antigen 1

Zinc finger protein 185

Chondrosarcoma-associated gene 2/3 protein

Sub-unidad alfa3 del receptor gama-acido aminobuiico, inhibe la sefial de GABA en neurotransmisores
Su expresion nomnal se da en spermatogonias y espematozocides

Transductor de las sefiales offatorias a neuronas

Receptor de melatonina

Proteina MAMLD1 requerida en la formacidn de la uretra

Antigeno 9 asociado a melanomay aparece normalmente en testiculos

Antigeno 11 asociado a melanoma y aparece nomalmente en testiculos
Transmembrane protein 185A

Iduronate 2-suffatase

Proteina AF4/FMR2 miembro 2, en su ausencia se expresan problemas del lenquaje y la lectura
Proteina que en su ausencia se presentan problemas de retardo mental

Putative uncharacterized protein FLJ34%45

Proteina transmembranal 257, se expresa en la zona del hipocampo

Proteina supresora del crecimiento neural

Enzima ubiquitina conjugada E2 expresada en epididimo
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Sanguineo
Ubicuo
cC
Testiculo
Inmune
Trafico
Inmune
Nervioso
cC
Ubicuo
Ubicuo
Inmune
Placenta
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hitp:/fwwaw.uniprot org/uniprot 014599
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SLIK4 HUMAN
MAGC1 HUMAN
MAGC3 HUMAN
SPNXD. HUMAN
LDOG!_ HUMAN
SPNXB. HUMAN
NP 004056.2
NP 0010134211
0BNB492
ENSTODO0370567
PIOYT14
0929132
QO6HI_HUMAN
ARHGE HUMAN
QBLBUZ_HUMAN
CD40L_ HUMAN
BRS3_HUMAN
GPH12 HUMAN
QBXI6 HUMAN
Q16423
SLOAG HUAN
0BJS 4
Q2B HUMAN
Q6HG1_HUMAN
QUG
F2226 HUMAN
QBP17 HUMAN
PLACT HUMAN
HPRT_HUMAN
Q8IRCB HUMAN
QBINSD2
GPC3 HUMAN
UBP26, HUMAN
QUMNIT3
QBIURY HUMAN
RAP2C HUMAN
FRUDT_HUMAN
QBNBYT_HUMAN
HST4_HUMAN
NP 9914021
Q6ZRI82
COVAT_HUMAN
FA5B_HUMAN
QBJY83_HUMAN
RBX2_HUMAN
G119 HUMAN
052583
QUUI2_HUMAN
0958312
RB33A HUMAN
QBHOF4_HUMAN
Q9BVI62
ZDHCY. HUMAN
SLY_HUMAN
Q19682
PO

NP 001013650,
TEN_HUMAN
0608805
STAG HUMAN
BIRCA_HUMAN
GRIA3 HUMAN
CTAT HUMAN
QBNHHS. HUMAN
Q%22
QBIRVB2
KAISO_HUMAN
0BN9T22
PEPP1 HUMAN
NKAP_ HUMAN

QBIWE?- SLIKE HUMAN
00732 MAGCH_ HUMAN
Q8091 -MAGC3 HUMAN
QUBXNG - SPAXD_HUMAN
0975 - LDOG!_HUMAN
QUNSZ5- SPNXE HUMAN
P{851 - COR!_HUMAN
QBIRMR - CXO65 HUMAN
QBNBAD- ATHHC_HUMAN
ADAGGTXG54_ HUMAN
PA0911 - MCF2_ HUMAN
92913 FGF13_HUMAN
Q069H - COBOH_HUMAN
Q15052 ARHGS HUMAN
Q3L8L2- QEL8U2 HUMAN
25965 - CDAOL HUMAN
32247 - BRS3 HUMAN
QB1ZF6 - GPH2 HUMAN
QBING! - MATD3_HUMAN
Q13642 FHL1_HUMAN
92581 - SL9AB HUMAN
QB34 - DX258_ HUMAN
Q3262 - Q322 HUMAN
Q6HG1 - SIMAD_ HUMAN
QUUJG1 - MSPD1 HUMAN
QBP4DS F222C HUMAN)
QBP187 (QBP1ET HUMAN)
QUHBJO PLACT HUNAN)
POMS2 (HPRT_HUMAN)
QBURCS (QBJRCE_ HUMAN)
QIS PHFG HUMAN)
PG54 (GPC3 HUMAN)
QUBXUT (UBP25_ HUMAN)
QBT (H6ST2_HUNAN)
QUNUKO (VBNL3 HUMAN)
Q9315 (RAPZC HUMAN)
QBZUT3 (FRMDT_HUAN)
QBNBY' (QBNBY1_ HUMAN)
Q9P289 (STK2S HUMAN)
BN6CS (IGSF1_HUMAN)
QBZRIS (RHG36_HUMAN)
Q16206 [ENOX_HUVAN)
QBNSWS (FALGB. HUMAN)
Q50183 (051YE3 HUMAN)
9Y388 (RBHX2_ HUMAN)
QBTDVS (GP119_HUNAN)
005258 (UCP5_HUAN)
QU2 (0902 HUMAN)
005831 (AFM!_HUMAN)
14068 (RB33A_HUMAN)
QBHOFS (BORL HUMAN)
QUBVJS UT14A_HUVAN)
QY397 (ZDHCY_HUAN)
075995 (SASHS HUMAN)
V1968 (OCRL_HUNAN)
P2RSTO (SHCAT_HUMAN)
QBN (OG22 HUMAN)
QUUKZA (TEN_HUMAN)
00880 (SH21A_HUMAN)
QBNAU (STAGZ. HUMAN)
PYBHTO (XAP_ HUMAN)
PA7263 (GRIAD. HUMAN)
Q5JQC4 (CTATA_HUMAN)
QBNHHS (QBNHHS HUMAN)
Q13620 (CUL4B_HUAN)
QBIRVB T2554 HUMAN)
QB6T24 (KAISO_HUMAN)
QBNAT? (CXO42 HUMAN)
QBNHV (RHXFT_HUMAN)
QBNGFT (NKAP. HUMAN)

Proteina 4 NTRK supresora del crecimiento reronal
Melanoma-associated antigen C1

Melanoma-associated antigen C3

Proteina espermética del cromosoma D

Proteina LDOCI, asociada a desarrollo de céncer cerebral

Spemn protein associated with the nucleus on the X chromosome BIF
Cerebelar degeneration-related anfigen 1

Uncharacterized protein CXorf6

Protefna transportadora de fosfoliidos implicada en la fomacion de vesiculas
Phospholpic-transporting ATPase

Protooncogen DBL iscforma 1 en cerebelo

Fibroblast growth factor 13

Protefna desconocida

Rho quanine nucleotide exchange factor 6

D154 protein, participa en la respuesta inmune

Involved in immunoglobuin class switching

Bombesin receptor subtype-3, Role in sperm cel division, maturation, or function
Probable G-protein coupled receptor 112

MAPT domain-containing protein 3

Four and a half LIM domains protein 1. May have an involvement in muscle development o hypertrophy
Electroneutral exchange of protons for Na+ and K+ across the early and recycling endosome membranes
Protein DDX26B

Putative uncharacterized protein

Smallintegral membrane protein 10

Motie spem domain-containing protein 1

Funcién desconocida

Funcion desconocida

May play arolg in placental development.

Hypoxanthine-guanine phosphoribosyiransferase

PHD finger protein 6

Transcriptional regulator that associates with ribosomal RNA promoters and suppresses ribosomal RNA.
Glypcan-3. Cel surface proteoglycan that bears heparan sulfate.
Ubiquitin carboxyl-teminal hydrolase 26

Heparan-sulfate 6-0-sulfotransferase 2

Muscleblind-{ke protein 3

Ras-related profein Rap-2c

FERM domain-containing protein 7. Plays a role in neurite development
Serine/threonine-protein kinase 26

Serinelthreoning-protein kinase 26

Immunoglobulin superfamily member 1

Rho GTPase-activating protein 36

Ecto-NOX disuffide-thiol exchanger 2

Protein FAM45B

RNA-binding motif protein, X-linked 2

RNA-binding mofif protein, X-finked 2

Glucose-dependent insulinotropic receptor

Brain mitochondrial carrier protein 1

Zinc finger protein 280C

Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial

Ras-related protein Rab-33A

BCL6 corepressor-ike protein 1

U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolog A
Palmitoyltransferase ZDHHCY

SAM and SH3 domain-containing protein 3

Inositol polyphosphate 5-phosphatase OCRL-1

Probable global transcription activator SNF2L1

DDB1- and CUL4-associated factor 12-ike protein 2

Teneurn-1

SH2 domain-containing protein 1A

Cohesin subunit SA-2

E3 biquitin-protein ligase XIAP

Glutamate receptor 3

Cancerftestis antigen 47A

Putative uncharacterized protein

Culin4B

Transmembrane protein 255A

Transcriptional regulator Kaiso

Putative uncharacterized protein CXorfd2

Rhox homeobox family member 1

NF-kappa-B-acfivating protein
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08272
ANKRDSB
NKRF HUMAN
0BAL5 HUMAN
PRC1_HUMAN
1210 HUMAN
HAR1_HUMAN
QBNAGT HUMAN
0BISH32
KLH13 HUMAN
SEAT4_HUMAN
AGTRE_HUMAN
BYX002_HUMAN
PLST HUMAN
NP 0574671
X055 HUMAN
LRCH HUMAN
1R HUMAN
BHTC HUMAN
ANOT HUMAN
LHPLY HUMAN
ZCH16 HUMAN
TRPCS HUMAN
X045 HUMAN
DCK HUMAN
PAK3 HUMAN
CROLY_ HUMAN
RGAGT HUMAN
QOV4X(3
AVERT_HUMAN
THABA, HUMAN
0604882
QBIVVT HUMAN
GUCIF HUMAN
010312
TX13B_ HUMAN
QOUV32
T2203 HUMAN
FRPD3 HUMAN
HYCL2_HOMAN
RBA!_HUMAN
A1YR24 HUMAN
NP 3425821
RN128 HUMAN
NUMLT_HUMAN
NRK_HUMAN
X134 HUMAN
IRPL2_HUMAN
X039 HUMAN
NCARS _HUMAN
HIBEM_ HUMAN
RABSB. HUMAN
TN HUMAN
NOAL2 HUMAN
Q5172
TCAL3 HUMAN
TCAL4_ HUMAN
RBA0A HUMAN
BEX3 HUMAN
WPB5 HUVAN
TCALT HUMAN
BEX HUMAN
QBHAL1_ HUMAN
RBAOL HUMAN
NP 065142,
GASP2_ HUMAN

QSBZ17 (RENEB_HUNAN)
ABNIG (SWAHD HUVAN)
015226 (\RF_HUMAN)
QBT (S2543 HUMAN)
00254 (PGRG_HUMAN)
QOULLD (k1210 HUMAN)
PTBSED 3R HUMAN)
CBNAGT (QBNAYT HUMAN)
QBISH3 (WDRY4_HUNAN)
QUPINT (KLH3 HUMAN)
QUUNTS (S6A14_HUNAN)
PSOLE2 (AGTRE_ HUMAN)
QOBTH (YX002_ HUMAN)
13747 PLST_HUMAN)
QUPL27 (LUZP4 HUMAN)
QBNTX' (RUXL3 HUMAN)
QBVUS (LRCHR HUMAN)
QU627 (13R2_ HUMAN)
PR35 (GHT2C, HUMAN)
QAVCSS5 (AMOT HUMAN)
QBIMD (HPLI_HUMAN)
QBZR6? (ZCHG_HUAN)
QOULER (TRPCS HUMAN)
QNPT (ALG13 HUMAN)
043502 (0CX_HUMAN)
O7614 (PAK3 HUMAN)
Q98U (CRDLA HUMAN)
QBNET4 (RGAGT HUMAN)
QOV4X0 (AVR!_HUMAN)
Q5UT08 (AMER1_HUMAN)
0BU3C3 (TH164_ HUMAN)
060488 (ACSL4_HUMAN)
QONPJS (NXT2_HUMAN)
{841 (GUCZF_HUMAN)
Q14031 (CO4A6 HUMAN)
QUBXU2 (X138 HUMAN)
QOUIVS (TRIMT_HUMAN)
Q99576 (T22D3 HUMAN)
QBIVT3 (FRPDS HUMAN)
P12525 (MYCP1_HUMAN)
Q961Z5 RB1_HUMAN)
QBTE7S (MORCA_HUMAN)
QO (TBCEB_HUMAN)
QBTEBT RN1Z8 HUMAN)
QBHOMO (MUMLI_HUNAN)
QTZ2Y5 (NRK_HUMAN)
QUBXU3 (X134 HUAN)
QNPS0 (RPL2_HUMAN)
QBPEV8 (99X HUMAN)
QBHOEA (S2553 HUMAN)
POCHS (HIBF_HUNAN)
QNP0 (RABSB.HUMAN)
QBXXT (THIB1_HUMAN)
Q15014 (MOAL2_HUMAN)
Q15170 (TCALY_HUMAN)
Q694 TCAL3 HUMAN)
Q96ES (TCALA HUMAN)
QBINXHS (RBAOA HUAN)
Q0099 (BEX3 HUMAN)
QUHQT (WBP5 HUMAN)
QUBRU2 (TCALT HUNAN)
QUBXY8 (BEX2_HUMAN)
QBHALY (QBHOL1 HUMAN)
POCOE4 (RB4OL_HUMAN)
QBPIT7 (BHLHO_HUMAN)
Q96009 (GASP2 HUNAN)

Regulator of nonsense transcripts 38

Ankyin repeat domain-containing protein SOWAHD
NF-kappa:B-repressing factor

Solute carier family 25 member 43

Membrane-associated progesterone receptor component 1
Uncharacterized protein KIAA1210

Intereukin-13 receptor subunit alpha-1

Putative uncharacterized protein DKFZp761M142

WD repeat-confaining protein 44

Kelch-lke protein 13

Sodium- and chloride-dependent neutral and basic amino acid transporter B(0+)
Type:2 angiotensin || receptor

Putative uncharacterized protein LOC642776

Plastin-3

Leucine zipper protein 4

RNAbinding motif protein, X-inked-fke-3

Leucineich repeat and calponin homology domain-containing protein 2
Intereukin-13 receptor subunit alpha-2

Shydroxytryptamine receptor 2C

Angiomofin. Plays a central role n tight juncion mainfenance via the complex forned with ARHGAP17.

Lipoma HMGIC fusion partner-ke 1 protein

Zinc finger CCHC domain-containing protein 16
Short transient receptor potential chamnel 5
Putative bifunctional UDP-N-acetylglucosamine transferase and deubiquitinase ALG13
Neuronal migration protein doublecortin
Serinefthreonine-protein kinase PAK 3
Chordin-ike protein 1

Retrotransposon gag domain-containing profein 1
AMVE syndrome candidate gene 1 protein

APC membrane recruitment protein 1
Transmembrane protein 164
Long-chainatty-acid-CoA ligase 4

NTF2-related export protein 2

Refinal guanylyl cyclase 2

Collagen alpha<(V) chain

Testis-expressed sequence 138 protein
Probable E3 ubiqutin-protein ligase MID2
TSC22 domin family protein 3

FERM and PDZ domain-containing protein 3
Putative mycike protein MYCLP1

RNA-binding protein 41

MORC family CWHype zinc finger protein 4
TBC! domain family member 88

E3 ubiquitin-protein ligase RNF128

PWWP domain-containing protein MUMIL1
Nik-related protein kinase

Testis-expressed sequence 13A protein

Xinked interleukin-1 receptor accessory proteindike 2
Protein FAM199X

Solute carier family 25 member 53

Histone H2B type F-M

Ras-related protein Rab-98

Transmembrane protein 31

Mortality factor 4-ike protein 2

Transcription elongation factor A protein-fike 1
Transcription elongation factor A protein-ke 3
Transcription elongation factor A protein-ke 4
Ras-related protein Rab-40A

Protein BEX3

\WW domain-binding protein 5

Transcription elongation factor A protein-ike 7
Protein BEX2

Transcription elongation factor A protein-ie 8
Ras-related protein Rab-40Alike

Protein BHLH09. May play  role in the control of celluar aging and survival.
(-protein coupled receptor-associated sorting protein 2
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Tabla. 10. Secuencias CArG putativas obtenidas por medio de las matrices construidas en base a las secuencias con un valor de AGyig de -4.4e+02 kJ/mol.
La primer columna de la tabla corresponde a la entrada con la que se localizé el gen, la segunda columna corresponde al numero de acceso al cual se
recurrio para explorarlo, la tercer columna corresponde a una descripcion breve del gen, la cuarta columna corresponde al tejido en el que se expresa este
gen, la siguiente columna (CIS-E) corresponde al niimero de veces que una CArGbox aparece en la seccion regulatoria del gen, la sexta columna reporta el
W; calculado en el servidor RSAT y finalmente se incluye la referencia para que pueda consultarse la liga de donde se recabd la informacion presentada del
gen. Esta lista cuenta con 228 genes identificados.

ENTRADA
Q15381 HUMAN
QBNSB, HUMAN
NP 0010061182
NP 0010061202
ENSTOONO035894
NP 001006121 1
NP 0010134211
QBJRCS HUMAN
Q8N

PHFG HUMAN
UUCP5 HUMAN
T2208 HUMAN
MUMLT HUMAN
NP 0791932
FAED HUMAN
ENSTOOO00RT6105
QUMY

NP 001033056 1
ENSTOONO0STE5%
WPH HUMAN
Q0V4842
DUD_HUMAN
ENSTOOOONAB173
SCML2_ HUMAN
QBT HUMAN
002

NP 056662,

NP 43152
Z8TH HUMAN
QBVZIN_HUMAN
Q51085 HUMAN
MUSK HUMAN
QBTTX2_HUMAN
FA22G, HUMAN
Q06N HUMAN
NP 00{001670.
NP G66831
FRDA HUMAN
OIS HUMAN
QBZN92_HUMAN
DNRTA_HUMAN
Q5284 HUMAN
Q5HBCH4
QB! HUMAN
CHFTXO HUMAN
ADCYS HUMAN
CHI32 HUMAN
TRY1B_HUMAN
OXRT_HUMAN
WD21C HUMAN
CBNGNT HUMAN
CPTAT_HUMAN
CHOA_HUMAN
ADATA_HUMAN
RPO3D_HUMAN
ARY2 HUMAN
QTP HUMAN
PRST HUMAN
QBP5S9 HUMAN
0095432
QUUD2_ HUMAN
0025562

JAZF1 HUMAN
SNKI0_HUMAN
006503 HUMAN
A3 HUMAN
QBNFD5-3

NOX3 HUMAN

NUMERO DE ACCESO
(15381 - Q16381_HUMAN
PODJD3 - RBY1A_HUMAN
AGNEQQ - RBY1E_HUMAN
POCTP1 - RBY1D_HUMAN
F2z201 - F222U1_HUMAN
AGNDE4 - RBY1B_HUMAN
Q5JRM2 - CX086_HUMAN
(Q5JRCE - Q6JRCE_HUMAN
QBIWS0 - PHFS_HUMAN
QBIWS0 - PHFS_HUMAN
095258 - UCP5_HUMAN
099576 - 72203 HUMAN
Q5HOMO - MUML1_HUMAN
0966J1- TRM2_HUMAN
(QBNEKS - FA46D_HUMAN
QIUMY4 - SNX12_HUMAN
QIUMY4 - SNX12_HUMAN
P2255 - HEMO_HUMAN
AGN71 - AGNM71_HUMAN
Q9484 - WIPI4_HUMAN
Q9484 - WIPI4_HUMAN
P11532 - DMD_HUMAN
Q6ZN16 - M3K15_HUMAN
(QIUQRO - SCML2_HUMAN
Q02040 - AK17A_HUMAN
Q02040 - AK17A_HUMAN
Q15485 - FCN2_HUMAN
QBKCM7 - SCMC2_HUMAN
QBNCN2 - ZBT34 HUMAN
Q5VZW - QSVZW9_HUMAN
(Q5T0B5 - Q5T0B5_HUMAN
015146 - MUSK_HUMAN
009161 - NCBP1_HUMAN
QSVZR2 - NTM2G_HUMAN
(081241 - RASEF_HUMAN
062QQ2 - S31D1_HUMAN
(Q9HCF6 - TRPM3_HUMAN
(016595 - FRDA_HUMAN
QINQN' - OR2S1_HUMAN
062N92- DUTL_HUMAN
Q5VZB9 - DMRTA_HUMAN
Q57264 - Q6T284_HUMAN
Q5HAC1 - FREMI_HUMAN
Q5VW3! - QBVW31_HUMAN
Q4F7X0 - Q4FTX0_HUMAN
P4(145 - ADCYS_HUMAN
(Q96HAB - NTAQ1_HUMAN
000300 - TR1B_HUMAN
QBN573 - OXRT_HUMAN
QBNATS - DCAL2 HUMAN
(049492 - CHO34_HUMAN
P22680 - CPTA1_HUMAN
QBNXR4 - TTI2_HUMAN
P35348 - ADATA_HUMAN
P03423 - RPCA_HUMAN
P11245 - ARY2_HUMAN
A4DOS4 - LAMB4_HUMAN
P35998 - PRST_HUMAN
06P5S9 - Q6P5S9_HUMAN
099543 - DNJC2_HUMAN
P54269 - CAZD1_HUMAN
09255 - ELMO1_HUMAN
086VZ6 - JAZF1_HUMAN
Q9Y5X0 - SNX10_HUMAN
QBN2E2 - VWDE_HUMAN
QBNFDS - ARI1B_HUMAN
Q8NFDS - ARI1B_HUMAN
(Q9HBY0 - NOX3_HUMAN

DESCRPCION

Unidn y procesamiento de RNA del gen YRRM, cromosoma Y
Proteina de union a mRNA, involucrada en splicing, de cromosoma Y, espemmatogonia
Proteina de union a mRNA involucrada en splicing, de cromosoma Y, espemnatogonia
Proteina de union a mRNA, involucrada en splcing, de cromosoma Y, espematogonia
Proteina de union a RNA, cromosoma Y
Proteina de union a mRNA, involucrada en splicing, de cromosoma Y, espematogonia
Proteina sin caracterizar, proteina de membrana
Proteina de unidn a Zinc, ubicada en nucleo.
Isoforma de regulador transcripcional, involucrado en Sindrome B-F-L
Regulador transcripcional, involucrdo en Sindorme de Boerjeson-Forssman-Lehmann
Proteina mitocondrial neuronal que participa en movimiento de protones
Inhibidor transcripcional que protege diversas células inmunitarias de apoptosis
Exosoma vesicular extracelular, unido a membrana y antigeno mutado de melanoma
Metiltransferasa de tRNA, involucrado en estabilizacion/maduracion dg tRNA
Proteina FANAGD, familia de antigenos cancerosostesticulares
Proteina posiblemente involucrada varios pasos de trafico intracelular, unidn a PI3P
Proteina posiblemente involucrada varios pasos de trafico intracelular, unidn a PI3P
Enzima mitocondrial ALAS2, de ruta de sintesis de grupo HEMO
Proteina sin caracterizar
Proteina importante en el proceso de autofagia, unién a PIP
Isoforma 2. Proteina importante en el proceso de autofagia, unidn a PI3P
Distrofina presente en complejos sinapticos, trasmision, estabiliza sarcolema
(Cinasa ampliamente distrbuida involucrada en sefializacion activada en estres celular
Proteina PcG, que foma complejos proteicos para reprimir transcripcion en desarollo
Factor requlador de splicing de pre-mRNA de manera PKA-dependiente
Factor regulador de splicing de pre-mRNA de manera PKA-dependiente
Ficolina 2, participa enla inmunidad innata activando via de lectinas
Acareador mitocondrial de metabolitos, nucleotidos, cofactores, dependiente de Ca
Dedo de Zinc, posiblemente sea un represor transcripcional
Receptor irosin-cinasa muscular y esqueletico, unidn a ATP
Receptor irosin-cinasa, del gen MUSK
Receptor irosin-cinasa, partcipa en fomacidn y mantenimiento sinapsis neuromuscular
Suburidad del compleio CBC, de uridn l extremo 57-cap de pre-mRNA
Proteina de [a famiia NUT miembro 2G, del cromosoma 9
Proteina de unidn predominante a GDP, también GTP
Proteina de membrana que puede estar asociada a espermatogenesis
Canal de Calcio, presente primordialmente en rifin, y zonas especificas de cerebro
Frataxina mitocondrial, promueve fomacion de grupo HEMO, funcidn oxidoreductasa
Receptor offatorio 252 acoplado a proteina G,percepcion de aroma
Proteina no identificada, posiblemente dUTPasa
Factor de transcripcién, involucrado en diferenciacion sexual; diversos organos
Proteina de subunidad 3 del complejo de activacion de snRNA
Proteina de MEC,funcion en diferenciacion/achesion epidermal en desamollo embrionario
Factor trasncripcional de unidn especifica a secuencias DNA, para replicacion
Proteina integral, adenilato ciclasa, sefalizacion IC de transcripcion
Proteina integral, adenilato ciclasa de union a membrana, Ca dependiente
NHerminal glutamina aminohidrolasa, involucrada en degradacion de protefnas
Receptor de TNF, actua sobre osteaclastos en homeostasis osea, ampliamente distrbuido
Proteina posiblemente involucrada en profeccion contra estres oxidativo
Enzima y rutas no especificadas
Proteina no caracterizada
Enzima involucrada en metabolismo de fipidos y homeastasis del colesterol
Requlador de respuesta de resistencia a dafio de DNA
Receptor alfa adrenergico, sefial nuclear en miocitos cardiacos
Subunidad de RNA polimerasa I, participando en procesos diversos procesos
Arylamni N-acetitransferasa, participa en destoxificacion y activacion de carginogenos
Subunicad de Laminina, adhesidn, migracion y organizacion celular de distintos tejidos
Subunidad de proteasa dependiente de ATP, interaccin en infecciones viricas
Proteina chaperona

Componente del complejo RAC, actua tanto como chaperona como regulador de transcripcion

Subunidad alfa-2/delta de canal de calcio dependiente de votaje, regula ctivacién
Protefan involucrada en remodelacion de membrana en fagocitosis y moviidad
Potencial factor de transcripcion, proteina yuxtapuesta a dedo de zinc

Proteina de unidn a P!, involucrada en separacidn de proteinas y trafico de endosomas
Proteina secretada, factor D von Willebrand y dominio EGF

Involucrado en transcripcidn y remodelacién DNA, complejo npBAF en celulas nerviosas
Involucrado en transcripcidn y remodelacién DNA, complejo npBAF en celulas nerviosas
NAPDH oxidasa, biogenesis de estructuras de aido intemo, productor de superoxido
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TEJIDO

No especificado
Testiculos
Testiculos
Testiculos

No especificado
Testiculos
Trafico

Nervioso
Tf

Tréfico

No especificado
Testiculos
Tréfico
Tréfico
Circulatorio
No especificado
G

G
Muscular
Apoptosis
Tf

Tf

Tf

Inmune
Tréfico

Tf
Musculo
Musculo
Musculo
Tf

No especificado
G
Testiculos
Renal
Corazén
Nervioso
G

Tf

Tf
Epidermis
Tf

G
Nervioso
G

Oseo
Tréfico

No especificado
No especificado
Higado
Tréfico
Corazén
G

Tréfico
Tréfico

G

G

Tf
Muscular
Inmune

Tf

Oseo
Sanguineo
Corazén
Corazén
Apoptosis

Ws
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109
109
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HDC_ HUMAN
OROA4_HUMAN
CFOS8_HUMAN
GOPC_HUMAN
QSHD22
QSI08_HUMAN
NP 071374
QEX4_ HUMAN
ENSTOO00369293
MANEA_HUMAN
QEWILT_HUMAN
$35A1_HUMAN
QBNGTS_HUMAN
QEVWITO_HUMAN
Qae3
QSP146_HUMAN
Q96QC4_HUMAN
QBUXQT_HUMAN
MASTL_HUMAN
OR2J1_HUMAN
OR2B3_ HUMAN
ENSTODO0U378054
ENSTODO00378059
ENSTO000230056
FABA_HUMAN
QUGFF1_HUMAN
QS6CBT_HUMAN
ATX_HUMAN
2354A_HUMAN
GLRAT_HUMAN
SG3A2_ HUMAN
JKIP2_HUMAN
KCD16._ HUMAN
NFIP1_HUMAN
QUBT6-2

SNX2 HUMAN
YTDC HUMAN
Q084989

CE029 HUMAN
FST HUMAN
NP_001005217.1
DCTD_HUMAN
VEGFC_HUMAN
NPYSR_HUMAN
NP_115493.1
SMAD!_HUMAN
NP 0560452
UCP1 HUMAN
Q157234
QBOFCH_ HUMAN
PATB3
QU606
QUPIK3_HUMAN
ADCLT_HUMAN
QUD2K5_HUMAN
PPCLHUMAN
QRKOSE_HUMAN
NEP_HUMAN
TM08 HUMAN
PXR HUMAN
LSAMP_HUMAN
SYNPR_HUMAN
NP_ 0408651
Q72207 HUMAN
PEX26_HUMAN
O11H_HUMAN
QU168 HUMAN
TCPQ_HUMAN
Q96865 _HUMAN
Q9UHP32
UBP25_HUMAN
QONSJO_HUMAN
SNAL_HUMAN
ARP5_HUMAN
CTBL_HUMAN
QBIYAG3
095330 HUMAN
ERGI3 HUMAN
Q9v2823
QSIWS1_HUMAN

Q9UBI9- HDC, HUMAN
095047 - ORAL HUMAN
Q6P5S2- LEGTH HUMAN
QSHDZ5 - GOPC_HUMAN
QSHD25- GOPC_HUMAN
QSTCS8 - KADY HUMAN
QBN3CD- ASCC3 HUMAN
QBAWX4 - QB4 HUMAN
Y6RTA2 - XGRTA2 HUMAN
Q3SRI9- MANEA HUMAN
QSWILT - QBWILT HUMAN
PT8382 - S35A1_ HUMAN
QENGTS - QBNGT5_ HUMAN
QEVWITI - QSVWWTY_HUMAN
QBIWYS - UBR2, HUMAN
Q9P146 - Q9P146 HUMAN
Q96QC4 - Q96QCA HUMAN
QBUXQT - BUXQT_HUMAN
P35410 - MASTLHUMAN
Q9GZKS - ORT_HUMAN
076000- OR2B3 HUMAN
E2QRF9 - E2RF9_HUMAN
HTO608- HTCE08_HUMAN
075496 - GEMI_HUMAN
Q9UBLS - FABA_HUMAN
QSBFF1 - QOBFF1_HUMAN
Q96C81 - Q6B _HUMAN
P54253 - ATX1_HUMAN
060765~ Z354A HUMAN
P23415 - GLRAT_ HUMAN
QSGPL1 - SG3A2 HUMAN
QU6AAB - JKIP2_HUMAN
(Q68DUB - KCDI6_HUMAN
Q9BT6T - NFIP1_HUMAN
Q9BT6T - NFIP1_HUMAN
060749~ SNK2_HUMAN
QSHGS0- YTDC2_HUMAN
(Q08499- PDEAD_ HUMAN
QEN292- GAPT_HUMAN
P19883 - FST_HUMAN
QBIETS - FRG2_HUMAN
P32321 - DCTD_HUMAN
PATEY - VEGFC, HUMAN
Q15761 - NPYSR_HUMAN
QUBIWTS - MND!_HUMAN
Q15797 - SMADA_HUMAN
QBZT07 - TBCDY. HUMAN
P25474 - UCP1_HUMAN
Q15723 ELF2_HUMAN
(QSOFC9- GB9FCY HUMAN
P37840 - SYUA_HUMAN
(06330~ SUH_HUMAN
QOP1K3 - QOPTK3 HUMAN
QBPIU2- NCEH1_HUMAN
(QUD2K5 - EGFEM_ HUMAN
Q35602 - PPML_HUMAN
Q3K0S5- 3KQS6_ HUMAN
POBAT3 - NEP_ HUMAN
QBUXF1 - TWHOB_HUMAN
075469~ NR112_HUMAN
Q13449- LSAMP_HUMAN
QBTBG9- SYNPR HUMAN
Q6ZVT5 - CCO6T_HUMAN
Q72207 - QTZ2D7_HUMAN
QUZ412- PEX26 HUMAN
QENG - O11H HUMAN
QAL168- KR222_HUMAN
P50%90 - TCPQ_HUMAN
Q96865 - Q96865 HUMAN
QSUHP3 - UBP25_ HUMAN
QSUHP3 - UBP25_ HUMAN
QENSJO - QNSO HUMAN
085863 SNAI1_HUMAN
QSHOF9 - ARPS_ HUMAN
QBIYAS- CTBLT_ HUMAN
QBNYAG - CTBL_HUMAN
085330~ 095330 HUMAN
Q9Y282- ERGI3 HUMAN
Q9Y282 - ERGI3 HUMAN
QSIWS1 - Q5IWST_HUMAN

Puede tener papel en canceres humanos, requlador de desarrollo de redes epiteliales
Receptor olfatorio

Proteina secretasa que puede estar involucrada en el desarmollo temprano de higado
Protefa asociada a trafico proteico y degradacién, presente en citoplasma y Golgi
Proteia asociada a trafico proteico y degradacién, presente en citoplasma y Golgi
Involucrada interconvencion de nucleosido fosfatasas, actividad cinasa

Subunidad de DNA Helicasa ATP dependiente involucrada en reparacion de acetilacion
Expresada en desarallo de hipotalamo fetal, mandaselina

Glucoproteina mannosidasa, mandaselina

Glucoproteina mannosidasa, en aparato de Golgi

Transportador de nucleosidos presente en membrana de Golgi

Transportador de CMP-dcido sialico desde citosol a vesiculas del Golgi

Proteina CLICS

Promotor de trascrpcion por RNA polimerasa I

Promueve la ubiquitinacién N-teminal, inactivacién y transcripcion nivel histona

No especificado

Polipeptico relacionado a MHC clase |

No especificado

Receptor acoplado a protefna G

Receptor olfatorio, acoplado a proteina G

Receptor olfatorio putativo

Cormepresor de transcripcion, regulador negativo de ciclo celular, organogenesis
Cormepresor de transcripcion, regulador negativo de ciclo celular, organogenesis

Inhibe replicacion DNA, regulador negativo de ciclo celular, organogenesis

Proteina integral altamente consenvada

Proteina ATXN1

Proteina ATXN1

Factor de union a cromatina, promotor de transcripcion, comepresor de CBF1

Dedo de zinc, factor de transcripcion promotor

Receptor de glicina, canal de cloro

Proteina extracelular mediadora de receptor para endocitosis

Cinasa que interactua con microtubulos en Golgi

Subunidad auiliar de receptores GABA-B, requla sefilizacion de proteina G
Activaligasas, mediadora de ubiquitinacion, control de crecimiento celular
Activaligasas, mediadora de ubiquitinacion, control de crecimiento celular

Involucrada en varias etapes de trafico celular, unin a receptores, transporte

Probable helicasa RNA dependiente de ATP

Isofoma 9, Fosfodiiesterasa, hidroliza cAMP

Regula negativamente la prolfferacién de finfocitos B, mantenimiento de zona margnal
Antagonista de activina por union, Inhibidor de sintesis y secrecion de FSH

Proteina FRG2

Suple de sustrato nucleotidico a timidiato sintetasa, dCMP desaminasa

VEGFC, factor de angiogenesis y sistema vascular linfatico, actuando en embriogenesis
Receptor de neuropeptido Y, inhibe actividad adenilato ciclasa, desordenes alimenticios
Requerido en pareamineto de cromosomas homologos  recombinacion en meiosis
Modulador transcripcional modulado por receptores tipo 1 BMP

Puede actuar como GTPasa, familia RAb

Transportador miticindrial que genera un radiente de protones

Isoforma 1, activa promotores para la transcripcion de promotor BLK,RNA polimerasa Il
No especificado

Puede que regule Iiberacion y transporte de dopamina lleva a baja activacion caspasa3
Regulador transcripcional en sefalizacién Notch, requla desfino celular

No especificado

Esterhidrolasa, metabolismoldegradacion lipidica, relacionada a aterosclerosis

No especificado, proteina de pseudogen, EGF-like

Protein fosfatasa, actua como supresor de vias de sefializacion de SAPK
Metaloendopeptidasa, cromosoma 3

Peptidasa especifica, que degrada opioides, FNA, angiotensina 1-9

Proteina transmembranal 108.

Receptor nuclear, transcripcion de genes de metabolismo y secrecion de xenobioticos
Regula crecimiento neuronal especifico y axonal, remodela circuitos de sistema limbico
Proteina de membrana de vesiculas sinapticas.

Proteina no caracterizada C30rf67, de cromosoma 3

Proteina realcionada a peroxisomas

Probablemente requerida en importacion de peroxisomas, importacién de catalasa
Receptor olfatorio

Proteina asociada a queratina, presente en matriz de corteza capilar.

Chaperona, asiste plegado de proteinas mediante accion ATPasa

Ubiguitinil hidrolasa, de cromosoma 21

Desubiquitinasa, reciclado de ubiqutina o edicion de poliubiquitina, isoforma USP25a
Desubiquitinasa, reciclado de ubiquitina o edicion de poliubiquitina

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Involucrado en transicion epitelial-mesenquimal, formacin de mesodermo, factor transc.
Parte de complejo regulador transcripcional, replicacion y posible reparo de DNA

Parte de complejo requerido para splicing pre-mRNA, puede inducir apoptosis

Parte de complejo requerido para splcing pre-mRNA, puede inducir apoptosis, isofomna3
No caracterizada, posible actividad en transporte proteico de vesiculas en Golg+-RE
Posible rol en transporte compartimental entre Golg-RE

Posible rol en transporte compartimental entre Golgi-RE, isofroma 3

Proteina presente en Golgi y RE
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MULTIPLES
Nervioso
Trafico

Tf

Tf

Ce

Ce

No especificado
No especificado
Higado

Tréfico

Tréfico

No especificado
Tf

Musculo

No especificado
Inmune

No especificado
No especificado
Nervioso
Nervioso

Testiculos

No especificado
No especificado
Tf

Riion
MULTIPLES, Musculo
Pulmon
Cergbro
Nervioso
Inmune

Inmune

Tréfico

Inmune
Musculo
Inmune, Bazo
Tréfico
Musculo

Ce

Linfatico
Cerebro

Ce

Musculo

Ce

Adiposo Pardo
Tf

No especificado
Cerebro

Tf

No especificado
Inmune

No especificado
Corazén

No especificado
Nervioso
Nervioso
Higado
Nervioso
Nervioso

No especificado
Tréfico

Tréfico
Nervioso
Epitelial

Tréfico

No especificado
MULTIPLE
Musculo

Ce

Rifion

Ce

Musculo
Musculo

No especificado
Tréfico

Tréfico

No especificado
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92822
ENSTO0N0379276
SHOX_ HUMAN
QNN
QN2
QN4
QUNNJT HUMAN
NUPL HUMAN
P52
QVIKA HUMAN
CB2A_HUMAN
NP 0010740141
SSFAZ HUMAN
PR3
SONGA HUAN
W)
Q86VDG HUMAN
QB80R02
SLOA2 HUMAN
QBMDED_ HUMAN
MK HUMAN
0958194
096195
095193
GOF_HUMAN
SH6_HUMAN
QBLAIE_HUMAN
DPY0_HUMAN
N2
WOR35 HUMAN
%P0
INI74_ HUMAN
0966062

NP 6895712
CRX_HUMAN
NP 001027546,
075294 HUMAN
03015 HUMAN
20682 HUMAN
QBIPJT HUMAN
DUSSL. HUMAN
095323 HUMAN
0966463
Q8TOF52
CAD19 HUMAN
SPBI0_HUMAN
GALTY_HUMAN
TTHY_HUMAN
Q128304
Q128302
EFCB3 HUMAN
QBIVZT_ HUMAN
ENSTONN00318329
ENSTO00NO377723
KR40 HUMAN
ENSTO0000378634
QUUHR3 HUMAN
Q59603 HUMAN
NP 0374074
QBUY55_HUMAN
RHGIT HUMAN
QBBENT-3
QBBENT-2

NP 6656061
ADCYS_HUMAN
Q3024
PDESA HUMAN
0806584
0606582

NP 0010730041
NP 0010074234
NP 0557221

NP 0639501

NP 001017969,
NP 0669662

NP 0596891

NP 001010892
NP 067008.2

NP 852292

NP 0608751

09Y282 - ERGI3_HUMAN
Q5JWB9 - Q5JWB9_HUMAN
QONWMO - SMOX_HUMAN
QONWMO - SMOX_HUMAN
QONWMO - SMOX_HUMAN
QONWMO - SMOX_HUMAN
QONWJT - QINWJT_HUMAN
P52504 - AGFG1_HUMAN
P52504 - AGFG1_HUMAN
Q2VIK4 - Q2VIK4_HUMAN
QBN2CT - UNCB)_HUMAN
Q8WI7 - PPR1C_HUMAN
P28290 - SSFA2_HUMAN
P28290 - SSFA2_HUMAN
15858 - SCNOA_HUMAN
015858 - SCNOA_HUMAN
086VD8 - Q86VDG_HUMAN
Q38R0 - CB027_HUMAN
Q9UBY0- SL9A2_ HUMAN
Q3MDB0 - Q5MDBO_HUMAN
095619 - MK4_HUMAN
095819 - MAK4_HUMAN
095819 - MAK4_HUMAN
095819 - MAK4_HUMAN
P16383 - GCFC2_HUMAN
P52701 - MSH6_HUMAN
QBLAI4 - QBLAI4_HUMAN
090005 - DPY30_HUMAN
QINZM3 - ITSN2_HUMAN
Q9P2L0 - WDR35_HUMAN
Q9P2L0 - WDR35_HUMAN
Q96GC8 - ZN274_HUMAN
Q96GC8 - ZN274_HUMAN
QBUXV1 - IZUM2_HUMAN
043186 - CRX_HUMAN
QINYTE - ZN226_ HUMAN
075294 - 075294_HUMAN
QBZRHT - CTSRG_HUMAN
096780 - ZNG82_HUMAN
QSHCS? - CPAFC_HUMAN
096646 - DUS3L_HUMAN
095323 - 095323 HUMAN
096646 - DUS3L_HUMAN
QBTDF5 - NETO1_HUMAN
Q9H159 - CAD19_HUMAN
P4859 - SPB10_HUMAN
Q10472 - GALT1_HUMAN
P02766 - TTHY_HUMAN
(012830 - BPTF_HUMAN
(012830 - BPTF_HUMAN
QBN7B9 - EFCB3_HUMAN
AZRUB1 - CQ104_HUMAN
HTBXR9 - HTBXRY_HUMAN
HTBYCA - HTBYCA_HUMAN
Q9BYQT - KRA41_HUMAN
HOKVTT - HOKV77_HUMAN
Q9UHR3 - QOUHR3_HUMAN
059GC3 - Q59GC3 HUMAN
08UB99 - ANR11_HUMAN
Q5XGA2 - EST4A_HUMAN
QBBEM? - RHG17_HUMAN
QBBEM? - RHG17_HUMAN
QB8EM7 - RHG7_HUMAN
QONWB1 - RFOX1_HUMAN
060503 - ADCY9_HUMAN
Q38SD2 - LRRK1_HUMAN
060658 - PDESA_HUMAN
060658 - PDESA_HUMAN
060658 - PDESA_HUMAN
QBTF30 - WHANM_HUMAN
ALAK1 - FSD2_HUMAN
Q5SYBO - FRPD1_HUMAN
QINQN1 - OR2S1_HUMAN
QSHYC2- K2026_HUMAN
Q9Y222 - DMTF1_HUMAN
QBNFDS - ARI1B_HUMAN
QSHYI7 - MTX3_HUMAN
QBZRHT - CTSRG_HUMAN
QBNOIS - FADS6_HUMAN
Q9NQ92- COPRS_HUMAN

Posible rol en transporte compartimental entre Golgi-RE, isofroma 2

Proteina transmembranal 230

Flavoenzima, oxidacion de espermina a espemidina, concentracion IC de pofiaminas
Flavoenzima, oxidacion de espermina a espemidina, la mayor afinidad por 3 sustratos
Flavoenzima, oxidacion de espermina a espemiding, beja afinidad por poliaminas

Flavoenzima, oxidacion de espermina a espemidina, mayor afinidad espemmiding, bajos Km

Proteina cDNA FLJ20802 s

Requerida para fusion de vesiculas, involucrada en tréfico de RNA y VIH replicacion
Requerida para fusion de vesiculas, involucrada en tréfico de RNA y VIH replicacion
Endopeptidasa involucrada en catalisis proteica celular, parte del proteasoma
Componente homologo de canal de sodio NALCN

Subunidad de inhibicor de proteinfosfatasa 1, promueve progreso de G1/S

Antigeno 2 especifico de esperma, unidn a actina

Antigeno 2 especifico de esperma, unidn a actina, isofoma 3

Subunidad alfa de canal de Na dependiente de voltaje, rol en inflamacidn y dolor
Subunidad alfa de canal de Na dependiente de voltaje, rol en inflamacidn y dolor

No especificado, proteina LOC339742

Protena no caracterizada C20ri27

Regulacién de pH por intercambio de Na/H, absorcidn de sodio

(Cinasa treoninalsering, regulador GTPasa

HGK-S, serinaltreonina cinasa, respuesta a estrés y TNF-alfa,

HGK-S, serinaltreonina cinasa, respuesta a estrés y TNF-alfa, isofoma 4

HGK-S, serinaltreonina cinasa, respuesta a estrés y TNF-alfa, isofoma 5

HGK-S, serinaltreonina cinasa, respuesta a estrés y TNF-alfa, isofoma 3

Factor represor de transcripcion, unidn a promotores de EPGF y beta-actina, splicing
Parte del sistema reparador post-replicativo, junto con MSH2, en G1 ¢ inicio de S
Proteina espermatica, involucrada en reparacion de desajustes de DNA

Parte del complejo MLLY/MLL, Involucrada en metilacion de histonas H3, epigenetico
Proteina adaptadora, unin indirecta entre trafico endocitico y produccin de actina
Componente del complejo IFT-A, para degradacién ciliar y ciiogenesis, apotosis TNF
Componente del complejo IFT-A, para degradacién cilir y ciiogenesis, apotosis TNF
Probable represor transcripcional, unién y accion especifica en SETDB1y TRIM2BIKAP1
Probable represor transcripcional, unién y accion especifica en SETDB1y TRIM2BIKAP1
Proteina integral espermatica de unién a membrana de dvulo

Factor transcripcional sinergico con NRL,RORB y RAX para células fotomeceptoras
Dedo de zinc, posible regulacion transcripcional

Apertura de marco de lectura de cromosoma 19, de complejo CatSper

Involucrado con CATSPER1 en matiidad de esperma y su hiperactivacion

Proteina dedo de zinc, probable regulador de transcripcion

Citocromo P450 4F12, hidroxilacion de leucotrieno B4, acido araquidonico y ebastina
Cataliza sintesis de dihidrouridina, encontrada en tRNA

Proteina no caracterizada, tRNA dhidrourdina sintasa

Cataliza sintesis de dihidrouridina, encontrada en tRNA, isoforma 3

Rol en desarollo/mantenimiento de redes neuronales, memoria y aprendizaje visual
Caherina 19, adhesion celular

Inhibidor de proteasas, podria regularias durante hematopoyesis y apoptosis por TNF
N-aceil-D-galactosamintransferasa, paso inicial de biosintesis de oligosacaridos
Unidn a homnonas tiroideas, posible transporte de tiroxina desde circulacion a cerebro
Componente de NURF, unién a histonas, desarrollo embrionario y cerebral
Componente de NURF, unién a histonas, desarrollo embrionario y cerebral

Proteina de dominio EF-hand, union a Calcio

Proteina sin caracterizar C170rf104

Proteina 48 asociada a queratina

Proteina 9-2 asociada a queratina

Proteina 4-1 asociada a querating, presente en matriz de corteza capiler

Metilacion de histonas H4-R3

Protefna LZ16 de susceptibiidad a carcinoma nasofaringueo

Componente de exosoma extracelular de vesicula

Desarrollo embrionario, oseo, morfogeness facial, odontogenesis

Probable carboxilesterasa, secretada

Proteina Rho GTPasa, unidn entre celulas epitelales y desarmallo de su polaridad
Proteina Rho GTPasa, unidn entre celulas epitelales y desarmallo de su polaridad
Protefna Rho GTPasa, nion entre celulas epiteliales y desarmollo de su polaridad
Unidn a RNA, regulando splicing, en especial durante erropoyesis

Puede funcionar en situaciones de intecambio intracelular de Ca y cAMP, pulmones
Serinaltreonina cinasa

Hidrolasa de cAMP, posible requlacién de cAMP en desarollo de celulas germinativas
Hidrolasa de cAMP, posible requlacién de cAMP en desarollo de celulas germinativas
Hidrolasa de cAMP, posible requlacién de cAMP en desarollo de celulas germinativas
Remodelalcidn de membrana por polimerizacidn de actina, morfologia y posicion de Golgi
Dominio de fioronectina [1l'y SPRY

Estabiliza la unidn a membrana de GPSM1, y promueve la interaccidn con GNAI1
Receptor offatorio

Proteina sin identificar KIAA2026

Activador transcripcional en sefilizacion Ras-Raf

Involucrado en transcripcin y remodelacion DNA, complejo npBAF en celulas nerviosas
Podria funcionar en transporte de protefnas dentro de la mitocondria

Involucrado con CATSPER1 en matiidad de esperma y su hiperactivacion
Involucrada en metabolismo lipidico y biosintesis, desaturasa

Protefna de union a histonas H4, diferenciacion en celulas musculares por PRVTS
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Basados en la literatura actual, fue posible construir una modesta lista de genes regulados por MEF2A, cuya
deteccion se logro utilizando metodologias experimentales del tipo inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP).
Todos los genes incluidos en dicha lista también fueron localizados por la metodologia in silico desarrollada en
la presente tesis. A continuacion se mencionan las proteinas que resultan de la transcripcion de dichos genes, las
cuales fueron extraidas de la busqueda basada en las matrices construidas utilizando las secuencias con un valor
de AGuina entre -3.9e+02 kJ/mol y -4.4e+02 klJ/mol, estas son : Nur77 -también nombrada como NR4Al-
(Scheschonka, et al. 2007), MAMLI1 (Shen, et al.2006), algunas proteinas del tipo HDAC's (Haberland et al
2007), los factores de transcripcion DLX5 y 6 (Gottlieb et al., 2002), las proteinas COLQ y RUNX que
participan en el desarrollo del sistema 6seo (Arnold et al., 2007), la proteina MMP10 (Chang et al., 2006), la
proteina TCRG1 inductora de la apoptosis (Woronicz et al., 1995). También se encontraron por esta metodologia
las proteinas NKX, la cudl segin el reporte de Karamboulas et al., 2006, ve afectada su expresion al aumentar
los niveles de los genes mef2- en el organismo. Estos resultados se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Proteinas cuya expresion por MEF2A se demostré mediante metodologias experimentales tipo ChIP y también fueron halladas determinando la
AGina del complejo MEF2A-CArGbox. En la primer columna se reporta el valor de AGuina que resulto de la union entre el TF MEF2A y el elemneto-cis
cuya secuencia aparece en la segunda columna; también se reporta la ubicacion corriente arriba del gen donde se localiza la putativa CArGbox, en la cuarta
columna podemos ver el nimero de acceso con el que se puede ingresar al servidor de Uniprot en ele que se recabo informacion de las proteinas que
resultan de la transcripcion de los genes en los que se localizaron las CArGbox reportadas, a esta informacion puede accederse por medio del /ink que
aparece en la columna de referencia. En la quinta columna se describe el tejido en el cual se expresan las proteinas reportadas; en la sexta columna bajo el
titulo de Cis-e se describen el numero de cajas CArG putativas localizadas dentro del gen que codifica las proteinas y finalmente en la séptima columna se
reporta el valor Ws que corresponde a la probabilidad que posee cada elementos-cis para ocurrir conforme al modelo propuesto por las PSSMs reportados
en la seccion 3.8.9 del capitulo III. Como puede observarse en la presente tabla, los resultados de la biisqueda basada en al determinacion de la AGying
calculada para cada complejo MEF2A-CArGbox son congruentes con los resultados obtenidos por metodologias experimentales como la precipitacion de
cromatina.

Valor de AGy;,y  CArGbox Ubicacion Numero de acceso Tejido Cis-e Ws  Referencia

-4.0e+02 kdJ/mol ATTTAAAAAT -4723 a-4714 P22736 (NR4A1_HUMAN) Nervioso 8 3.18 http://www.uniprot.org/uniprot/P22736
-4.3e+02 kd/mol ATATAAATTT -5420 a-5411 P43354 (NR4AA2_HUMAN) Nervioso 10 8.02 http://www.uniprot.org/uniprot/P43354
-4.3e+02 kd/mol  AAATTAATTT -670 a -661 Q92570 (NR4A3_HUMAN) Nervioso 4 7.64 http://www.uniprot.org/uniprot/Q92570
-3.9e+02 kJ/mol  ATTTTTATTT -1396 a-1387 Q92585 (MAML1_HUMAN) Oseo 1 2.61 http://www.uniprot.org/uniprot/Q92585
-4.3e+02 kdJ/mol ATATAATTTT -3684 a-3675 Q13547 (HDAC1_HUMAN)  Musculo 2 7.24 http://www.uniprot.org/uniprot/Q13547
-4.3e+02 kd/mol  AAATATATTT -2756 a -2747 Q92769 (HDAC2_HUMAN) Mdusculo 5 72 http://www.uniprot.org/uniprot/ Q92769
-4.0e+02 kd/mol ATTTTAATTC -3469 a -3460 P56524 (HDAC4_HUMAN) Mdusculo 6 3.13 http://www.uniprot.org/uniprot/P56524
-4.3e+02 kJ/mol ATATATATTT -5459 a-5450 Q9UQL6 (HDAC5_HUMAN) Mdusculo 3 7.78 http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UQL6
-4.3e+02 kdJ/mol CTATTAATAT -831 a -822 Q9UBN7 (HDAC6_HUMAN) Musculo 1 7.72 http://www.uniprot.org/uniprot/ QOUBN7
-4.3e+02 kdJ/mol CTAATAATTT -2296 a-2287 Q9UKVO (HDAC9_HUMAN) Mdusculo 77 http://www.uniprot.org/uniprot/ QOUKVO
-4.0e+02 kd/mol ATTAAAAATC -4962 a-4953 P56178 (DLX5_HUMAN) Nervioso 7 3.07 http://www.uniprot.org/uniprot/P56178
-4.0e+02 kJ/mol ATTACAATAT -1206 a -1197 P56179 (DLX6_HUMAN) Nervioso 1 3.07 http://www.uniprot.org/uniprot/P56179
-4.2e+02 kJ/mol ATATAAATAT -3506 a-3497 Q8TAUO (NKX23_HUMAN) Cardiaco 2 6 http://www.uniprot.org/uniprot/ Q8 TAUO
-4.0e+02 kJ/mol  ATTATAATAT -4202 a-4193 Q9H2Z4 (NKX24_HUMAN) Cardiaco 10 3.19 http://www.uniprot.org/uniprot/Q9H2Z4
-4.3e+02 kdJ/mol ATAAATATTT -1773 a-1764 A6BNCS4 (NKX26_HUMAN) Cardiaco 2 7.19 http://www.uniprot.org/uniprot/ AGBNCS4
-4.0e+02 kd/mol  ATTTAAAAAC -3571 a-3562 015522 (NKX28_HUMAN) Cardiaco 5 3.1 http://www.uniprot.org/uniprot/015522
-4.0e+02 kd/mol AATATAATTT -4767 a-4758 Q99801 (NKX31_HUMAN) Cardiaco 3 3.07 http://www.uniprot.org/uniprot/Q99801
-4.0e+02 kJ/mol ATTTTAATTT -1688 a-1679 P78367 (NKX32_HUMAN) Cardiaco 16 3.16 http://www.uniprot.org/uniprot/P78367
-4.0e+02 kdJ/mol ATTTTAATTT -5327 a-5318 P78426 (NKX61_HUMAN) Cardiaco 4 3.16 http://www.uniprot.org/uniprot/P78426
-4.4e+02 kJ/mol CTATAAATTT -1742a-1733 Q9Y215 (COLQ_HUMAN) Oseo 1 8.9 http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y 215
-4.0e+02 kd/mol  ATTTTAATAT -5094 a-5085 Q01196 (RUNX1_HUMAN) Oseo 30 3.19 http://www.uniprot.org/uniprot/Q01196
-4.2e+02 kd/mol CTATTAATTT -4955 a-4946 P09238 (MMP10_HUMAN) Vascular 2 5.64 http://www.uniprot.org/uniprot/P09238
-4.0e+02 kdJ/mol ATTTTAATAT -823 a-814 014776 (TCRG1_HUMAN)  Inmune 3 3.19 http://www.uniprot.org/uniprot/O14776

Si bien son pocos los reportes experimentales que han logrado comprobar la participacion de MEF2A como
regulador de la expresion de ciertos genes dentro del genoma de Homo sapiens; existen investigaciones
realizadas en otros organismos en los que se reportan proteinas cuya expresion esta regulada por MEF2A, como
es el caso de las proteinas tipo SMAD's y MDIL1 homoélogas a los genes Medea y la proteina MAD
respectivamente, ambas pertenecientes a Drosophila melanogaster (Nguyen and Xu, 1998; Cripps et al,.2004).

En raton se ha demostrado que cuando se elimina el gen mef2c disminuyen los niveles de la proteina
C57BL/6 (idcode: P04370 - MBP_MOUSE) que ayuda a la formacion de musculo esquelético (Potthoff et al.,
2007) y en este trabajo se localiz6 a su homologa humana la proteina MBP_ HUMAN.

Se incluyen también las proteinas: WNT's de humano homoélogas de Wingless, las proteinas humanas
IHH y SHH homologos de Hedgehog, la proteina humana FGFP homologa de Fibroblast growth factor, TPM3

106



homologa de TM1 (Lin, M. H. et al., 1997) y EGF homoélogo de Epidermal growth factor (Sandmann et al.,
2006; Taylor, 2000; Ruiz-Gomez et al., 2002). Todas las proteinas mencionadas en este parrafo son homologas
con respecto a las reportadas en Drosophila melanogaster y se sabe por ensayos de ChIP que su expresion es
reguladas por MEF2A. En la Tabla 12 se muestran los resultados de este sondeo.

Tabla 12. Proteinas de Homo sapiens homdlogas a secuencias de Drosophila melanogaster y Mus musculus cuya expresion por MEF2A se demostrd
mediante metodologias experimentales tipo ChIP y también fueron halladas determinando la AGyin del complejo MEF2A-CArGbox. De los resultados
expuestos en las tablas 5 a la 10, se extrajeron las proteinas de Homo sapiens que cuentan con homologos de Drosophila melanogaster y Mus musculus
cuya expresion por MEF2A se demostré mediante metodologias experimentales tipo ChiP. En la primer columna se reporta el valor de AGying que resulto de
la unioén entre el TF MEF2A y el elemneto-cis cuya secuencia aparece en la segunda columna; también se reporta la ubicacion corriente arriba de la seccion
regulatoria del gen donde se localiza la putativa CArGbox, en la cuarta columna podemos ver el niimero de acceso con el que se puede ingresar al servidor
de Uniprot en el que se recabo informacion de las proteinas que resultan de la transcripcion de los genes en los que se localizaron las CArGbox reportadas,
a esta informacion puede accederse por medio del /ink que aparece en la columna de referencia. En la quinta columna se describe el tejido en el cual se
expresan las proteinas reportadas; en la sexta columna bajo el titulo de Cis-e se describen el nimero de CArGbox putativas localizadas dentro del gen que
codifica las proteinas y finalmente en la séptima columna se reporta el valor Ws que corresponde a la probabilidad que posee cada elementos-cis para
ocurrir conforme al modelo propuesto por las PSSMs reportados en la seccion 3.8.9 del capitulo III. Como puede observarse en la presente tabla, los
resultados de la busqueda basada en al determinacion de la AGying calculada para cada complejo MEF2A-CArGbox en congruente con los resultados
encontrados en la literatura incluso para aquellas proteinas de Homos sapiens en las que aiin no se demuestra por medio de metodologias tipo ChIP, su
regulacion bajo la participacion de MEF2A, pero que sin embargo si se cuenta con reportes en la literatura de genes homologos en los que se ha

demostrado esta regulacion con metodologia experimental.

Valor de AG,

bind CArGbox Ubicacion Numero de acceso Tejido Cis-e Ws Referencia
-4.4e+02 kd/mol  CTATTATTTT -4082 a -4073 Q9Y6D9 (MD1L1_HUMAN) Mdasculo 1 7.6 http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y6D9
-4.3e+02 kd/mol  CTATTAATAT -1936 a -1927 Q15797 (SMAD1_HUMAN) Mdasculo 6 8.35 http://www.uniprot.org/uniprot/ Q15797
-4.3e+02 kd/mol  ATATAAATAT -4025 a -4016 Q15796 (SMAD2_HUMAN) Mdasculo 10 8.15 http://www.uniprot.org/uniprot/ Q15796
-4.3e+02 kdJ/mol  ATAAATATTT -3450 a -3441 015105 (SMAD7_HUMAN) Mdsculo 3  7.19 http://www.uniprot.org/uniprot/O15105
-4.3e+02 kd/mol  ATATAATTTT -1560 a -1551 015198 (SMAD9_HUMAN) Mdsculo 3 7.24 http://www.uniprot.org/uniprot/O15198
-4.0e+02 kd/mol  ATTATTATTT -2291 a -2282 P56705 (WNT4_HUMAN) Mdusculo 1 3.08 http://www.uniprot.org/uniprot/P56705
-4.0e+02 kJ/mol  ATTTTAAATT -1570 a-1561 Q9H1J7 (WNT5B_HUMAN) Mdasculo 4  3.13 http://www.uniprot.org/uniprot/ Q9H1J7
-4.0e+02 kd/mol  ATTAAAATTC -2019 a -2010 Q9Y6F9 (WNT6_HUMAN) Mdusculo 1 3.11 http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y6F9
-4.0e+02 kd/mol  ATTTTAAATT -1902 a -1893 Q93098 (WNT8B_HUMAN) Mdasculo 3 3.13 http://www.uniprot.org/uniprot/ Q93098
-4.0e+02 kd/mol  ATTATAAAAT -5373 a -5364 014905 (WNT9O9B_HUMAN) Mdasculo 1 3.16 http://www.uniprot.org/uniprot/O14905
-4.0e+02 kd/mol  ATTATTATTC -2483 a -2474 Q9UBV4 (WNT16_HUMAN) Mdasculo 8 3.06 http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UBV4
-4.0e+02 kd/mol  ATTTTAATAC -3354 a -3345 Q14623 (IHH_HUMAN) Mdusculo 2 3.16 http://www.uniprot.org/uniprot/Q14623
-4.0e+02 kd/mol  ATTTAAAATC -167 a -158 Q15465 (SHH_HUMAN) Mdusculo 1 3.07 http://www.uniprot.org/uniprot/Q15465
-4.3e+02 kd/mol  ATATTAATTT -4226 a -4217 Q14512 (FGFP1_HUMAN) Mdusculo 6 8.22 http://www.uniprot.org/uniprot/Q14512
-4.3e+02 kdJ/mol  ATAATAATAT -785a-776 Q9BYJO (FGFP2_HUMAN) Mdasculo 20 7.76 http://www.uniprot.org/uniprot/Q9BYJO
-4.2e+02 kd/mol  ATAAAAATAT -1464 a -1455 Q8TAT2 (FGFP3_HUMAN) Madasculo 1 5.71 http://www.uniprot.org/uniprot/Q8TAT2
-4.3e+02 kd/mol  ATATATATGT -2319 a -2310 P22455 (FGFR4_HUMAN) Mdusculo 13 7.95 http://www.uniprot.org/uniprot/P22455
-4.3e+02 kdJ/mol  CTATATATAT -328 a -319 P21781 (FGF7_HUMAN) Musculo 12 7.28 http://www.uniprot.org/uniprot/P21781
-4.3e+02 kdJ/mol  CTAATTATAT -2588 a -2579 015520 (FGF10_HUMAN) Musculo 10 8.22 http://www.uniprot.org/uniprot/O15520
-4.3e+02 kdJ/mol  CTATATATAT -4016 a -4007 P61328 (FGF12_HUMAN) Musculo 6 7.28 http://www.uniprot.org/uniprot/P61328
-4.3e+02 kd/mol  ATATTAATTT -2792 a -2783 Q92915 (FGF14_HUMAN) Musculo 3 8.22 http://www.uniprot.org/uniprot/Q92915
-4.3e+02 kd/mol  ATAATTATAT -1783 a -1774 O76093 (FGF18_HUMAN) Musculo 5 1.52 http://www.uniprot.org/uniprot/O76093
-4.3e+02 kd/mol  ATATTCATTT -1106 a -1097 Q9NP95 (FGF20_HUMAN) Mdasculo 2  6.97 http://www.uniprot.org/uniprot/ Q9NP95
-4.0e+02 kdJ/mol  ATTTTAAAAT -2159 a -2150 P01133 (EGF_HUMAN) Musculo 3 3.16 http://www.uniprot.org/uniprot/P01133
-4.1e+02 kdJ/mol  ATTTATATTT -1028 a -1019 P06753 (TPM3_HUMAN) Mdusculo 1 3.99 http://www.uniprot.org/uniprot/P06753
-4.4e+02 kdJ/mol CAATATATAT -2880 a -2871 P02686 (MBP_HUMAN) Vascular 1 7.6  http://www.uniprot.org/uniprot/P02686
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3.9. DISCUSION DEL CAPITULO III.

3.9.1. Construccion de complejos MEF2A-CArGbox.

El tiempo consumido por 339672 simulaciones de docking para acoplar secuencias de DNA al dimero
MEF2A, fue reemplazado por la construccion de complejos realizados por el programa MultiCArG.py, basados
en la informacion biologica que contiene la determinacion por RMN (archivo .pdb con No. de id:1C7U). Estas
construcciones fueron basadas en un arquetipo ampliamente aceptado por la literatura y obtenido sin diferencias
significativas por métodos cristalograficos (rmsd = 1.2 A).

El contexto en el que se halla inmersa la CArGbox permanecio sin cambios, tanto a nivel estructural y a
lo que el contenido de nucledtidos se refiere. En el caso de todos los complejos construidos, la secuencia de
bases que flanquea el extremos 5' esta compuesto por la secuencia CTCGG hasta topar con la CArGbox y por la
secuencias CCGAG en el extremo 3'. Tres determinaciones de la estructura tridimensional del complejo
(estudiadas a detalle en el capitulo I) poseen diferentes secuencias que flanquean a la CArGbox (Santinelli &

Richmond, 2000; Wu et al., 2010; He et al., 2011), las cuales se reporta en la tabla 13.

Tabla 13. Regiones flanqueantes de la CARGbox pertenecientes a tres determinaciones estructurales independientes. Como puede observarse claramente,
el contexto de la CArGbox varia tanto en nimero de nucledtidos como en composicion de los mismos.

Nodeid |Extremo 5'| Extremo 3'
legw TAAG CTT

3kov AA G

3p57 AAA AA

No existen diferencias estructurales significativas en la disposicion espacial del complejo al variar el
contexto, por lo que se supuso que la forma en la que el programa MultiCArG.py construyo los complejos de
novo, no afecta el calculo de AGyina.

Uno de los cambios mas radicales a los que se sometié a la CArGbox durante la formacion de los
complejos, fue sin duda las mutaciones inducidas durante su construccion, éstas tuvieron lugar en todas sus
posiciones. Durante este proceso se respetaron las coordenadas del esqueleto de fosfatos y azucares, por otro
lado los parametros de rotacion y translacion de las bases reportadas en el arquetipo, también se mantuvieron sin
cambios y se utilizaron como molde para la insercion de los nuevos nucleotidos.

La adicién de atomos de H para cada base en todos los sitios dela CArGbox, fue realizado por el servidor
MolProbity bajo la consigna de hacerlo con un minimo energético, por lo que las librerias construidas con estas
coordenadas, aseguran que la adicion de los 4tomos no introduzcan impedimentos estéricos que provoquen
aumentos de energia dentro del sistema. Ademas debe recordarse que el molde del cual se parti6 para la
construccion de complejos poseia una minimizacidn previa.

Tomando en cuenta los hechos antes expuestos, pueden calificarse de confiables los complejos formados,
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que ofrecen una alternativa viable al docking y aportan nuevos modelos de estructuras tridimensionales que
podran ser utilizadas en estudios de caso, ya que incluso, sino se sigue el flujo del método propuesto, se tiene un

procedimiento alternativo para la creacion de complejos.

3.9.2. Determinacion de la AGyina.

Existe un consenso amplio en la literatura acerca del uso de APBS como una metodologia confiable para
el estudio de la interaccion entre proteinas y DNA (Huang et al., 2013; Rajagopalan ef al., 2013; Gao et al.,
2013). Debido a su rapidez de célculo, facilidades en su compilacion y la gran libertad que ofrece para modificar
parametros con los que se prepara el sistema para la determinacion de la AGuing, por lo que se integro esta
paqueteria al método para resolver la ecuacion Poisson-Boltzman.

Durante el montaje del sistema se tuvieron en cuenta multiples aspectos que permitieron su
optimizacidn, en este sentido se tuvo un especial cuidado en la potencia del campo eléctrico generado por el
complejo para evitar polarizaciones en el medio dieléctrico (solvente) o incluso dentro del soluto que pudiesen
malograr el sistema. Otra consideracion que se tomo en cuenta dentro del soluto, consistié en evitar la suposicioén
de valores de baja constante dieléctrica dentro del mismo, ya que en un principio crearon valores inadecuados en
la interfaz del dieléctrico, por lo que se utilizaron valores dieléctricos propios del complejo, que fueron
consistentes con la parametrizacion de los radios atémicos del soluto.

Como punto adicional se recomienda tener un extremo cuidado con la estructura del archivo que
contiene las coordenadas atomicas en cuanto a su nomenclatura, ya que fueron constantes los siguientes errores:
pérdida de cadenas laterales, protonaciones incorrectas en los residuos de K, desaparicion de acidos nucleicos y
ruptura de los enlaces peptidicos. Una vez corregidas las ambigiiedades de nomenclatura entre el campo de

fuerzaz AMBER Yy el programa PDb2PQR, desaparecieron dichos errores.

3.9.3. Matrices de puntuacion por posicion especifica obtenidas bajo los parametros de éste estudio.

La utilidad que poseen las PSSMs en el estudio de los genes regulados por factores de transcripcion y la
comprension de las redes metabolicas reguladas por estas proteinas, es fundamental, por lo que la elaboracion de
nuevas matrices contribuye al desarrollo de estos campos. Actualmente éstas son construidas con base en datos
experimentales, las referentes a MEF2A se realizaron con un maximo de 104 secuencias, segin busquedas
realizadas en los servidores TRANSFAC y Oregano.

Al establecer un motivo consenso con pocos datos, se corre el riesgo de no hacerlo representativo, lo que
funcionaria como un motor de busqueda poco robusto. Ademas debemos recordar que las busquedas basadas en
PSSMs estan soportadas Unicamente de forma estadistica y que la Unica informacién bioldgica contenida
intrinsecamente, es la proporcionada por la matriz. Las busquedas basadas en PSSMs también asumen que la
afinidad de los factores de transcripcion por sus secuencias blanco siempre es la misma, lo que conlleva a errores
estadisticos que proponen secuencias estadisticamente correctas, que en realidad carecen de propiedades

fisicoquimicas adecuadas que promueven la unién con el TF.
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Cabe mencionar que la obtencién de matrices por el método creado en esta investigacion, se baso en el
reconocimiento de secuencias blanco que no requiere previo conocimiento del motivo, por lo que se justifico
unicamente en las secuencias que se detectaron por medio del estudio de la AGyina y permitié la construccion de
matrices mas robustas que poseen informacion bioldgica intrinseca, misma que refleja la fisicoquimica inmersa

en la formacion del complejo.

3.9.4. Identificacion de regiones reguladas por MEF2A.

La determinacion de la AGuna que se realizd en las diferentes secuencias analizadas, dio un valor
especifico que refleja las caracteristicas fisicoquimicas que subyacen en la union de MEF2A con el DNA, ahora
bien, aunque esta informacioén por si misma es valiosa, debemos concentrarnos en identificar cudles de las
secuencias estudiadas poseen las caracteristicas necesarias que favorecen energéticamente la union entre el TF y
el DNA para ser propuestas como CArGbox.

El valor de AGuina = -4.24e+02 kJ/mol obtenido de la secuencia arquetipo reportada por Huang
proporciona un parteaguas en la busqueda de secuencias CArGbox, ya que podemos asumir de principio que
todos los decametros de DNA con un valor AGpina de al menos -4.2e+02 kJ/mol son fuertes candidatos a ser
nombrados elementos-cis de MEF2A, sin embargo, debemos ser consecuentes con la idea de realizar un estudio
mas exhaustivo con la finalidad de obtener un panorama general de la afinidad que la proteina tiene por otras
secuencias ubicadas en diferentes niveles energéticos, por lo que vale la pena poner a prueba el estudio de caso
al que se hace referencia, ya que es probable que el motivo consenso de CArGbox CTA(A/T)4TAG, aceptado sin
cambios desde su proposicion (Andrés et al. 1995), solo sea representativo de una region energética particular y
que por ello se hayan puesto de lado secuencias con diferentes valores de AGying.

De este modo el mapeo de diferentes regiones energéticas sera muy util en caso de carecer de la
descripcion de un motivo o cuando no se tenga identificada ninguna secuencia de DNA a la que se una el factor
de transcripcion estudiado.

Con este motivo se aislaron seis grupos de secuencias en poblaciones individuales segun su valor de
AGying localizadas en el rango de -3.9e+02 kJ/mol a -4.4e+02 kJ/mol. Con base en éste analisis se lograron
identificar las siguientes relaciones que vale la pena discutir:

- Conforme disminuye el valor de AGpia la frecuencia de cada base por posicion especifica se

intensifica para una base en particular, lo que resulta en una pérdida de homogeneidad en el
contenido de A, C, G 6 T por sitio, observandose la tendencia del aumento en el contenido de Ay T
en todas las posiciones.

- El nimero de genes localizados aumenta considerablemente cuando se utilizan las PSSM's
construida con un valor de AGyina = -4.0e+02 kJ/mol, -4.3e+02 kJ/mol y -4.4e+02 kJ/mol, en
comparacion con los hallados utilizando las matrices construidas en base a las secuenccias con
valores de AGypina= -3.9¢+02 kJ/mol, -4.1e+02 kJ/mol y -4.2e+02 kJ/mol.

Las secuencias que poseen valores de AGyina= -3.9¢+02 kJ/mol conforman un conjunto con un alto grado
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de heterogeneidad, lo que se ve reflejado en los diagramas de logo obtenidos para las bases de dicha poblacion,
ya que las frecuencias de los sitios 2 al 10 son equiparables a las obtenidas en la poblacion inicial de 339672
secuencias, es decir con una probabilidad de aparicion de las bases A.T, C o G cercana a 0.25, sin reflejar un
motivo estricto. Este hecho contrasta contraste con la ganancia de homogeneidad que se observa conforme el
valor de AGyina disminuye, como se observa en el diagrama de logo realizado con las secuencias con valores de
-4.4e+02 kJ/mol, en el que incluso puede percibirse claramente un motivo.

Con base en éstas observaciones, se plantea que las secuencias con valores bajos de AGyina reflejan la
presion selectiva que MEF2A ejerce sobre ellas, ya que como observamos en los diagramas de logo, existe una
tendencia a la especificidad de las secuencias conforme vemos disminuir dicho valor, la cual es necesaria para
llevar a cabo la fina regulacion de la expresion genética, especificidad no reflejada en las secuencias con valores
de AGuina = -3.9¢+02 kJ/mol que no gozan de un motivo consenso (probablemente por ser muy comunes en el
DNA humano) y que reflejan frecuencias similares a las de el modelo de background propuesto para Homo
sapiens que nos indica una composicion al azar. Si lo esperado es que un factor de transcripcion se comporte de
forma especifica con respecto a la identificacion de secuencias con composiciones canonicas, el grupo -3.9e+02
kJ/mol posee caracteristicas energéticas inadecuadas para formar complejos con MEF2A por no ser
diferenciables dentro del genoma, lo que las imposibilita como un aparato de regulacion confiable.

Comparese las 20 secuencias halladas en el rango de -4.1e+02 kJ/mol, o las 47 encontradas con un valor
de AGping = -4.2¢+02 kJ/mol (que solo reflejan el 0.01295367% de secuencias del universo estudiado dentro de
un contexto de 339672 decdmeros de DNA) para notar la especificidad de MEF2A reflejada en este sondeo
energético. La composicion general de este ultimo grupo no es homogénea en cuanto al contenido de bases por
posicion especifica, lo que hace suponer a éstas secuencias como un buen modelo de CArGbox, ya que ademas

poseen una composicion muy similar a la canodnica (s6lo varia dramaticamente la posicion 10 de G por T).

3.9.5. Variacion del motivo consenso en posiciones 1y 10 de la CArGbox.

Se observo una variacion significativa del motivo consenso de CArGbox aceptado hasta el momento.
Las bases C y G que ocupan las posiciones 1 y 10 respectivamente, se reportan con frecuencias de aparicion del
100% en las matrices disponibles en los sitios TRANSFAC y Oregano, lo que se diferencia con las frecuencias

obtenidas en cada nivel energético recabadas en la presente investigacion (Tabla 14).

Tabla 14. Frecuencias de aparacicon en los sitios 1 y 10 por grupo energético, de los decameros estudiados.

Frecuencia de aparicion posicion 1 (%) | Frecuencia de aparicion posicion 10 (%)
Grupo de secuencias A C G T A C G T
Literatura 0 100 0 0 0 0 100 0
AGying = -4e+02 kJ/mol 62.004 | 37.99 0 0 24.22 23.34 22.43 27.99
AGying = -4.1e+02 kJ/mol 60.02 39.97 0 0 21.10 21.61 19.59 37.69
AGying = -4.2¢+02 kJ/mol | 61.96 | 38.034 0 0 18.21 19.65 13.76 48.36
AGying = -4.3e+02 kJ/mol 66.07 33.92 0 0 3.54 3.34 1.46 91.64
AGing = -4.4e+02 kJ/mol | 72.72 27.27 0 0 0 0 0 100
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En general, en la posicion 1 (a diferencia de los reportes encontrados en la literatura) prevalece la A
sobre la C; la G no ocupa un lugar significativo en la posicion 10, sino que decae hasta que la T la sustituye en
este sitio. En el caso de las de secuencias con valores de AGuing = -4.2¢+02 kJ/mol, la G ocupa un 13.73% en la
posicion 10, caso reflejado en la CArGbox consenso.

Es importante atender la posibilidad de que el motivo propuesto actualmente en la literatura para la
CArGbox de MEF2A surgiera de un grupo de secuencias con posiciones poco representativas, de ser el caso,
dicha percepcion limitaria el estudio de los genes regulados por este TF, ya que la probabilidad de encontrar
nuevas CArGbox basados en los PSSMs con los que se cuenta hasta ahora, se encuentra mermada por basarse en
frecuencias poco representativas.

Si los resultados de la presente investigacion lograran validarse por métodos no computacionales,
habriamos de reconocer genes ocultos ante nuestra vision incompleta de la preferencia que MEF2A presenta por

secuencias ricas en Ay T en las posiciones 1 y 10..

3.9.6. Busqueda de elementoscis con PSSMs contruidas por el método presentado en éste estudio.

Utilizando la metodologia desarrollada en esta investigacion pudieron ser localizados mas de 500 genes
dentro del genoma de Homo sapiens que probablemente estén siendo regulados por MEF2A, si comparamos éste
numero con los 22 genes que hasta ahora se han detectado por medio de metodologias experimentales tipo ChIP,
podriamos atribuirle una enorme capacidad de rastreo a la herramienta desarrollada en esta tesis, sin embargo
aunque su autor se vea tentado a hacerlo, no deben tomarse estos resultados como definitivos, sino inicamente
como una perspectiva que de ser tomada en cuenta, pueda orientar a la deteccion de genes regulados por
MEF2A; sin que con ello pierda su validez y utilidad, pero si atribuyéndole un merecido grado de incertidumbre
propio de cualquier metodologia. Sin embargo este grado de incertidumbre puede vislumbrarse tomando en
cuenta los reportes que hasta ahora podemos obtener de la literatura.

Si comparamos los resultados obtenidos entre el método in silico y los realizados en base a la
inmunopresipitacion de cromatina, podemos observar su equivalencia, ya que determinando la AGypina nO
solamente fue posible encontrar un gran numero de CArGbox putativas, sino que también se redescubrieron
genes que ya habian sido reportados en la literatura (Scheschonka, et al. 2007; Shen, et al.2006; Haberland ef al.
2007; Gottlieb et al., 2002; Arnold et al., 2007; Chang et al., 2006; Woronicz et al., 1995; Karamboulas ef al.,
2006). Cabe resaltar el paralelismo entre los resultados obtenidos atn utilizando metodologias tan diferentes, ya
que éste es uno de los puntos mas fuertes a favor de la validacion del método expuesto en la presente
investigacion.

Algunos de los resultados obtenidos por medio de la determinacion de la AGuina generada en el complejo
MEF2A-CArGbox, pueden ser utilizados para ampliar el panorama que hasta ahora tenemos acerca del papel
que desempena el TF MEF2A durante la regulacion en la expresion genética de Homo sapiens. Desde su
descubrimiento se sabe que este factor de transcripcion participa activamente en el desarrollo de los diferentes

tipos musculares, incluso recientemente se hacen nuevos descubrimientos acerca de las severas miopatias que
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surgen cuando MEF2A no desempefia su actividad correctamente, ya que se piensa que un gran nimero de
genes se hallan regulados por este factor de transcripcion (Bercin et al., 2015), pero sin embargo se desconocen
muchos de ellos. En éste trabajo se lograron rastrear mas de 50 genes relacionados con la miogénesis de los
diversos tipos musculares, que de ser tomados en cuenta podrian contribuir a una mayor comprension del rol
que juega MEF2A durante el desarrollo del musculo.

Si bien en la literatura se hace énfasis en el papel que juega MEF2A durante la miogénesis, actualmente
se sabe que también participa como un regulador central durante el desarrollo de los huesos, el sistema nervioso,
el sistema vascular y ademas contribuye a la diferenciacion de los los linfocitos T (Potthoff & Olson, 2007),
estos descubrimientos recientes también se ven reflejados en los resultados obtenidos utilizando el método de
determinacion de la AGying, ya que se logré la deteccion de las proteinas: Amielogenina (AMELY_HUMAN)
cuyo rol es crucial en la biomineralizacién de estructuras 6seas, FMRD7 (FRMD7_HUMAN) que participa en
el desarrollo neuronal, el regulador transcripcional Kaiso (KAISO_HUMAN) que contribuye a la regeneracién
de los endotelios del sistema vascular, y el transductor de sefiales CD24 (CD24_HUMAN) que promueve la
proliferacion de linfocitos B. Se hace mencién de estos resultados con el afan de ejemplificar los obtenidos en la
seccion 3.8.10, de los cuales no se encuentran reportes en la literatura, pero que sin embargo son congruentes
con los tdltimos descubrimientos realzados en MEF2A por medio de metodologias tipo ChIP.

En la presente investigacion también se localizaron proteinas que presuntamente dependerian de MEF2A
para expresarse y que contribuyen al desarrollo de tejidos y 6rganos que hasta ahora no se sabia eran regulados
por MEF2A, tal es el caso de las mas de 60 proteinas relacionadas con el desarrollo de los testiculos. En una
revisién realizada en la literatura tinicamente se localiz6 un reporte que liga a MEF2A con el desarrollo de los
testiculos, realizado por Caroline Daems y publicado en el 2014. También se hallaron proteinas involucradas en
el desarrollo de ovarios y placenta, asi como reguladores del trafico vesicular y el ciclo celular; con respecto a
este ultimo grupo de proteinas, se cuenta con algunos reportes que ligan a MEF2A con la regulacién de la
apoptosis en neuronas (McKinsey et al; 2002; Xiaoming et al., 2003).

Como hemos podido notar hasta ahora los resultados obtenidos en ésta investigacién encajan con los
reportes en la literatura y no s6lo eso sino que también promueven la adquisicién de un mayor conocimiento
puesto que algunos de los genes encontrados representarian verdaderos descubrimientos si se logran confirmar
los experimentos in silico con otro tipo de metodologias experimentales. Otro punto que vale la pena resaltar es
el hecho de que los genes aqui expuestos poseen un inherente sentido bioldgico, es decir, los resultados de la
btisqueda se centran solamente en grupos especificos de proteinas que participan en el desarrollo de sistemas y
organos concretos. La consecuencia de dicha observacién nos lleva a pensar que las secuencias aqui detectadas
no son producto de una btisqueda al azar, sino todo lo contrario, probablemente se logrd recrear mediante
métodos computacionales y por medio de la determinacion de la AGying, un mecanismo que emula la selectividad
que MEF2A posee por la CArGbox con un grado de eficiencia tal que permiti6 encontrar tanto genes localizados
por técnicas de Inmunopresipitacion de cromatina, asi como nuevos genes que no habian sido detectados;

aunque dicho sea nuevamente, tales resultados se espera no sean tomados como definitivos y si como una

113



perspectiva valiosa para la investigacion del rol que poseen los factores de transcripcion dentro del las redes de
expresion génica, y enunciado sea justamente este Ultima frase en plural, ya que el método aqui presentado
puede ser utilizado no solo para MEF2A sino para cualquier factor de transcripcion cuya estructura
tridimensional sea conocida.

Por ultimo y haciendo énfasis a la selectividad que tiene MEF2A por la CArGbox, debe recordarse que la
determinacion de la AGying, s€ realizd para 339672 secuencias de 10 pares de bases, con las cuales unicamente se
localizaron al rededor de 500 genes, los cuales reflejan un nimero muy limitado de decameros cuyo AGuing
resultd ser apto para proponerlos como blancos putativos de MEF2A. Esto nos sugiere que las caracteristicas
energéticas necesarias que debe poseer un oligonucledtido para ser CArGbox, son muy especificas y estan
limitadas a unas pocas secuencias; no sélo en el genoma de Homo sapines, sino incluso en el total de secuencias
probables a las que se puede unir el factor de transcripcion (es decir, incluyendo secuencias hipotéticas). Sin
duda es un hecho relevante que al parecer es el reflejo de la seleccion natural encargada de limitar el rango de
receptividad de MEF2A para la formacién de complejos con un patréon definido, refinando los medios por los
cuales reconoce una secuencia para sélo ser receptivo de formar complejos con aquellas CArGbox que se
adecuen a sus tan especificas necesidades energéticas; ya que como se acenttia en este estudio y como se percibe
ampliamente en la literatura, los factores de trascripcidon son altamente especificos, pero ahora observamos la

importancia que las cuestiones energéticas tienen en este acontecer.

3.9.7. ;Por qué buscar nuevos métodos para el estudio de los factores de transcripcion?

Sin duda los medios experimenales de biologia molecular son fundamentales para el estudio del control
de la expresion genética, desafortunadamente existen ocasiones en las que no se cuenta con condiciones
experimentales o incluso de infraestructura para llevarlas a cabo, por lo que justificados en su rapidez y
accesibilidad, se han desarrollado herramientas bioinformaticas enfocadas al reconocimiento de los sitios de
unién de los factores de transcripcion. Estas ultimas se basan en el reconocimiento de patrones por medio de
PSSMs (Pero que se hace cuando no se tiene un motivo reconocido? En ese caso se recomienda el uso del
presente método como un alternativa.

Sin embargo, la presente investigacion no pretende sustituir a los métodos existentes, sino que busca ser
utilizado para dar solucion a problemas de base como la determinacion de estructuras tridimensionales, la
identificacion de motivos, el reconocimiento de los factores de union entre la proteina y el DNA, entre otros,
pero sobre todo su incorporacion a los métodos utilizados actualmente para generar complementariedad con las
busquedas basadas en PSSM (como se hizo en ésta tesis) y como un precedente para los estudios experimentales
con los que se llevard a cabo la comprobacién absoluta de lo recabado por la metodologia bioinformatica,
ejemplo de ello es el sustento tedrico que la presente investigacion puede aportar al reporte de Matthew J.
Potthoff and Eric N. Olson del 2007 en el que se plantea al factor de transcripcion MEF2A como el regulador
principal para la diferenciacion de linfocitos, cuyos genes responsables de su diferenciacion se han localizado

con el método antes utilizado.
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Por lo tanto se pone a disposicion de los usuarios, la presente metodologia para que sea utilizada como
mejor convenga al trabajo de aquellos inmersos en el estudio de los factores de transcripcion, ya que la
regulacion de la expresion genética es uno de los desafios mas grandes de la biologia y la bioinformatica, por lo
que la identificacion de los factores determinantes en la expresion de genes es preferiblemente, y en algunos

casos necesariamente interdisciplinaria.
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CONCLUSIONES

La obtencién de las estructuras tridimensionales de las secuencias de CArGbox construidas de novo,
constituyé un reto informatico, ya que hasta el momento no se cuenta con ninguna paqueteria disponible que
simule procesos de mutaciéon en una molécula de DNA conservando una estructura molecular determinada, las
paqueterias disponibles hasta el momento de elaboracion de esta tesis, inicamente estan disefiadas para construir
modelos tridimensionales igualando la configuracion A, B o Z del DNA, sin la posibilidad de incluir
consideraciones especificas al respecto de la estructura por parte de el usuario.

El programa MultiCArG.py se obtuvo como una salida alterna a la construccién de mudltiples sistemas
por medio del docking como método alternativo para la prediccion de las coordenadas moleculares en la que
habrian de estar MEF2A y su elemento-cis para formar un complejo estable, ya que para el caso de la
determinacion masiva del valor de AGying, calculado a través de las coordenadas tridimensionales, el docking se
convierte en un problema de poder de computo que deriva en tiempos de espera antagonicos a la mayoria de
investigaciones cientificas; y tomando en cuenta que las estructuras moleculares determinadas por RNM vy
cristalografia poseen de forma intrinseca informacién bioldgica, se decidié hacer uso de éstas para conformar un

método alternativo en el estudio de factores de transcripcion y sus secuencias blanco; de éste modo :

- El protocolo desarrollado para la construccién de novo de la estructura tridimensional de los
oligonucledtidos a los que se les hara interactuar con al proteina MEF2A en la determinacion de la AGuing
basado en el modelo de MEF2A que va del aminoacido 1 al 73, es confiable por respetar la arquitectura

del complejo MEF2A:CArGbox prevalente en diversas condiciones bioldgicas y experimentales.

En base a 25 ns de dindmica molecular se lograron recabar una serie de datos que permitieron establecer

hechos fundamentales durante la interaccién entre el factor de transcripcion MEF2A y su CArGbox, tales como:

Los puentes de hidrogeno encargados de mantener unidos a la proteina y al DNA son interacciones no

estaticas con tiempos de permanencia definidos.

Los puentes de hidrégenos formados entre la CArGbox y los residuos de Lys y Arg son primordiales
durante el establecimiento y permanencia del complejo FT-CArGbox.

- Las bases 1, 2, 3 y 5 de ambas hebras de la CArGGbox, son las responsables de sostener un mayor
nimero de interacciones con el factor de transcripcion MEF2A.

- MEF2A esta sujeto a cambios de estructura secundaria durante su union con la CArGbox.
Considerando lo anterior, fue posible construir secuencias CArGbox igualando las coordenadas atémicas

del esqueleto de fosfatos y los azticares presentados en el reporte de Huang et al., 2000, cuyo mantenimiento fue

esencial para igualar la forma que adquiere el DNA cuando se une a la proteina MEF2A, y asi:
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Obtener un método alternativo para el estudio de los factores de transcripcion y sus secuencias blanco,
por medio del cual,

Se obtuvieron PSSMs basadas en el reconocimiento de secuencias blanco por medio de la determinacion
de la AGying, que no requieren previo conocimiento del motivo al que se une el TF.

Se establecieron 6 nuevos modelos alternativos de motivo CArGbox.

Fue posible la determinacion de nuevos genes regulados por el factor de transcripcion MEF2A en el
genoma de Homo sapiens.

Los resultados de la busqueda basada en al determinacion de la AGyina calculada para cada complejo
MEF2A-CArGbox son equiparables con los resultados obtenidos por metodologias experimentales

como la precipitacion de cromatina.
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PERSPECTIVAS

e Determinar el valor AGyinapara todas las secuencias del universo 4'°.

Contar con dichos valores permitira la obtencion de PSSMS mucho mas robustas que permitiran
identificar con mayor exactitud nuevos genes dentro del genoma de Homo sapiens. La realizacion de dicho
estudio depende completamente de la obtencion de mas poder de computo, ya que la automatizacion de éste
proceso se encuentra resuelta bajo el funcionamiento del programa MultiCArG.py, por lo que la expectativa de
cumplir con esta perspectiva es muy alta.

e Realizar un servidor con el programa MultiCArG.py.

Contribuir con el estudio de los Factores de Transcripcion se vislumbra como uno de los objetivos mas
altos de este trabajo, sin duda dejar accesible a todos los usuarios un cédigo abierto del programa MultiCArG.py,
promovera al uso de esta metodologia.

e Establecer un criterio especifico para las AGuing que deberdn ser tomadas en cuenta en la busqueda de
nuevos elementos-cis.

Para el estudio presentado en este trabajo se contaba con un arquetipo de CArGbox obtenido de modo
experimental al que se le midid su AGuing, con ayuda de éste valor se construy6 un rango a su alrededor con el fin
de explorar otras energias libres en las que fuese posible la interaccion de MEF2A con el DNA, pero cuando no
se tiene un motivo conocido al qué pueda medirsele la  AGyina { COmo decidiremos cuéles valores de energia libre
tomaremos en cuenta? Una de las perspectivas mas necesarias para esta investigacion es el establecimiento de
una metodologia que nos ayude a resolver esta cuestion, sin embargo para este propdsito se cuenta con valiosas
herramientas de las cuéles echar mano. A continuacion se describen algunas de éstas:

Todas las proteinas conocidas cuentan con homologos en la naturaleza, por lo que seria muy razonable
buscar aquellos que cuenten con un motivo conocido, para asi obtener su AGuing, bajo la suposicion de que éste
valor también se conservara en alto grado entre el TF del que no se cuentan con reportes de su motivo de uniéon y
los parientes filogenéticos para los que si se conoce éste motivo.

Uno de los hechos mas contundentes para la resolucion de este problema, surge de la observacion acerca
de la fuerza con la que se unen las secuencias CArG con MEF2A; en todos los casos los valores de  AGying fueron
los més altos encontrados durante el sondeo realizado en las secuencias hipotéticas tomadas del Universo 4, es
decir dado este hecho podriamos hipotetizar que las secuencias de ADN que generen los valores mas altos de
AGuying siempre seran las que corresponderan a los motivos reales a los cuales se une el factor de transcripcion en
la naturaleza. Dicho enunciado resulta confiable debido a que muy probablemente los factores de transcripcion
seleccionan aquellas secuencias con las que se genera una mejor union para asi asegurar la transcripcion de los
genes que controlan.

e Aplicar éste método en el caso de otros factores de transcripcion y sus secuencias blanco.
o Construir el paisaje adaptativo de la CArGbox de MEF2A tomando como parametro de adecuacion la

AC}bind .
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APENDICE A

Flujo de ejecucién durante la preparacién del sistema.

L

IL.

I1I.

Iv.

VL

Creacion de ficheros .gro y .top a partir de una archivo .pdb. El archivo .gro contiene los atomos
y sus coordenadas X, ¥, z, y el archivo .top posee la informacion de las masas atdmicas, sus cargas y
enlaces.

Archivo de entrada: 1C7Ugmx.pdb

Archivos de salida: 1C7U.gro, 1C7U.top, 1C7U_DNA_chain_C.itp, posre_DNA_chain_C.itp,
1C7U_DNA_chain_D.itp, posre_DNA_chain_D.itp, 1C7U_Protein_chain_A.itp,
posre_Protein_chain_A.itp, 1C7U_Protein_chain_B.itp y posre_Protein_chain_B.itp
Linea de cédigo: pdb2gmx -f 1C7Ugmx.pdb -0 1C7U -p 1C7U

Configuracion de las dimensiones y el tipo de caja en el que se solvaté la molécula.

Archivo de entrada: 1C7U.gro

Archivo de salida: 1C7Ucaja

Linea de codigo: editconf -f 1C7U.gro -o 1C7Ucaja -bt dode -d 1.5

Solvatacion.

Archivo de entrada: 1C7Ucaja.gro

Archivo de salida: 1C7Usolv.gro

Linea de cédigo: genbox -cp 1C7Ucaja.gro -cs spc216.gro -o 1C7Usolv

Observaciones: se agregaron 27687 moléculas de agua.

Generacion del primer archivo tpr.

Archivos de entrada: 1C7Usolv.gro, MINI.mdp (300 nsteps) y 1C7U.top

Salida: 1C7Ucompilado.tpr, mdout.mdp

Linea de codigo: grompp -f MINIL.mdp -c 1C7Usolv.gro -o 1C7Ucompilado -p 1C7U.top
Observaciones:NOTE 1 [file 1C7U.top, line 50]:

System has non-zero total charge: -27.999995

Total charge should normally be an integer. See
http://www.gromacs.org/Documentation/Floating_Point_Arithmetic

for discussion on how close it should be to an integer.

Obtencion del archivo .gro al que se agregaran los iones.

Entrada: 1C7Ucompilado.tpr

Salida: 1C7Upreion.gro, 1C7Upreion.edr, 1C7Upreion.tir, 1C7Upreion.log

Linea de c6digo: mdrun -s 1C7Ucompilado.tpr -deffnm 1C7Upreion -v

Adicién de iones al sistema para su neutralizacién con Na+

Entrada: 1C7Upreion.gro

Salida: 1C7Uneutralizado.gro y genion.log
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Linea de cédigo: genion -s 1C7Ucompilado.tpr -o 1C7Uneutralizado -np 28 -nname NA -pq 1

Observacién: Se modifico el archivo 1C7U.top agregando los iones y restando su niimero en el soluto.

Flujo de ejecucion de la minimizacion.

L

IL.

Compilacion del archivo .tpr.

Archivos de entrada: MINI.mdp (30000nsteps), 1C7U.top y 1C7Uneutralizado.gro

Archivos de salida: 1C7Ucompilacion_para_minimizar.tpr y mdout.mdp

Linea de codigo: grompp -f MINL.mdp -c 1C7Uneutralizado.gro -p 1C7U.top -o
1C7Ucompilacion_para_minimizar.

Corrimiento de la minimizacion.

Archivo de entrada: 1C7Ucompilacion_para_minimizar.tpr

Archivo de salida: MinimizacionMOL.gro, MinimizacionMOL.edr, ~MinimizacionMOL.trr,
MinimizaciénMOL.log

Linea de cédigo: mdrun -s 1C7Ucompilacion_para_minimizar.tpr -deffnm MinimizacionMOL  -v
OBSERVACIONES: Steepest Descents converged to Fmax < 100 in 9318 steps

Potential Energy = -1.4505045e+06

Maximum force = 9.0570236e+01 on atom 54593

Norm of force = 3.4548068e+00

Flujo de ejecucion de la dinamica de posiciones restringidas.

L.

IL.

2.7.8.a.

I1

Compilacion del archivo .tpr.

Archivos de entrada: PR.mdp(125000steps), MinimizaciénMOL.gro, MinimizacionMOL.top

Archivos de salida: 1C7Ucompilacion_para_PR.tpr y mdp.out

Linea de cdédigo: grompp -f PRmdp -c MinimizacionMOL.gro -p 1C7U.top -o
1C7Ucompilacion_para_PR.

Desplazamiento de los &tomos de solvente y iones con posiciones restringidas del soluto.

Archivo de entrada: 1C7Ucompilacion_para_PR.tpr

Archivos de salida: 1C7U_PR.gro, 1C7U_PR.edr, 1C7U_PR.trr, 1C7U_PR.log

Linea de c6digo: mdrun -s 1C7Ucompilacion_para_PR.tpr -deffnm 1C7U_PR

Flujo de ejecucion de la dinamica molecular de todos los atomos.

Compilacion.

Archivos de entrada: DM.mdp ( 12500000), 1C7U_PR.gro, 1C7U.top

Archivos de salida: 1C7U_compilarDM_all.tpr y mdout.mdp

Linea de cédigo: grompp -f DM.mdp -c 1C7U_PR.gro -p 1C7U.top -0 1C7U_compilarDM_tdtomos.
Corrimiento dindmica de todos los atomos .

Archivos de entrada: 1C7U_compilarDM_todos los atomos.tpr y mdout.mdp
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Archivos de salida: 1C7U_DM.gro, 1C7U_DM.edr, 1C7U_DM.trr y 1C7U_DM.log
Linea de codigo: mdrun -s 1C7U_compilarDM_all.tpr -deffnm 1C7U_DM
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APENDICE B

El formato .pdb encontrado en las diferentes bibliotecas virtules encargadas de resguardar dichos archivos,
corresponde a una forma canonica de reportar las coordenadas de las moléculas alli reportadas, en cuanto a la
estructura del propio archivo como a su gramatica. Debido a ésta tltima cuestién debe tomarse en cuenta la
nomenclatura propia del campo de fuerzas que se desee utilizar, ya que algunas veces es distinta a la expuesta en
el archivo .pdb original, lo que conlleva a errores de lectura durante la conversién al formato nativo de
GROMACS. Debido a estas inconsistencias gramaticales fue necesario realizar modificaciones de nomenclatura
al archivo con No. de id: 1C7U para que pudiese ser reconocido por el campo de fuerzas AMBER99 protein,
nucleic AMBER94 (Wang et al., J. Comp. Chem. 21, 1049-1074, 2000), los cambios realizados se muestran a
continuacion. Solo se incluye en ésta redaccion las modificaciones realizadas, para mayor informacién acerca del
estado original del archivo éste puede ser encontrado con el nimero de identificacién anteriormente referido, se
recomienda realizar ésta busqueda a modo de ubicar los atomos que fueron modificados por medio de sus
coordenadas. Las partes removidas del archivo se indican con (...)

Se especifica por cadena de aminoacidos el amino terminal con una N antes del nombre del residuo
localizado en ésta posicion. Los hidrégenos unidos al CA deben escribirse como HA1 y HA2 respectivamente.

ATOM 1N NGLYA 1 3.920 -15.519 -43.542 1.00 0.33 N
ATOM 2 CA NGLYA 1 3.558 -16.910 -44.054 1.00 0.30 C
ATOM 3 C NGLYA 1 4.301 -18.108 -43.568 1.00 0.31 C
ATOM 40 NGLYA 1 3.724 -19.145 -43.326 1.00 0.33 0]
ATOM 5 H1 NGLYA 1 4.038 -15.548 -42.512 1.00 1.02 H
ATOM 6 H2 NGLYA 1 3.160 -14.852 -43.789 1.00 1.02 H
ATOM 7 H3 NGLYA 1 4.809 -15.211 -43.985 1.00 1.04 H
ATOM 8 HA1 NGLYA 1 2.398 -16.948 -44.157 1.00 0.32 H
ATOM 9 HA?2 NGLYA 1 4.020 -17.096 -44.887 1.00 0.29 H

()

Los hidrégenos de los residuos de Arginina, Lisina, Isoleucina, Glutamina, Treonina, Metionina, Acido
aspartico, Asparagina, Valina, Fenilalanina, Leucina, Alanina, Tirosina, Serina deben escribirse de la siguiente
manera:

ATOM 23 1HB  ARGA 2  7.834-17.771-42.266 1.00 0.31 H
ATOM 24 2HB  ARGA 2  8.294-19.449 -42.002 1.00 0.35 H
ATOM 25 1HG  ARGA 2  7.923-18.303-44.777 1.00 0.33 H
ATOM 26 2HG  ARGA 2  9.455-18.203 -43.909 1.00 0.36 H
ATOM 27 1HD  ARGA 2  9.248-20.754 -43.585 1.00 0.47 H
ATOM 28 2HD  ARGA 2  8.022-20.680 -44.851 1.00 0.38 H
ATOM 29 HE ARGA 2  10.115-19.345-45.994 1.00 1.02 H
ATOM 301HH1 ARGA 2  9.712-22.326-44.329 1.00 1.34 H
ATOM 312HH1 ARGA 2  10.945-23.153-45.221 1.00 1.73 H
ATOM 321HH2 ARGA 2  11.706-20.416 -47.209 1.00 0.59 H
ATOM 332HH2 ARGA 2 12.073-22.071-46.858 1.00 0.80 H
()
ATOM 45 1HB  LYSA 3  4.975-19.430 -37.647 1.00 0.31 H
ATOM 46 2HB  LYSA 3  6.201-19.942 -38.791 1.00 0.31 H
ATOM 47 1HG  LYSA 3  7.090 -17.884 -38.240 1.00 0.29 H
ATOM 48 2HG  LYSA 3  6.041-17.365-39.550 1.00 0.28 H
ATOM 49 1HD  LYSA 3  5.493-15.835-37.889 1.00 0.32 H
ATOM 50 2HD  LYSA 3  4.268-17.062-37.616 1.00 0.30 H
ATOM 51 1HE  LYSA 3  6.849-16.749 -36.078 1.00 0.83 H
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM

ATOM
ATOM

52 2HE
53 1HZ
54 2HZ
55 3HZ

89 1HG1
90 2HG1
91 1HG2
92 2HG?2
93 3HG2
94 1HD
95 2HD
96 3HD

108 1HB
109 2HB
110 1HG
111 2HG
112 1HE2
113 2HE?2

144 1HG2
145 2HG2
146 3HG2

200 1HB
201 2HB
202 1HG
203 2HG
204 1HE
205 2HE
206 3HE

217 1HB
218 2HB

268 1HB
269 2HB
270 1HD2
271 2HD2

323 1HG1
324 2HG1
325 3HG1
326 1HG?2
327 2HG?2
328 3HG2

356 1HB
357 2HB

482 1HB
483 2HB

LYSA
LYSA
LYSA
LYSA

ILEA
ILEA
ILEA
ILEA
ILEA
ILEA
ILEA
ILEA

GLNA
GLNA
GLNA
GLNA
GLNA
GLNA

THR A
THR A
THR A

META
META
META
META
META
MET A
META

ASPA
ASPA

ASNA
ASN A
ASN A
ASNA

VAL A
VAL A
VAL A
VAL A
VAL A
VAL A

PHE A
PHE A

LEUA
LEUA

3
3
3
3

[SARNCATNEL NG, RNE) RO RG] ROy

1
11
11
11
11
11
11

12
12

15
15
15
15

18
18
18
18
18
18

20
20

27
27

5.221-16.381 -35.496 1.00 0.77
5.781 -18.516 -34.695 1.00 1.95
6.323 -19.032 -36.219 1.00 1.97
4.669 -18.751 -35.955 1.00 1.98
()
0.723 -13.657 -38.828 1.00 0.43
0.364 -12.634 -37.439 1.00 0.39
3.157 -13.734 -39.365 1.00 1.04
3.363 -15.164 -38.391 1.00 1.01
4.341 -13.745 -38.060 1.00 1.08
2.169 -12.020 -39.777 1.00 1.04
2.272-11.119 -38.263 1.00 1.14
0.775 -11.107 -39.196 1.00 1.06
()
0.589 -14.846 -32.076 1.00 0.33
1.599 -13.437 -31.752 1.00 0.30
-0.216 -12.225 -30.799 1.00 0.90
-1.404 -13.371 -31.421 1.00 0.88
-2.251 -14.385 -29.603 1.00 2.28
-1.325 -15.088 -28.367 1.00 2.69
()
4.023 -10.555 -30.176 1.00 1.06
2.705 -11.117 -31.204 1.00 1.05
2.884 -11.757 -29.571 1.00 1.01
()
10.509 -11.125 -27.144 1.00 0.93
11.234 -9.925 -26.077 1.00 0.89
8.903 -8.888 -25.892 1.00 1.89
8.301 -10.354 -26.663 1.00 1.85
8.941 -9.700 -22.347 1.00 2.00
8.157 -8.790 -23.635 1.00 2.22
9.912 -8.758 -23.486 1.00 2.32
()

12.571 -11.123 -31.871 1.00 0.31
14.329 -11.147 -31.826 1.00 0.33
()

13.614 -11.797 -34.685 1.00 0.29
12.255 -10.900 -34.031 1.00 0.27
11.148 -13.080 -34.746 1.00 1.91
10.532 -13.108 -36.327 1.00 1.15
()

13.100 -8.987 -41.340 1.00 1.09
11.877 -9.898 -40.452 1.00 1.02
13.544 -10.470 -40.496 1.00 1.07
15.008 -9.377 -38.098 1.00 1.11
15.098 -7.752 -38.752 1.00 1.04
15.290 -9.142 -39.814 1.00 1.04
()

8.544 -3.088 -37.616 1.00 0.45
10.023 -2.887 -38.558 1.00 0.40
()

2.427 -1.791 -44.639 1.00 0.31
2.935 -0.305 -45.434 1.00 0.28
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ATOM 484 HG  LEUA 27  0.440 -0.091-46.189 1.00 0.29
ATOM 4851HD1 LEUA 27  0.281 -2.282-44.120 1.00 1.05
ATOM 4862HD1 LEUA 27 -0.558 -2.138-45.662 1.00 1.13
ATOM 4873HD1 LEUA 27 -1.048 -1.138 -44.298 1.00 0.99
ATOM 488 1HD2 LEUA 27 -0.043 1.251-44.326 1.00 1.10
ATOM 4892HD2 LEUA 27 1718 1.201-44.314 1.00 1.01
ATOM 4903HD2 LEUA 27  0.806 0.184-43.209 1.00 1.07
()
ATOM 559 1HB  ALAA 31  0.271 3.048-50.957 1.00 1.07
ATOM 560 2HB  ALAA 31 -0.461 2.758-49.379 1.00 0.99
ATOM 561 3HB  ALAA 31 -1.166 3.950-50.472 1.00 1.06
()
ATOM 576 1HB  TYRA 32 1574 1.903-54.692 1.00 0.34
ATOM 577 2HB  TYRA 32  1.182 0.187-54.799 1.00 0.32
ATOM 578 1HD TYRA 32 1393 3.365-56.668 1.00 0.42
ATOM 579 2HD  TYRA 32  0.581 -0.844-56.914 1.00 0.41
ATOM 580 1HE  TYRA 32  1.517 3.488-59.140 1.00 0.54
ATOM 581 2HE  TYRA 32  0.709 -0.723-59.387 1.00 0.52
ATOM 582 HH  TYRA 32  0.298 1.511-61.142 1.00 1.08
()
ATOM 625 1HB  SERA 35 -4.016 3.949 -54.354 1.00 0.59
ATOM 626 2HB  SERA 35 -3.224 3.039-55.639 1.00 0.60

T ITnTDImTTDT T SIS ITTTT

En el caso de la proteina MEF2A se halla un residuo de Prolina en el carboxilo terminal por lo que se debera
especificar como CPRO, ademas obsérvense los cambios en la nomenclatura de los hidrégenos.

ATOM 1239 N CPROA 74 -14.727 22.436-35.949 1.00 1.29
ATOM 1240 CA CPROA 74 -16.072 22.202-35.334 1.00 1.40
ATOM 1241 C CPROA 74 -17.208 22.612-36.280 1.00 1.99
ATOM 1242 O CPROA 74 -18.307 22.103 -36.202 1.00 2.64

ATOM 1243 CB CPROA 74 -16.062 23.085-34.070 1.00 2.33
ATOM 1244 CG CPROA 74 -15.051 24.150-34.350 1.00 3.02
ATOM 1245 CD CPROA 74 -13.999 23.513-35.254 1.00 2.29
ATOM 1246 HA CPROA 74 -16.180 21.166 -35.054 1.00 1.53
-ATOM 1247 1HB CPROA 74 -17.039 23.525-33.901 1.00 2.74
ATOM 1248 2HB CPROA 74 -15.760 22.507 -33.209 1.00 2.64
ATOM 1249 1HG CPROA 74 -15.522 24.985 -34.856 1.00 3.68
ATOM 1250 2ZHG  CPROA 74 -14.589 24.485 -33.433 1.00 3.64
ATOM 1251 1HD  CPROA 74 -13.629 24.237 -35.954 1.00 2.61
ATOM 1252 2HD  CPROA 74 -13.191 23.100 -34.671 1.00 2.64

ITTTTZTTDT D ITOOO0O0N0ON0Z

Los cambios descritos anteriormente fueron realizados tanto para la cadena A como para la B.

En cuanto a la nomenclatura de los 4tomos presentes en los acidos nucleicos, debe tomarse en cuenta que
deben especificarse los extremos 5' y 3' colocando dicha indicacién como se expone a continuacién, notese
también el cambio en la escritura de los hidrégenos en los nucleétidos de Citocina y Guanina, en el cas6 de ésta
ultima pongase atencion en la correcta escritura de los atomos de fosfatos.

ATOM 2507 O5' DC5C 201  27.596 -13.204 -28.337 1.00 0.35
ATOM 2508 C5' DC5C201 27.806-11.858 -27.903 1.00 0.36
ATOM 2509 C4' DC5C201 27.571-10.834 -29.022 1.00 0.36
ATOM 2510 O4 DC5C201 28.507-11.102-30.095 1.00 0.35
ATOM 2511 C3 DC5C201 26.195-10.886 -29.671 1.00 0.34
ATOM 2512 O3' DC5C201  25.698 -9.547-29.765 1.00 0.36
ATOM 2513 C2 DC5C201 26.285-11.458 -31.071 1.00 0.33

NnOnonno
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

2514 C1'
2515 N1
2516 C2
2517 O2
2518 N3
2519 C4
2520 N4
2521 C5
2522 C6
2523 H5'1
2524 H5'2
2525 H4'
2526 H3'
2527 H2'1
2528 H2'2
2529 H1'
2530 H41
2531 H42
2532 H5
2533 H6
2534 H5T

3742 P
3743 O1P
3744 O2P
3745 O5'
3746 C5'
3747 C4'
3748 O4'
3749 C3'
3750 O3
3751 C2'
3752 CI'
3753 N9
3754 C8
3755 N7
3756 C5
3757 C6
3758 O6
3759 N1
3760 C2
3761 N2
3762 N3
3763 C4
3764 H5'1
3765 H5'2
3766 H4'
3767 H3'
3768 H3T
3769 H2'1
3770 H2'2
3771 HI'
3772 H8

DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201
DC5 C 201

DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240
DG3 D 240

27.799 -11.451 -31.313
28.319 -12.764 -31.786
29.028 -12.799 -32.981
29.225 -11.761 -33.605
29.492 -13.996 -33.423
29.273 -15.120 -32.729
29.740 -16.278 -33.192
28.546 -15.095 -31.501
28.090 -13.904 -31.068
28.830 -11.760 -27.538
27.119 -11.643 -27.085

1.00 0.34
1.00 0.33
1.00 0.34
1.00 0.37
1.00 0.35
1.00 0.34
1.00 0.36
1.00 0.33
1.00 0.33
1.00 0.37
1.00 0.37

27.749 -9.832-28.638 1.00 0.37

25.512 -11.480 -29.059
25.885 -12.473 -31.126
25.776 -10.810 -31.785
28.024 -10.682 -32.060
30.255 -16.306 -34.060
29.578 -17.129 -32.673
28.360 -16.010 -30.938
27.530 -13.848 -30.135
27.865 -13.778 -27.612
()
33.552 -16.229 -44.910
34.131 -15.615 -46.123
34.092 -17.504 -44.390
33.570 -15.168 -43.712
32.850 -13.941 -43.878
33.089 -12.994 -42.701
32.397 -13.480 -41.546
34.560 -12.899 -42.297
35.031 -11.559 -42.399
34.699 -13.362 -40.855
33.230 -13.270 -40.400
32.828 -14.261 -39.387
32.991 -15.616 -39.402
32.477 -16.247 -38.391
31.918 -15.225 -37.628
31.212 -15.295 -36.400
30.937 -16.294 -35.738
30.816 -14.036 -35.966
31.069 -12.853 -36.628
30.599 -11.744 -36.053
31.733 -12.783 -37.789
32.127 -14.003 -38.228
31.782 -14.175 -43.935
33.160 -13.464 -44.810
32.720 -11.997 -42.949
35.131 -13.535 -42.986
35.982 -11.607 -42.541
35.066 -14.386 -40.795
35.333 -12.681 -40.286
33.013 -12.266 -40.026
33.504 -16.134 -40.212
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1.00 0.35
1.00 0.32
1.00 0.33
1.00 0.35
1.00 0.37
1.00 0.37
1.00 0.35
1.00 0.33
1.00 0.68

1.00 0.52
1.00 0.56
1.00 0.53
1.00 0.55
1.00 0.57
1.00 0.61
1.00 0.52
1.00 0.69
1.00 0.79
1.00 0.68
1.00 0.58
1.00 0.52
1.00 0.52
1.00 0.48
1.00 0.45
1.00 0.41
1.00 0.41
1.00 0.40
1.00 0.43
1.00 0.43
1.00 0.47
1.00 0.48
1.00 0.52
1.00 0.61
1.00 0.65
1.00 0.72
1.00 1.17
1.00 0.65
1.00 0.77
1.00 0.65
1.00 0.55
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ATOM 3773 H1 DG3D 240 30.290 -14.008 -35.104 1.00 0.37 H
ATOM 3774 H21 DG3 D240 30.098 -11.803 -35.178 1.00 0.40 H
ATOM 3775 H22 DG3 D240 30.743-10.846 -36.493 1.00 0.46 H
(-
Los atomos de fostato en la Citocina se escriben de la siguiente manera:
ATOM 3203 O1P DC D 223 -26.612 -1.742 -56.452 1.00 0.36 O
ATOM 3204 O2P DC D223 -25.968 -3.750-57.918 1.00 0.33 0]
(-..)

La forma correcta de escribir los 4tomos en los nucle6tidos de Timina y Adenina es la siguiente (se resalta el
cambio de nomenclatura en los fosfatos e hidrogenos):

ATOM 3520 P DTD?233  3.579 -7.301-47.567 1.00 0.27
ATOM 3521 OP1  DTD233  2.950 -6.120-46.928 1.00 0.28
ATOM 3522 OP2 DTD233  4.758 -7.139 -48.449 1.00 0.29
ATOM 3523 O5' DT D233  3.926 -8.381-46.414 1.00 0.27
ATOM 3524 C5' DT D233  2.842 -8.718 -45.541 1.00 0.27
ATOM 3525 C4' DT D 233 3.081 -9.872-44.553 1.00 0.28
ATOM 3526 O4' DT D 233 3.361 -11.051 -45.338 1.00 0.28
ATOM 3527 C3' DTD 233  4.261 -9.733-43.597 1.00 0.29
ATOM 3528 03 DTD 233  3.824-10.076 -42.272 1.00 0.30
ATOM 3529 C2' DT D233  5.357-10.703 -43.967 1.00 0.30
ATOM 3530 C1' DT D233  4.598 -11.651 -44.901 1.00 0.29
ATOM 3531 N1 DTD233  5.389-12.051 -46.097 1.00 0.28
ATOM 3532 C2 DTD 233  5.585-13.399 -46.303 1.00 0.28
ATOM 3533 02 DT D233  5.084-14.248 -45.566 1.00 0.29
ATOM 3534 N3 DT D233  6.369-13.741-47.383 1.00 0.28
ATOM 3535 C4 DTD 233  6.985-12.867 -48.261 1.00 0.28
ATOM 3536 04 DT D 233 7.659 -13.293 -49.199 1.00 0.28
ATOM 3537 C5 DT D233  6.741-11.473 -47.964 1.00 0.28
ATOM 3538 C7 DTD233  7.458-10.391 -48.772 1.00 0.30
ATOM 3539 C6 DT D 233 5.959 -11.113 -46.924 1.00 0.29
ATOM 3540 H5' DTD233  1.981 -8.966 -46.158 1.00 0.27
ATOM 3541 H5" DTD233  2.601 -7.827-44.958 1.00 0.28
ATOM 3542 H4' DTD233  2.177-10.034 -43.975 1.00 0.29
ATOM 3543 H3' DTD 233  4.635 -8.709 -43.597 1.00 0.29
ATOM 3544 H2' DTD 233  6.183-10.211 -44.480 1.00 0.31
ATOM 3545 H2" DTD233  5.717-11.235-43.086 1.00 0.32
ATOM 3546 H1' DT D233  4.328-12.546 -44.329 1.00 0.29
ATOM 3547 H3 DT D233  6.486-14.725-47.562 1.00 0.28
ATOM 3548 H71 DT D233  6.727 -9.733-49.241 1.00 1.06
ATOM 3549 H72 DT D 233 8.077 -10.854 -49.541 1.00 1.04
ATOM 3550 H73 DT D 233 8.093 -9.808 -48.104 1.00 1.06
ATOM 3551 H6 DTD233  5.766 -10.054 -46.746 1.00 0.29
ATOM 3552 P DAD?234  4.805 -9.737 -41.043 1.00 0.31
ATOM 3553 OP1  DAD?234  3.977 -9.558 -39.827 1.00 0.33
ATOM 3554 OP2 DAD?234  5.692 -8.643-41.478 1.00 0.34
ATOM 3555 O5' DAD?234  5.706-11.043-40.854 1.00 0.29
ATOM 3556 C5' DAD 234  5.077-12.245-40.456 1.00 0.28
ATOM 3557 C4' DAD234  6.078-13.352-40.211 1.00 0.26
ATOM 3558 0O4' DAD234  6.669 -13.696 -41.463 1.00 0.26
ATOM 3559 C3' DAD 234  7.232-12.939-39.313 1.00 0.27
ATOM 3560 O3' DAD 234 7.320 -13.866 -38.254 1.00 0.26

0ONON0NOQCO T I I I T TTON00NZ00Z0000000000T
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ATOM 3561 C2 DAD234  8.536-12.962 -40.101 1.00 0.26
ATOM 3562 CI' DAD?234  8.093-13.716 -41.367 1.00 0.26
ATOM 3563 N9  DAD?234  8.586-13.110-42.601 1.00 0.26
ATOM 3564 C8  DAD234  8.484-11.810-43.020 1.00 0.27
ATOM 3565 N7  DAD?234  8901-11.584-44.221 1.00 0.28
ATOM 3566 C5  DAD?234  9.326-12.843 -44.634 1.00 0.27
ATOM 3567 C6  DAD234  9.873-13.296 -45.820 1.00 0.28
ATOM 3568 N6  DAD?234  10.145-12.485 -46.836 1.00 0.29
ATOM 3569 NI ~ DAD?234 10.171-14.596 -45.905 1.00 0.28
ATOM 3570 C2  DAD234  9.943-15.408 -44.881 1.00 0.28
ATOM 3571 N3  DAD?234  9.434-15.084 -43.705 1.00 0.27
ATOM 3572 C4  DAD?234  9.140-13.772 -43.656 1.00 0.27
ATOM 3573 HS'  DAD?234  4.381-12.574-41.236 1.00 0.28
ATOM 3574H5"  DAD234  4.534-12.048 -39.543 1.00 0.28
ATOM 3575 H4&'  DAD234  5.592-14.238 -39.796 1.00 0.26
ATOM 3576 H3  DAD?234  7.051-11.942-38.896 1.00 0.28
ATOM 3577 H2 DAD?234  8.872-11.949 -40.343 1.00 0.28
ATOM 3578 H2"  DAD?234  9.314-13.508-39.579 1.00 0.26
ATOM 3579 HI' DAD?234  8.379-14.771-41.306 1.00 0.26
ATOM 3580 H8  DAD234  8.097-11.024-42.372 1.00 0.27
ATOM 3581 H61 DAD234  10.540-12.855 -47.687 1.00 0.29
ATOM 3582 H62 DAD?234  9.949-11.500 -46.753 1.00 0.29
ATOM 3583 H2  DAD?234 10.231-16.444 -45.013 1.00 0.28
()

Para un obtener mayores referencias acerca de la nomenclatura de los 4tomos revisense los documentos con

IE II DD SN IOZ0220020200

extension .rtp que se encuentran dentro de los archivos del campo de fuerza.
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Archivo .mdp utilizado en el corrimiento de la minimizacién de enrgia.

Input Parameters:
integrator = steep
nsteps = 30000
init_step = 0
ns_type = Grid
nstlist= 10
ndelta = 2
nstcomm = 10
comm_mode= Linear
nstlog= 100
nstxout = 100
nstvout = 100
nstfout = 0
nstcalcenergy= -1
nstenergy = 10
nstxtcout = 0
init_t = 0
delta_t = 0.001
xtcprec = 1000
nkx = 90
nky = 90
nkz = 90
pme_order = 4
ewald _rtol = 1e-05
ewald_geometry= 0
epsilon_surface= 0
optimize_fft = FALSE
ePBC = Xyz
bPeriodicMols= FALSE
bContinuation= FALSE
bShakeSOR = FALSE
etc = No
nsttcouple = -1
epc = No
epctype = Isotropic
nstpcouple = -1
tau_p = 1
ref_p (3x3):

ref_p[ 0]={ 0.00000e+00, 0.00000e+00, 0.00000e+00}
ref p[ 1]={ 0.00000e+00, 0.00000e+00, 0.00000e+00}
ref p[ 2]={ 0.00000e+00, 0.00000e+00, 0.00000e+00}
compress (3x3):
compress[ 0]={ 0.00000e+00, 0.00000e+00, 0.00000e+00}
compress[ 1]={ 0.00000e+00, 0.00000e+00, 0.00000e+00}
compress[ 2]={ 0.00000e+00, 0.00000e+00, 0.00000e+00}
refcoord_scaling = No
posres_com (3):
posres_com[0]= 0.00000e+00
posres_com[1]= 0.00000e+00
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posres_com[2]= 0.00000e+00
posres_comB (3):
posres_comB[0]= 0.00000e+00
posres_comB[1]= 0.00000e+00
posres_comB[2]= 0.00000e+00
andersen_seed = 815131
rlist =1
rlistlong =1
rtpi =0.05
coulombtype = PME
rcoulomb_switch =0
rcoulomb =1
vdwtype = Cut-off
rvdw_switch =0
rvdw =1
epsilon_r =1
epsilon_rf =1
tabext =1
implicit_solvent = No
gb_algorithm = Still
gb_epsilon_solvent = 80
nstgbradii =1
rgbradii =1
gb_saltconc =
gb_obc_alpha 1
gb_obc_beta =0.8
gb_obc_gamma =4.85
gb_dielectric_offset = 0.009

sa_algorithm = Ace-approximation

sa_surface_tension = 2.05016
DispCorr = No
free_energy =no
init_lambda =0
delta_lambda =0
n_foreign_lambda =0
sc_alpha =0
sc_power =0
sc_sigma =03
sc_sigma_min =03
nstdhdl =10
separate_dhdl_file = yes
dhdl_derivatives = yes

dh_hist_size =0
dh_hist_spacing = 0.1
nwall =0
wall_type =9-3

wall_atomtype[0] = -1
wall_atomtype[1] =-1
wall_density[0] =0
wall_density[1] =0

wall_ewald_zfac =3
pull =no
disre = No
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disre_weighting = Conservative

disre_mixed = FALSE
dr_fc = 1000
dr_tau =0
nstdisreout =100
orires_fc =0
orires_tau =0
nstorireout =100
dihre-fc = 1000
em_stepsize =0.01
em_tol =100
niter =20
fc_stepsize =0
nstcgsteep = 1000
nbfgscorr =10
ConstAlg = Lincs
shake_tol = 0.0001
lincs_order =4
lincs_warnangle = 30
lincs_iter =1
bd_fric =0
Id_seed = 1993
cos_accel =0
deform (3x3):

deform[ 0]={ 0.00000e+00, 0.00000e+00, 0.00000e+00}
deform[ 1]={ 0.00000e+00, 0.00000e+00, 0.00000e+00}
deform[ 2]={ 0.00000e+00, 0.00000e+00, 0.00000e+00}
userintl =0
userint2 =0
userint3 =0
userint4 =
userreall =
userreal? =
userreal3 =
userreal4 =
grpopts:
nrdf: 177357
ref_t: 0
tau_t: 0
anneal: No
ann_npoints: 0
acc: 0 0 0
nfreeze: N N N
energygrp_flags[ 0]: 0
efield-x:
n=20
efield-xt:
n=0
efield-y:
n=20
efield-yt:
n=0
efield-z:
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n=0
efield-zt:

n=20
bQMMM = FALSE
QMconstraints =
QMMMscheme =
scalefactor =1

gm_opts:

ngQM =0
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Funcion de energia total utilizada por AMBER99:

Y k(= )+ X ke(0-6,2+ X (V,/2)(1+cos(w—d))+X [A,/r}?—B,ri+q,q,/ Dr]

enlaces dngulos dihedros i—j

+ Z [CAH/er_DAH/ri\?H]

puentesde hidrégeno

total

A'y B son pardmetros de la ecuacion Lennard-Jones
ry; se refiere a la distancia entre dos atomos o sitios cargados.

gi es la carga parcial relativa de la carga de un electrén.

El potencial del modelo de aguas TIP3P esta dado por:

ona onb

kcqq A B
ZZ T

17(7 00

En dénde kc es la constante electrostatica cuyo valor es de 332.1 A-kcal/mol
A'y B son pardmetros de la ecuacion Lennard-Jones
ry; se refiere a la distancia entre dos 4&tomos o sitios cargados.

qi es la carga parcial relativa de la carga de un electron.
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Codigo 1.
#!/usr/bin/ipython2.6
import string
import itertools
#Creacion del universo de oligos
product = itertools.product(' ACGT", repeat=10)
univ ="
for i in product:

print i

univ = univ + str(i) + "\n'
print univ
f = open('Universooligos.txt','w")
f.write(univ)

f.close()
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MultiCArG.py

#!/usr/bin/ipython2.7

import string

from string import *

import os

import re

FUfin =[]

f2 = open("Universooligos2.txt")
datos = f2.read()

lista = string.split( datos, "\n')
oligoenturno = map( lambda e: string.split( e, ","), lista )
numoligo = 0

historyl = open("cantidad.txt", 'w")

for numoligo in range(2000000):
#Secuencia a utilizar
1 = oligoenturno[numoligo]

#print "\nReescribiendo a formato X3DNA...
#print 1[0]
#print 1[9]
if 0] == "('A™:

1[0] ="A-T'
if 0] == "('C"™:

1[0] ='C-G'
if 1[0] == "('G™:

1[0] ='G-C"'
if 1[0] == "('T":

1[0] = 'T-A'
if1[1]==""A":

1] ="A-T'
ifl[1]==""'C"™

1] ="C-G'
if1[1]==""'G":

11 ="G-C'
if 1] ==""T"

1] ="T-A'
if1[2] ==""A":

2] ="A-T'
if1[2] ==""'C™:

1[2] ='C-G'
if1[2] ==""'G™:

1[2] ='G-C'
if1[2] ==""T":

2] ='T-A'
if1[3] ==""A"":

3] ="A-T'
if1[3]==""'C"™:

131 ="C-G'
if1[3] ==""'G™:

131 ='G-C'
if1[3] ==""T"

1[3] ='T-A'
if 1[4] ==""A":

4] ="A-T'
if1[4] ==""'C™:

1[4] ='C-G'
if 1[4] ==""'G™:

1[4] ='G-C'
if 1[4] ==""T":

1[4] ='T-A'
if 1[5] ==""A"":

1[5] ="A-T'
if1[5]==""'C™:

1[5] ='C-G'
if 1[5] ==""'G™:

1[5] ='G-C'
if1[5] ==""T":

1[5] = 'T-A'
if 1[6] ==""'A"":

1[6] ="A-T'
if1[6] ==""'C™:

1[6] ='C-G'
if 1[6] ==""'G™:

1[6] ='G-C'
if 1[6] ==""T":

1[6] = 'T-A'
if1[7] ==""A":

1I[7] ="A-T'
if1[7]==""'C™

1[7]1 ="C-G'
if1[7] ==""'G":

1[7]1 ='G-C'
if1[7]==""T"

1[7] ="T-A'
if 1[8] ==""A":

1[8] ="A-T'
if1[8] ==""'C™:

1[8] ='C-G'
if 1[8] ==""'G™:

\n
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1[8] ='G-C'

if 8] =" "T":

18] = 'T-A’
if19] = ""A)":

119] = 'A-T"
if 9] =" "'C)":

1[9] ='C-G'
i 1[9] == " 'G))":

191 ='G-C’
i 1[9] == " 'T")":

19] = 'T-A’
#print "\nArchivo en formato X3DNA: \n"
#print |

#Abre el archivo estandar en formato X3DNA y selecciona una porcion de este para ser sustituida.
#print "\nEste es tu archivo estandar en formato X3DNA: \n"
fa = open("bp_step2.par",'r")
cadena = fa.read()

#print cadena

cadena = list(cadena)
cadenal671:674] =1[0]
cadena[772:775] =1[1]
cadena[873:876] = 1[2]
cadena[974:977] = 1[3]
cadena[1075:1078] =1[4]
cadena[1176:1179] =1[5]
cadena[1277:1280] = 1[6]
cadena[1378:1381] =1[7]
cadena[1479:1482] =1[8]
cadena[1580:1583] =1[9]
fa.close()

#Reescribe el archivo bp_step2.par
nuevo = open("bp_step2.par",'w'")
nuevo.write(". join(cadena))
nuevo.close()

#print "\nEste archivo esta listo para correrse en X3DNA:\n"
with open("bp_step2.par") as o:

for line in o:
print line

try:

cmd="/home/quetzal/X3DNA/bin/rebuild" + " -atomic"+" bp_step2.par"+" CArGrpda.pdb"

os.system(cmd)
except:

print "No existe el archivo bp_step2.par"
a = open("CArGoriginal.pdb",'r")
b = a.read()
sus = open("CArGrpda.pdb",'r")
AXC = sus.read()
inicia6 = AXC.find(" A 6")
finaliza6 = AXC.find("A 7")
inicia7 = AXC.find(" A 7")
finaliza7 = AXC.find("A 8")
inicia8 = AXC.find(" A 8")
finaliza8 = AXC.find("A 9")
inicia9 = AXC.find(" A 9")
finaliza9 = AXC.find("A 10")
inicial0 = AXC.find(" A 10")
finalizal0 = AXC.find("A 11")
inicial 1 = AXC.find(" A 11")
finalizall = AXC.find("A 12")
inicial2 = AXC.find(" A 12")
finalizal2 = AXC.find("A 13")
inicial3 = AXC.find(" A 13")
finalizal3 = AXC.find("A 14")
inicial4 = AXC.find(" A 14")
finalizal4 = AXC.find("A 15")
inicial5 = AXC.find(" A 15")
finalizal5 = AXC.find("A 16")
inicia26 = AXC.find(" B 26")
finaliza26 = AXC.find("B 27")
inicia27 = AXC.find(" B 27")
finaliza27 = AXC.find("B 28")
inicia28 = AXC.find(" B 28")
finaliza28 = AXC.find("B 29")
inicia29 = AXC.find(" B 29")
finaliza29 = AXC.find("B 30")
inicia30 = AXC.find(" B 30")
finaliza30 = AXC.find("B 31")
inicia31 = AXC.find(" B 31")
finaliza31 = AXC.find("B 32")
inicia32 = AXC.find(" B 32")
finaliza32 = AXC.find("B 33")
inicia33 = AXC.find(" B 33")
finaliza33 = AXC.find("B 34")
inicia34 = AXC.find(" B 34")
finaliza34 = AXC.find("B 35")
inicia35 = AXC.find(" B 35")
finaliza35 = AXC.find("B 36")

#REMPLAZANDO LA BASE 35#
p35 = open("p35.pdb",'w')
p35.write(AXCl[inicia35-2:finaliza35-21])
p35.close()
p35clon = open("p35.pdb",'r')
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p35sus = p35clon.read()
#print p35sus[0:8]
T35 = open("T35.pdb",'r')
T35 = T35.read()
if p35sus[0:8] =="TB 35"
Pp35s p35sus.replace(p35sus[0:8], "DT D 235")
p35sus = p35sus + T35
b = b.replace(b[87174:87182], "DT D 235")
A35 = open("A35.pdb",'r")
A35 = A35.read()
if p35sus[0:8] ==" A B 35"
p35sus = p35sus.replace(p35sus[0:8], "DA D 235")
p35sus = p35sus + A35
b = b.replace(b[87174:87182], "DA D 235")
C35 = open("C35.pdb",'t'")
C35 = C35.read()
if p35sus[0:8] =" CB 35":
35sus = p35sus.replace(p35sus[0:8], "DC D 235")
p35sus = p35sus + C35
b = b.replace(b[87174:87182], "DC D 235")
G35 = open("G35.pdb",'r')
G35 = G35.read()
if p35sus[0:8] =="G B 35"
p35sus = p35sus.replace(p35sus[0:8], "DG D 235")
p35sus = p35sus + G35
b = b.replace(b[87174:87182], "DG D 235")
P35 = open("p35.pdb",'w")
P35.write(p35sus)
reemplazo35
p35clon.close()
P35.close()
#print reemplazo35
#REMPLAZANDO LA BASE 34#
p34 = open("p34.pdb",'w')
p34.write(AXCl[inicia34-2:finaliza34-21])
p34.close()
p34clon = open("p34.pdb",'r')
p34sus = p34clon.read()
#print p34sus[0:8]
T34 = open("T34.pdb",'r')
T34 = T34.read()
if p34sus[0:8] =="T B 34™
p34sus = p34sus.replace(p34sus[0:8], "DT D 234")
p34sus = p34sus + T34
b = b.replace(b[84582:84590], "DT D 234")
A34 = open("A34.pdb",'r')
A34 = A34.read()
if p34sus[0:8] ==" A B 34"
p34sus = p34sus.replace(p34sus[0:8], "DA D 234")
p34sus = p34sus + A34
b = b.replace(b[84582:84590], "DA D 234")
C34 = open("C34.pdb",'t'")
C34 = C34.read()
if p34sus[0:8] =" C B 34":
345 p34sus.replace(p34sus[0:8], "DC D 234")
p34sus + C34
lace(b[84582:84590], "DC D 234")
G34 = open("G34.pdb",'r")
G34 = G34.read()
if p34sus[0:8] ==" G B 34"
p34s p34sus.replace(p34sus[0:8], "DG D 234")
p34sus = p34sus + G34
b = b.replace(b[84582:84590], "DG D 234")
P34 = open("p34.pdb",'w")
P34.write(p34sus)
reemplazo34 = p34sus[1:2000]
p34clon.close()
P34.close()
#print reemplazo34
#REMPLAZANDO LA BASE 33#
p33 = open("p33.pdb",'w')
p33.write(AXCl[inicia33-2:finaliza33-21])
p33.close()
p33clon = open("p33.pdb",'r')
p33sus = p33clon.read()
#print p33sus[0:8]
T33 = open("T33.pdb",'r")
T33 = T33.read()
if p33sus[0:8] =="TB 33"
p33s 33sus.replace(p33sus[0:8], "DT D 233")
p33s 33sus + T33
b = b.replace(b[81990:81998], "DT D 233")
A33 = open("A33.pdb",'r")
A33 = A33.read()
if p33sus[0:8] ==" A B 33"
p33sus = p33sus.replace(p33sus[0:8], "DA D 233")
p33sus = p33sus + A33
b = b.replace(b[81990:81998], "DA D 233")
C33 = open("C33.pdb",'t")
C33 = C33.read()
if p33sus[0:8] =="CB 33":
p33sus = p33sus.replace(p33sus[0:8], "DC D 233")
p33sus = p33sus + C33
b = b.replace(b[81990:81998], "DC D 233")
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G33 = open("G33.pdb",'r')
G33 = G33.read()
if p33sus[0:8] =="G B 33"
p33sus = p33sus.replace(p33sus[0:8], "DG D 233")
p33sus = p33sus + G33
b = b.replace(b[81990:81998], "DG D 233")
P33 = open("p33.pdb",'w")
P33.write(p33sus)
reemplazo33 = p33sus[1:2000]
p33clon.close()
P33.close()
#print reemplazo33
#REMPLAZANDO LA BASE 32#
P32 = open("p32.pdb",'w")
p32.write(AXCl[inicia32-2:finaliza32-21])
p32.close()
p32clon = open("p32.pdb",'r')
p32sus = p32clon.read()
#print p32sus[0:8]
T32 = open("T32.pdb",'r")
T32 = T32.read()
if p32sus[0:8] =="TB 32"
p32sus = p32sus.replace(p32sus[0:8], "DT D 232")
p32sus = p32sus + T32
b = b.replace(b[79398:79406], "DT D 232")
A32 = open("A32.pdb",'r")
A32 = A32.read()
if p32sus[0:8] ==" A B 32"
32sus = p32sus.replace(p32sus[0:8], "DA D 232")
p32sus = p32sus + A32
b = b.replace(b[79398:79406], "DA D 232")
C32 = open("C32.pdb",'t")
C32 = C32.read()
if p32sus[0:8] =="CB 32":
p32sus = p32sus.replace(p32sus[0:8], "DC D 232")
p32sus = p32sus + C32
b = b.replace(b[79398:79406], "DC D 232")
G32 = open("G32.pdb",'r")
G32 = G32.read()
if p32sus[0:8] =="G B 32"
325 p32sus.replace(p32sus[0:8], "DG D 232")

32s p32sus + G32
b = b.replace(b[79398:79406], "DG D 232")
P32 = open("p32.pdb",'w")
P32.write(p32sus)
reemplazo32 = p32sus[1:2000]
p32clon.close()
P32.close()
#print reemplazo32
#REMPLAZANDO LA BASE 31#
p31 = open("p31.pdb",'w')
p31.write(AXCl[inicia31-2:finaliza31-21])
p31.close()
p31clon = open("p31.pdb",'r')
p31sus = p31clon.read()
#print p31sus[0:8]
T31 = open("T31.pdb",'r")
T31 =T31.read()
if p31sus[0:8] =="TB 31"
31sus = p31sus.replace(p31sus[0:8], "DT D 231")
p31sus = p31sus + T31
b = b.replace(b[76806:76814], "DT D 231")
A31 = open("A31.pdb",'r")
A31 = A31.read()
if p31sus[0:8] =="A B 31"
31s p31sus.replace(p31sus[0:8], "DA D 231")
p3lsus + A31
lace(b[76806:76814], "DA D 231")
C31 = open("C31.pdb",'t")
C31 = C3l.read()
if p31sus[0:8] =="CB 31"
p31s p31sus.replace(p31sus[0:8], "DC D 231")
p31sus = p31sus + C31
b = b.replace(b[76806:76814], "DC D 231")
G31 = open("G31.pdb",'r")
G31 = G3l.read()
if p31sus[0:8] =="G B 31"
p31sus = p31sus.replace(p31sus[0:8], "DG D 231")
p31sus = p31sus + G31
b = b.replace(b[76806:76814], "DG D 231")
P31 = open("p31.pdb",'w")
P31.write(p31sus)
reemplazo31 = p31sus[1:2000]
p31clon.close()
P31.close()
#print reemplazo31
#REMPLAZANDO LA BASE 30#
p30 = open("p30.pdb",'w")
p30.write(AXCl[inicia30-2:finaliza30-21])
p30.close()
p30clon = open("p30.pdb",'r")
p30sus = p30clon.read()
#print p30sus[0:8]
T30 = open("T30.pdb",'r")
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T30 = T30.read()
if p30sus[0:8] =="T B 30"
p30s p30sus.replace(p30sus[0:8], "DT D 230")
p30s p30sus + T30
b = b.replace(b[74214:74222], "DT D 230")
A30 = open("A30.pdb",'r")
A30 = A30.read()
if p30sus[0:8] ==" A B 30"
p30sus = p30sus.replace(p30sus[0:8], "DA D 230")
p30sus = p30sus + A30
b = b.replace(b[74214:74222], "DA D 230")
C30 = open("C30.pdb",'t")
C30 = C30.read()
if p30sus[0:8] ==" C B 30":
p30sus = p30sus.replace(p30sus[0:8], "DC D 230")
p30sus = p30sus + C30
b = b.replace(b[74214:74222], "DC D 230")
G30 = open("G30.pdb",'r')
G30 = G30.read()
if p30sus[0:8] =="G B 30"
p30sus = p30sus.replace(p30sus[0:8], "DG D 230")
p30sus = p30sus + G30
b = b.replace(b[74214:74222], "DG D 230")
P30 = open("p30.pdb",'w")
P30.write(p30sus)
reemplazo30 = p30sus[1:2000]
p30clon.close()
P30.close()
#print reemplazo30
#REMPLAZANDO LA BASE 29#
P29 = open("p29.pdb",'w")
p29.write(AXCl[inicia29-2:finaliza29-21])
p29.close()
p29clon = open("p29.pdb",'r')
p29sus = p29clon.read()
#print p29sus[0:8]
T29 = open("T29.pdb",'r")
T29 = T29.read()
if p29sus[0:8] =="T B 29"
p29sus = p29sus.replace(p29sus[0:8], "DT D 229")
p29sus = p29sus + T29
b = b.replace(b[71622:71630], "DT D 229")
A29 = open("A29.pdb",'r")
A29 = A29.read()
if p29sus[0:8] ==" A B 29"
p29sus = p29sus.replace(p29sus[0:8], "DA D 229")
p29sus = p29sus + A29
b = b.replace(b[71622:71630], "DA D 229")
C29 = open("C29.pdb",'t")
C29 = C29.read()
if p29sus[0:8] =="CB 29":
p29sus.replace(p29sus[0:8], "DC D 229")
s p29sus + C29
b = b.replace(b[71622:71630], "DC D 229")
G29 = open("G29.pdb",'r")
G29 = G29.read()
if p29sus[0:8] =="G B 29"
p29sus = p29sus.replace(p29sus[0:8], "DG D 229")
p29sus = p29sus + G29
b = b.replace(b[71622:71630], "DG D 229")
P29 = open("p29.pdb",'w")
P29.write(p29sus)
reemplazo29 = p29sus[1:2000]
p29clon.close()
P29.close()
#print reemplazo29
#REMPLAZANDO LA BASE 28#
P28 = open("p28.pdb",'w")
p28.write(AXCl[inicia28-2:finaliza28-21])
p28.close()
p28clon = open("p28.pdb",'r')
p28sus = p28clon.read()
#print p28sus[0:8]
T28 = open("T28.pdb",'r")
T28 = T28.read()
if p28sus[0:8] =="T B 28"
p28sus = p28sus.replace(p28sus[0:8], "DT D 228")
p28sus = p28sus + T28
b = b.replace(b[69030:69038], "DT D 228")
A28 = open("A28.pdb",'r")
A28 = A28.read()
if p28sus[0:8] ==" A B 28"
s = p28sus.replace(p28sus[0:8], "DA D 228")

sus = p28sus + A28
b = b.replace(b[69030:69038], "DA D 228")
C28 = open("C28.pdb",'t")
C28 = C28.read()
if p28sus[0:8] =="CB 28":
p28sus = p28sus.replace(p28sus[0:8], "DC D 228")
p28sus = p28sus + C28
b = b.replace(b[69030:69038], "DC D 228")
G28 = open("G28.pdb",'r")
G28 = G28.read()
if p28sus[0:8] =="G B 28"
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p28sus = p28sus.replace(p28sus[0:8], "DG D 228")
p28sus = p28sus + G28
b = b.replace(b[69030:69038], "DG D 228")
P28 = open("p28.pdb",'w")
P28.write(p28sus)
reemplazo28 = p28sus[1:2000]
p28clon.close()
P28.close()
#print reemplazo28
#REMPLAZANDO LA BASE 27#
p27 = open("p27.pdb",'w")
p27.write(AXCl[inicia27-2:finaliza27-21])
p27.close()
p27clon = open("p27.pdb",'r")
p27sus = p27clon.read()
#print p27sus[0:8]
T27 = open("T27.pdb",'r")
T27 = T27.read()
if p27sus[0:8] =="TB 27"
p27sus = p27sus.replace(p27sus[0:8], "DT D 227")
p27sus = p27sus + T27
b = b.replace(b[66438:66446], "DT D 227")
A27 = open("A27.pdb",'r')
A27 = A27.read()
if p27sus[0:8] ==" A B 27"
p27sus = p27sus.replace(p27sus[0:8], "DA D 227")
p27sus = p27sus + A27
b = b.replace(b[66438:66446], "DA D 227")
C27 = open("C27.pdb",'t")
C27 = C27.read()
if p27sus[0:8] =" CB 27":
p27sus = p27sus.replace(p27sus[0:8], "DC D 227")
p27sus = p27sus + C27
b = b.replace(b[66438:66446], "DC D 227")
G27 = open("G27.pdb",'r")
G27 = G27.read()
if p27sus[0:8] =="G B 27"
p27sus = p27sus.replace(p27sus[0:8], "DG D 227")
p27sus = p27sus + G27
b = b.replace(b[66438:66446], "DG D 227")
P27 = open("p27.pdb",'w")
P27.write(p27sus)
reemplazo27 = p27sus[1:2000]
p27clon.close()
P27.close()
#print reemplazo27
#REMPLAZANDO LA BASE 26#
P26 = open("p26.pdb",'w")
p26.write(AXCl[inicia26-2:finaliza26-21])
p26.close()
p26¢lon = open("p26.pdb",'r')
p26sus = p26clon.read()
#print p26sus[0:8]
T26 = open("T26.pdb",'r")
T26 = T26.read()
if p26sus[0:8] =="T B 26"
p26sus = p26sus.replace(p26sus[0:8], "DT D 226")
p26sus = p26sus + T26
b = b.replace(b[64008:64016], "DT D 226")
A26 = open("A26.pdb",'r")
A26 = A26.read()
if p26sus[0:8] ==" A B 26"
p26sus.replace(p26sus[0:8], "DA D 226")
S p26sus + A26
b = b.replace(b[64008:64016], "DA D 226")
C26 = open("C26.pdb",'t")
C26 = C26.read()
if p26sus[0:8] =" CB 26":
p26sus = p26sus.replace(p26sus[0:8], "DC D 226")
p26sus = p26sus + C26
b = b.replace(b[64008:64016], "DC D 226")
G26 = open("G26.pdb",'r")
G26 = G26.read()
if p26sus[0:8] ==" G B 26"
p26sus = p26sus.replace(p26sus[0:8], "DG D 226")
p26sus = p26sus + G26
b = b.replace(b[64008:64016], "DG D 226")
P26 = open("p26.pdb",'w")
P26.write(p26sus)
reemplazo26 = p26sus[1:2000]
p26clon.close()
P26.close()
#print reemplazo26
#REMPLAZANDO LA BASE 15#
p15 = open("p15.pdb",'w")
pl15.write(AXClinicial5-2:finalizal5-21])
pl5.close()
pl15clon = open("p15.pdb",'r')
p15sus = pl5clon.read()
T15 = open("T15.pdb",'r")
t15 =T15.read()
#print p15sus[0:8]
if p15sus[0:8] =="T A 15"
p15sus = pl15sus.replace(p15sus[0:8], "DT C 215")
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pl5sus = p15sus + t15
b = b.replace(b[35820:35828], "DT C 215")
A15 = open("A15.pdb",'r")
Al5 = Al5.read()
if p15sus[0:8] =="A A 15"
p15sus = pl15sus.replace(p15sus[0:8], "DA C 215")
pl5sus = pl5sus + Al5
b = b.replace(b[35820:35828], "DA C 215")
C15 = open("C15.pdb",'t")
C15 = Cl5.read()
if p15sus[0:8] =="C A 15":
p15sus = pl15sus.replace(p15sus[0:8], "DC C 215")
pl5sus = pl15sus + C15
b = b.replace(b[35820:35828], "DC C 215")
G15 = open("G15.pdb",'r")
G15 = Gl5.read()
if p15sus[0:8] =="G A 15":
p15sus = pl5sus.replace(p15sus[0:8], "DG C 215")
pl5sus = pl15sus + G15
b = b.replace(b[35820:35828], "DG C 215")
P15 = open("p15.pdb",'w")
P15.write(p15sus)
reemplazol5 = p15sus[1:2000]
pl5clon.close()
P15.close()
#print reemplazol5
#REMPLAZANDO LA BASE 14#
p14 = open("p14.pdb",'w')
pl4.write(AXCl[inicial4-2:finalizal4-21])
pl4.close()
plé4clon = open("p14.pdb",'r")
pl4sus = pl4clon.read()
T14 = open("T14.pdb",'r')
t14 = T14.read()
#print pl4sus[0:8]
if pl4sus[0:8] =="T A 14"
pl4sus = pl4sus.replace(pl14sus[0:8], "DT C 214")
pldsus = pl4sus + t14
b = b.replace(b[33228:33236], "DT C 214")
Al14 = open("Al4.pdb",'r")
Al4 = Al4.read()
if pl4sus[0:8] ==" A A 14"
pl4sus = pl4sus.replace(pl4sus[0:8], "DA C 214")
pldsus = pldsus + Al4
b = b.replace(b[33228:33236], "DA C 214")
C14 = open("C14.pdb",'t'")
Cl14 = Cl4.read()
if pl4sus[0:8] =="C A 14":
pl4sus = pl4sus.replace(p14sus[0:8], "DC C 214")
pldsus = pl4sus + C14
b = b.replace(b[33228:33236], "DC C 214")
G14 = open("G14.pdb",'r")
G14 = Gl4.read()
if pl4sus[0:8] =="G A 14":
pl4sus = pl4sus.replace(pl4sus[0:8], "DG C 214")
pldsus = pldsus + G14
b = b.replace(b[33228:33236], "DG C 214")
P14 = open("p14.pdb",'w")
P14.write(p14sus)
reemplazol4 = pl4sus[1:2000]
pl4clon.close()
Pl4.close()
#print reemplazol4
#REMPLAZANDO LA BASE 13#
p13 = open("p13.pdb",'w')
p13.write(AXCl[inicial 3-2:finalizal3-21])
pl13.close()
p13clon = open("p13.pdb",'r")
p13sus = pl3clon.read()
T13 = open("T13.pdb",'r")
t13 = T13.read()
#print p13sus[0:8]
if p13sus[0:8] =="T A 13"
p13sus.replace(p13sus[0:8], "DT C 213")
s pl3sus +t13
b = b.replace(b[30636:30644], "DT C 213")
A13 = open("A13.pdb",'r")
A13 = Al3.read()
if p13sus[0:8] =="A A 13":
p13sus = pl13sus.replace(p13sus[0:8], "DA C 213")
pl13sus = pl3sus + A13
b = b.replace(b[30636:30644], "DA C 213")
C13 = open("C13.pdb",'t")
C13 =Cl13.read()
if p13sus[0:8] =="C A 13":
p13sus = p13sus.replace(p13sus[0:8], "DC C 213")
p13sus = pl13sus + C13
b = b.replace(b[30636:30644], "DC C 213")
G13 = open("G13.pdb",'r")
G13 =Gl3.read()
if p13sus[0:8] =="G A 13":
p13sus = pl13sus.replace(p13sus[0:8], "DG C 213")
pl13sus = pl13sus + G13
b = b.replace(b[30636:30644], "DG C 213")
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P13 = open("p13.pdb",'w")
P13.write(p13sus)
reemplazol3 = p13sus[1:2000]
p13clon.close()
P13.close()
#print reemplazol3
#REMPLAZANDO LA BASE 12#
pl12 =open("p12.pdb",'w")
p12.write(AXCl[inicial2-2:finalizal2-21])
pl2.close()
pl12clon = open("p12.pdb",'r")
p12sus = pl12clon.read()
T12 = open("T12.pdb",'r")
t12 = T12.read()
#print p12sus[0:8]
if p12sus[0:8] =="T A 12"
p12sus = p12sus.replace(p12sus[0:8], "DT C 212")
pl12sus = pl2sus + t12
b = b.replace(b[28044:28052], "DT C 212")
A12 = open("A12.pdb",'r")
Al12 = Al2.read()
if p12sus[0:8] =="A A 12":
p12sus = p12sus.replace(p12sus[0:8], "DA C 212")
pl12sus = p12sus + A12
b = b.replace(b[28044:28052], "DA C 212")
C12 = open("C12.pdb",'t")
C12 = Cl12.read()
if p12sus[0:8] =="C A 12":
p12sus = p12sus.replace(p12sus[0:8], "DC C 212")
pl12sus = p12sus + C12
b = b.replace(b[28044:28052], "DC C 212")
G12 = open("G12.pdb",'r")
G12 = Gl12.read()
if p12sus[0:8] =="G A 12":
p12sus = p12sus.replace(p12sus[0:8], "DG C 212")
pl12sus = p12sus + G12
b = b.replace(b[28044:28052], "DG C 212")
P12 = open("p12.pdb",'w")
P12.write(p12sus)
reemplazo12 = p12sus[1:2000]
p12clon.close()
P12.close()
#print reemplazo12
#REMPLAZANDO LA BASE 11#
pl1 =open("pll.pdb",'w')
pl1.write(AXClinicial 1-2:finalizal 1-21])
pll.close()
plliclon = open("pl1.pdb",'r")
pllsus = pllclon.read()
T11 =open("T11.pdb",'r")
t11 =Tl l.read()
#print p11sus[0:8]
if pllsus[0:8] =="T A 11"
pl1sus = pllsus.replace(pl1sus[0:8], "DT C 211")
pllsus =pllsus +tl1
b = b.replace(b[25452:25460], "DT C 211")
A1l = open("All.pdb",'r")
All = All.read()
if pllsus[0:8] =="A A 11"
pl1sus = pllsus.replace(pl1sus[0:8], "DA C 211")
pllsus =pllsus + All
b = b.replace(b[25452:25460], "DA C 211")
C11 =open("Cl11.pdb",'t")
Cl11 =Cll.read()
if pllsus[0:8] =="CA 11"
pl1sus = pllsus.replace(pl1sus[0:8], "DC C 211")
pllsus =pllsus+ Cl1
b = b.replace(b[25452:25460], "DC C 211")
G11 =open("G11.pdb",'r'")
G11=Gll.read()
if pllsus[0:8] =="G A 11"
pl1sus = pllsus.replace(pl1sus[0:8], "DG C 211")
pllsus =pllsus + Gll
b = b.replace(b[25452:25460], "DG C 211")
P11 =open("pl1.pdb",'w")
P11.write(p11sus)
reemplazol1 = p11sus[1:2000]
pllclon.close()
Pll1.close()
#print reemplazol 1
#REMPLAZANDO LA BASE 10#
p10 = open("p10.pdb",'w")
p10.write(AXCl[inicial0-2:finalizal0-21])
p10.close()
p10clon = open("p10.pdb",'r")
p10sus = pl0clon.read()
T10 = open("T10.pdb",'r")
t10 = T10.read()
#print p10sus[0:8]
if p10sus[0:8] =="T A 10"
p10sus = p10sus.replace(p10sus[0:8], "DT C 210")
p10sus = p10sus + t10
b = b.replace(b[22860:22868], "DT C 210")
A10 = open("A10.pdb",'r")
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A10 = Al10.read()
if p10sus[0:8] =="A A 10":
p10sus = p10sus.replace(p10sus[0:8], "DA C 210")
pl10sus = p10sus + A10
b = b.replace(b[22860:22868], "DA C 210")
C10 = open("C10.pdb",'t")
C10 = C10.read()
if p10sus[0:8] =="C A 10":
p10sus = p10sus.replace(p10sus[0:8], "DC C 210")
p10sus = p10sus + C10
b = b.replace(b[22860:22868], "DC C 210")
G10 = open("G10.pdb",'r")
G10 = Gl10.read()
if p10sus[0:8] =="G A 10":
p10sus = p10sus.replace(p10sus[0:8], "DG C 210")
p10sus = p10sus + G10
b = b.replace(b[22860:22868], "DG C 210")
P10 = open("p10.pdb",'w")
P10.write(p10sus)
reemplazo10 = p10sus[1:2000]
p10clon.close()
P10.close()
#print reemplazo10
#REMPLAZANDO LA BASE 9#
p9 = open("p9.pdb",'w")
p9.write(AXCl[inicia9-2:finaliza9-21])
p9.close()
p9clon = open("p9.pdb",'r")
p9sus = p9clon.read()
T9 = open("T9.pdb",'r")
t9 = T9.read()
#print p9sus[0:8]
if p9sus[0:8] =="T A 9"
p9sus = p9sus.replace(p9sus[0:8], "DT C 209")
p9sus = p9sus + t9
b = b.replace(b[20268:20276], "DT C 209")
A9 = open("A9.pdb",'r")
A9 = A9.read()
if p9sus[0:8] =="A A 9"
p9sus = p9sus.replace(p9sus[0:8], "DA C 209")
p9sus = p9sus + A9
b = b.replace(b[20268:20276], "DA C 209")
C9 = open("C9.pdb",'r")
C9 = C9.read()
if p9sus[0:8] =="C A 9":
p9sus = p9sus.replace(p9sus[0:8], "DC C 209")
p9sus = p9sus + C9
b = b.replace(b[20268:20276], "DC C 209")
G9 = open("G9.pdb",'r')
G9 = G9.read()
if p9sus[0:8] =="G A 9"
p9sus = p9sus.replace(p9sus[0:8], "DG C 209")
p9sus = p9sus + G9
b = b.replace(b[20268:20276], "DG C 209")
P9 = open("p9.pdb",'w')
P9.write(p9sus)
reemplazo9 = p9sus[1:2000]
p9clon.close()
P9.close()
#print reemplazo9
#REMPLAZANDO LA BASE 8#
p8 = open("p8.pdb",'w")
p8.write(AXCl[inicia8-2:finaliza8-21])
p8.close()
p8clon = open("p8.pdb",'r")
p8sus = p8clon.read()
T8 = open("T8.pdb",'r")
t8 = T8.read()
#print p8sus[0:8]
if p8sus[0:8] =="T A 8":
p8sus = p8sus.replace(p8sus[0:8], "DT C 208")
p8sus = p8sus + t8
b = b.replace(b[17676:17684], "DT C 208")
A8 = open("A8.pdb",'r")
A8 = A8.read()
if p8sus[0:8] =="A A 8"
p8sus = p8sus.replace(p8sus[0:8], "DA C 208")
p8sus = p8sus + A8
b = b.replace(b[17676:17684], "DA C 208")
C8 = open("C8.pdb",'r")
C8 = C8.read()
if p8sus[0:8] =="C A 8":
p8sus = p8sus.replace(p8sus[0:8], "DC C 208")
p8sus = p8sus + C8
b = b.replace(b[17676:17684], "DC C 208")
G8 = open("G8.pdb",'r')
G8 = G8.read()
if p8sus[0:8] =="G A 8"
p8sus = p8sus.replace(p8sus[0:8], "DG C 208")
p8sus = p8sus + G8
b = b.replace(b[17676:17684], "DG C 208")
P8 = open("p8.pdb",'w")
P8.write(p8sus)
reemplazo8 = p8sus[1:2000]
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p8clon.close()
P8.close()
#print reemplazo8
#REMPLAZANDO LA BASE 7#
p7 = open("p7.pdb",'w")
p7.write(AXClinicia7-2:finaliza7-21])
p7.close()
p7clon = open("p7.pdb",'r")
p7sus = p7clon.read()
T7 = open("T7.pdb",'r")
t7 = T7.read()
#print p7sus[0:8]
if p7sus[0:8] =="T A 7"
p7sus = p7sus.replace(p7sus[0:8], "DT C 207")
p7sus = p7sus + t7
b = b.replace(b[15084:15092], "DT C 207")
AT =open("A7.pdb",'r")
A7 = A7.read()
if p7sus[0:8] =="A A 7"
p7sus = p7sus.replace(p7sus[0:8], "DA C 207")
p7sus = p7sus + A7
b = b.replace(b[15084:15092], "DA C 207")
C7 = open("C7.pdb",'r")
C7 = C7.read()
if p7sus[0:8] =="CA 7"
p7sus = p7sus.replace(p7sus[0:8], "DC C 207")
p7sus = p7sus + C7
b = b.replace(b[15084:15092], "DC C 207")
G7 = open("G7.pdb",'r')
G7 = G7.read()
if p7sus[0:8] =="G A 7"
p7sus = p7sus.replace(p7sus[0:8], "DG C 207")
p7sus = p7sus + G7
b = b.replace(b[15084:15092], "DG C 207")
P7 = open("p7.pdb",'w')
P7.write(p7sus)
reemplazo7 = p7sus[1:2000]
p7clon.close()
P7.close()
#print reemplazo7
#REMPLAZANDO LA BASE 6#
p6 = open("p6.pdb",'w')
p6.write(AXCl[inicia6-2:finaliza6-21])
po.close()
poclon = open("p6.pdb",'r")
posus = p6elon.read()
poclon.close()
T6 = open("T6.pdb",'r")
t6 = T6.read()
if pbsus[0:8] =="T A 6"
posus = posus.replace(p6sus[0:8], "DT C 206")
posus = posus + t6
b = b.replace(b[12654:12662], "DT C 206")
A6 = open("A6.pdb",'r")
A6 = A6.read()
if pbsus[0:8] =="A A 6™
posus = posus.replace(p6sus[0:8], "DA C 206")
posus = posus + A6
b = b.replace(b[12654:12662], "DA C 206")
C6 = open("C6.pdb",'r")
C6 = Cé6.read()
if posus[0:8] =="C A 6"
p6sus = posus.replace(p6sus[0:8], "DC C 206")
posus = posus + C6
b = b.replace(b[12654:12662], "DC C 206")
G6 = open("G6.pdb",'r')
G6 = G6.read()
if pbsus[0:8] =="G A 6™
posus = posus.replace(p6sus[0:8], "DG C 206")
posus = posus + G6
b = b.replace(b[12654:12662], "DG C 206")
P6 = open("p6.pdb",'w")
P6.write(p6sus)
reemplazo6 = p6sus[1:2000]
poclon.close()
P6.close()
#print reemplazo6
#SUSTITUCION EN PDB#
b =list(b)
b[87985:89829] = reemplazo35
b[85393:87156] = reemplazo34
b[82801:84564] = reemplazo33
b[80209:81972] = reemplazo32
b[77617:79380] = reemplazo31
b[75025:76788] = reemplazo30
b[72433:74196] = reemplazo29
b[69841:71604] = reemplazo28
b[67249:69012] = reemplazo27
b[64819:66420] = reemplazo26
b[36631:38475] = reemplazol5
b[34039:35802] = reemplazo14
b[31447:33210] = reemplazo13
b[28855:30618] = reemplazo12
b[26263:28026] = reemplazol 1
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b[23671:25434] = reemplazo10
b[21079:22842] = reemplazo9
b[18487:20250] = reemplazo8
b[15895:17658] = reemplazo7
b[13465:15066] = reemplazo6

nuevo = open("CArGmutnuevo.pdb”,'w')
nuevo.write(". join(b))

nuevo.close()
a.close()
sus.close()

#OBTENCION DE LA FUERZA DE UNION#

#Formacion del complejo MEF2A_CArG

DNA = open("

"CArGmutnuevo.pdb",'t')

CArG = DNA.read()

protein = open("MEF2A.pdb",'")
MEF2A = protein.read()

complejo = open("complex.pdb”,'w")
complejo.write((MEF2A)+(CArG))

DNA .close()

protein.close()

complejo.close()

#Obtencion de archivos .pqr

try:

except:

try:

except:

#Calculo de FU

try:

except:

PQRCArG="python" + " pdb2pqr.py.in" + " --ff=amber" + " --ffout=amber"+" CArGmutnuevo.pdb"+" CArG.pqr"
os.system(PQRCArG)

print "No existe el archivo CArGmutnuevo.pdb"

PQRcomplex="python" + " pdb2pqr.py.in" + " --ff=amber" + " --ffout=amber"+" complex.pdb"+" complex.pqr"
os.system(PQRcomplex)

print "No existe el archivo complex.pdb"

FUcan="apbs" + " FEcalc2propio.in" + " --output-file=history.txt"
os.system(FUcan)

print "Hay un error en el calculo de FUcan.pdb"

f = open("history.txt",'r")

htr = f.read()

gE = htr.find("globalEnergy")
gEntera = htr[gE+0:gE+37]
cantidad = htr[gE+13:gE+28]
FU = float(cantidad)

#print htr[gE+30:gE+32]

#print FU
FU = str(FU)
#FUfin="
gEnterafin ="

#FUfin.append(FU)

#FUfin = FUfin + FU

#for i in gEntera:

#gEnterafin = gEnterafin + i + "\n'

#history = open("cantidad.txt", 'w')
history1.write(FU + \n')

history2 = open("cantidadentera.txt", 'w')
history2.write(gEnterafin)

f.close
#history.close
history2.close

#for canl in range(12):
canl =canl + 1
FUfin[canl]=FU

#
#
history1.close
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