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El estudios de Streptomyces, bacterias Gram positivas del filo Actinobacteria y cosmo-
politas (encontradas en diferentes tipos de ambientes), ha llevado al descubrimiento de un
gran nimero de metabolitos secundarios con potencial terapéutico. Uno de los nuevos tipos
de moléculas producidas por estas bacterias son los lazo péptidos. Estos se caracterizan por
formar un lazo dentro de su estructura y por presentar actividad antimicrobiana, citotoxica
contra diferentes lineas celulares de cancer y actividad inhibitoria de la replicacion de ciertos
virus, entre otras. Nuevos estudios han hallado cepas de Streptomyces en ambientes extremos.
Una de ellas es la cepa Streptomyces sp. HST28 aislada desde el Salar de Huasco en el norte
chileno. Analisis de actividad realizados a este organismo arrojaron potencial antibi6tico,
antifangico y citotéxico, ademés su genoma fue secuenciado dando paso a la realizacion de
mineria de genomas sobre su secuencia.

El presente trabajo se enfoco en la identificacion de los lazo péptidos presentes en Strep-
tomyces sp. HST28 y su caracterizacion. Para esto se utilizd la estrategia de minerfa de
genomas ubicando los clisters de genes de estos péptidos, luego estos clisters fueron recons-
truidos de manera bioinformatica. Como segunda etapa se realizo la expresion heterdloga de
cada lazo péptido empleando como huésped Streptomyces coelicolor M1152 y M1154. Una vez
clonados se detect6 el péptido a través de espectrometria de masa y se evalu6 su la actividad.
Paralelamente al estudio de laboratorio se realizdé una investigacion in silico de cada lazo
péptido creando modelos por homologia de secuencia y estructurales, usando como plantilla
o molde lazo péptidos ya descritos y caracterizados estructuralmente, buscando similitudes
en campos electrostaticos, distribuciones de hidrofobicidad y espaciales.

Se encontraron cuatro clisters de genes de lazo péptidos en el genoma de Streptomyces sp.
HST28, nombrados como LP1, LP2, LP3 y LP4. Tres de estos lazo péptidos fueron clasificados
como clase IT y uno de clase I (LP1). La organizacion de sus clasters es acorde a lo encontrado
en bibliografia a excepcion del de LP3. Las secuencias codificantes para los cuatro péptidos
se clonaron en el vector plJ10257, que posee el promotor constitutivo ermE*. Solo LP1 y
LP3 fueron clonados exitosamente en S. colelicolor M1152, el producto predicho para LP1
no fue encontrado en los clones analizados por espectrometria de masa. En la investigacion
in silico se logré modelar los cuatro lazo péptidos y se realiz6 una comparacién preliminar
con otras estructuras, deduciendo que es posible implementar esta metodologia para tener
una aproximacion del comportamiento de estas moléculas.
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Introduccion

Streptomyces productoras de metabolitos secundarios con
potencial terapéutico

Streptomyces son bacterias Gram positivas del filo Actinomycetes estudiadas por su alto
potencial de produccién de metabolitos secundarios con accién antimicrobiana y citotoxica
(Demain and Fang, 2000; Madigan et al., 2015). Cerca del 50 % de los Streptomyces que se han
aislado producen antibioticos (Madigan et al., 2015). Estas bacterias se caracterizan por ser
cosmopolitas, esto quiere decir que se han encontrado en diferentes tipos de ambientes. Otras
caracteristicas que las destacan son su capacidad esporulante, la gran capacidad metabélica
que poseen y ademas pueden producir una cantidad considerable de metabolitos secundarios.
Estos metabolitos especializados son producidos por rutas de biosintesis codificados en el
genoma de las bacterias. Los genomas de Streptomyces estan dotados con varios de estas
rutas de biosintesis (Hodgson, 2000).

El estudio de nuevos Streptomyces da paso al descubrimiento de alternativas para el trata-
miento de enfermedades y la bisqueda de nuevos antibidticos que combatan microorganismos
dificiles de tratar por la mutaciones que han, experimentado haciéndolos resistentes a los me-
dicamentos ya existentes (Hein, 2017). Otra aplicacion importante es como alternativa al
estudio de curas para el cancer debido a la actividad citotoxica que se a encontrado en varios
de estos organismos.

Streptomyces sp. HST28: caracteristicas y potencialidad como pro-
ductora de agentes terapéuticos

La cepa Streptomyces sp. HST28 fue aislada desde el Salar de Huasco que esta localizado
a 3800 metros sobre el nivel del mar (Cortés and Dorador, 2017).

Las condiciones ambientales en este lugar son extremas: bajas temperaturas (media 5°C),
alta oscilacion de temperatura (de —20°C a 20°C), baja presion atmosférica (> 40 %), alta
radiacion solar (< 1100Wm?), alta salinidad (Cortés, 2014; Vega, 2016).

Luego de ser aislada, el extracto de la cepa fue probado a través de bioensayos, los resulta-
dos se muestran en las Tablas 1, 2 y 3 (Cortés and Dorador, 2017). Se destaca la efectividad
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en la inhibicion bacteriana y su alta citotoxicidad.

Tabla 1: Actividad Antibidtica de la cepa Streptomyces sp. HST28. Extractos probados a una
concentracion de 1% p/v, y los resultados estan expresados como porcentaje de inhibicion
del crecimiento.

Tipo Patégena Humana Fitopatogena
Methicillin- . . .
Extracto-Medio Stqpylocgccus resistant Staphy- Propionibacterium Xam‘thomonas Erwinia amy-
epidermis acnes campestris lovora
lococcus aureus
HST28-GYM 97 98 100 100 22
HST28-SPM 100 100 100 100 -

En la tabla 1 se observa la efectividad antibiotica de la cepa en la mayoria de los patogenos
probados, menos en Erwinia amylovora.

Tabla 2: Actividad Antiftiingica de la cepa Streptomyces sp. HST28. Extractos probados a una
concentracion de 1% p/v, y los resultados estan expresados como porcentaje de inhibicion
del crecimiento.

Tipo Pat6égena Humana Fitopatogena
Extracto-Medio Candida albi- | Trychophyton Septoria tritici Phythophtora in-
cans rubrum festans
HST28-GYM 45 37 94 27
HST28-SPM 39 29 89 25

Tabla 3: Actividad Citotdxica de la cepa Streptomyces sp. HST28. Extractos probados a una
concentracion de 1% p/v, y los resultados estan expresados como porcentaje de inhibicion
del crecimiento.

Tipo Linea Celular
Extracto-Medio | NIH-3T3 | HepG2
HST28-GYM 100 100
HST28-SPM 97 100

Los extractos en las Tablas 1, 2 y 3 fueron probados a una concentracion de 1% p/v, y
los resultados estan expresados como porcentaje de inhibicion (Cortés and Dorador, 2017),
GYM y SPM son dos medios diferentes que se utilizan para expresion especifica de metabolitos
secundarios.

Estas pruebas otorgan una base para la investigacion de los metabolitos presentes en la
cepa, uno de estos son los Lazo Péptidos, algunos de estos péptidos reportados han presentado
actividad antimicrobiana a deméas de otras actividades biologicas (Hegemann et al., 2015).



Metabolitos Secundarios: Lazo Péptidos sus caracteristicas
y actividades terapéuticas

Los metabolitos secundarios son moléculas pequenias encontradas en el metabolismo de
diferentes organismos, tanto animales, platas o bacterias, sus funciones son principalmente
de supervivencia para el ellos, como ataques de agente externos, invasion de otro organismo,
etc. (Demain and Fang, 2000). La produccion de metabolitos secundarios muchas veces esta
asociada a la disminucion de nutrientes de crecimiento en el medio (Avignone-Rossa et al.,
2013), estos no son esenciales para el crecimiento celular (Vaishnav and Demain, 2011).

Estudios reciente han determinado que los Streptomyces son grandes productores de meta-
bolitos secundarios con con diversas actividades, los lazo péptidos son uno de esto (Avignone-
Rossa et al., 2013; Bibb, 2005).

Caracteristicas estructurales y gendémicas de los lazo péptidos

Los lazo péptidos son conocidos por su potencial terapéutico y antimicrobiano (Hegemann
et al., 2015), su descubrimiento es reciente, por lo tanto existen pocos caracterizados comple-
tamente. A pesar de esto, debido a sus buenos resultados como posibles agentes terapéuticos,
su estudio cobra una importancia relevante.

Estos péptidos estan clasificados en tres grupos, dependiendo del nimero de enlaces disul-
furo que tenga en su configuracion. Lazo péptidos de clase I tiene dos enlaces disulfuro, los
de clase II no tienen y los de clase III tiene solo uno de estos enlaces (tal como se muestra
en la Figura 1).

Clase | Clase Il Clase llI

Lazo

Anillo

y o ciclo ))) :

Siamycin type (class 1) Anantin (class Il) BI-32169 (class Ill)

iLGXGSINDlFAGIGYAXVIFW éFIGWGN&IFGHYSGDF éLPWGIPSDIPéWNTPWAI

Figura 1: Diagrama de la estructura 3D de las diferentes clases de lazo péptidos (Maksimov
et al., 2012a). La figura muestra las partes principales de la estructura del péptido como son
el lazo (en verde), el anillo o ciclo (en rojo) y la cola (en naranjo). Ademaés, se agregaron las
secuencias aminoacidicas de 3 lazo péptidos representativos de cada clase y donde se situan
los enlaces de la estructura secundaria caracteristicos en cada uno.

Los lazo péptidos pertenecen a la familia de péptidos bacteriales sintetizados ribosomal-



mente y modificados post-transcripcionalmente por enzimas especificas (RiPPs, por sus siglas
en inglés) (Li et al., 2015b). Los primeros estudios de estas moléculas han mostrado que la
identificacion de sus clasters es bastante sencilla, ya que tienen una estructura comun, las
partes principales son las siguientes:

e Prepéptido o péptido precursor (A): secuencia donde esta contenida la informacion
del lazo péptido.

e Ciclasa (C): proteina encargada de ayudar a la formacion del ciclo en el lazo.

e Factor sigma (B1): corresponde al dominio N-terminal de la proteina B (Hegemann
et al., 2015; Li et al., 2015b).

e Proteasa (B2): corresponde al dominio C-terminal de la proteina B (Hegemann et al.,
2015; Li et al., 2015b).

e ABC Transportador (D): proteina transportadora presente en algunos cluster de
lazo péptidos.

e Otros (E/F): dominios que se encuentran dentro del cluster pero no tienen una funcion
para la maduracion del péptido, se pueden encontrar como enzimas de oxidoreduccion,
no se conoce su funcién especifica.

Estas partes en general se organizan como muestra la Figura 2, donde el dominio del
prepéptido siempre esta antes de los dominios C, Bl y B2 (siempre juntos en diferentes
posiciones). Estos dominios son los encargados del procesamiento y plegamiento final del lazo
péptido. La proteina transportadora y otros dominios se pueden encontrar antes o después
de este grupo.

) ) e s )

Organizacién de cluster para: Chaxapeptin, Cattlecin, Achromosin

§ e )

Organizacién de cluster para: SRO15-2005

iii)@> c >Bl\32> D > E/F>

Organizacién de cluster para: Sviceucin

Figura 2: Esquema de clusters de lazo péptidos presentes en Streptomyces. Los clisters repor-
tados hasta ahora en cepas de Streptomyces mantienen esta organizacion en Actinobacteria
en general (Hegemann et al., 2015; Kaweewan et al., 2017; Sugai et al., 2017; Zhu et al.,
2016). A: péptido precursor o prepétido, C: ciclasa, B1: factor sigma, B2: proteasa, D:
ABC transportador, E/F: otros dominios.



Principales Lazo péptidos producidos por cepas de Streptomyces

Estos péptidos han sido encontrados en diversos tipos de organismos destacando en parti-
cular los Streptomyces. También se ha descrito su estructura y en algunos casos su funciona-
lidad. A modo de ejemplo en la Tabla 4 se muestra una lista de lazo péptidos encontrados en
Streptomyces y su funcion. Se puede apreciar que resaltan algunos por su actividad inhibidora
o antagonista de lineas celulares de cancer (actividad citotoxica).

Tabla 4: Lista de lazo péptidos encontrados en cepas de Streptomyces con su nombre, clase,
organismo y actividad*.

Nombre Lazo Clase Cepa Actividad Referencia
Péptido
Aborycin/RP I Streptomyces Actividad antimicro- (Helynck et al.,
71955 griseoflavus biana, inhibidor de 1993; Potterat
VIH et al., 1994)
Siamycin type I Streptomyces Inhibidor de la fusion (Tsunakawa
spp. y replicacion del VIH et al., 1995)
Chaxapeptin II Streptomyces Inhibidor de la linea (Elsayed et al.,
leevwenhoekii celular de cancer de 2015)
Ch8 pulmon A549
RES-701 type IT Streptomyces sp. Inhibidor del receptor (Morishita et al.,
RE-701/RE-896 tipo-b de la endotelina  1994)
SRO15-2005 II Streptomyces ro- Sin actividad encon- (Kersten et al.,
$€08poTUs trada 2011)
Sungsanpin IT Streptomyces sp. Inhibidor de la linea (Um et al., 2013)
celular de cancer de
pulmoén A549
Achromosin II Streptomyces Actividad antimicro- (Kaweewan
achromogenes biana et al., 2017)
Anantin I1 Streptomyces Inhibidor del factor (Vega, 2016)
coerulescens atriurético articular
Cattlecin II Streptomyces Sin actividad encon- (Sugai et al.,
cattleya trada 2017)
Sviceucin/ I1 Streptomyces Actividad antimicro- (Li et al., 2015a)
SSV-2083 SVICEUS biana
BI-32169 111 Streptomyces sp. Inhibidor del receptor (Knappe et al.,
DSM 14996 del glucagon 2010;  Potterat
et al., 2004)
* (Elsayed et al., 2015; Hegemann et al., 2015; Maksimov et al.; 2012a).

Esos antecedentes dan base suficiente para realizar estudios de busqueda dirigida para
lazo péptidos en Streptomyces especificamente en la cepa Streptomyces sp. HST28. Para esta
busqueda dirigida se utiliza la estrategia "mineria de genomas".
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Mineria de genomas como herramienta para la identifica-
cién de nuevos clister de genes biosintéticos

Desde siempre se han buscado nuevas moléculas bioactivas que puedan ser utilizadas de
manera terapéutica. En los ultimos anos se desarrollaron diferentes técnicas de secuenciaciéon
que permitieron conocer los genomas completos de varios organismos (Zerikly and Challis,
2009), por lo tanto han facilitado la busqueda de nuevos genes de lazo péptido.

Se crearon bases de datos publicas con estos genomas que permitieron el desarrollo de
herramientas bioinforméticas capaces de analizar los genomas e identificar nuevos productos
(Corre and Challis, 2009; Nett et al., 2009). Teniendo esta informacion se fueron reconstru-
yendo los claster biosintéticos de cada organismo a partir de moléculas ya estudiadas y de
su estructura gendmica. Asi es como nace la mineria de genomas (Corre and Challis, 2009;
Kersten et al., 2011; Nett et al., 2009).

Por consiguiente la mineria de genomas se define como el uso de herramientas bioinfor-
maticas, genética molecular y analisis quimico de los productos de los cltusters encontrados
en el genoma de un organismo basandose en clisters ya estudiados y reportados en bases de
datos (Bachmann et al., 2014; Gomez-Escribano and Bibb, 2013).

Para realizar esta biisqueda primero se debe tener la secuenciaciéon del genoma del orga-
nismo; se procede a la anotacion de él a través de plataformas como RAST (Aziz et al., 2008;
Brettin et al., 2015; Overbeek et al., 2014), luego se realiza una homologia de secuencias con-
tra bases de datos de metabolitos secundarios anotados de otros organismos, utilizando otras
herramientas bioinfomaticas, tales como PRISM (Skinnider et al., 2015, 2016) y antiSMASH
(Blin et al., 2013; Medema et al., 2011; Weber et al., 2015), las que tienen la particularidad de
dar una prediccion estructural del metabolito secundario encontrado. Con este procedimiento
no solo se obtiene la descripciéon del metabolito, sino que, se puede obtener el claster putativo
que codifica para esta molécula, que incluyen las proteinas chaperonas, de transporte, etc.

Una vez realizada esta identificacion in silico se debe comprobar la presencia de estos clus-
ters en el organismo. Con esta finalidad se utilizan principalmente dos métodos: la expresion
homologa, donde se busca la produccion de los metabolitos por el organismo sometiéndolo a
modificaciones transcripcionales, transduccionales o de elementos metabolicos con la finalidad
de activar las vias de produccién, y la expresion heterologa en super hospederos, que consiste
en el clonamiento del cluster biosintético en un organismo diferente al microorganismo nativo
productor del metabolito (Bachmann et al., 2014; Scheffler et al., 2012). Esta tltima técnica
es la mas utilizada en el caso de Streptomyces (Bachmann et al., 2014; Gomez-Escribano and
Bibb, 2013).



Expresion heterdloga para la produccion eficiente de metabolitos de
interés

Expresion heterdloga es un mecanismo que consiste en clonar los cluster biosisntéticos en
cepas de expresion y analizar su producciéon de metabolitos para identificar nuevos compuestos
(Bachmann et al., 2014). El componente clave para una expresion heterdloga exitosa es la
eleccion del super hospedero o super host (organismos donde se clonaré el material genético),
se debe buscar una especie hospedadora genéticamente relacionada con el organismo desde
donde se aislaron los genes (Castro Figueroa, 2015; Gomez-Escribano and Bibb, 2013; Li
et al., 2015b). Para esto se han realizado estudios donde se crean cepas especificas que tienen
delecionadas sus vias de produccién de metabolitos secundarios, lo que hace mas facil el
reconocimiento de nuevas moléculas al utilizar técnicas de espectrometria de masa (Gomez-
Escribano and Bibb, 2011, 2013).

Descripcién del proyecto y justificaciéon

El proyecto que se presenta a continuacién buscé encontrar nuevos lazo péptidos en el
genoma de Streptomyces sp. HST28 y luego caracterizarlos. Para esto se estudié bioinfor-
maticamente el genoma de Streptomyces sp. HST28 para identificar los clasters de genes
especificos que podrian codificar una lazo péptido. Una vez identificados los clusters se pro-
cede a su caracterizacion y clasificacion tedrica. Un paso extra realizado fue el modelamiento
estructural en 3D de los lazo péptidos utilizando homologia de estructuras contra otros lazo
péptidos encontrados en bibliografia. Como segunda etapa se realizé el clonamiento hete-
rologo de los clisters de genes identificados, fue escogida esta metodologia por la eficiencia
reportada en bibliografia. Por ultimo se analizé la produccién de los péptidos en los clones
obtenidos.



Objetivos

Objetivo General

Identificar genes de biosintesis de lazo péptidos presentes en Streptomyces sp. HST28 y
caracterizar al menos uno de estos lazo péptidos, para luego evaluar la bioactividad especifica
que posee.

Objetivos Especificos

1. Identificar y reconstruir utilizando bioinformética, los clisters de genes de los lazo
péptidos presentes en el genoma de Streptomyces sp. HST28

2. Expresar heter6logamente los clusters en el super huésped Streptomyces coelicolor M1152
o M1154.

3. Detectar los péptidos en los extractos del cultivo microbiano y caracterizaciéon a través
de espectrometria de masa (HPLC-ESI-MS/MS).

4. Purificar los péptidos detectados mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon
(HPLC-MS).

5. Evaluar los péptidos purificados mediante bioensayos de actividad antimicrobiana.



Resultados y discusion



Capitulo 1

Identificacidén y reconstruccion de los
clusters de los lazo péptidos

1.1. Resumen

Este capitulo muestra como se utiliza la mineria de genomas para predecir la presencia de
lazo péptidos en la cepa de Streptomyces sp. HST28. Se logré identificar cuatro clusters de
lazo péptidos utilizando esta metodologia y éstos coincidieron, por homologia de secuencia,
con clusters de otros lazo péptidos presentes en bases de datos.

Tres de estos péptidos fueron clasificados como clase Il y el ultimo como clase 1. Fueron
nombrados segin su apariciéon en el genoma como LP1, LP2, LP3 y LP4. Los dominios
encontrados para LP1 y LP2 destacan por la presencia de un transportador a parte del niicleo
biosintético conformado por un prepéptido, una ciclasa, un factor sigma y una proteasa,
presentes en este orden para clusters de Streptomyces en general. El cliuster de LP3 esta
definido solo por el nicleo biosintético y por tltimo LP4 present6 la particularidad de tener
dos dominios para ciclasa, pudiendo ser esto una caracteristica de este claster o indicar que
no es un lazo péptido, siendo necesarios estudios extras.

Como conclusion se obtuvieron cuatro posibles clisters de lazo péptidos con los cuales es
posible trabajar su expresion heterologa y estudio in silico de los péptidos.
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1.2. Metodologia de identificacion, reconstruccion de clus-
ters biosintéticos y analisis bioinformatico

El material genético utilizado para este estudio es de Streptomyces sp. HST28, la secuen-
ciacion de su genoma fue realizada en el trabajo de Cortés (2014), al tener este andlisis se
procedi6 a la prediccion de sus metabolitos secundarios. Para la reconstruccion y anotacion
de sus cluasters se utilizaron las plataformas y programas en siguiente orden:

e RAST (Aziz et al., 2008; Brettin et al., 2015; Overbeek et al., 2014): plataforma para
la anotacion del genoma, solo identifica los dominios que podria codificar una proteina
sin detallar si es parte de un claster o si es un metabolito secundario del organismo.
Utilizado en primer lugar para identificar las proteinas putativas presentes en el genoma.

e PRISM (Skinnider et al., 2015, 2016) y antiSMASH (Blin et al., 2013; Medema et al.,
2011; Weber et al., 2015): plataformas online utilizadas para la identificacion de los clis-
ter biosintéticos, identifican principalmente los clusters de metabolitos secundarios y la
clasificacion de la proteina que codifican. Una vez anotado el genoma, esta plataformas
pueden predecir los clisters dentro de este.

e Artemis (Rutherford et al., 2000) : programa para visualizar y seleccionar los clisters
a utilizar, aqui se analizan los datos obtenidos en las plataformas anteriores.

Luego de tener identificados los clusters especificos de lazo péptidos, se procedié a buscar
las homologias de los genes a través de BLAST (Altschul et al., 1990), aplicando la siguiente
logica:

e Prepéptido o péptido precursor (A): generalmente clasificada como proteina hi-
potética por BLAST.

e Ciclasa (C): identificado en BLAST como gen de la familia asparagina sintasa.

e Factor sigma (B1): identificado en la familia coenzima PQQ para sintesis de proteina
D (PqgD) por BLAST.

e Proteasa (B2): identificado por BLAST dentro de la superfamilia Transglut core3.

e ABC Transportador (D): identificado en BLAST como gen de la familia ABC trans-
porter.

e Otros (E/F): identificado en BLAST como gen para enzimas de oxidoreduccion.

Las letras entre paréntesis son el codigo utilizado para cada dominio con la finalidad de
hacer homologia con la Figura 2.

Teniendo ya identificados los clasters se procedié a la creacion de los partidores que se
utilizardn para clonarlos en vectores de sobre-expresion y clonar heterélogamente los lazo
péptidos.

El vector seleccionado para la clonacion es pIJ10257, que destaca por poseer un promotor
constitutivo ermE* (detallado en el capitulo B) y la maquinaria para realizar una integracion
del material clonado en los sitios A{tP con sistema de integrasa del bacteriofago BT1 en
cepas de Streptomyces. Su descripcion y mapa se puede encontrar en los anexos B y D
respectivamente.
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Cebadores sentido se idearon para que coincidieran con el marco de lectura del promotor,
ubicandolos en el inicio del prepéptido. Cebadores antisentido se ubicaron después del termino
del dominio B2, asi se asegura el clonamiento de los dominios sintéticos, ya que los clisters
completos son muy extensos y su expresion seria mas complicada experimentalmente. Ya
teniendo los cebadores, se validan utilizando la plataforma on line Primer3 plus (Untergasser
et al., 2012).

1.3. Clusters de lazo péptidos identificados en la cepa
Streptomyces sp. HST28

Se identificaron cuatro posibles clisters de lazo péptidos. A cada uno de estos se les nombro
con respecto a su aparicion dentro del genoma, tal como se muestra en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1: Clusters identificados y su posicion en el genoma de Streptomyces sp. HST28.

Nombre Posicion Tamaifio (pb)
LP1 2571700...2577378 5696
LP2 2828231...2832938 4709
LP3 3336204...3338833 2634
LP4 7202783...7205030 2673

El cluster de LP1 se muestra en la Figura 1.1; es posible observar que para este lazo
péptido se pudieron encontrar todos los componentes del clister, incluyendo la proteina
transportadora, y estos coinciden con la homologia tomada.

La imagen 1.1 destaca la secuencia aminoacidica del prepéptido y donde comienza el
péptido, evidenciado la presencia de 2 cisteinas que indican el origen de un enlace di-sulfuro.
Con los criterios anteriores LP1 puede ser clasificado como clase III (ver Figura 2).

En la Figura 1.1.ii se presenta una tabla con las homologias de cada dominio, encontrando
contrates con proteinas presentes en otros Streptomyces y coincidencia con la clasificacion
antes dada. El dominio D de proteina transportadora pude estar un poco lejos de los dominios
principales pero podria pertenecer a la maquinaria del lazo péptido por estar después de los
dominios E y F (Hegemann et al., 2015; Zhu et al., 2016).

Segiin los andlisis de la plataforma PRISM el clister de LP2 es el que se muestra en la
Figura 1.2, este esquema da a conocer dos posibles proteinas transportadoras. Una caracte-
ristica interesante de este péptido es su secuencia aminoacidica, ya que es diferente a la que
se ve cominmente porque comienza con leucina en vez de glicina, este cambio no deberia
afectar el tipo de enlace que se origina al formar el ciclo y su clasificacién corresponderia a
un lazo péptido clase II por no presentar cisteinas en su estructura.

La identificacién por homologia de los dominios del cluster de LP2 arroja que todos ellos
tienen una similitud a los dominios de otros lazo péptidos, incluso el péptido precursor se
homologd con otro en otra especie de Streptomyces.

12



NH \\

”) ORF LP1 Tamaiio (aa) Homologia (%identidad/%similitud) Funcién propuesta
Proteina hipotética STXM2123_385

A 41 [Streptomyces sp. F-3] (80/97) Péptido precursor

c 610 Asparagina sintasa [Streptomyces sp. F-3]  Ciclasa del lazo
(79/99) péptido

B1 85 MULTIESPECIES: Proteina de la familia HPr- e e
rel-A sistema PqqD [Streptomyces] (79/97)

B2 122 Proteina B2 de biosintesis para lazo péptido Proteasa del lazo
[Streptomyces sp. F-3] (83/99) péptido
MULTIESPECIES: Oxidoreductasa LLM clase

E 181 dependiente de flavina [Streptomyces] No conocida
(91/95)
MULTIESPECIES: Oxidoreductasa LLM clase

F 162 dependiente de flavina [Streptomyces] No conocida
(82/90)

D 606 Transportador ABC proteina con unién a Transportador ABC

ATP [Streptomyces sp. F-3] (87/95)

Figura 1.1: Identificacion del cluster de LP1. i) Esquema del claster y secuencia aminoacidica
del péptido precursor, Las letras sobre el cluster representan las funciones codificadas. Se
utiliza la misma nomenclatura que en la Figura 2. ii) Partes del clister, tamafo, homologia
segtin BLAST de cada parte y funcién propuesta con respecto a la prediccion.

i) A C B1 B2 D1 D2

n) Em— || — ) >

MKKTYEAPTLVRLGTFREKTG-LLQRSGN DRVI:i LSKN
|

NH g\

A\

.. o]

ii)

ORF LP2 | Tamaiio (aa) Homologia (%identidad/%similitud) Funcién propuesta
Proteina de la familia RiPP que contiene el
A 70 péptido lider del lazo [Streptomyces Péptido precursor

leeuwenhoekii] (92/50)

Proteina de la familia asparagina sintetasa B Ciclasa del lazo

¢ 626 [Streptomyces luteus] (89/97) péptido
Familia PqqD chaperona de la biosintesis del
B1 66 lazo péptido [Streptomyces glaucescens] Factor sigma
(85/98)
B2 285 Proteina B2 de biosintesis para lazo péptido Proteasa del lazo
[Streptomyces sp. Alain-F2R5] (96/47) péptido
Transportador ABC, proteina con unién a
T AB
b1 L) ATP [Streptomyces pactum] (88/68) ISP Er A
D2 60 Transportador ABC [Streptomyces pactum] Transportador ABC

(85/98)

Figura 1.2: Identificacion del claster de LP2. i) Esquema del clister y secuencia aminoacidica
del péptido precursor, Las letras sobre el cluster representan las funciones codificadas. Se
utiliza la misma nomenclatura que en la Figura 2. ii) Partes del claster, tamano, homologia
segtin BLAST de cada parte y funcién propuesta con respecto a la prediccion.
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Respecto al cluster de LP3 descrito en la Figura 1.3, se observa que este presentd simili-
tud con dominios de cltusters de otros lazo péptidos descritos en literatura. Este clister en
particular no tiene la presencia de un dominio transportador.

NH
\\O

i)
ORF LP3 = Tamaiio (aa) Homologia (identidad/%similitud) Funcién propuesta
Proteina de la familia RiPP que contiene el
A 44 péptido lider del lazo [Streptomyces Péptido precursor
bingchenggensis] (45/88)
Proteina de la familia asparagina sintetasa B Ciclasa del lazo

¢ 613 [Streptomyces sp. FxanaC1] (60/97) péptido
MULTIESPECIES: Proteina de la familia PqqD

Bl 78 chaperona para biosintesis de lazo péptido Factor sigma
[Streptomyces] (58/97)

B2 134 Proteina B2 de biosintesis para lazo péptido Proteasa del lazo

[Streptomyces reticuli] (91/39) péptido

Figura 1.3: Identificacion del claster de LP3. i) Esquema del claster y secuencia aminoacidica
del péptido precursor, Las letras sobre el cluster representan las funciones codificadas. Se
utiliza la misma nomenclatura que en la Figura 2. ii) Partes del claster, tamano, homologia
segiin BLAST de cada parte y funcién propuesta con respecto a la prediccion.

Una particularidad de LP3 es su tamano, ya que su secuencia aminoacidica final seria solo
de 13 aminoécidos, siendo de los mas pequenos reportados. En promedio los lazo péptidos
tienen sobre 15 6 16 aminoacidos (Hegemann et al., 2015; 1i et al., 2015b), algunos ejemplos
de péptidos pequenos son xanthomonin IT con 14 aminoacidos (Hegemann et al., 2014b),
chaxapeptin con 15 (Elsayed et al., 2015), entre otros. Por la estructura aminoacidica este
lazo péptido se clasifica como clase II.

Por tltimo el LP4 presente en la Figura 1.4 fue encontrado por las plataformas PRISM y
antiSMASH en una primera biisqueda, pero en un segundo anélisis la plataforma PRISM no
lo clasifico como claster de lazo péptido. A pesar de esto se procedié a analizar sus dominios
por BLAST con la finalidad de corroborar a través de homologia si los dominios podrian
pertenecer a un lazo péptido. La Figura 1.4.ii muestra que cada dominio tiene similitud con
otros de lazo péptidos encontrados en literatura.
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NH ——————\
o]
i)
ORF LP4 | Tamaiio (aa) Homologia (identidad/%similitud) Funcién propuesta
Proteina de la familia RiPP que contiene el
A 47 péptido lider del lazo [Streptomyces Péptido precursor

cinnamoneus] (70/56)

c1 305 Proteina de la familia asparagine sintetasa Ciclasa del lazo

[Streptomyces caatingaensis] (87/99) péptido

o) 188 Proteina de la familia asparagine sintetasa (Ciclasa del lazo
[Streptomyces caatingaensis] (83/98) péptido
Proteina de la familia PqqD chaperona para

B1 87 biosintesis de lazo péptido [Streptomyces  Factor sigma
eurocidicus] (68/97,1)

B2 141 Proteina B2 de biosintesis para lazo péptido Proteasa del lazo

[Streptomyces caatingaensis] (87/95) péptido

Figura 1.4: Identificacion del cluster de LP4. i) Esquema del clster y secuencia aminoacidica
del péptido precursor, Las letras sobre el cluster representan las funciones codificadas. Se
utiliza la misma nomenclatura que en la Figura 2. ii) Partes del clister, tamafo, homologia
segtin BLAST de cada parte y funcién propuesta con respecto a la prediccion.

La incongruencia entre ambos analisis se podria explicar al observar los dominios mostra-
dos en la Figura 1.4.i, donde se ven dos posibles sitios de la proteina C (nombrados como
Cl y C2), generalmente esta proteina corresponde a una sola seccion dentro del clister de
lazo péptido (Hegemann et al., 2015; Zhu et al., 2016). Con esta tnica particularidad en el
claster, LP4 se clasifica como clase II.

La creacion de partidores se llevo a cabo siguiendo el protocolo presentado en esta seccion.
Se pone énfasis en esta construcciéon ya que, con estos se realizard la expresion heterdloga
de los clusters, los dominios que seran clonados son: A, B1, B2 y C. No seran clonados los
dominios D y E/F porque no son parte importante dentro de la biosintesis, a deméas por la
dificultad de clonar claster mayores a 3500 pb.

Las consideraciones para crear estos cebadores fueron:

1. Conservar el marco de lectura del primer gen del clister de biosintesis de lazo péptido
para clonarlo corriente abajo del promotor constitutivo ermE* presente en el vector
plJ10257 (detallado en el capitulo B); por esto es que se escogio el sitio de restriccion
Ndel, ya que su corte deja un codén codificante para metionina al inicio del clister
alineado con el marco de lectura requerido.

2. Para escoger el segundo sitio de restriccién se tuvo en cuenta que fuera de extremo
cohesivo y tinico en el vector, HindlII cumplia con esto.

3. La temperatura de alineamiento de la pareja de partidores no debe diferir en mas de
+ 203 °C.

Al final se construyeron los vectores in silico utilizando las plataforma Benchling (2018),
los cuales se pueden ver en el anexo D.
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1.4.

Conclusiones

Se identificaron cuatro clisters de genes de lazo péptidos en el genoma de Streptomyces
sp. HST28.

Se clasifico cada lazo péptido en su clase correspondiente basandose en su secuencia
nucleotidica, LP1 clase III, LP2, LP3 y LP4 clase II.

La arquitectura de los clasters de los lazo péptidos encontrados son consistentes con
los reportados en literatura.

Los partidores fueron disefiados tomando las consideraciones para que pudieran ser
utilizados en la etapa de clonaciéon heteréloga de los clusters.
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Capitulo 2

Modelo tn silico de lazo péptidos

2.1. Resumen

Las herramientas computacionales son muy ttiles en el estudio de nuevas estructuras
biolégicas, particularmente de proteinas y péptidos, los cuales pueden ser disenados en tres
dimensiones solo teniendo su secuencia aminoacidica. Para este proceso se emplea la compa-
racion con estructura de moléculas ya reportadas.

En esta seccion se buscod crear modelos computacionales (in silico) de los lazo péptidos
encontrados en el genoma de Streptomyces sp. HST28 en el Capitulo 1. Con esta finalidad
primero se gener6é una base de datos de las estructuras de lazo péptidos ya encontradas y
descritas, las que fueron analizadas detalladamente, luego se seleccionaron aquellas moléculas
que coincidian con las caracteristicas de los péptidos que se construirian.

Después de la seleccion de templados para los modelos, se cre6 cada uno y posteriormente
es analizado, se describen sus interacciones internas, puentes de hidrégeno, puentes salinos,
interacciones hidrofobicas, los valores de cada residuo en el grafico de Ramachandran, entre
otros.

Los modelos para LP1, LP2, LP3 y P4 fueron creados y caracterizados, luego se calcula
el campo electrostatico de algunos de estos modelos y se contrastan con los campos de
sus templados encontrando algunas similitudes de cargas y espaciales para algunos de los
péptidos, otros no presentaron similitudes.

Una investigacion mas detallada de las interacciones electrostéticas de lazo péptidos ya
descritos podria determinar patrones en relacion a la actividad que estos tengan o formacion
de estructuras complejas.
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2.2. Introduccion

2.2.1. Modelamiento in silico de proteinas y péptidos, usos y ven-
tajas

El modelamiento in silico de proteinas se basa en una construcciéon de modelos 3D rea-
lizando una comparacion entre la secuencia aminoacidica de la proteina objetivo con la de
una o mas estructuras ya predichas, las que se utilizan como templados. El proceso basico
que se utiliza para realizar estas predicciones es hacer primero un alineamiento de los tem-
plados (secuencia aminoacidica) con la proteina objetivo, para con esto construir el modelo
luego evaluarlo a través del grafico de Ramachandran que presenta los angulos tipicos de
cada residuo permitiendo aproximar la estructura predicha a una real (Lovell et al., 2002) y
potencial electrostatico. Si la evaluacion no es favorable se vuelve a la etapa de construccion
del modelo (Fiser et al., 2000; Marti-Renom et al., 2000; Sali and Blundell, 1993).

La utilidad de aplicar esta estrategia es obtener una caracterizacién funcional previa de
proteinas que se estén estudiando recientemente y cuyo estudio en laboratorio no haya sido
realizado atin (Webb and Sali, 2016). Ademas de la prediccion funcional también se puede
utilizar como herramienta de disenio de mutagénesis dirigida y generar una base de datos de
familias de proteinas, ya que para estos modelos se tiene que estudiar detenidamente cada
estructura conocida (Cuff and Barton, 2000).

Para obtener una predicciéon funcional el modelo es sometido a dinamicas moleculares, con
esto se puede ver la estabilidad de la estructura, la energia libre en diferentes estados y la
interaccion sobre compuestos o ligandos de interés (Chen et al., 2009; Plattner et al., 2017;
van Gunsteren and Berendsen, 1990).

Existen algunos problemas con esta metodologia de predicciéon, ya que la relacion entre
secuencia y funcionalidad de las proteinas muchas veces no es directa, si no que depende de
otros factores (Devos and Valencia, 2000). Por otra parte, el resultado del modelamiento por
homologia de secuencias en muchos casos no es correcto, por esto se utiliza paralelamente un
analisis de la estructura 3D del templado (Fiser, 2017).

Por consiguiente en esta seccion se propone la creacion de modelos de lazo péptidos basados
en homologia de secuencias y a analisis estructurales de templados, de esta forma se puede
construir una metodologia para el futuro modelamiento de esta familia de péptidos y su
prediccion funcional.
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2.3. Metodologia para la creacién de modelos 2n silico
especifica para lazo péptidos

El analisis de la estructura 3D de los lazo péptidos basandose en comparaciones con otros
ya estudiados se realizé de la siguiente manera.

1. Se cre6 una base de datos local de los lazo péptidos utilizados para la comparacion.
Archivos obtenidos directamente desde la pagina Protein Data Bank (Berman et al.,
2000; Rose et al., 2017) guardados en formato pdb.

2. Se realiz6 una comparacion de los péptidos, donde se incluyeron sus caracteristicas es-
tructurales 3D, comparacion de secuencias, actividad (si la tuvieran), clase, organismo,
entre otros aspectos.

3. Luego se procedi6 a realizar un alineamiento multiple de la secuencia peptidica contra
la base de datos creada, utilizando el programa Modeller (Fiser et al., 2000; Webb and
Sali, 2016).

4. Con el analisis comparativo y el alineamiento de las secuencias se procedi6 a ver cual
se asemejaba mas a cada lazo péptido y se eligieron los templados a utilizar.

5. Para obtener los modelos se utilizo el programa Chimera (Pettersen et al., 2004), por
su facilidad de visualizar los modelos en el momento a través de su interfaz.

6. Ya creados los modelos, se hizo una primera selecciéon visual, si el modelo lograba formar
el lazo caracteristico o no viendo la cercania de los aminoacidos que forman el enlace
del ciclo.

7. Los primeros modelos seleccionados fueron sometidos a minimizaciéon y dindmica mo-
lecular simple utilizando las herramientas incorporadas en Chimera.

8. Después de estas modificaciones se analizaron los modelos a través de diferentes plata-
formas de validaciéon, donde se buscaron los principales parametros utilizando el grafico
de Ramachandran (Lovell et al., 2002) y el calculo de potenciales electrostaticos.

9. Por ultimo se realizd6 una comparacién de estos con los parametros de sus templados,
asi el que este mas cerca de estos pardmetros se puede validar como modelo teorico.

2.4. Analisis de las caracteristicas estructurales y funcio-
nales de lazo péptidos con estructura 3D reportada

Con la finalidad de generar modelos de lazo péptidos in silico contundentes es que se
cre6 una base de datos de los lazo péptidos con estructuras ya reportadas. Analizando cada
estructura es que se construyeron las tablas G.5, G.6 y G.7 (ver Anexo G.2), desde éstas se
seleccionaron los templados para la construccion de los modelos de LP1, LP2, LP3 y LP4.

Después se analizaron mas a fondo los templados seleccionados para cada lazo péptido y
luego se realizé una comparacion de estos con los modelos resultantes.
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2.5. Diseno y analisis de modelo 2n silico de LP1

Para LP1 se obtuvo la prediccion de PRISM mostrada en la Figura 2.1 donde se revela el
enlace entre D1 y D9, ademés se evidencia un enlace covalente entre las cisteinas C13 y C18.

Trpis Trpis

‘ N Thra
i HyC
Enlace disulfuro yre HO5 0 \ﬁo ’
Asplo HN L&
: Ar
Enlace del ciclo i—<2N/§|\"_{92

RGTWGWDD-YNECWWLG

Figura 2.1: Predicciéon 2D de LP1 realizada por PRISM. Se muestra destacado en café el
enlace disulfuro que se genera entre C13 y C18 y en verde el enlace que forma el ciclo entre
D1y D9.

Empleando esta predicciéon se buscan los templados mas acordes que faciliten la creacion
del modelo para LP1. Utilizando las tablas del Anexo G.2 se seleccionaron los templados
caracterizados en la Tabla 2.1.

El primer templado elegido fue LP2006 (5jpl) debido a que tienen dos cisteinas en su
secuencia por lo tanto es de clase III, al igual que LP1. Este péptido es el tinico de su clase
con estructura estudiada. Algunas diferencias son que en 5jpl el enlace del ciclo es con E8
y LP1 lo deberia realizar con D9, ademas LP1 comienza con D y no con G como pasa con
los lazo péptidos comiinmente, por estas razones se buscaron otros templados que pudieran
satisfacer los requerimientos anteriores.

Los templados seleccionados finalmente fueron Streptomonomicin (2mw3) que comienza
con Sy el ciclo se cierra D8; Chaxapeptin (2n5c) que comienza con G pero su enlace es con
D9 y presenta un porcentaje de identidad mayor a otros posibles templados con respecto
a LP1, también tiene la particularidad de encajar bien en la estructura el residuo que se
encuentra justo antes de atravesar el anillo; por tultimo Caulonodin V (2mlj) comienza con S
pero su enlace es con E9, este templado es el que menor porcentaje de identidad presentaba
con respecto a LP1.

Considerando el analisis anterior, se construyeron modelos preliminares. Estos se genera-
ron a partir de combinaciones de los templados, obteniéndose 20 modelos. El primer filtro
aplicado fue ver la distancia entre los aminoacidos que forman el enlace del ciclo (D1 y D9),
distinguiendo 3 modelos, de los cuales se eligié uno para el analisis detallado.
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Tabla 2.1: Tabla comparativa de templados seleccionados para modelar LP1

PDB: Nombre

5jpl: LP2006

2mw3: Streptomonomicin

Organismo
Referencia
Secuencia
Clase

Largo

N° aa ciclo

N° aa asa

aa antes del ci-
clo

aa después del
ciclo

Nocardiopsis alba

(Warren et al., 2017)
RPNWGFE-NDWS-CVRV

I

17

8

4

S12 (puentes de hidrogeno con E8; F7)

C13 (puentes de hidrégeno con R2, G1)

Streptomonospora alba

(Metelev et al., 2015)
LGSSPYND-ILGYP-ALIVIYP

II

21

9

5

P14

A15 (puentes de hidrégeno con Y7)

Método NMR NMR

Caracteristicas | Enlace disulfuro entre cisteina terminal y cis- | Estructura del ciclo adecuado a P14, poco

estructura tefna que cruza el ciclo, estructura compacta, | compacto, asa cubre enlace del ciclo
ondas suaves en ciclo

Actividad Antimicrobiana Antimicrobiana

PDB: Nombre 2n5c¢: Chaxapeptin 2mlj: Caulonodin V

Organismo Streptomyces leeuwenhoekii Caulobacter sp. (strain K31)

Referencia (Elsayed et al., 2015) (Elsayed et al., 2015)

Secuencia FGSKPLD-SFGL-NFF IGDSGLRE-SMSSQTY-WP

Clase II II

Largo 15 18

N° aa ciclo 8 9

N° aa asa 4 7

aa antes del ci-
clo

aa después del
ciclo

Método
Caracteristicas
estructura

Actividad

L12 (puentes de hidrogeno con G1)
N13 (puentes de hidrégeno con P6, L7)

NMR

Estructura adecuada a L12, enlace del ciclo
cubierto por el asa, estructura compacta con
puentes de hidrogeno

Actividad inhibidora significativa contra li-
nea celular de céncer de pulmoén humano
Ab49, actividad antibacteriana contra bacte-
rias gram positivas

Y16 (puentes de hidrogeno con S1, G3)
W17

NMR

Y16, W17 residuos aromaticos grandes, es-
tructura adecuada a los residuos con ondas
subes en el ciclo, poco compacto con puentes
de hidrogeno

No conocida

La Figura 2.2 muestra el modelo preliminar seleccionado. Se pude destacar la cercania de
los residuos que deberia formar el enlace, en el caso de la formacion del enlace difulfuro las
cisteinas se encuentran alejadas y obstaculizadas por el triptofano 14 (W14).

En la imagen se percibe la forma de lazo caracteristica que se busca, los residuos que
atraviesan el lazo son un acido glutamico (E12) sobre el ciclo y una cisteina (C14) bajo
este, esta configuraciéon se asemeja principalmente al templado 5jpl. Los residuos no estan
acomodados en la estructura y faltan interacciones entre las diferentes partes de la molécula
que hagan que se compacte y sea mas rigida.
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Figura 2.2: Modelo preliminar de LP1, construido con los templados 5jpl, 2mw3 y 2n5c. Se
encuentra coloreados en [yerde| los residuos que forman el enlace (D1 y D9), en [naranjo los

residuos del ciclo, en - los residuos que se encuentran antes y después del ciclo (E12 y
C14), en gris los residuos del asa, en amarillo las cisteinas y en [morado claro| los residuos

de la cola. Asimismo en [GeleSt@ se pueden ver lineas que representan posibles puentes de
hidrégeno que estabilizan la estructura.

La segunda etapa consistio en ajustar la estructura a través de dindmica molecular, para
esto primero se roté C13 y W14 dejando la cisteina en posicion cercana a C18, después se
fuerza un enlace entre cisteinas, a pesar de que la distancia no sea 6ptima. Luego de las
modificaciones se realiz6 la dinamica con la finalidad de que los residuos se ajusten formando
interacciones que compacten y disminuyan la energia de la molécula.

Antes de cada dinamica se someti6 el modelo a una minimizacién con la finalidad de
tener la menor energia posible entre los residuos. Se obtuvieron 5000 cuadros de cada modelo
creado inicialmente, las Figuras 2.3 y 2.4 destacan dos cuadros de modelos diferentes y la
hidrofébicidad de su superficie. El patron de la superficie es muy similar en cada frame,
sobresale una gran regién hidrofilica superior y una pequena hidrofébica donde se encuentra
una leucina (L16) como aminoacido predominante.

Un anélisis mas detallado del modelo de la estructura de LP1-mb-4 se puede encontrar en
la Tabla 2.2. Particularmente aqui las interacciones que estabilizan la molécula se encuentran
equiparadas entre las cadenas laterales y el esqueleto de carbono, recalcando un posible
puente salino entre arginina 2 y acido aspartico 1 (R2 y D1).

Se puede apreciar destacado en amarillo en la Tabla 2.2 la relacion presente entre los
residuos que deberfan formar el enlace, las distancia entre ellos para ambos frame es mayor
a 2,8 A, algo que puede ser mejorado forzando el enlace y luego minimizando la energia de
la estructura. Por otro lado, el enlace disulfuro tiene una distancia de 2,032 y 2,073 (A) en
cada modelo, lo que esta dentro del promedio de distancia para este tipo de enlace.
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Hidrofilico Hidrofébico

(d) Frame 2425 superficie

Figura 2.3: Modelo LP1-m5-4 después de dindmica molecular. (a) y (b) muestran el cuadro
o frame 1333 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la superficie. (c) y (d)
muestran el cuadro o frame 2425 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la
superficie.
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Tabla 2.2: Interacciones por puentes de hidrogeno encontradas en modelo LP1-mb5-4. En
amarillo se encuentra destacada la interaccion donde se deberia formar el enlace del ciclo,
en celeste se destacan los atomos que forman parte del esqueleto de carbono y en blanco los
que se encuentran en las cadenas laterales. Las filas destacadas en rojo son posibles puentes
salinos dentro de la estructura.

Frame 1333 Frame 2425

Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno gls;ar(u_’\l)a ‘ gis};an:l(a_\) Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno Bls:al(lc;)a Bﬁ;alf\cl(d_\)
ASP 1N ASP 9 OD1 ASP 1 H2 2.829 2.070 ASP 1N ASP 9 OD1 ASP 1 H1 2.823 2.082
ASP 1N GLU 12 O ASP 1 H1 2.730 1.827 ASP 1N GLU 12 O ASP 1 H3 2.658 1.766
ASPIN TRP 15 O ASP 1 H3 3.211 2.398 ARG2NE ARG20O ARG 2 HE 2.746 1.799
ARG 2 NE ARG 20 ARG 2 HE 2.711 1.927 ARG 2 NH1 ASP 1 OD2 ARG 2 HH11  2.772 1.781
ARG 2 NH1 ASP 1 0OD1 ARG 2 HH11 2.823 1.852 ARG 2NH1 GLY 170 ARG 2 HH12 2.788 1.850
ARG 2NH1 CYS180 ARG 2 HH12  2.752 1.755 ARG 2NH2 CYS180 ARG 2 HH22 2.674 1.877
ARG 2NH2 ARG20 ARG 2 HH21 2.954 2.240 ARG 2 NH2 CYS 18 OXT ARG 2HH21 2.782 1.973
ARG 2NH2 CYS180 ARG 2 HH22 2975 2.076 GLY 3N GLU 12 OE1 GLY 3 H 2.718 1.778
ARG 2 NH2 CYS 18 OXT ARG 2 HH22 2.794 1.893 THR 4 N ARG 20O THR 4 H 3.039 2.241
GLY 3 N GLU 12 0OE1 GLY 3 H 2.741 1.774 THR 4 OG1 CYS 18 OXT THR 4 HG1 2.582 1.621
THR 4 OGl CYS 18 OXT THR 4 HG1  2.592 1.612 GLY 6 N THR 4 O GLY 6 H 2.789 1.861
TRP 5 NE1 GLU 12 OE2 TRP 5 HE1 2.756 1.796 TRP 7 NE1 TRP 14 O TRP 7 HE1 3.296 2.348
GLY 6 N THR 4 O GLY 6 H 2.803 1.895 TYR10OH ASP10O TYR 10 HH 3.033 2.097
ASP 9N ASN 11 O ASP 9 H 3.099 2.276 ASN 11 N ASP 9 OD1 ASN 11 H 2.958 1.966
TYR10OH ASP10O TYR 10 HH 2.722 1.770 ASN 11 ND2 GLU 12 OE1 ASN 11 HD22 2.744 1.895
ASN 11N ASP 9 OD1 ASN 11 H 2.855 1.844 ASN 11 ND2 GLU 12 OE2 ASN 11 HD22 3.128 2.159
ASN 11 ND2 GLU 12 OE1 ASN 11 HD22 2.744 1.734 CYS 13 N TRP 70 CYS 13 H 2.663 1.712
CYS 13 N TRP 70 CYS 13 H 2.922 1.967 TRP 14 NE1 ASP 8OD2  TRP 14 HE1 2.774 1.770
TRP 14 NE1 ASP8OD2 TRP 14 HE1  2.817 1.835 GLY 17N ASP 1 OD1 GLY 17TH 2.747 1.777
GLY 17 N ASP 1 OD1 GLY 17H 2.845 1.825

Ahora el andlisis para el modelo LP1-m6 es similar al anterior donde en la Figura 2.4
se observa la estructura de dos cuadros del modelo con las respectivas hidrofobicidades en
sus superficies. Leucina 16 (L16) vuelve a destacar como zona hidrofobica, ademas tiene un
anillo hidrofilico marcado contrario, esta configuracion puede determinar alguna interaccion
con otras moléculas o entre estas mismas formando estructuras complejas.

En la Tabla 2.3 se aprecian los puentes de hidrogenos formados en cada caso, existe una
diferencia en la cantidad de puentes formados y también en la configuracion de éstos, en
el frame 2039 se pueden advertir pocas interacciones entre residuos que esten solo en el
esqueleto de carbono, no si en el frame 2987, esto puede significar una mayor compactacion
de la estructura. Dentro de las interacciones se observa un posible puente salino entre arginina
2 y acido aspartico 1 (R2 y D1) en ambas situaciones.

Una cosa importante dentro de la Tabla 2.3 es la interacciéon encontrada entre los residuos
que forman el enlace del ciclo, teniendo distancias entre dtomos menores que en el modelo
anterior. La distancia del enlace disulfuro es similar.
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Figura 2.4: Modelo LP1-m6 después de dindmica molecular. (a) y (b) muestran el cuadro o
frame 2039 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la superficie. (c¢) y (d)
muestran el cuadro o frame 2987 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la
superficie.
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Tabla 2.3: Interacciones por puentes de hidrogeno encontradas en modelo LP1-m6. En ama-
rillo se encuentra destacada la interaccion donde se deberia formar el enlace del ciclo, en
celeste se destacan los a&tomos que forman parte del esqueleto de carbono y en blanco los que
se encuentran en las cadenas laterales.

Frame 2039 Frame 2987
Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno Distancia - Distancia Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno Distancia  Distancia
D.A(A) D-H.A(4) D.A(A) D-H.A (4)
ASP1N ASP 9 OD2 ASP 1 H3 2.633 1.738 ASP1N ASP 9 OD2 ASP 1 H1 2.631 1.785
ASP 1N ASN 11 O ASP 1 H2 2.591 1.722 ASP 1N ASN 11 O ASP 1 H3 2.841 2.009
ASP 1N CYS 13 0 ASP 1 H1 2.638 1.669 ASP 1N CYS 13 O ASP 1 H2 2.778 1.860
ARG 2 NE TRP 14 O ARG 2 HE 2.952 1.976 ARG 2N GLU 12 O ARG 2 H 3.333 2.349
ARG 2 NH1 ASP10OD1 ARG 2 HH11 2.695 1.716 ARG2NE TRP 140 ARG 2 HE 2.888 1.964
ARG 2 NH2 ASP 1 OD2 ARG 2 HH22 2.792 1.854 ARG 2 NH1 ASP 1 OD2 ARG 2 HH11 2.813 1.912
ARG 2NH2 TRP 140 ARG 2 HH21  2.988 2.081 ARG 2 NH2 ASP10D2 ARG 2 HH22 2827 1.963
GLY 3 N ASN 11 O GLY 3 H 3.258 2.300 ARG 2 NH2 TRP 14 O ARG 2 HH21 2.715 1.796
THR 4 N GLU 12 O THR 4 H 3.298 2.400 GLY 3N ASN 11 O GLY 3 H 2.972 1.955
THR 4 OG1 CYS 18 OXT THR 4 HG1 2.769 1.809 THR 4 N GLU 12 O THR 4 H 2.776 1.911
TYR 10N ASP 9 OD1 TYR 10 H 2.606 1.622 THR 4 OG1 CYS 18 OXT THR 4 HG1 2.711 1.703
ASN 11N ASP 9 OD1 ASN 11 H 2.994 2.003 TRP 5 NE1 GLU 12 OE2 TRP 5 HE1 3.004 2.091
ASN 11 ND2 GLU 12 OE1 ASN 11 HD21 3.065 2.279 ASP 8 N ASP80OD2 ASP8H 2.684 1.840
CYS 13 N TRP 70O CYS 13 H 3.029 2.146 TYR 10 OH ASP 1 OD1 TYR 10 HH 2.744 1.815
TRP 15 N CYS 18 OXT TRP 15 H 2.748 1.885 ASN 11 N ASP 9 OD1 ASN 11 H 3.134 2.132
LEU 16 N CYS 18 O LEU 16 H 3.007 2.018 ASN 11 ND2 GLU 12 OE1 ASN 11 HD21 2.820 1.855
GLY 17 N CYS 18 O GLY 17 H 2.811 1.838 TRP 14 N CYS 18 OXT TRP 14 H 2.789 1.792
TRP 14 NE1 ASP90OD2 TRP 14 HE1 2.787 1.856
TRP 15 N CYS 18 O TRP 15 H 3.337 2.617
TRP 15 N CYS 18 OXT TRP 15 H 2.818 1.792
LEU 16 N CYS 18 O LEU 16 H 2.866 1.853
GLY 17 N CYS 18 O GLY 17H 2.863 1.880

2.5.1. Analisis de los angulos de los residuos para modelos de LP1
a través del grafico de Ramachandran

La Figura 2.5 muestran los gréificos de Ramachandran de los modelos LP1.

Evaluando cada modelo, LP1-m5-4 presenta la mayor parte de sus residuos dentro de las
zonas favorables y permitidas del grafico, pero tiene dos residuos en la zona atipica, lejos de
los sectores azules, acido aspartico 9 (D9) y cisteina 13 (C13), estos son de los residuos mas
importantes dentro de la molécula, por esto es desfavorable que no cumplan con los dngulos
permitidos por el grafico. Si analizamos la Tabla G.8 este problema no se encuentra en los
templados utilizados.

El modelo LP1-m6 también tiene la mayor parte de sus residuos dentro de las areas
favorables y permitidas, en el caso del frame 2039 se presentan dos residuos en la region
atipica, glicina 6 (G6) y acido glutamico 12 (E12), pero la glicina al ser un aminoacido
pequeno, sin cadena lateral y poco impedimento estérico, se puede presentar en zonas atipicas,
por esto la tinica complicacion seria con E12 que esta justo antes del ciclo.

Para el frame 2987 de LP1-m6 se agregan dos residuos mas a la zona atipica, es decir, tiene
cuatro residuos en esta region, glicina 6 (G6), acido glutadmico 12 (E12), glicina 17 (G17) y
tirosina 10 (Y10), el caso de G17 es parecido al de G6 ya analizado, en cambio Y10 presenta
un impedimento estérico mayor al ser un residuo aromatico por lo tanto su presencia en zona
atipica es desfavorable para el modelo, en este caso al ubicarse justo al borde de las zonas
azules se puede dar una excepcion en el residuo.
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#7471 GenerallPre-Pro/Proline Favoured % 4 General/Pre-Pro/Proline Allowed {4 GeneralPre-Pro/Proline Favoured 4  GenerallPre-Pro/Proline Allowed

x Glycine Favoured x Glycine Allowed x Glycine Favoured x Glycine Allowed
Ndmero de residuos en regién favorable 13 (81,2%) Ndmero de residuos en region favorable 10 (62,5%)
Numero de residuos en regién permitida | 1(6,2%) Numero de residuos en regién permitida 4 (25%) ‘
Nidmero de residuos en region atipica 2(12,5%) Numero de residuos en regién atipica 2(12,5%)

(a) Modelo LP1-m5-4 frame 1333 (b) Modelo LP1-m5-4 frame 2425

[#A"  GenerallPre-Pro/Proline Favoured  # 4 General/Pre-Pro/Proline Allowed [# 4" GenerallPre-Pro/Proline Favoured % 4 General/Pre-Pro/Proline Allowed

X Glycine Favoured % Glycine Allowed

x Glycine Favoured x Glycine Allowed

Ndmero de residuos en regién favorable 6(37,5%) Numero de residuos en region favorable 7 (43,8%)
Ndmero de residuos en regién permitida 8 (50%) Numero de residuos en region permitida | 5(31,2%)
Ndmero de residuos en region atipica 2(12,5%) Numero de residuos en regién atipica 4(25%)

(c) LP1-m6 frame 2039 (d) LP1-m6 frame 2987

Figura 2.5: Gréficos de Ramachandran para los modelos de LP1 (Lovell et al., 2002). Los
puntos marcados en rojo son aquellos residuos que se encuentran en las zonas atipicas del
gréfico.
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2.6. Diseno y analisis de modelo 2n silico LP2

El modelamiento de LP2 fue realizado con el mismo procedimiento que LP1. La Figura
2.6 muestra el enlace del ciclo entre leucina 1 (L1) y 4cido aspartico 8 (D8).

NH
/ﬂ\ Arga NH,
H,N" “NH

@]
Glna

0 LQRSGND-RLILSKN
\E\/C% Leuz
Ser \iNH O;\ /“\/CHE; Leus

0] HN

Enlace del ciclo

NH> HN A
; Sps Leuiz
?_eum CH, Ly514
ASH?O HN CH3
CH3 O
H
N Aspis
, (0]
Ar H3C
HZN/&NHQQ I|811 Ser13 HO 0 H2N

Figura 2.6: Prediccién 2D de LP2 realizada por PRISM. Se muestra destacado en verde el
enlace que forma el ciclo entre L1 y DS8.

Analizando la secuencia aminoacidica y las anotaciones de las Tablas del Anexo G.2 se
tienen las siguientes observaciones: en todas las estructuras de menos de 17 aminoacidos las
asas tienen entre 3 y 4 residuos, a lo menos presentan 2 residuos en la cola, si el residuo
antes del ciclo es aromatico el que estd a continuaciéon también lo es, cuando el residuo antes
del ciclo no es aromatico se cumple que es mas grande o similar en tamano (para el caso
glicina-glicina) que el de después.

Con las observaciones anteriores se examina la secuencia de LP2, concluyendo que leucina
12 (L12) es el aminoécido que deberia estar antes del ciclo porque serina 13 (S13) es de un
tamano menor, el asa quedaria con 4 residuos y la cola con 3. Para que el modelo ajuste
correctamente la leucina, se seleccionaron los templados presentes en la Tabla 2.4, los cuales
cumplen con tener una leucina antes del ciclo y 4 aminoécidos en el asa.

Se construyeron alrededor de 20 modelos, luego se analiz6 la ubicacion de los residuos que
forman el enlace y desde ahi se seleccionan los modelos que mas se ajustan a los requeri-
mientos. Uno de los modelos que cumplia con las especificaciones es el que se muestra en la
Figura 2.7. Se observa que la leucina 12 (en rosado) se encuentra justo por encima del anillo
y serina 13 por debajo, cumpliéndose con los supuestos planteados.

Las dinamicas moleculares realizadas a este modelo buscan compactar la estructura, for-
mando asi la mayor cantidad de interacciones entre sus atomos. En las Figuras 2.8 y 2.9 se
muestran dos modelos de LP2 sometidos a dindmica molecular, produciendo 5000 cuadros de
cada uno, después de una evaluacién preliminar de todos los cuadros se detallan dos frame
de cada modelo.
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Tabla 2.4:

Tabla comparativa de templados seleccionados para modelar LP2

PDB: Nombre

5xm4: Subterisin

2n5c: Chaxapeptin

Organismo
Referencia
Secuencia
Clase

Largo

N° aa ciclo

N° aa asa

aa antes del ci-
clo

aa después del
ciclo

Método
Caracteristicas
estructura

Actividad

Novosphingobium subterraneum

(Kuroha et al., 2017)
PPGDRIE-FGVL-AQLPG

T

17

8

4

L12

A13 (puentes de hidrogeno con R6)
NMR
Ciclo ondas suaves, estructura compac-

ta

No conocida

Streptomyces leeuwenhoekii

(Elsayed et al., 2015)
FGSKPLD-SFGL-NFF

11

15

8

4

L12 (puentes de hidrégeno con G1)

N13 (puentes de hidrogeno con P6, L7)

NMR

Estructura adecuada a L12, enlace del
ciclo cubierto por el asa, estructura
compacta con puentes de hidrégeno
Actividad inhibidora significativa con-
tra linea celular de cancer de pulmoén
humano Ab549, actividad antibacteria-
na contra bacterias gram positivas

Figura 2.7: Modelo preliminar de LP2, construido con los templados 5xm4 y 2n5c. Se en-
cuentra coloreados en [werde los residuos que forman el enlace (L1 y D8), en maranjo| los

residuos del ciclo, en - los residuos que se encuentran antes y después del ciclo (I.12
y S13), en gris los residuos del asa y en [morado claro los residuos de la cola. Asimismo en

- se pueden ver lineas que representan posibles puentes de hidrogeno que estabilizan

la estructura.

El modelo LP2-m2-1 (Figura 2.8) tiene representada la hidrofobicidad de su superficie en
2.8.b y 2.8.d, estas iméagenes muestran dos zona bien delimitadas, una hidrofébica y otra
hodrofilica, el sector hidrofobico esta conformado por todas las cadenas laterales de leucina
e isoleucina de la estructura, en la parte neutra se encuentras las serinas (5 y 13) y el resto
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de los residuos forman la zona azul hidrofilica. Esta configuracion podria determinar algin
tipo de interacciéon entre los péptidos o con otras agentes.

=\
N -K' Zzas.
Ly 47
X \,‘/1'\’"%:,
».

<.

Hidrofilico Hidrofébico

(d) Frame 3780 superficie

Figura 2.8: Modelo LP2-m2-1 después de dinamica molecular. (a) y (b) muestran el cuadro
o frame 1386 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la superficie. (c¢) v (d)
muestran el cuadro o frame 3780 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la
superficie.
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Tabla 2.5: Interacciones por puentes de hidrogeno encontradas en modelo LP2-m2-1. En
amarillo se encuentra destacada la interaccion donde se deberia formar el enlace del ciclo, en
celeste se destacan los atomos que forman parte del esqueleto de carbono, en blanco los que
se encuentran en las cadenas laterales y en rojo los que forman posibles puentes salinos.

Frame 1386 Frame 3780

Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno glgt;l(lf\l; gﬁ;(m;?_\) Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno glsf\(u(l(;;l gi;(ui\(l(d&)
LEU1N ASP 8 OD2 LEU 1 H3 2.916 2.152 LEU 1N ASP 8 OD1 LEU 1 H2 2.687 1.857
LEU 1N ILE 11 O LEU 1 H2 2.708 1.778 LEU 1N LEU 12 O LEU 1 H1 3.006 2.105
ARG 4N SER 13 O ARG 4 H 2.747 1.958 GLN 3 N GLN 3 OE1 GLN 3 H 2.961 2.235
ARG 4 NH2 GLN 30O ARG 4 HH22 2.822 1.935 ARG 4N SER 13 O ARG 4 H 3.162 2.167
SER 5 N SER 13 O SER 5 H 2.990 2.259 ARG 4 NE GLN 3 O ARG 4 HE 2.680 1.700
ARG 9 NE ASP 8 O ARG 9 HE 2.736 1.820 ARG 4 NH2 GLN 3 O ARG 4 HH22  3.297 2.539
LEU 10 N ASP 8 OD2 LEU 10 H 3.051 2.101 SER 5 N SER 13 O SER 5 H 3.098 2.372
SER 13 N GLY 6 O SER 13 H 2.751 1.816 ‘ SER 5 OG LYS 14 O SER 5 HG 2.486 1.605
LYS 14 NZ ASN 15 O LYS 14 HZ2 2.795 1.794 GLY 6 N ARG 40O GLY 6 H 2.895 1.907
ASN 15 ND2 ASN 15 OXT ASN 15 HD21 2.919 1.958 ‘ ASN 7ND2 LEU 10 O ASN 7 HD22  2.880 1.903
ASP 8 N ILE 11 O ASP 8 H 2.597 1.712
| ARGYNE  ASP 8O ARG9HE 2790 1.873
ARG 9 NH2 ASP 8 OD1 ARG 9 HH21  3.077 2.186
ARG 9 NH2 ASP 8 OD2 ARG 9 HH21 2.741 1.890
ILE 11 N ASP 8 OD2 ILE 11 H 2.900 1.951
SER 13 N GLY 6 O SER 13 H 3.070 2.193
‘ LYS 14 NZ ASN 15 O LYS 14 HZ3 2.645 1.642
ASN 15 ND2 GLN 3 OE1 ASN 15 HD22 3.049 2.164
ASN 15 ND2 ASN 15 OXT ASN 15 HD21 2.887 1.906

En la Tabla 2.5 se aprecian las interacciones encontradas en cada frame del modelo LP2-
m2-1, el frame 1386 tiene menos interacciones, esto puede deberse a su cercania del comienzo
de la dinamica, ya que, en un principio se relaja la estructura y al pasar la simulacién
se van acomodando los atomos buscando disminuir la energia creando relaciones con otros
(Chen et al., 2009; Karplus and McCammon, 2002), las interacciones creadas en este caso
son mayoritariamente en el esqueleto de carbono. El frame 3780 posee mas vinculos dentro
de su estructura, siendo predominantes también las formadas con el esqueleto de carbono,
una singularidad de este cuadro es que muestra un posible puente salino entre arginina 9
(R9) y acido aspartico 8 (D8), esta interaccion puede ser contraproducente con la formacion
del enlace del ciclo entre L1 y D8 (relacion destacada en amarillo en la tabla), en el caso de
formarse el lazo, este puente salino no serfa posible porque D8 es el tinico aminoécido de la
estructura con carga negativa.

La distancia entre L1 y D8 es de 2,916 y 2,687 (A) para los frame 1386 y 3780 respec-
tivamente, quiere decir que su distancia es muy larga aun para formar el enlace (ver Tabla
G.9 donde se encuentran las distancias de este enlace en los templados utilizados). Ambas
estructuras necesitan mas ajustes para que cumplan con la configuracién del anillo y del
enlace deseada.

Siguiendo ahora con el modelo LP2-m5-2 (Figura 2.9), se puede observar que su configu-
racion espacial es diferente que el modelo anterior, sus zonas hidrofilicas e hidrofobicas estan
conformadas por los mismos aminoécidos que el modelo LP2-m2-1 y el area hidrofilica se
encuentra mas compactada.

La Tabla 2.6 presenta las interacciones encontradas en el modelo LP2-m5-2, el frame 3381
es el que tiene mas conexiones entre sus residuos, destacando varios puentes de hidrogeno
entre cadenas laterales, el frame 4534 posee menos puentes de hidrogeno.
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| —
Hidrofilico Hidrofébico

(d) Frame 4534 superficie

Figura 2.9: Modelo LP1-m6 después de dindmica molecular. (a) y (b) muestran el cuadro o
frame 3381 de la dindamica molecular junto con la hidrofobicidad de la superficie. (c¢) y (d)
muestran el cuadro o frame 4534 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la
superficie.
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Tabla 2.6: Interacciones por puentes de hidrogeno encontradas en modelo LP2-m5-2. En
amarillo se encuentra destacada la interaccion donde se deberia formar el enlace del ciclo, en
celeste se destacan los a&tomos que forman parte del esqueleto de carbono y en blanco los que
se encuentran en las cadenas laterales.

Frame 3381 Frame 4534

Dador (D)  Aceptor (A)  Hidrogeno glskal(l(:\l; ‘ Bitlmf\(l(d_\) Dador (D)  Aceptor (A)  Hidrogeno Blsrl(l(;; gi};‘n&(l?x)
LEU1N ASP80OD2 LEU1HI1 2.660 1.720 LEU1N ASP 8 OD1 LEU 1 H2 2.803 1.957
LEU 1IN LEU 10 O LEU 1 H2 3.049 2.224 LEU 1N LEU 12 O LEU 1 H3 2.630 1.677
LEU 1N LEU 12 O LEU 1 H2 2.787 2.038 LEUIN LYS 14 O LEU 1 H1 3.068 2.219
LEU1N LYS 14 O LEU 1 H3 2.852 1.994 LEU 2 N LYS 14 O LEU 2 H 2.808 1.813
LEU 2 N LYS 14 O LEU 2 H 2.812 1.882 GLN 3 N GLN 30E1 GLN3H 2.723 1.795
GLN 3N GLN30OE1 GLN3H 2.973 2.129 ARG 4N LEU 2 O ARG 4 H 2.832 1.868
ARG 4N LEU 2 O ARG 4 H 2.737 1.909 ARG4NE LEU2O ARG 4 HE 3.256 2.565
ARG4NE LEU20O ARG 4 HE 3.172 2.498 ARG4NE SER 130 ARG 4 HE 2,774 1.983
ARG4NE SER 130 ARG 4 HE 3.402 2.549 ARG 4 NH1 ASN 15 OXT ARG 4 HH12 3.251 2.448
ARG 4 NH1 ASN 15 OXT ARG 4 HH12 3.006 2.213 ARG 4 NH2 SER 13 O ARG 4 HH22 2.669 1.726
ARG 4NH2 SER 13 O ARG 4 HH22 2.892 1.936 ARG 4 NH2 ASN 15 OXT ARG 4 HH21 2.756 1.834
ARG 4NH2 ASN 150 ARG 4 HH21 20917 2.200 ASN 7ND2 ILE 11 O ASN 7 HD21 3.269 2.406
ARG 4 NH2 ASN 15 OXT ARG 4 HH21 2.663 1.726 ARG 9N ASP 8 OD1 ARG 9 H 2.737 1.865
ASN 7ND2 ILE 11 O ASN 7 HD21 2.932 1.952 ARGO9NE ASP8O ARG 9 HE 2.819 2.044
ASP 8 N LEU 12 O ASP 8 H 3.413 2.495 ARG 9NH2 ASN 70Dl ARG 9 HH21 2.808 1.978
ARG 9N ASP80OD1 ARG 9H 2.620 1.798 ARG 9 NH2 ASP 8 O ARG 9 HH22 2.675 1.798
ARGIO9NE ASP8O ARG 9 HE 2.857 2.094 LEU 12 N LEU10O LEU 12 H 2.793 2.062
ARG 9NH1 ASN 70Dl ARG 9 HH11 2.928 2.159 SER 13 N ARG 40O SER 13 H 3.621 2.583
ARG 9 NH2 ASP 8O ARG 9 HH22 2.610 1.859

LEU 10 N ASP 8 OD1 LEU 10 H 3.174 2.292

LEU 12 N LEU 10O LEU 12 H 3.388 2.566

SER 13 N ARG 4 O SER 13 H 3.083 2.079

SER 13 OG SER 5 O SER 13 HG  2.959 2.234

LYS14 NZ ASN 150 LYS 14 HZ3  2.866 2.090

LYS14NZ ASN150D1 LYS14HZ1 2792 1.802

Particularmente los residuos que forman el enlace del ciclo tienen distancias de 2,66 y
2,803 (A) para los fram 3381 y 4534 respectivamente, estas distancia son menores que las del
modelo LP2-m2-1 pero atn no es la 6ptima (ver Tabla G.9 donde se encuentran las distancias
de este enlace en los templado utilizados).

Analizando los modelos hasta este punto, el mas cercano a la estructura deseada es el
LP2-m5-2 frame 3381, porque satisface la mayoria de los puentes de hidrégeno internos que
podria tener la molécula y la distancia de los residuos que forman el enlace es la mas baja,
pero atn hay que acercar estos aminoédcidos para que se favorezca el enlace.

2.6.1. Analisis de los angulos de los residuos para modelos de LP2
a través del grafico de Ramachandran

La Figura 2.10 muestra los graficos de Ramanchandran de los modelos LP2. La mayoria de
los residuos de la molécula en los modelos estan dentro de las regiones favorables y permitidas.

Estudiando por separado cada modelo, se puede observar LP2-m2-1 tiene dos residuos
en su zona atipica en ambos cuadros, en el frame 1386 estan el acido aspartico 8 (D8)
que puede ser problemético al realizar el enlace del ciclo y la leucina 2 (I.2) la cual puede
estar interactuando hidrofobicamente con los demas residuos hidrofébicos formandose asi una
configuracion atipica. El frame 3780 tiene la misma leucina en zona atipica y la arginina 9
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(R9) cuya cadena lateral tiene cercania con D8 tratando de formar un puente salino, esta
relacion encontrada en la dindmica puede ser poco favorable en la configuraciéon espacial de
RO.

N

180

® 4 GenerallPre-Pro/Proline Favoured # 4 General/Pre-Pro/Proline Allowed * 4 GenerallPre-Pro/Proline Favoured  * 4  General/Pre-Pro/Proline Allowed
x Glycine Favoured x Glycine Allowed x Glycine Favoured x Glycine Allowed
Numero de residuos en regidn favorable 8(61,5%) Ndmero de residuos en regién favorable 8(61,5%)
Nimero de residuos en region permitida 3(23,1%) Ndmero de residuos en regién permitida 3(23,1%)
Numero de residuos en regién atipica 2 (25%) Ndmero de residuos en regién atipica 2 (25%)
(a) Modelo LP2-m2-1 frame 1386 (b) Modelo LP2-m2-1 frame 3780

vV

il

180

. A General/Pre-Pro/Proline Favoured . A General/Pre-Pro/Proline Allowed = A General/Pre-Pro/Proline Favoured - a4 General/Pre-Pro/Proline Allowed
= Glycine Favoured x Glycine Allowed x Glycine Favoured x Glycine Allowed
Numero de residuos en regién favorable 9 (69,2%) Nimero de residuos en regién favorable 8(61,5%) ‘
Numero de residuos en region permitida ‘ 2 (15,4%) Ndmero de residuos en regién permitida 4(30,8%)
Numero de residuos en regién atipica 2 (15,4%) Numero de residuos en region atipica 1(7,7%) ‘
(c) Modelo LP2-m5-2 frame 3381 (d) Modelo LP2-m5-2 frame 4534

Figura 2.10: Grafico de Ramachandran para modelos de LP2 (Lovell et al., 2002). Los puntos
marcados en rojo son aquellos residuos que se encuentran en las zonas atipicas del grafico.

El frame 3381 de LP2-m5-2 es el que presenta mayor cantidad de interacciones entre
sus residuos, en el grafico se muestran dos de ellos en regiones atipicas, glutamina 3 (Q3)
e isoleucina 11 (I11), I11 puede estar formando una configuraciéon atipica por los mismos

34



motivos que la leucina anteriormente y Q3 podria ser acomodado para que cumpla con el
grafico.

Por dltimo el frame 4534 de LP2-m5-2 solo presenta un aminodcido en zona atipica,
arginina 9 este residuo se encuentra espacialmente fuera del alcance de otras cadenas laterales
afines, por esto puede que fuerce puentes de hidrogeno con el esqueleto de carbono teniendo
que adoptar alguna configuracion atipica.
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2.7. Diseno y analisis de modelo 2n silico LP3

La estructura 2D predicha por PRISM para LP3 se muestra en la Figura 2.11, en este
caso el enlace del anillo se forma con G1 y D7, se destaca ademés el largo de este lazo, 13
aminoacidos, dentro de las estructuras presentes en la Tabla G.2 no se encuentra ninguno de
ese largo, el mas corto tiene 14 aminoécidos.

Enlace del ciclo
OH

2 N Iy1 HO Sers 5"10
HN N
H
0 O N
Gly‘\f 0 CH3 GIyuH
Ly

Leuu
CH3 Ph813

S9

QNH NH

Asna o
rps YGNAW SKNGLF

Figura 2.11: Prediccion 2D de LP3 realizada por PRISM. Se muestra destacado en verde el
enlace que forma el ciclo entre G1 y D7.

Segun la configuracion aminoacidica de LP3 se seleccionaron los templados presentes en
la Tabla 2.7 para construir su modelo, se tuvo en cuenta que dentro de los residuos que
estan después de D7 solo el ultimo es aromaético, por otra parte analizando los lazo péptidos
pequenos conocidos se encontré que los aminoacidos que atraviesan el anillo son pequeno, en
LP3 los mas pequenos son N10 y GG11, suponiendo entonces que estos deberian ser los que
estan en esa posicion.

Tabla 2.7: Tabla comparativa de templados seleccionados para modelar LP3
PDB: Nombre 2mfv: Xanthomonin II 4nag: Xanthomonin I
Organismo Xanthomonas gardneri Xanthomonas gardneri
Referencia Hegemann2014a Hegemann2014a
Secuencia GPLAGE-EMG-GITT GPLAGE-EIG-GFNVPG
Clase II I
Largo 14 16
N° aa ciclo 7 7
N° aa asa 3 3

aa antes del ci-
clo

aa después del
ciclo

Método
Caracteristicas
estructura

Actividad

G10 (puentes de hidrogeno con G1, G2)
G11

NMR

Residuos pequenos atraviesan el ciclo,
ciclo uniforme, molécula pequenia, com-
pacta pero con pocos puentes de hidro-
geno

Sin actividad antimicrobiana, sin infor-
macion de otra actividad

G10 (puentes de hidrogeno con G2, E7)
G11 (puentes de hidrogeno con L4)

Difraccién de rayos X

Ciclo uniforme, estructura compacta
por puentes de hidrogeno, residuos que
atraviesan el ciclo pequenos

Sin actividad antimicrobiana, sin infor-
macion de otra actividad
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Figura 2.12: Modelo preliminar de LP3, construido con los templados 2mfv y 4nag. Se en-
cuentra coloreados en |yerde| los residuos que forman el enlace (G1 y D7), en maranjo los

residuos del ciclo, en - los residuos que se encuentran antes y después del ciclo (E12
y C14), en gris los residuos del asa y en imorado ¢laro los residuos de la cola. Asimismo en

- se pueden ver lineas que representan posibles puentes de hidrogeno que estabilizan
la estructura.

Uno de los 25 modelos creados, se presenta en la Figura 2.12, notando el cumplimiento
de los requerimientos para esta molécula, donde glicina 11 se encuentra justo atravesando
el ciclo, esto es posible debido al tamano de este aminoacido, entonces sobre el ciclo estaria
asparagina 10 (N10) y bajo el leucina 12 (L12), este tipo de arreglo se puede observar en los
lazo péptidos pequenos, principalmente en los mostrados en la Tabla 2.7. Ahora solo hace
falta ajustar la molécula a través de dindmica molecular.

Fueron escogidos dos modelos de LP3, los cuales se sometieron a dindmica molecular
obteniendo 5000 cuadros de cada uno, desde donde se seleccionaron dos de cada modelo
para ser analizados. Los criterios de seleccién fueron: encontrar la minima distancia entre los
atomos que forman el ciclo y lograr satisfacer la mayor parte de los puentes de hidrogeno
internos de la molécula.

En el modelo LP3-m1-4 mostrado en la Figura 2.13, se puede apreciar la configuraciéon
espacial de los residuos, la region hidrofobica (roja) esta conformada por alanina 5 (A5),
leucina 12 (L12) y fenilalanina 13 (F13), el sector hidrofilico presenta algunos residuos cata-
logados hidrofébicos, como triptéfano o tirosina, pero sus cargas estan equiparadas haciendo
que sean neutros y estén de color blanco en la figura (Finkelstein and Ptitsyn, 2016; Matt-
hews and Acids, 2001). Asi existen dos zonas claramente marcadas, una hidrofilica (azul) y
otra hidrof6bica (roja).

Analizando las interacciones del modelo LP3-m1-4 que se presentan en la Tabla 2.8 se
puede observar que tiene varias conexiones con el esqueleto de carbono y muy pocas solo
entre cadenas laterales, ademas ninguno de los casos presenta algtin puente salino. Se puede
apreciar en color amarillo la interaccion entre los dtomos que deberfan formar el enlace
del ciclo, siendo su distancia muy grande, 2,789 y 2,668 (A) para el frame 2670 y 3877
respectivamente, estos valores estan fuera del promedio comparado con otros lazo péptidos

37



(ver Tabla G.9 donde se encuentran las distancias de este enlace en los templados utilizados).

|
Hidrofilico Hidrofébico

(d) Frame 3977 superficie

Figura 2.13: Modelo LP3-m1-4 después de dinamica molecular. (a) y (b) muestran el cuadro
o frame 2670 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la superficie. (c) y (d)
muestran el cuadro o frame 3977 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la
superficie.
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Tabla 2.8: Interacciones por puentes de hidrogeno encontradas en modelo LP3-ml1-4. En
amarillo se encuentra destacada la interaccion donde se deberia formar el enlace del ciclo, en
celeste se destacan los a&tomos que forman parte del esqueleto de carbono y en blanco los que
se encuentran en las cadenas laterales.

Frame 2670 Frame 3877
Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno BISTIE?\I; gi‘;ali\(l(a_\) Dador (D)  Aceptor (A)  Hidrogeno glsi‘n(lf\l)d gitlalf\(?_\)
GLY 1 N ASP 7 OD2 GLY 1 H1 2.789 1.802 GLY 1 N ASP 7 OD2 GLY 1 H3 2.668 1.957
GLY 3N ASN 10 O GLY 3 H 3.053 2.162 GLY 1 N ASN 10 OD1 GLY 1 H2 2.718 1.77
ASN 4N PHE 13 O ASN 4 H 2.885 1.938 GLY 1 N GLY 11 O GLY 1 H1 2.913 2.021
ASN4ND2 PHE 130 ASN 4 HD22  3.002 2.088 ASN 4N PHE 13 O ASN4H 3.119 2.087
ALA 5N PHE 13 OXT ALASH 2.928 1.935 ASN 4ND2 PHE 130 ASN 4 HD22 2.645 1.655
SER 8 OG ASP 7 OD2 SER 8 HG 2.645 1.672 ALA 5N PHE 13 OXT ALASH 2.752 1.796
LYS9N ASP 7 OD1 LYS9H 3.249 2.272 SER 8 OG  ASP 7 OD2 SER 8 HG 2.632 1.693
LYS 9 NZ TRP 6 O LYS 9 HZ1 2.963 2.303 LYS 9 NZ TRP 6 O LYS 9 HZ3 2.830 1.846
ASN 10 N ASP 7 OD1 ASN 10 H 2.998 2.073 LYS 9 NZ SER 8 O LYS 9 HZ2 2.752 1.907
ASN10ND2 GLY 10O ASN 10 HD21 2.709 1.965 ASN 10 N ASP 7 OD1 ASN 10 H 2.857 1.982
GLY 11 N ASP 7 OD1 GLY 11 H 3.019 2.124 LEU 12 N PHE 13 OXT LEU 12 H 2.925 1.893
LEU 12 N PHE 13 OXT LEU 12 H 2.712 1.736

Siguiendo con el modelo LP3-m3-2 mostrado en la Figura 2.14 se puede apreciar una mayor
compactacion de su estructura, en cuanto a la hidrofobicidad de su superficie se observan los
mismos residuos, que el modelo anterior, conformando el sector hidrofébico, en el frame 4805
se ve una cercania mayor entre los residuos hidrofébicos.

En la Tabla 2.14 muestra las interacciones encontradas en el modelo LP3-m3-2, la mayor
parte de estas relaciones son en el esqueleto de carbono y algunas cadenas laterales, en este
modelo se encontraron mas puentes de hidrogeno que en LP3-m1-4. Una particularidad es
la posible presencia de un puente salino dentro de la estructura entre lisina 9 (K9) y acido
aspartico 7 (D7), pero este vinculo no podria darse al crearse el enlace del ciclo entre G1 y
D7.

Los residuos G1 y D7 atin tienen una distancia mayor al promedio (ver Tabla G.9), de
2,633 v 2,509 (A) para el frame 1540 y 4805 respectivamente, a pesar de esto, las distancias
son menores que en el modelo LP3-m1-4.
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|
Hidrofilico Hidrofébico

(d) Frame 4805 superficie

Figura 2.14: Modelo LP3-m3-2 después de dinamica molecular. (a) y (b) muestran el cuadro
o frame 1540 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la superficie. (c) y (d)
muestran el cuadro o frame 4805 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la
superficie.
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Tabla 2.9: Interacciones por puentes de hidrogeno encontradas en modelo LP3-m3-2. En
amarillo se encuentra destacada la interaccion donde se deberia formar el enlace del ciclo, en
celeste se destacan los atomos que forman parte del esqueleto de carbono, en blanco los que

se encuentran en las cadenas laterales y en rojo los que forman posibles puentes salinos.
Frame 1540 Frame 4805

Distancia Distancia

D.A (A) D-H.A (A)

Distancia Distancia

Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno D.A(A) D-H.A (A)

Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno

GLY I N ASP 7 OD1 GLY 1 H3 2.633 1.727 GLY 1N ASP 7 OD1 GLY 1 H2 2.509 1.763
GLY 1 N ASN 10 OD1 GLY 1 H2 3.079 2.157 ‘ GLY 1N ASN 10 OD1 GLY 1 H1 2.839 1.856
TYR2N GLY 11 O TYR2H 2.887 1.924 TYR 2N GLY 11 O TYR 2 H 2.845 1.880
TYR 2 OH ASN40D1 TYR 2 HH 2.718 1.866 GLY 3N GLY 11 O GLY 3 H 2.782 1.905
GLY 3 N GLY 11 O GLY 3 H 3.072 2.242 ASN 4N GLY 11 O ASN 4 H 2.937 2.057
ASN 4N GLY 11 O ASN 4 H 3.508 2.494 ‘ ASN4ND2 LEU 120 ASN 4 HD22  2.933 1.932
ALASN PHE 13 O ALASH 2.993 2.136 ALASN PHE 13 O ALASH 2.780 2.017
TRP 6 N PHE 13 O TRP 6 H 2.872 1.857 TRP 6 N PHE 13 O TRP 6 H 2.842 1.887
ASP 7N PHE 13 OXT ASPT7H 2.886 1.877 ASP 7N PHE 13 OXT ASPT7H 2.907 1.948
SER 8 N TRP 6 O SER 8 H 2.739 1.894 SER 8 N TRP 6 O SER 8 H 2.803 1.852
LYS 9 NZ ASP 70 LYS 9 HZ2 3.481 2.734 LYS 9 NZ ASP 7 OD2 LYS 9 HZ2 2.638 1.678
LYS 9 NZ ASP 7 OD2 LYS 9 HZ3 2.841 1.877 ‘ LYS 9 NZ SER 8 O LYS 9 HZ1 2.866 1.911
LYS 9 NZ SER 8 O LYS 9 HZ2 2.648 1.795 ASN 10 N ASP 70 ASN 10 H 3.000 2.017
ASN 10 N ASP 70 ASN 10 H 2.790 1.860 ‘ ASN10ND2 TYR 2O ASN 10 HD21 3.111 2.288
ASN10ND2 GLY 10O ASN 10 HD22 3.103 2.301 GLY 11 N ASN 4 O GLY 11 H 2.919 1.996
ASN10ND2 TYR 2O ASN 10 HD21 2.889 1.927 LEU 12 N PHE 13 OXT LEU 12 H 2.725 1.832
GLY 11 N ASN 40O GLY 11 H 2.804 1.823

LEU 12 N PHE 13 OXT LEU 12 H 2.641 1.719

2.7.1. Analisis de los angulos de los residuos para modelos de LP3
a través del grafico de Ramachandran

En esta seccion la Figura 2.15 muestra los graficos de Ramachandran de los modelos para
LP3.

Los graficos para LP3-m1-4 muestran la mayoria de los residuos en las regiones favorables
o permitidas vy solo dos en zonas atipicas, esto para cada cuadro analizado. El frame 2670
tiene la lisina 9 (K9) y al acido aspartico 7 (D7) en zonas atipicas, K9 puede estar formando
interacciones hidrofébicas no favorables y por eso presenta esta configuracion, D7 al estar
forzado a formar el lazo también puede tener dificultades para estar en zonas favorables del
grafico, estas dos obstaculos pueden ser reparados realizando dindmicas moleculares cortas
sobre este modelo especifico y minimizando su energia.

En el modelo LP3-m3-2 los graficos muestran que la mayoria de sus residuos estan dentro
de las zonas favorables y permitidas. Para ambos frames se encontraron dos aminoacidos
en zonas atipicas, lisina 9 (K9) y glicina 3 (G3), K9 también se encontré en region atipica
para el modelo anterior y G3 tiene permitido estar en una zona atipica por no presentar
impedimento estérico (Fiser et al., 2000). El cuadro 4805 es particular porque el porcentajes
de residuos en regiones permitidas es mayor al porcentaje en zonas favorables, 63,6 % con
respecto a un 18,2 %, esto implica que los aminoécidos no estan en su mejor angulo.
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[ /4" GeneraliPre-Pro/Proline Favoured % 4
X Glycine Favoured x

GenerallPre-Pro/Proline Allowed
Glycine Allowed

6 (54,5%)
3(27,3%)
2(18,2%)

Numero de residuos en region favorable

Numero de residuos en regién permitida

Ndmero de residuos en regién atipica

(a) Modelo LP3-m1-4 frame 2670

]

i

s a4 GenerallPre-Pro/Proline Favoured % 4
% Glycine Favoured x

GenerallPre-Pro/Proline Allowed
Glycine Allowed

5 (45,5%)
4(36,4%)
2(18,2%)

Numero de residuos en regién favorable

Numero de residuos en region permitida

Numero de residuos en regién atipica

(c) Modelo LP3-m3-2 frame 1540

[ 4" GenerallPre-Pro/Proline Favoured % &
X Glycine Favoured x

General/Pre-Pro/Proline Allowed
Glycine Allowed

5 (45,5%)
4(36,4%)
2 (18,2%)

Numero de residuos en region favorable

Numero de residuos en regién permitida

Numero de residuos en region atipica

(b) Modelo LP3-m1-4 frame 3977

|

[ & GenerallPre-ProfProline Favoured % &
X Glycine Favoured x

GenerallPre-Pro/Proline Allowed
Glycine Allowed

Ndmero de residuos en regién favorable 2(18,2%)

Numero de residuos en regién permitida l 7 (63,6%)

Ndmero de residuos en regidn atipica 2(18,2%)

(d) Modelo LP3-m3-2 frame 4805

Figura 2.15: Grafico de Ramachandran para modelos de LP3 (Lovell et al., 2002). Los puntos
marcados en rojo son aquellos residuos que se encuentran en las zonas atipicas del grafico.
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2.8. Diseno y analisis de modelo 2n silico LP4

La estructura 2D presente en la Figura 2.16 senala el enlace del anillo entre G1 y D9 de
LP4, el largo de esta molécula, a diferencia del lazo péptido anterior, es mucho mayor pero
dentro de los largos ya encontrados en esta familia.

En el caso de los lazo péptidos largos (19 o mas residuos) la cantidad de aminoécidos
presentes en el asa estd entre 5 y 11, siendo 5 o 6 residuos el tamano mas frecuente. Esto
evidenci6 que los residuos antes y después del ciclo deberian ser W14, P15, W16 o Y17.

Trp-,r
\ Sers
Trpis
- Pros 2 PHGlys C’Glm
Goln'ztz‘l AI?:]OAIaCIFi O\IH . E\? N\‘T/\I\
FO1s
Valis 0s
Gly: T »/U el S o HASP Pr03
G'vzsf:i I,(f oGy e ";
a0 H Glyie l\)i/ G|Y1
0 Ph62
HNOTI’DM 3-|E|.".102H \fASFI:lo ID
Tynfio Enlace del ciclo

FPQGSWPD-NDTVWPWYGAGAAQG

Figura 2.16: Prediccion 2D de LP4 realizada por PRISM. Se muestra destacado en verde el
enlace que forma el ciclo entre G1 y D9.

Asi los templados elegidos en este caso son los mostrados en la Tabla 2.10, todos fueron
seleccionados por tener residuos aromaticos atravesando el ciclo, 5gvo (Sphaericin) es el que
presenta mayor porcentaje de identidad con LP4, 2m8f (Astexin3) y 2n6v (Atexin3) son el
mismo lazo péptido pero con organizacion estructural diferente por esto se probd con ambos
para ver cual ayudaba a ajustar mejor la estructura del modelo.

Con el uso de los templados se generaron 20 modelos de LP4. Observando cada uno se
advierte la presencia de tres configuraciones diferentes para los aminoacidos que estan justo
antes y después del ciclo, la Figura 2.17.i expone el modelo LP4-m4-1, los residuos que
atraviesan el ciclo en este caso son triptofano 14 (W14), prolina 15 (P15) que esta justo en
el medio del ciclo y triptofano 16 (W16) después, la segunda configuracion se encuentra en
la Figura 2.17.i1 mostrada por el modelo LP4-m6-5 donde W14 estd antes del ciclo y P15
después, la tltima distribucion se puede ver en la Figura 2.17.iii modelo LP4-m7-3 en la cual
P15 esta sobre el anillo y W16 bajo este.

La siguiente etapa es refinar estos modelos a través de dinamicas moleculares, con esto se
podra verificar si las configuraciones antes encontradas se mantienen o alguna muta por la
disminucion de energia y el encaje de los residuos.
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Tabla 2.10: Tabla comparativa de templados seleccionados para modelar LP4

PDB: Nombre

5gvo: Sphaericin

2ma8f: Astexin3

Organismo
Referencia
Secuencia

Clase

Largo

N° aa ciclo

N° aa asa

aa antes del ci-
clo

aa después del
ciclo

Meétodo
Caracteristicas
estructura

Actividad

Planomonospora sphaerica
(Kodani et al., 2017)
LPIGWWIE-RPSGW-YFPI

11

18

9

5

W14 (pdeH L2)

Y15 (pdeH W7, W6)

NMR

W14 residuo grande aromético el ci-
clo tiene una bajada para que este en-
tre bien en la estructura, compacto con
puentes de hidrogeno
Actividad antibacteriana especifica
contra Micricoccus luteus

Asticcacaulis excentricus

(Maksimov and Link, 2013)
PTPMVGLD-SVSGQY-

WDQHAPLAD

I

24

9

6

Y15 (pdeH G1, M5)

W16 (pdeH G1)

NMR

Y15, W16 residuos aromaticos grandes,
estructura adecuada a los residuos pero
con ondas suaves en el ciclo, estructura
compacta con enlace del ciclo escondido
por el asa

Sin actividad conocida

PDB: Nombre

5jqf: Sphingopyxin I (SpI)

2n6v: Astexin3

Organismo
Referencia

Secuencia

Clase

Largo

N° aa ciclo

N° aa asa

aa antes del ci-
clo

aa después del
ciclo

Meétodo
Caracteristicas
estructura

Actividad

Sphingopyxis alaskensis
(Fage et al., 2016)

IEPLGPVD-EDQGEH-YLFAGG

11
21
9
6
H15 (pdeH G6, E3)

Y16 (pdeH P7)

Difracciéon de rayos X

Ciclo ajusta H15 (aromatico grande)
con una bajada amplia, asa cubre en-

lace del ciclo, ciclo y asa compactos

Sin actividad conocida

Asticcacaulis excentricus
(Allen et al., 2016; Maksimov et al.,
2015)
PTPMVGLD-SVSGQY-
WDQHAPLAD
II
24
9
6
Y15 (pdeH G1)

W16 (pdeH T3, G1, M5)

NMR

Estructura adecuada a los residuos que
Y15 y W16 (aromaticos, grandes), asa
y ciclo compactos con puentes de hidro-
geno, cola sin compactar

Sin actividad conocida
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Figura 2.17: Modelo preliminar de LP4. i) Modelo LP4-m4-1 ii) Modelo LP4-m6-5 iii) Modelo
LP4-m7-3, construidos con los templados 5gvo, 2n6v, 2m8f y 5jqf. Se encuentra coloreados
en [yerde los residuos que forman el enlace (G1 y D9), en maranjo los residuos del ciclo,

en - los residuos que se encuentran antes y después del ciclo (son i) W14, P15 que
queda justo en el medio y W16, ii) W14 y P15, iii) P15 y W16), en gris los residuos del asa

y en [morado claro los residuos de la cola. Asimismo en - se pueden ver lineas que
representan posibles puentes de hidrogeno que estabilizan la estructura.

Representantes de la dindmica molecular de LP4-m4-1 se encuentran en la Figura 2.18.
En ambos cuadros mostrados la configuracion de los aminoacidos que atraviesan el ciclo se
ajusto a P15 antes y W16 después.

En el frame 3831 del modelo LP4-m4-1 se logré una compactacion visible de la estructura,
en la zona mas hidrofobica (color rojo intenso) se encuentra la valina 13 (V13) aislada del
resto de los sectores hidrofobicos donde se localizan las alaninas 19, 21 y 22 (A19, A21 y
A22) todas juntas, fenilalanina 2 (F2) mas alejada pero en el mismo sector. Las zonas més
hidrofilicas se constituyen por glutamina 4 y 23 (Q4 y Q23), acido aspéartico 11 (D11) y
tirosina 17 (Y17), pero los demds residuos se acercan mas a la zona hidrofilica, por esto la
molécula destaca por tener un anillo hidrofilico y dos zonas hidrofobicas. Comparando el
frame 4412 se pueden apreciar zonas similares de hidrofobicidad con los mismos residuos en
estas y pero su compactacion es un poco menor (visualmente).

Las interacciones entre residuos encontradas para los cuadros de LP4-m4-1 se muestran en
la Tabla 2.11, estas relaciones son principalmente puentes de hidrégeno, no es posibles realizar
un puente salino en esta molécula porque dentro de su secuencia yo existen aminoécidos
cargados positivamente (como argininas, histidinas o lisinas). Los puentes de hidrogeno se
forman en su mayoria por atomos presentes en el esqueleto de carbono para ambos frames.

Fueron encontradas dos posibles interacciones por puentes de hidrogeno entre los atomos
que deberian formar el ciclo (G1 y D9), mostradas en la tabla en amarillo, lo que demuestra
la cercania que tienen entre ellos, estando mas cerca en el cuadro 4421.
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Hidrofilico Hidrofdbico

(d) Frame 4412 superficie

Figura 2.18: Modelo LP4-m4-1 después de dinamica molecular. (a) y (b) muestran el cuadro
o frame 3831 de la dinamica molecular junto con la hidrofobicidad de la superficie. (c) y (d)
muestran el cuadro o frame 4412 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la
superficie.
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Tabla 2.11: Interacciones por puentes de hidrogeno encontradas en modelo LP4-m4-1. En
amarillo se encuentra destacada la interaccion donde se deberia formar el enlace del ciclo, en
celeste se destacan los a&tomos que forman parte del esqueleto de carbono y en blanco los que

se encuentran en las cadenas laterales.
Frame 3831 Frame 4412

. Distancia Distancia o ) N Distancia Distancia
Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno D.A(A) D-H.A (A) Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno D.A(A) D-H.A (A)

GLY 1N ASP 9 OD1 GLY 1 H1 2.715 1.833 GLY 1N ASP 9 OD1 GLY 1 H1 2.708 1.847
GLY 1 N ASP 9 OD2 GLY 1 H1 2.753 2.035 GLY 1N ASP 9 OD2 GLY 1 H1 2.622 1.888
GLY 1 N ASP 11 OD2 GLY 1 H3 2.769 1.875 GLY 1N ASP 11 OD2 GLY 1 H3 2.815 1.828
PHE 2 N TYR 17 O PHE 2 H 2.824 1.835 PHE 2 N TRP 16 O PHE 2 H 3.168 2.371
SER 6 N PRO 15 O SER 6 H 2.843 1.892 PHE 2 N TYR 17 O PHE 2 H 3.398 2.473
SER 6 OG GLN 40 SER 6 HG 3.058 2.145 GLN 4N GLN4OE1 GLN4H 2.862 1.908
TRP 7N PRO 15 O TRP 7TH 3.087 2.126 SER 6 N PRO 15 O SER 6 H 2.741 1.756
ASP 9 N TRP 70O ASP 9 H 2.663 1.739 ‘ SER 6 OG GLN 4 0O SER 6 HG 2.929 1.954
ASN 10ND2 ASP 9O ASN 10 HD21 2.777 1.844 TRP 7N PRO 15 O TRP 7H 2.884 1.961
ASN 10 ND2 GLY 24 O ASN 10 HD22 2.802 1.913 ‘ TRP 7NEL ASP 9O TRP 7 HE1 3.252 2.370
ASP 11 N ASP9OD2 ASP11H 2.890 1.980 ASN 10 N ASP9OD2 ASN 10 H 2.719 1.779
THR 12 N ASP90OD2 THRI12H 2.864 1.921 ASN 10 ND2 ASP 9O ASN 10 HD21 2.810 1.802
THR 12 OG1 ASP 11 OD1 THR 12 HG1 = 2.522 1.540 ASN 10 ND2 GLY 24 O ASN 10 HD22 2.840 1.870
VAL 13 N ASP90OD2 VALI13H 3.253 2.390 ASP 11 N ASP9OD2 ASP11H 2.741 1.760
TRP 16 N ASP 9 OD1 TRP 16 H 2.969 1.959 THR 12 N ASP90OD2 THR12H 2.875 1.904
GLY 18 N GLY 24 O GLY 18 H 2.806 1.781 ‘ THR 12 OG1 ASP 11 OD1 THR 12 HG1  2.735 1.808
ALA 19 N GLY 24 O ALA 19 H 2.916 1.929 TRP 16 N ASP 9 OD1 TRP 16 H 2.848 1.864
GLY 20 N GLY 24 O GLY 20 H 3.173 2.194 GLY 18 N GLY 24 O GLY 18 H 3.038 2.077
ALA 21 N GLY 24 OXT ALA21 H 2.778 1.971 ALA 19N ASN10 OD1 ALA19H 3.100 2.305
GLN 23 N ALA 210 GLN 23 H 2.718 1.816 ALA 19N GLY 24 O ALA 19 H 3.094 2.211
GLN 23 NE2 GLN 23 O GLN 23 HE21 2.854 1.854 ALA 21 N GLY 24 OXT ALA21H 2.722 1.983

‘ GLN 23 NE2 GLN 23 O GLN 23 HE21 2.809 1.833

Los ejemplos de la dindAmica molecular del segundo modelo LP4-m6-5 se encuentran en la
Figura 2.19 ambos frames seleccionados mantuvieron la configuracion de los residuos antes y
después del anillo (W14 antes y P15 después). En ambos casos se observa una compactacion
menor en la estructura, estando el frame 3669 mas compactado que 2311.

Las areas hidrofobicas de LP4-m6-5 (ambos frames) estan conformadas por los mismos
aminoacidos que LP4-m4-1, pero se ve una lejania mayor entre ellas. Las alaninas en 2311 no
estan formando interacciones hidrofobicas y la fenilalanina 2 (F2) est4 muy alejada de ellas,
en cambio en 3669 las alaninas si forman interaccion pero F2 sigue estando separada.

La mayor compactacion de 3669 se reafirma con la presencia de mas interacciones entre
sus residuos (mostradas en la Tabla 2.12), se encuentran relaciones con atomos del esqueleto
de carbono predominantemente para ambos cuadros.

Los atomos de glicina 1 (G1) y acido aspartico 9 (D9) que deberian formar el enlace del
anillo, se encuentran destacados en amarillo en la Tabla 2.12, en el frame 2311 se encontré
un posible puente de hidrogeno y la distancia entre los 4tomos es de 2,570 A, en cambio en
el frame 3669 se distinguieron dos posibles interacciones por puentes de hidrégeno, pero la
distancia entre los &tomos es mayor, 2,704 y 2,605 A, y diferente en el mismo modelo por el
angulo que se considera para medirla.
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Hidrofilico Hidrofébico

(d) Frame 3669 superficie

Figura 2.19: Modelo LP4-m6-5 después de dinamica molecular. (a) y (b) muestran el cuadro
o frame 2311 de la dinamica molecular junto con la hidrofobicidad de la superficie. (c) y (d)
muestran el cuadro o frame 3669 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la

superficie.
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Tabla 2.12: Interacciones por puentes de hidrogeno encontradas en modelo LP4-m6-5. En
amarillo se encuentra destacada la interaccion donde se deberia formar el enlace del ciclo, en
celeste se destacan los a&tomos que forman parte del esqueleto de carbono y en blanco los que
se encuentran en las cadenas laterales.

Frame 2311 Frame 3669
Dador (D) Aceptor (A)  Hidrégeno Distancia - Distancia Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno Distancia - Distancia
D.A (A) D-H.A (A) D.A (A) D-H.A ()
GLY 1N ASP 9 OD1 GLY 1 H1 2.570 1.766 GLY 1N ASP 9 OD1 GLY 1 H2 2.704 1.906
GLY 1 N ASN 10 OD1 GLY 1 H2 3.128 2.128 GLY 1 N ASP 9 OD2 GLY 1 H2 2.605 1.774
GLY 1N ASP 11 OD2 GLY 1 H3 2.636 1.652 GLY 1N ASN 10 OD1 GLY 1 H3 3.107 2.200
GLN 4 N TRP 14 O GLN 4 H 2.943 2.101 GLY 1N ASP 11 OD1 GLY 1 H1 2.925 2.028
GLN4NE2 GLY 50 GLN 4 HE21  2.847 2.154 GLY 1N ASP 11 OD2 GLY 1 H1 2.957 2.137
GLN4NE2 TYR 170 GLN 4 HE22  3.096 2.121 GLY 5 N PRO 15 O GLY 5 H 3.579 2.577
TRP 7N SER 6 OG TRP 7TH 2.819 1.971 ASP 9N TRP 7 O ASP9H 2.691 1.858
ASP 9N TRP 7 O ASP9H 2.760 1.998 ASN 10 ND2 ASP 11 OD1 ASN 10 HD22 2.845 1.900
ASN 10 N ASP 9 OD2 ASN 10 H 2.687 1.770 ASP 11 N ASP 9 OD1 ASP 11 H 2.938 2.207
ASN 10 ND2 ASP 11 OD1 ASN 10 HD22 2.795 1.807 THR 12 N ASP 9 OD1 THR 12 H 3.350 2.597
THR 12 N ASP 11 OD2 THR 12 H 2.740 1.765 THR 12 N ASP 11 0OD2 THR12H 2.839 1.907
TRP 14 N THR 12 O TRP 14 H 2.780 1.859 TRP 14 N THR 12 O TRP 14 H 2.881 1.988
TYR 17 N GLN4OE1 TYRI17TH 2.764 1.755 TYR 17 N GLN 4 OE1 TYR 17 H 2.801 1.825
GLN 23 NE2 GLY 24 O GLN 23 HE21 2.736 1.759 TYR 17 OH GLN 23 O TYR 17 HH 2.726 1.884
GLY 18 N GLN 4 OE1 GLY 18 H 2.765 1.782
ALA 19N TYR 17 O ALA 19 H 2.832 1.922
GLY 20 N GLY 18 O GLY 20 H 2.764 1.874
ALA 21N ALA 190 ALA 21 H 2.841 1.915
GLN 23 NE2 GLY 24 O GLN 23 HE21 2.845 2.100
GLN 23 NE2 GLY 24 OXT GLN 23 HE21 3.120 2.098

Las muestras de la dindmica del ultimo modelo LP4-m7-3 se encuentran en la Figura
2.20. Los cuadros analizados mantuvieron la configuraciéon del modelo inicial donde prolina
15 (P15) esté sobre el anillo y triptofano 16 (W16) bajo este.

Los aminoacidos de las zonas hidrofobicas se mantienen, pero alanina 19 (A19) no se
encuentra interaccionando con las otras alaninas (A21 y A22), la zona hidrofobica de estas
ultimas es menor ya que A21 estd cubierta por otros residuos de la estructura haciendo que
tenga menos interaccion con el medio, por otra parte, fenilalanina 2 y valina 13 estan mas
cercanas en ambas estructuras. En el cuadro 3218 se puede ver una interaccion entre estos dos
residuos y el carbono de la treonina 12 (T12) que hace como unién para esta zona hidrofobica.

Por ultimo las interacciones por puentes de hidrégeno de LP4-m7-3 estan en la Tabla 2.13,
se observa la predominancia de relaciones con los atomos del esqueleto de carbono.

Los atomos que deberian formar el enlace del anillo estdn destacados en amarillo, en
ambos frames es posible encontrar dos puentes de hidrogeno entre estos 4tomos indicando
una cercania, a pesar de esto las distancias entre ellos sigue estando fuera del rango para
formar el enlace (ver Tabla G.9 con las distancias de otros lazo péptidos).
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|
Hidrofilico Hidrofdbico

(d) Frame 4056 superficie

Figura 2.20: Modelo LP4-m7-3 después de dinamica molecular. (a) y (b) muestran el cuadro
o frame 3218 de la dinamica molecular junto con la hidrofobicidad de la superficie. (c) y (d)
muestran el cuadro o frame 4056 de la dindmica molecular junto con la hidrofobicidad de la
superficie.
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Tabla 2.13: Interacciones por puentes de hidrogeno encontradas en modelo LP4-m7-3. En
amarillo se encuentra destacada la interaccion donde se deberia formar el enlace del ciclo, en
celeste se destacan los a&tomos que forman parte del esqueleto de carbono y en blanco los que

se encuentran en las cadenas laterales.
Frame 3218 Frame 4056

. Distancia Distancia o ) N Distancia Distancia
Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno D.A(A) D-H.A (A) Dador (D) Aceptor (A)  Hidrogeno D.A(A) D-H.A (A)

GLY 1N ASP 9 OD1 GLY 1 H3 2.796 1.988 GLY 1N ASP 9 OD1 GLY 1 H3 2.805 1.940
GLY 1 N ASP 9 OD2 GLY 1 H3 2.795 1.852 GLY 1N ASP 9 OD2 GLY 1 H3 2.779 1.914
GLY 1 N ASP 11 OD2 GLY 1 H1 2.642 1.836 GLY 1N ASP 11 OD1 GLY 1 H1 2.755 1.995
GLY 1 N TRP 14 O GLY 1 H2 2.720 1.844 GLY 1N TRP 14 O GLY 1 H2 2.753 1.959
GLN 4NE2 GLN 4O GLN 4 HE21 ~ 2.805 1.909 PHE 2 N PRO 15 O PHE 2 H 2.898 2.031
GLY 5 N TRP 16 O GLY 5 H 2.973 2.098 GLN 4N PHE 2 O GLN 4 H 2.949 2.069
SER 6 N TRP 16 O SER 6 H 2.918 2.101 ‘ GLN4NE2 GLN4O GLN 4 HE21  2.672 1.791
SER 6 OG GLY 18 O SER 6 HG 2.853 1.902 GLY 5 N TRP 16 O GLY 5 H 3.088 2.054
TRP 7NE1  GLY 20 O TRP 7 HE1 2.863 1.858 ‘ SER 6 OG GLY 18 O SER 6 HG 3.039 2.125
ASN 10 ND2 ASP 9O ASN 10 HD21 2.851 1.874 TRP 7N SER 6 OG TRP 7TH 2.713 1.915
ASP 11 N ASP9OD2 ASP11H 2.801 1.822 ‘ ASN 10 ND2 ASP 9O ASN 10 HD21 2.885 1.899
THR 12 OG1 ASP 11 O THR 12 HG1  2.691 1.741 THR 12 N ASP 11 OD1 THR12H 2.962 2.156
TRP 14 N THR 12 O TRP 14 H 2.852 1.996 THR 12 OG1 ASP 11 O THR 12 HG1  2.721 1.820
TRP 14 NE1 GLN4OE1 TRP 14 HE1 2807 1.863 TRP 14 NE1 GLN 4 OE1 TRP 14 HE1  2.909 2.147
TRP 16 NE1 ASP 11 OD1 TRP 16 HE1 = 2.802 1.798 TRP 16 NE1 ASP 11 OD2 TRP 16 HE1 = 3.027 1.987
TYR 17 OH  GLY 24 OXT TYR 17 HH 2.690 1.707 TYR 17 OH  GLY 24 O TYR 17 HH 2.686 1.716
GLY 20 N GLY 24 O GLY 20 H 2.782 1.802 GLY 20 N GLY 24 O GLY 20 H 3.046 2.116
ALA 21 N GLY 24 O ALA 21 H 2.865 1.871 GLY 20 N GLY 24 OXT GLY 20 H 3.016 2.137
GLN 23 NE2 GLY 50 GLN 23 HE22 3.035 2.058 ALA 21 N GLY 24 OXT ALA21 H 2.705 1.805
GLN 23 NE2 GLY 24 OXT GLN 23 HE21 2.898 1.971 GLN 23 NE2 GLY 5 O GLN 23 HE22 2.991 2.018
GLY 24 N ALA 210 GLY 24 H 3.206 2.260 GLN 23 NE2 GLY 24 OXT GLN 23 HE21 2.949 2.014

GLY 24 N ALA 21 0 GLY 24 H 3.046 2.031

2.8.1. Analisis de los angulos de los residuos para modelos de LP4
a través del grafico de Ramachandran

Se generaron los graficos de Ramachandran para los tres modelos estudiados de LP4.

LP4-m4-1 esta representado en la Figura 2.21. La mayor parte de los residuos de este
modelo se encuentran en las zonas favorables y permitidas, el frame 3831 tiene 4 aminoacidos
en regiones atipicas, glicina 5 (G5) que al no presentar impedimento estérico podria tener una
configuracion diferente, prolina 8 (P8), prolina 16 (P16) y triptéfano 14 (W14). El cuadro
4412 presento tres residuos en regiones atipicas, P8, P16 y W14.

Los gréaficos del modelo LP4-m6-5 estan en la Figura 2.22. Ambos frames presentaron 3
residuos en zonas atipicas del grafico, en el frame 2311 son glicina 5 (G5), prolina 8 (P8) v
valina 13 (V13), en el frame 3669 son P8, V13 y glicina 20 (G20).

Por tultimo los gréaficos de la Figura 2.23 representan al modelo LP4-m7-3. Los cuadros de
este modelo solo presentaron dos aminoacidos en regiones atipicas pero cercanas a regiones
permitidas, lo que es tolerable para el modelo, siendo para 3218 fenilalanina 2 (F2) y glicina
5 (Gb), y para 4056 fenilalanina 2 (F2) y treonina 12 (T12).

Con estos resultados el mejor modelo obtenido fue LP4-m7-3-3218, porque tiene solo 2
aminoacidos con angulos atipicos y uno de ellos es una glicina que puede ser reestructurada
facilmente.
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= a4 GenerallPre-Pro/Proline Favoured  * 4  General/Pre-Pro/Proline Allowed [= 4 GenerallPre-Pro/Proline Favoured 4 General/Pre-Pro/Proline Allowed

* Glycine Favoured x Glycine Allowed x Glycine Favoured x Glycine Allowed
Numero de residuos en region favorable 10 (45,5%) Numero de residuos en regidn favorable 12 (54,5%)
Numero de residuos en regién permitida 8(36,4%) Numero de residuos en region permitida 7(31,8%)
Numero de residuos en region atipica 4(18,2%) Numero de residuos en regién atipica 3(13,6%)
(a) Frame 3831 (b) Frame 4412

Figura 2.21: Grafico de Ramachandran para modelo L.P4-m4-1 (Lovell et al., 2002). Los
puntos marcados en rojo son aquellos residuos que se encuentran en las zonas atipicas del
grafico.

{8 & GenerallPre-ProfProline Favoured 4 General/Pre-Pro/Proline Allowed [sUA"  GenerallPre-Pro/Proline Favoured % 4  GenerallPre-Pro/Proline Allowed
X Glycine Favoured % Glycine Allowed X Glycine Favoured % Glycine Allowed
Nuimero de residuos en regién favorable 12 (54,5%) Nimero de residuos en region favorable 11 (50%)
Numero de residuos en region permitida 7(31,8%) Numero de residuos en region permitida 8 (63,4%)
Ndmero de residuos en region atipica 3(13,6%) Ndmero de residuos en regidn atipica 3(13,6%)

(a) Frame 2311 (b) Frame 3669

Figura 2.22: Grafico de Ramachandran para modelo LP4-m6-5 (Lovell et al., 2002). Los
puntos marcados en rojo son aquellos residuos que se encuentran en las zonas atipicas del
gréfico.
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s & GenerallPre-Pro/Proline Favoured  * 4  GeneraliPre-Pro/Proline Allowed
% Glycine Favoured % Glycine Allowed

Numero de residuos en regién favorable 16 (72,7%)
Numero de residuos en regién permitida ‘4 (18,2%)
Numero de residuos en regién atipica 2(9,1%)

(a) Frame 3218

[® A GenerallPre-Pro/Proline Favoured 4  General/Pre-Pro/Proline Allowed

12 THR

x Glycine Favoured x Glycine Allowed

Ndmero de residuos en region favorable 8(36,4%)
Nidmero de residuos en regidn permitida 12 (54,5%)
Ndmero de residuos en regidn atipica 2(9,1%)

(b) Frame 4056

Figura 2.23: Grafico de Ramachandran para modelo LP4-m7-3 (Lovell et al., 2002). Los
puntos marcados en rojo son aquellos residuos que se encuentran en las zonas atipicas del

grafico.
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2.9. Potencial electrostatico como clave en el estudio de
interacciones de péptidos y proteinas con otras mo-
léculas

El potencial electrostatico de las moléculas es una herramienta ttil cuando se estan bus-
cando las interacciones proteina-proteina o proteina y ligando especifico. Generalmente se
buscaron homologias de funcionalidad a partir solo de la estructura aminoacidica de la pro-
teina pero muchas veces sus relaciones con el entorno estidn mayormente definidas por los
campos que forman, ocasionando que proteinas aminoacidicamente diferentes tengan accio-
nes similares (Cheeseright and Mackey, 2015; Rocchia and Spagnuolo, 2015).

Por lo anterior se genero el campo electrostatico de los modelos obtenidos para los cuatro
lazo péptidos, escogiendo un representante de cada péptido para realizar un estudio compa-
rativo preliminar de estos con algunos de los templados utilizados para generarlos.

Las estructuras fueron preparadas para el calculo a través del comando PDB2PQR de
Chimera, el cual reconstruye atomos faltantes (si fuera necesario), adiciona los hidrogenos
que no estén presentes en el archivo PDB pero que si pertenezcan a la estructura, asigna
las cargas y los radios atomicos desde campos de fuerza especificos (Dolinsky et al., 2007,
2004). Las opciones utilizadas para PDB2PQR, fueron: campo de fuerza calculado por PARSE
(PARameters for Solvation Energy) (Sitkoff et al., 1994; Tang et al., 2007) y se predijeron
los estados de protonacion utilizando PROPKA (Li et al., 2005; Sondergaard et al., 2011) en
pH 7. El célculo del potencial electrostatico se realizo utilizando APBS (Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver), herramienta que resuelve la ecuacion de Poisson-Boltzmann a través de
métodos numéricos y entrega el potencial electrostatico de las moléculas (Baker et al., 2001).
La representacion de este potencial en cada punto de la superficie se hace asignando un cédigo
de color a los valores en la molécula.

2.9.1. Campo electrostatico del modelo representante de LP1

A continuacion se muestran los resultados del calculo del campo electrostatico para el
modelo LP1-m6-2039. Este modelo fue escogido por su buena conclusiéon en el grafico de
Ramachandran (Figura 2.5.c).

La Figura 2.24 presenta un resumen del modelo LP1-m6-2039. Se muestran dos imagenes
del campo electrostatico de la molécula, el primero (Figura 2.24.c) es para destacar los va-
lores minimos y maximos (-4,415 a 0,522) encontrados en la superficies. El segundo (Figura
2.24.d) esta normado o estandarizado, de -3 a 3, para poderlo comparar con campos de otras
estructuras. El campo del modelo es principalmente negativo, siendo las areas hidrofilicas las
zonas mas negativas.

Comparando las superficies obtenidas en el modelo con las del templado 5jpl (LP2006)
(Warren et al., 2017) observadas en la Figura 2.25, no se encuentran similitudes en su dispo-
sicion espacial ni sus superficies ya que 5jpl dos sectores en el campo electrostatico bastante
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marcados, uno muy negativo (azul) y otro muy positivo (rojo). La configuraciéon globular del
modelo se asemeja mas al templado 2n5c¢ (Chaxapeptin) (Elsayed et al., 2015), mostrado en
Figura 2.27 a pesar de no ser uno de los templados utilizados para su creaciéon, pero el campo
no es similar. Por lo tanto la estructura analizada no se asemeja a ninguno de los templados
en cuando a hidrofobicidad o campo electrostatico, entonces su funcién o comportamiento
no seria similar.

| —
Hidrofilico Hidrofébico

(b) Hidrofobicidad

Campo electrostatico Campo electrostatico
| ——— ] | —— |
-4.415 -3.18 -1.946 -0.7115 0.5228 -3 -1.5 0 15 3
(c) Campo electrostatico (d) Campo electrostatico normado

Figura 2.24: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del modelo LP1-m6-20309.
(a) Muestra la orientacion de la estructura del péptido (b) Presenta la hidrofobicidad de
la estructura (c) Campo electrostatico que muestra los valores maximos y minimos de la
estructura (K cal/mol x e) (d) Campo electrostatico normado entre -3 y 3 Kcal/mol x e.

Campo electrostatico Campo electrostatico
Hidrofilico Hidrofébico -4.374 199 0.3946 2.779 5.163 3 15 0 15 3
(b) Hidrofobicidad (c) Campo electrostatico  (d) Campo electrosta-

tico normado

Figura 2.25: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del templado 5jpl (LP2006)
(Warren et al., 2017). (a) Muestra la orientacion de la estructura del péptido. (b) Presenta
la hidrofobicidad de la estructura (c) Campo electrostéatico que muestra los valores maximos
y minimos de la estructura (Kcal/mol % e) (d) Campo electrostatico normado entre -3 y 3
Kecal/mol * e .
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2.9.2. Campo electrostatico del modelo representante de LP2

Los resultados del campo electrostatico del modelo LP2-m5-3-4534 estan en la Figura
2.26, este modelo fue escogido por tener solo un residuo en region atipica del grafico del
Ramachandran (Figura 2.10.d) y tener una buena compactacion de sus residuos hidrofobicos.

El campo electrostatico del modelo esta en el rango entre -0,44 y 3,498 (Figura 2.26.c),
teniendo un campo mayoritariamente positivo, como se ve en la Figura 2.26.d. Destaca por
sus sectores hidrofobicos e hidrofilicos marcados.

Este modelo sera comparado con el templado 2n5¢ (Chaxapeptin) (Elsayed et al., 2015).
Ambas moléculas tienen una forma similar a un tridngulo (desde las vistas que se ilustraron),
la zona hidrofébica de 2n5c es mayor que la del modelo, si el modelo tuviera una distribucion
mayor en el rango del campo podria ser similar a 2n5c ya que, la zona mas positiva se asemeja
a la del templado en cuanto a superficie.

De las observaciones anteriores se desprende que no se puede llegar a una conclusion
certera sobre la funcion o interaccion del péptido, pero se tiene una idea de la distribucion
de la molécula y su relacion que deberia privilegiar el acercamiento a estructuras con campos
negativos que podrian ser atraidas por su carga positiva.

Preliminarmente este lazo péptido no tendria alguna actividad similar a ninguno de los
templados utilizados para el anélisis.

[ —
Hidrofilico Hidrofébico

(b) Hidrofobicidad

Campo electrostatico Campo electrostatico

| _——— |
[ — ]
044 05445 1529 2514 3498 3 1.5 0 15 3
(c) Campo electrostatico (d) Campo electrostatico normado

Figura 2.26: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del modelo LP2-m5-3-4534.
(a) Muestra la orientacion de la estructura del péptido, (b) Presenta la hidrofobicidad de
la estructura (c) Campo electrostatico que muestra los valores maximos y minimos de la
estructura (K cal/mol x e) (d) Campo electrostatico normado entre -3 y 3 Kcal/mol * e.
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Hidrofilico Hidrofébico

(b) Hidrofobicidad

Campo electrostatico

| S oaw |
-2491 -0.7116 1.068 2.847 4.626

(c) Campo electrostatico (d) Campo electrostatico normado

Figura 2.27: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del templado 2n5¢ (Chaxa-
peptin) (Elsayed et al., 2015). (a) Muestra la orientacion de la estructura del péptido. (b)
Presenta la hidrofobicidad de la estructura (c) Campo electrostatico que muestra los valores
méximos y minimos de la estructura (Kcal/molxe) (d) Campo electrostatico normado entre
-3y 3 Kcal/mol *e.

2.9.3. Campo electrostatico del modelo representante de LP3

LP3-m3-2-1540 fue el modelo escogido para el andlisis del campo electrostatico en el lazo
péptido LP3, esto se muestra en la Figura 2.28.

El rango del campo electrostatico para el modelo es de -1,619 a 2,301 (Figura 2.28.c), la
estructura es mayormente neutra con zonas negativas cercanas al hidrofobico y zonas positivas
principalmente en sectores hidrofilicos (ver Figura 2.28).

El templado elegido para comparar este péptido fue 2mfv (Xanthomonin IT) (Hegemann
et al., 2014b), pero como se ve en la Figura 2.29 este no tiene ninguna similitud espacial con
el modelo, su eleccién como templado se baso en encontrar la mejor ubicacién de los residuos
antes y después del anillo del lazo péptidos. Si la eleccion del templado solo se hubiera basado
en homologia de secuencias, 2n5c¢ (Chaxapeptin) (Elsayed et al., 2015) hubiera sido el ideal
ya que es el mayor porcentaje de identidad nucleotidica tiene con LP3.

Por lo anterior se analizaron las similitudes espaciales del modelo con 2n5c logrando las
siguientes anotaciones: la configuraciéon espacial es muy similar entre ellos, el modelo tiene
una zona hidrofébica menor, el rango del campo electrostatico del modelo es menor pero su
distribucion es similar porque se pueden encontrar zonas marcadas positivas y zonas nega-
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tivas, teniendo ambas estructuras una gran zona neutra. Con las especificaciones anteriores
se podria concluir inicialmente que LLP3 con la configuracién del modelo LP3-m3-2-1540 po-
dria tener una actividad similar a Chaxapeptin pero con un rango menor de acciéon debido a
campo.

Hidrofilico Hidrofébico

(a) Estructura (b) Hidrofobicidad

Campo electrostatico Campo electrostatico
| s e | T T
-1.619 -0.6386 0.3414 1.321 2.301 -3 -1.5 0 1.5 3
(¢) Campo electrostético (d) Campo electrostéatico normado

Figura 2.28: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del modelo LP3-m3-2-1540.
(a) Muestra la orientacion de la estructura del péptido (b) Presenta la hidrofobicidad de
la estructura (c) Campo electrostatico que muestra los valores maximos y minimos de la
estructura (K cal /mol x e) (d) Campo electrostatico normado entre -3 y 3 Kcal/mol x e.

a8k

Campo electrostatico

Campo electrostatico

¢ T S

Hidrofilico Hidrofébico -4.056 -2.078 -0.09946 1.879 3.857 -3 -1.5 0 15 3

(a) Estructura (b) Hidrofobicidad (¢c) Campo electrostd- (d) Campo electrosta-
tico tico normado

Figura 2.29: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del templado 2mfv (Xantho-
monin II) (Hegemann et al., 2014b). (a) Muestra la orientacion de la estructura del péptido.
(b) Presenta la hidrofobicidad de la estructura (¢) Campo electrostatico que muestra los va-
lores méaximos y minimos de la estructura (K cal/mol*e) (d) Campo electrostéatico normado
entre -3 y 3 Kcal/mol x e.
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2.9.4. Campo electrostatico del modelo representante de LP4

Para el analisis de LP4 se apartaron 2 modelos, LP4-m4-1-4412 cuya configuracion es P15
sobre el anillo y W16 bajo este, y LP4-m6-5-3669 donde W14 esta sobre el anillo y P15 por
debajo.

Para la comparacion de los modelos de LP4 se escogieron dos de los templados utilizados
para el modelamiento: 5gov (Sphaericin) (Kodani et al., 2017) (Figura 2.32) seleccionado por
presentar el mejor alineamiento con la secuencia de LP4 y 2n6v (Astexin3) (Allen et al., 2016;
Maksimov et al., 2015) (Figura 2.33) por tener el mismo largo de secuencia.

LP4-m4-1-4412 se muestra en la Figura 2.30, la molécula presenté un campo mayorita-
riamente negativo a neutro (Figura 2.30.d) y su rango de -3,343 a 0,131 (Figura 2.30.c).
Se observa una similitud espacial con 5gvo pero el rango del campo y distribucion de car-
gas no tienen ninguna semejanza ya que 5gvo tiene un rango mayor y un sector positivo
muy marcado en su superficie. 2n6v es diferente a los demas templados utilizados porque su
configuracion espacial es alargada mas que globular y no tiene parecido con el modelo LP4-
m4-1-4412 pero si hubiera sido comparado con el modelo LP4-m6-5-2311 (ver Figura 2.19) si
tendria similitud espacial, en cuanto al campo 2n6v presenta un sector negativo considerable
igual que LP4-m4-1-4412.

Hidrofilico Hidrofébico

(b) Hidrofobicidad

Campo electrostatico Campo electrostatico
| e | N
-3.343 -2.475 -1.606 -0.7372 0.1314 -3 -15 0 15 3
(¢) Campo electrostético (d) Campo electrostético norma-
do

Figura 2.30: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del modelo LP4-m4-1-4412.
(a) Muestra la orientacion de la estructura del péptido (b) Presenta la hidrofobicidad de
la estructura (¢) Campo electrostatico que muestra los valores maximos y minimos de la
estructura (Kcal/mol x e) (d) Campo electrostatico normado entre -3 y 3 Kcal/mol x e.
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Figura 2.31: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del modelo LP4-m6-5-3669.
(a) Muestra la orientacion de la estructura del péptido (b) Presenta la hidrofobicidad de
la estructura (¢) Campo electrostatico que muestra los valores maximos y minimos de la
estructura (K cal/mol x e) (d) Campo electrostatico normado entre -3 y 3 Kcal/mol * e.

El segundo modelo L.P4-m6-5-3669 presenta una distribucion espacial diferente (ver Figura
2.31), mas alargada y con un campo electrostatico de rango mayor, de -3,504 a 2,041 (Figura
2.31.¢), estos limites de campo son semejantes a los encontrados en los templados visto en
la seccion, no asi la distribucion de cargas en la superficie (Figura 2.31.d), se identifica por
tener una concavidad negativa y la mayoria de los templados presentan concavidades positivas
mayores.

[ a—
Hidrofilico Hidrofébico

(b) Hidrofobicidad

Campo electrostatico Campo electrostatico
| | | SN
-5.707 -3.265 -0.8228 1.619 4.062 -3 -1.5 0 15 3
(c) Campo electrostatico (d) Campo electrostéatico normado

Figura 2.32: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del templado bgov (Sphae-
ricin) (Kodani et al., 2017). (a) Muestra la orientacion de la estructura del péptido. (b)
Presenta la hidrofobicidad de la estructura (c) Campo electrostético que muestra los valores
méaximos y minimos de la estructura (Kcal/mol+*e) (d) Campo electrostatico normado entre
-3y 3 Kcal/mol *e.
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Figura 2.33: Estructura, hidrofobicidad y campo electrostatico del templado 2n6v (Astexin3)
(Allen et al., 2016; Maksimov et al., 2015). (a) Muestra la orientacion de la estructura del
péptido. (b) Presenta la hidrofobicidad de la estructura (¢) Campo electrostatico que muestra
los valores méaximos y minimos de la estructura (Kcal/mol % e) (d) Campo electrostatico
normado entre -3 y 3 Kcal/mol * e.

A partir de los registros anteriores no se puede llegar a una conclusiéon sobre la actividad
de la molécula comparandola con los templados, pero si se destaca que LP4 puede tener
una mayor interaccion con moléculas de cargas positivas atraidas por su campo mayormente
negativo.

2.10. Conclusiones

1. Se crearon modelos por homologia de secuencia y estructura de los lazo péptidos en-
contrados en Streptomyces sp HST28.

2. Se estudiaron las estructuras de los modelos creados.

3. Se realizé una validacion parcial de los modelos, concluyendo que los residuos de cada
modelo estan dentro de las configuraciones teéricas permitidas, faltando ajustar algunos
sectores de las estructuras en ciertos casos.

4. Se estudio el campo electrostatico de algunos de los modelos y templados, encontrandose
que existen relaciones y diferencias que pueden ayudar a elucidar actividad de los
péptidos.

5. Los modelos obtenidos se podrian comparar con todas las estructuras reportadas de
lazo péptidos y asi obtener una mejor conclusiéon en cuanto a actividad e interacciones.
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Capitulo 3

Expresion heterdloga de los clusters,
bionensayos y deteccion de los lazo
péptidos

3.1. Resumen

La expresion heterologa de metabolitos es una metodologia experimental ampliamente
utilizada en el estudio de nuevas proteinas y péptidos. En este capitulo se detalla el estudio
experimental realizado a los nuevos lazo péptidos encontrados en Streptomyces sp. HST28.

Los cuatro lazo péptidos tedricos encontrados en el genoma de Streptomyces sp. HST28
fueron clonados en Streptomyces coelicolor M1152 y M1154 para luego ser probados en ensayos
de actividad. Solo dos de estos lazo péptidos fueron clonados exitosamente (LP1 y LP3),
corroborando esto a través de PCR y posterior secuenciacion de los clones. Las condiciones
de bioensayo probadas no arrojaron resultados favorables para ninguna de las cepas, lo que
quiere decir, que pueden no estar produciendo los péptidos o estos dltimos no presentan
actividad bajo las condiciones tratadas.

Los resultados negativos de los bioensayos indican que puede haber una nula o poca
expresion de los lazo péptidos, también podrian presentar un problema en su biosintesis o
simplemente no tener actividad bajo estas condiciones evaluadas.

La comprobacion final de la expresion de los péptidos fue realizada a través de espectro-
metria de masa, el lazo péptido analizado fue LP1. Como resultado no se pudo encontrar
la presencia de una masa/carga (m/z) correspondiente a la predicha para la molécula en el
medio de cultivo ni en el extracto celular, este anélisis se realiz6 también a la cepa nativa
(Streptomyces sp. HST28) donde tampoco se encontro, por esto se supone que el claster de
LP1 pude ser silente y bajo las condiciones probadas no se expresa, tanto en esta como en
las cepas de S. coelicolor transformadas, se propone modificar las condiciones de cultivo o
formada de clonamiento con la finalidad de corroborar esta hipotesis.
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3.2.

Metodologia capitulo

3.2.1. Metodologia general de expresion heteréloga y bioensayos

A continuacion se detalla la metodologia general que se utilizé para la expresion heterologa
de los clusters, los protocolos especificos se pueden encontrar en Anexo F.

1.
2.

10.

Aislar DNA genémico desde Streptomyces sp. HST28.

Realizar PCR gradiente del DNA genémico para obtener la temperatura 6ptima de los
cebadores antes disenados. Teniendo la temperatura 6ptima se procede a ejecutar el
PCR para la purificacion de los clusters.

Luego se procede a la doble digestion con enzimas de restriccion seleccionadas para el
inserto y el vector. Purificar el vector desde el gel de agarosa y el inserto directamente
desde la digestion.

Teniendo el vector y el inserto digeridos se procede a su ligaciéon de acuerdo a lo reco-
mendado por el protocolo de enzima T4 ligasa.

Esta ligacion se transforma en E. coli DHba o en E. coli TOP10 y se plaquea para
seleccion en LB con antibidtico, para el caso de plJ10257 se utiliza higromicina B
concentracion 80ug/ml.

Para comprobar la correcta ligacion y transformacion se realiza un PCR. utilizando
cebadores disenados para amplificar por fuera del sitio de multiclonamiento del vector
(GBA001 y GBA002, Anexo C), este se visualiza en un gel. Paralelo a esto se requie-
re crear una placa de respaldo de las colonias seleccionadas para continuar con las
siguientes etapas en el caso de que estas sean positivas.

Desde la placa de respaldo se realiza una miniprep para extraer el vector. Si se estima
necesario se realiza una comprobaciéon de la miniprep haciendo una digestién de los
vectores con las enzimas de restriccion que se utilizaron inicialmente.

El producto de miniprep se transforma en E. coli ET12567/pUZ8002 (ETZ) y esta se
plaquea en LB con cloranfenicol, kanamicina y el antibiotico de seleccion del vector
utilizado, que en este caso es higromicina B (concentracion 80ul/ml).

Realizar conjugacion con Streptomyces coelicolor (M1152 o M1154), plaquear en SFM
10mM MgCls.

Ya teniendo las colonias seleccionadas en el medio anterior, se plaquean nuevamente en
placas de SFM con acido nalidixico y el antibiotico de seleccion del vector (higromicina
B, para plJ10257), luego de estas placas se replaquea en placas con SFM y acido
nalidixico. Por ultimo se plaquea en placas de SFM solo, para realizar desde este un
stock de esporas con el cual se trabaja en las siguientes etapas.

La produccion de metabolitos secundarios para las pruebas de actividad se realizé de la
siguiente forma:

1.

Se cultivaron los clones de S. colelicolor en 3 medios diferentes (TSB-YEME (50-50),
ISP2 e ISP2 modificado) en un matraz de 125 ml con 25 ml de medio, a 30°C por 7
dias.
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2. Pasado el tiempo de incubacion se hacen cultivos de 50 ml de medio con 1 ml del cultivo
anterior, a 30°C, 250 rpm por 7 dias.
3. Desde este altimo cultivo se puede realizar una producciéon mas grande en volimenes

de medio mayores. En este trabajo se hicieron cultivos con volimenes totales de 100
ml.

4. El dltimo cultivo es utilizado para los bioensayos. El extracto es preparado centrifu-
gando el cultivo a 600 rpm por 10 minutos y separando el sobrenadante del pellet.

5. Los bioensayos se realizaron contra Micrococus luteus, Bacillus subtilis y cepas de hon-
gos patogenos de plantas. La preparacion de los organismos, medios y condiciones de
prueba esta descrita en el Anexo F.4. Se utilizaron 50 ul de sobrenadante para los
bioensayos (en cada pocillo de las placas utilizadas).

3.2.2. Metodologia de deteccién de los lazo péptidos por espectro-
metria de masa

Los analisis que se muestran en esta seccion se realizaron en colaboracion. La metodologia
utilizada para estos es la siguiente:

1. Se cultivaron los clones producidos heterologamente (ver Capitulo 3) en matraces con
bafles de 150 ml, en 50 ml de medio GYM4 por 7 dias a 130 rpm. Los cultivos se puede
observar en la Figura 3.1.

Figura 3.1:

2. Terminado el tiempo, los cultivos se centrifugan a 4600 rpm para separar el sobrena-
dante.

3. Al sobrenadante se le agregan 3g de beads de resina HP20 hidrofébica por cada 50 ml
de cultivo, para luego ser incubados overnight con agitaciéon a 130 rpm.

4. Para la extracciéon de metabolitos, la resina fue filtrada y lavada con agua MiliQ dos
veces. Posteriormente ésta fue suspendida en MeOH overnight.

5. Transcurrido este periodo, el extracto MeOH fue concentrado en vacio. Su analisis
posterior fue en una dilucion 50 % extracto en 50 % de agua MiliQ, en LC-MS-QTOF.
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6. La biomasa obtenida en el paso 2, después de la centrifugacion, fue homogeneizada y
suspendida en MeOH overnight.

7. La muestra para analizar la biomasa se obtuvo filtrando la mezcla de biomasa con
MeOH y luego concentrandola en vacio, para ser analizada en una dilucion 50 % en
LC-MS-QTOF.

8. Los resultados arrojados por el LC-MS-QTOF fueron procesados en el programa Data
Analysis 4.3.

3.3. Resultados del aislamiento de los genes de lazo pép-
tidos por expresiéon heterologa

El cluster de cada lazo péptido fue aislado a través de la técnica de PCR utilizando
cebadores con extremos cohesivos que luego pueden ser ligados a un vector de clonacion.

Se selecciono el vector pIJ10257 (ver Anexo B) por tener la maquinaria para poder realizar
conjugacion desde una cepa de E. coli a una de Streptomyces y por ser un vector integrativo
en el genoma. Analizando el sitio de multiclonamiento dentro del vector (ver Anexo D)
se utilizaron los sitios de restriccion Ndel y HindIII como base para crear los cebadores,
la eleccion de Ndel fue para que el gen incorporado coincida con el marco de lectura del
promotor ermE* (promotor constitutivo) y pueda regular la sintesis de los péptidos. Los
cebadores utilizados se pueden ver en el Anexo C y su creacion en la Seccion 1

En una primera etapa se prob6 la metodologia clonando el primer lazo péptido, cuya
secuencia nucleotidica se muestra en el Anexo G.1

3 kb

Figura 3.2: PCR en gradiente del gen de LP1 con sus cebadores especificos. Se puede observar
que este PCR tiene un buen rendimiento en la mayoria de las temperaturas utilizadas y se
encuentra el tamano del cluster que corresponde a 2800 pb (banda marcada en rojo), justo
bajo de la marca de los 3 kb destacada en la figura.

A partir del PCR realizado (Figura 3.2) se seleccion6 61,9°C como temperatura 6ptima
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para el siguiente PCR y posterior purificacion del fragmento. El mismo procedimiento se
realiz6 en los otros posibles lazo péptidos, cuya PCR gradientes se muestran en la Figura 3.3.

o
=
E
0
E
a

-]

Figura 3.3: PCR en gradiente de los genes de LP2, LP3 y LP4 con sus cebadores especificos.
La baja resolucion del gel de agarosa se debid a la alta concentracion de ADN cargado. En
rojo se destaca la banda esperada de LP4.

A pesar de la resolucion del gel de la Figura 3.3, se observa claramente que LP4 tiene un
rendimiento bueno en todas las temperaturas probadas, por esta razoéon se seleccion6 61,6°C
como temperatura 6ptima para amplificar el gen de LP4. En el caso de los lazo péptidos 2 y
3, el gel no permite visualizar claramente su corte, por esto se generé un nuevo gel, el cual
se puede ver en la Figura 3.4.

Figura 3.4: PCR gradiente LP2 y LP3 con mejor resolucion del gel de agarosa. Se observa
claramente la banda buscada para LP3 en este gel, pero la banda de LP2 es tenue. Ambas
bandas buscadas se destacan en rojo.

Desde este nuevo gel se ve que el LP2 a 61,6°C y el LP3 a 60,4°C se puede obtener el corte
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deseado, utilizando estas condiciones se obtiene el gel para purificar estos péptidos (Figura
3.5).

Figura 3.5: Gel para purificacion de lazo péptidos 2 y 3. Se realiz6 un PCR con las condicio-
nes 6ptimas y varias alicuotas para obtener mayor concentracion de ADN final y asi poder
purificar eficientemente. Las bandas buscadas se encuentran destacadas en rojo.

Teniendo todos los fragmentos purificados se procedi6 con los pasos siguientes de digestion
utilizando las enzimas de restriccion seleccionas y luego la ligacion con el vector plJ10257.
Una vez ligados los vectores con el inserto se realizoé una clonacion de estos en E. coli (la
representacion del vector con inserto integrado se pueden encontrar en Anexo D), para el caso
del lazo péptido 1 se utilizo E. coli DHb5« y para los lazo péptidos 2, 3y 4 E. coli TOP10.
Los resultados del PCR colonia utilizado para la comprobacion del clonamiento de los lazo
péptidos 2, 3 y 4 se ven en la Figura 3.6.

A partir de esto se seleccionaron las colonias a las cuales se les realiza miniprep y una
nueva comprobaciéon con enzimas de restricciéon. Las colonias finales en esta etapa son:

e LP1: colonias 9 y 14
e LP2: colonias 3y 7
e LP3: colonias 3 y 4
e LP4: colonias 4y 5

A los vectores purificados a través de miniprep de todas estas colonias de les realizd una
secuenciacion del inserto utilizando los primers GBA0O1 y GBA002 (ver secuencia en Anexo
C), esta secuenciacion se demord més de lo previsto, por esta razon se continuo con el resto
de las etapas con todos los clones a pesar de no tener certeza de la secuencia nucleotidica de
estos.

Al tener aislados los genes se procedio al traspaso de éstos a un super hospedero de Strep-
tomyces en este caso se utilizo S. coelicolor M1152 y M1154 (ver Anexo A) cuya principal
caracteristica es tener delecionados los principales genes de produccion de metabolitos secun-
darios propios (Gomez-Escribano and Bibb, 2011).

67



-LP2

Cl €2 C3ECAN EHLEH ICTECE R CORCT (i IR EFRC AN ES

LP3

=SB

C6 C7 C8 C9 C10 1 CZ C3 C4 G5 Co

Figura 3.6: Comprobacion de ligacion y transformacion en clones de E. coli TOP10. Para esta
comprobacion se utilizaron los cebadores GBA0O1 y GBAO002. Se obtuvieron varios clones de
LP2 y LP3, no asi de LP4 en que solo se obtuvieron dos posibles clones.

Antes de realizar la conjugacion, primero se debe incorporar el vector con el inserto dentro
de las células E. coli ETZ, las cuales tienen la maquinaria necesaria para la conjugaciéon entre
E. coli y Streptomices.

Igual que para la primera clonaciéon se comprueba a través de PCR de colonia con los
mismos primers utilizados anteriormente (GBA001 y GBA002). Los resultados para los lazo
péptidos 2.3 y 4 se pueden ver en la Figura 3.7.

Por tltimo se ejecuta la conjugacion, este procedimiento estd optimizado y es eficiente,
esto se realiza para que el clister quede integrado en el genoma del microorganismo huésped,
as{ se asegura que el huésped no elimine el ADN externo y al momento de la produccion del
metabolito se pueda utilizar la maquinaria propia del organismo huésped que en este caso
es de la misma especie que el organismo original, asumiendo con esto que su maquinaria de
produccion de proteinas es muy similar (Baltz, 2010; Bekiesch et al., 2016).

Al terminar esta etapa y evaluar la produccion heterologa de los péptidos se recibieron
los resultados de secuenciacion, arrojando que los clones de LP1 y LP3 tienen la secuencia
nucleotidica consistente con la que se esta buscando, no asi los clones analizados de LP2 y
LP4. Por esta razon se tomaron los clones de LP1 y LP3 para extraer su ADN genémico y
desde éste comprobar si el cluster se insertd en el genoma de la bacteria (Figura 3.8).

Claramente en la Figura 3.8 se comprueba que las secuencias de los lazo péptidos 1 y 3
estan en el ADN genoémico de huésped.
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Figura 3.7: Comprobacién de clonamiento del vector en células E. coli EZT. Fueron utilizados
los cebadores GBA001 y GBA002
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Figura 3.8: Comprobacion de conjugacion en Streptomyces coelicolor. PCR realizado sobre
ADN genémico de los clones, el control utilizado es el PCR sobre ADN gen6émico de S.
coelicolor M1152, Los cebadores utilizados fueron ANO1-f1 y ANO1-r1 para LP1; ANO3-f y
ANO03-r1 para LP3.

3.4. Bioensayos de los clones heterélogos de lazo péptidos
obtenidos

Los bioensayos fueron realizados antes de la comprobacién con espectrometria de masa
de la presencia del péptido y antes de la secuenciacion, por esta razon se utilizaron todos los
clones obtenidos.

El primer ensayo fue contra B. subtilis (figura 3.9), donde fueron probados solo los ex-
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tractos de LP1 incluyendo clones de S. coelicolor M1152 y M1154, como control negativo se
utilizan las cepas de S. coelicolor no mutadas y como control positivo el antibidtico higromi-

cina B, al cual los clones son resistentes.

La Figura 3.9 arroja que LP1 no produce ningtn halo de inhibicién, siendo la prueba

realizada tanto con cultivo homogeneizado y sobrenadante del cultivo.
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Figura 3.9: Bioensayos de los clones de lazo péptido contra Bacillus subtilis. Cultivo de
estos clones fue realizado en medio TBS-YEME (50/50) A) bioensayos con pellet de cultivo
homogeneizado, B) bioensayos con sobrenadante del cultivo, los pocillos marcados contienen
muestras de: 1. clon 9 de LP1 en S. coelicolor M1152, 2. clon 9 de LP1 en S. coelicolor M1154,
3. clon 14 de LP1 en S. coelicolor M1152, 4. clon 14 de LP1 en S. coelicolor M1154, C1-
S. coelicor M1152 como control negativo, C2- S. coelicolor M1154 como control negativo y
C+- control positivo con antibidtico higromicina B.

El segundo bioensayo probado fue contra M. luteus, en esta ocasion se utilizaron clones
de los cuatro lazo péptidos en super hospedero S. coelicolor M1152, como control negativo
se us6 el hospedero sin transformar y como control positivo se utilizé el extracto crudo de §.
leeuwenhoekit C34. Los resultados de este experimento se pueden ver en la Figura 3.10. Se
observo que las posiciones 3 y 8 que contienen muestras de los clones LP2 y LP4 respecti-
vamente, presentan halos de inhibicion. Este resultado es incongruente con la secuenciacion
posterior realizada a las cepas, ya que estos clones no contenian los insertos deseados, por esta
razon se realizé un cultivo control de los sobrenadantes utilizados y estos arrojaron una con-
taminacion similar morfolégicamente a Serratia marcescens contaminante comin de cultivos
(Hejazi and Falkiner, 1997; Wilfert et al., 1970). Los deméas sobrenadantes no presentaron
contaminacién. Se puede concluir que los organismos probados no tienen actividad contra M.
luteus.

Por 1ltimo se ejecutaron ensayos de actividad contra 10 cepas de hongos patdgenos para
plantas (cuya lista se puede ver en Anexo A). La Figura 3.11 es un ejemplo de la primera
corrida de ensayos elaborada solo con clones de LP1, esta imagen muestra particularmente
los resultados sobre Aspergillus niger. Fn estos experimentos el control negativo fueron los
hospederos sin transformar y el control positivo el antiftingico nistatina. Como se puede
advertir esta prueba no arrojé actividad antifingica del LP1, este resultado fue igual para
todas las cepas de hongos testeadas.
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Figura 3.10: Bioensayos de los clones de lazo péptido contra Micrococcus luteus. Los clones
probados en este experimento son solo de S. coelicolor M1152. A) bioensayos de clones
cultivados en medio ISP2, B) bioensayos de clones cultivados en medio ISP2 modificado, los
pocillos marcados contienen muestras de: 1. clon 9 de LP1, 2. clon 14 de LP1, 3. clon 7-91
de LP2, 4. clon 7-92 de LP2, 5. clon 3-31 de LP3, 6. clon 3-36 de LP3, 7. clon 3-42 LLP3, 8.
clon 4-13 LP4, 9. clon 4-16 LP4, C- §. colelicor M1152 como control negativo y C+ control
positivo con S. leeuwenhoekii C34.

Figura 3.11: Bioensayos de los clones de lazo péptido contra Aspergillus niger. Cultivo de
estos clones fue realizado en medio TBS-YEME (50/50), de donde se utilizé el sobrenadante
A) vista inferior placa, B) vista superior placa, los pocillos marcados contienen muestras de:
1. clon 9 de LP1 en S. coelicolor M1152, 2. clon 9 de LP1 en S. coelicolor M1154, 3. clon
14 de LP1 en §. coelicolor M1152, 4. clon 14 de LP1 en S. coelicolor M1154, C1- §. coelicor
M1152 como control negativo, C2- S. coelicolor M1154 como control negativo y C+ control
positivo con antifingico nistatina.

En la Figura 3.12 se muestra uno de los casos examinados para la actividad sobre el
hongo Alternaria alternata. Los sobrenadantes utilizados aqui fueron los mismos que para
M. luteus (Figura 3.10), por esta razén se observan inhibiciones en las posiciones 3 y 8
nuevamente, sabiendo que esto es debido a la contaminaciéon presentada en los cultivos y
descrita anteriormente. El resultado para este ensayo y los demés ensayos ejecutados contra
hongos es negativo, ninguno de los lazo péptidos presenta actividad antifiingica.

Los resultados anteriores arrojan que los extractos no tiene actividad antibiética ni an-
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tifingica bajo las condiciones evaluadas. Puede que no se este produciendo el péptido por
falta de alguna molécula en la via sintética o porque las enzimas que modifican el péptido no
se producen o su produccion es deficiente (Bekiesch et al., 2016; Wenzel and Miiller, 2005).
Como método de comprobacion de estas hipotesis se propone probar los clones de LP1 y LP3
bajo condiciones diferentes, es decir, utilizando otro medio de cultivo, o alguna modificacion
a los medios utilizados (1o que sera discutido en la seccion siguiente).

Figura 3.12: Bioensayos de los clones de lazo péptido contra el hongo Alternaria alternata.
Los clones probados en este experimento son solo de S. coelicolor M1152, donde fueron
probados solo los sobrenadantes. A1) bioensayos de clones cultivados en medio ISP2 vista
inferior placa, A2) bioensayos de clones cultivados en medio ISP2 vista superior placa, B1)
bioensayos de clones cultivados en medio ISP2 vista inferior placa, B2) bioensayos de clones
cultivados en medio ISP2 vista superior placa, los pocillos marcados contienen muestras de:
1. clon 9 de LP1, 2. clon 14 de LP1, 3. clon 7-91 de LLP2, 4. clon 7-92 de LP2, 5. clon 3-31
de LP3, 6. clon 3-36 de LP3, 7. clon 3-42 LP3, 8. clon 4-13 LP4, 9. clon 4-16 LP4, C- §.
colelicor M1152 como control negativo y C+ control positivo con antifingico nistatina.
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3.5. Experimentos de deteccion de lazo péptidos por es-
pectrometria de masa

Para el procesamiento de los resultados arrojados por el LC-MS-QTOF se utiliza la bis-
queda especifica de los estados de ionizacién teéricos de cada lazo péptido. Estas ionizaciones
se presentan en la Tabla 3.1 donde para los péptidos LP1, LP2 y LP3 se busca el estado
completo de ionizacion y para el LP4 se busca uno trucado debido al largo de este.

Tabla 3.1: Estados de ionizacion esperados para cada lazo péptido.

Secuencia Estado M (-H,O) M+H M+2H
LP1 DRGTWGWDDYNECWWLGC Completa 224287  2243.87 113221
LP2 LLQRSGNDRLILSKN Completa 1707 1708 853
LP3 GYGNAWDSKNGLF Completa 1409,65 1410,65 705,83
LP4 | GFPQGSWPDNDTVWPWYGAGAAQG Truncada 254512 2546,13 1273,57

Los espectros obtenidos para LP1 fueron contrastados con espectros de la cepa Strep-
tomyces sp. HST28 (cepa nativa del lazo péptido) con el objetivo de comprobar una sobre
expresion del péptido.

Los resultados para ambos anélisis no fueron favorables, no se encontraron los estados
de ionizacion deseados en ninguno de los espectros. Al no encontrar la molécula en la cepa
nativa se puede suponer que este clister en particular pude no expresarse dentro de la célula,
por esto se procedié a realizar su clonamiento heterologo.

Examinando ahora los extractos obtenido a partir de los clones de LP1 (clones 9 y 14),
en ellos tampoco se encontraron las moléculas deseadas, comparando con la cepa nativa
se pueden suponer que por ser un clister que no se expresa este necesita algin metabolito
activador que no se encontraba presente en el medio de cultivo. Con la finalidad de comprobar
esta hipotesis se propone modificar las condiciones de cultivo, principalmente cambiar o
alterar el medio de cultivo (Bekiesch et al., 2016; Bilyk and Luzhetskyy, 2016; Ren et al.,
2017).

Algunas de las modificaciones posibles para la no expresion del péptido heterélogo proba-
das en otras investigaciones son (Bekiesch et al., 2016; Terpe, 2006):

e Disminuir o modificar la temperatura de cultivo para provocar un estrés en la célula y
promover la produccion de metabolitos secundarios, esto también podria aplicarse en
la cepa nativa.

e Utilizar un promotor regulado en vez de constitutivo, asi se tendria el control de la
expresion del clister. Esta estrategia en particular no asegura la produccion del péptido
va que el problema puede estar dentro del metabolismo del organismo.

e Si el problema esta dentro del metabolismo, puede ser necesario la incorporaciéon de un
agente activador de las enzimas que modifican el péptido.

Si estas modificaciones al clonamiento heterélogo no dan resultado, se propone tomar como
estrategia la activacion el claster directamente en la cepa nativa (Streptomyces sp. HST28),
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para esto se pueden utilizar técnicas como CRISPR-Cas9 knock-in que fuerza la expresion
de genes (Zhang et al., 2017) o sobre-expresando genes activadores atipicos siendo necesario
el estudio mas a fondo del flujo metabolico de la célula (Li et al., 2017; Ren et al., 2017),
siendo algunos ejemplos.

3.6. Conclusiones

1. El clonamiento heterdlogo fue realizado en Streptomyces coelicolor M1152 y M1154
para los cuatro lazo péptidos, siendo exitoso solo en dos de ellos, LP1 y LP3. LP2 y
LP4 no fueron clonados.

2. Las pruebas de actividad en que se probaron los sobrenadantes de cultivos liquidos de
S. coelicolor M1152 y M 1154 portando vectores con los clister de lazo péptidos fueron
negativas contra todos los organismos testeados.

3. No fue posible la deteccion de LP1 por espectrometria de masa. Un trabajo a futuro
serfa, comprobar si LP3 puede ser detectado con este método.
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Conclusiones generales y proyecciones

Esta tesis tuvo por objetivo encontrar, expresar y caracterizar estructural y funcionalmente
los lazo péptidos presentes en el genoma de Streptomyces sp. HST28.

Considerando los antecedentes presentados anteriormente, el estudio de lazo péptidos se
ve como una alternativa prometedora para el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos
en diferentes areas.

Para lograr el objetivo principal, primero se detectaron y reconstruyeron bioinformética-
mente los clisters de genes de lazo péptidos del genoma de Streptomyces sp. HST28. Particu-
larmente se localizaron cuatro nuevos lazo péptidos (LP1, LP2, LP3 y LP4), uno de clase III
(LP1) y tres de clase II (LP2, LP3 y LP4). Luego se estudio la organizacion de sus clasters.
LP4 present6 una anomalia en la configuracién del claster, con respecto a los encontrados
en bibliografia, esto podria indicar que este clister no corresponde a un lazo péptido, por
esta razon si su clonamiento heterologo fuera exitoso, seria interesante realizar un estudio a
futuro sobre las enzimas de biosintesis del péptido. La organizacion de los clisters en los lazo
péptidos restantes, coincidian con las de otros lazo péptidos de Streptomyces, tomando como
ejemplo el cluster de Chaxapeptina (Elsayed et al., 2015).

Una vez establecida la secuencia aminoacidica de los péptidos se crearon modelos in silico
de sus estructuras tridimensionales, las cuales fueron analizadas exitosamente. La creacion de
los modelos fue posible gracias a la implementaciéon de criterios de alineamiento de secuencias
y similitudes estructurales de lazo péptidos reportados en la plataforma Protein Data Bank
(Berman et al., 2000; Rose et al., 2017). La validacion de los modelos fue realizada a través
del anélisis de sus residuos en el grafico de Ramachandran de donde se encontraron pequenos
problemas estructurales en los angulos de algunos residuos, a pesar de esto los modelos se
encuentran dentro del rango aceptable. El avance obtenido en este punto abre la posibilidad
del estudio in silico de este tipo de péptidos.

El calculo del potencial electrostatico de los modelos posibilité su comparacién con de-
terminados templados estableciendo diferencias y semejanzas. Se determind que LP3 fue el
péptido con mas similitudes, el cual podria tener mayor probabilidad de presentar algin tipo
de actividad antimicrobiana o antibiética comparado con los demés modelos y lazo péptidos
estudiados en esta investigacion. Este tipo de andlisis basado en interacciones electrostaticas
con otras moléculas, abre la posibilidad de crear una clasificacién para los lazo péptidos que
facilitaria la determinacion teodrica de la actividad de nuevos péptidos. Como trabajo futu-
ro se propone el anélisis del campo electrostatico de todas las estructuras de lazo péptidos
reportadas, para tener una base de datos espacial y asi poder utilizarla como parametro de
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comparacion en la implementacion de nuevos modelos.

Como segundo objetivo se buscé clonar heterdlogamente los clisters encontrados, solo
dos de los cuatro cliusters de lazo péptidos fueron clonados exitosamente, LP1 y LP3. Los
clones de LP1 fueron cultivados para determinar la expresion del péptido por espectrometria
de masa, los resultados de este fueron negativos, no encontrandose el péptido en el cultivo.
Teniendo en cuenta los resultados experimentales negativos se determinaron alternativas para
el clonamiento y producciéon de los péptidos como por ejemplo considerar otras formas de
clonamiento utilizando técnicas mas efectivas como el gibson assembly que posee la capacidad
de clonar fragmentos més grandes de ADN (Gibson et al., 2009; Li et al., 2011; Thomas et al.,
2015). Por otra parte para LP1 es necesario implementar diferentes condiciones de cultivo con
la finalidad de promover su expresion. Se ha estudiado que algunos metabolitos del huésped
pueden estar interfiriendo en la producciéon del péptido o por otra parte el promotor no es
compatible con el cluster (Bekiesch et al., 2016; Ren et al., 2017). En el caso de LP3 primero
se deben examinar los cultivos de sus clones por espectrometria de masa, asi se confirmara o
descartara su produccién, en el caso de no encontrarse el péptido se pueden implementar las
mismas medidas que para LP1.

A través de esta tesis se realiz6 un importante aporte para la investigacion de lazo péptidos
y un avance en la implementacion de metodologias computacionales para su estudio, esto a
pesar de no cumplir satisfactoriamente con todos los objetivos planteados. Por esto se deja
abierta la posibilidad de desarrollar a fondo estos temas y promover la implementacion de
investigaciones in silico futuras.
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Apéndice A

Lista de cepas

Cepa Descripcién Referencia del
Recurso
E. coli DHb« Cepa utilizada para clonamiento de rutina. (Grant et al.,
F-®80lacZAM15  A(lacZYA-argF) U169 1990)
recAl endAl hsdR17(ri-) phoA supE44
thi-1 gyrA96 relAl A\~
E. coli TOP10  Cepa utilizada para clonamiento de rutina. Invitrogen

E. coli ET12567
/ pUZ8002

S. coelicolor
M1152

S. coelicolor
M1154
2: Alternaria al-
ternata

13:  Penicillium
rubens

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC)
®80lacZAM15  AlacX74  nupG  recAl
araD139  A(ara-leu7697) galE15  ¢galK16
rpsL(Str®) end A1l A\—

Cepa de metilacion deficiente usada pa-
ra conjugaciéon con Streptomyces. pUZ8002
provee la maquinaria de conjugacion.
dan13::Tn9 (Resistencia a cloranfenicol)
dem-6 hsdM hsdR recF143 zj5-201::Tn10
galK2 galT22 aralj lacY1 zxyl-5 leuB6 thi-
1 tonAS81 rpsL136 hisG4 tsz-78 mtll gln'V/4,
pUZ8002 (resistencia a kanamicina)
M145, Aact Arec Acpk
rpoB[C1298T]([S433L)

Acda
M145
Hongo utilizado para ensayos de bioactividad

antifingica

Hongo utilizado para ensayos de bioactividad
antifungica
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(MacNeil et al.,
1992)

(Gomez-
Escribano
Bibb, 2011)

and

(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)
(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)



14:  Penicillium
rubens

16:  Penicillium

chrysogenum,

31:  Aspergillus
niger

35:  Penicillium
griseofulvum

CC17A: Penici-
llium glabrum

CC18G: Asper-
gillus creber

BOT:  Botrytis
cinerea

FUS:  Fusarium
0TISPOTUM,

B. subtillis

Micrococcus  lu-
teus

Hongo utilizado para ensayos de bioactividad
antifungica

Hongo utilizado para ensayos de bioactividad
antifungica

Hongo utilizado para ensayos de bioactividad
antifungica

Hongo utilizado para ensayos de bioactividad
antifungica

Hongo utilizado para ensayos de bioactividad
antifungica

Hongo utilizado para ensayos de bioactividad
antifungica

Hongo utilizado para ensayos de bioactividad
antifungica

Hongo utilizado para ensayos de bioactividad
antifungica

Organismo utilizado para ensayos de bioac-
tividad
Organismo utilizado para ensayos de bioac-
tividad

(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)
(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)
(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)
(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)
(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)
(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)
(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)
(Universidad
Tecnologica
Metropolitana
(UTEM), 2017)
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Apéndice B

Lista de plasmidos

Pléasmido

Descripcion

Referencia

plJ10257

pAN001

pAN002

pAN003

pAN004

Vector de expresion para Streptomyces con
el promotor ermE* hyg (resistencia a hi-
gromicina B), maquinaria de conjugacion
(oriT desde RK2),maquinaria de integracion
(PBT1 attP)

Vector derivado de plJ10257, contiene el
clister genémico del lazo péptido 1 descrito
en este trabajo

Vector derivado de plJ10257, contiene el
clister genémico del lazo péptido 2 descrito
en este trabajo

Vector derivado de plJ10257, contiene el
clister genémico del lazo péptido 3 descrito
en este trabajo

Vector derivado de plJ10257, contiene el
clister genémico del lazo péptido 4 descrito
en este trabajo

(Castro  Figue-
roa, 2015)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Apéndice C

Lista de cebadores

Cebador

Secuencia 5’ — 3’

Nota

ANO1-f1

ANO1-f2

ANO1-r1

ANO1-r2

ANO2-f

ANO02-r1

ANO02-r2

ANO3-f

ANO03-r1

TATCATatgaacgaggacacgatg

TATCATatgtacgaaccgeeggec

TATAAGcttetegetegtecateatgeg

TATAAGCTtgtcgaggaagtggtgcte

TATCAtatgtceegeaccttgete

TATAAGCttecteggegeggtacac

TTTAATTAacggaggtctgeatetget

TATCATatgtacgagcaggagetcaag

TATAAGCTTgggaggtactggaggagace
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Amplifica cluster de lazo péptido
1 con sitio de restricciéon Nedl, pa-
ra insercion en plJ10257
Amplifica cluster de lazo péptido
1 con sitio de restriccion Nedl, pa-
ra insercion en plJ10257
Amplifica cluster de lazo péptido
1 con sitio de restriccion HindIII,
para insercion en plJ10257
Amplifica cluster de lazo péptido
1 con sitio de restriccién HindIII,
para insercion en plJ10257
Amplifica clister de lazo pépti-
do 2 con sitio de restricciéon Ne-
dI, para insercién en plJ10257 o
plJ12551

Amplifica cluster de lazo péptido
2 con sitio de restriccion HindIII,
para insercion en plJ10257
Amplifica cluster de lazo péptido
2 con sitio de restriccion Pacl, pa-
ra insercion en plJ10257 plJ12551
Amplifica cluster de lazo pépti-
do 3 con sitio de restriccion Ne-
dl, para insercién en plJ10257 o
plJ12551

Amplifica cluster de lazo péptido
3 con sitio de restriccion HindIII,
para insercion en plJ10257



ANO03-r2 TTTAATTAAgggaggtactggaggagacc Amplifica cluster de lazo pépti-
do 3 con sitio de restriccion Pa-
cl, para insercion en plJ10257 o
plJ12551

ANO4-f TATCATatggagtgcaacgaccttta Amplifica claster de lazo pépti-
do 4 con sitio de restriccion Ne-
dl, para insercion en plJ10257 o
plJ12551

ANO4-r1 TATAAGcttctaccgeegtetteg Amplifica claster de lazo péptido
4 con sitio de restriccion HindIII,
para insercion en plJ10257

ANO04-12 TTTAATTaacaacctceggeaccact Amplifica clister de lazo pépti-
do 2 con sitio de restriccion Pa-
cl, para insercion en plJ10257 o

plJ12551
GBA001 ccggttggtaggategteta Cebador utilizado para PCR. colo-
nia y secuenciacion de los insertos
GBAO002 tcatctegttetecgeteat Cebador utilizado para PCR colo-

nia y secuenciacion de los insertos
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Apéndice D

Mapa de vectores y construcciones

Bpulel BamHI,NotI,BtsI,Btsal
Blpl, Bpull@2l Pcil
Bspl1191,BstBI Pscl

Pscl
Pcil
PasI

BeiVvl
Bful

BstBI
Bspl191

' BlpI
+1 %; +2
Adel / —~ Notl
2 Z
| s
Mrel 5 . 1
Aarl i: plJ10257 8 2
Paal 3% 6670 bp /| e
+2 23 f +2
Bglll B / XemlI
Sdal ‘= = Fsel
SbfI %
Pstl ® <
Bful Adel
BeiVI E:> Dralll
Mrel
AcclIII, +2
Tatl XemI
SbfI, Sdal, Tatl %
Pstl N
Bsp0I

BmtI

Nhel
Ndel,Eco721,Pmll,Ppu21l,+7

BsaAl BstEII
Eco9ll, Aarl

Figura D.1: Mapa de pIJ10257. Usado para clonamiento de genes bajo el promotor constitu-
tivo ermE*
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Beul, Spel MauBl

Eco32I,EcoRV
ALWNI
Cail

BgllI
Necol
+3
+1
pANOG@1 Bell
+1
9426 bp 1 1
+1
Sacl
Amall
Avrll
HindIII Bsu36L,+1
Scal AccB5l
Kpnl
BstXI

Bmrl

Figura D.2: pAN001 derivado de plJ10257 que porta el gen del lazo péptido 1.

Agel,BshTI,Bcul, Spel MauBI

Afel,Ecod47III Eco32l

EcoRV

Bell
+1
pAN0O2 a

10220 bp Nrul

XmaJI

AvrII
HindIII Bsu36l
Eco81l
AsisI
SfaAl,+1

Barl
BbvCI
Mph11@31
Nsil

Srfl
EcoNI

Xagl

Figura D.3: pAN002 derivado de plJ10257 que porta el gen del lazo péptido 2.
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Beul, Spel MauBI

Eco32I,EcoRv
AlwNI
Cail

pAN@O3 st
9539 bp

XmaJl
AvrIl
HindIII AcchSI
Kpnl
AsiSI,Pvul,+2

Ecol@sl
5naBl, Scal

Ecol47I,5tul

Figura D.4: pAN003 derivado de plJ10257 que porta el gen del lazo péptido 3.

Bcul, Spel MauBI
Afel,Ecod7111 Eco32l

EcoRV

SexAl
Bcll
pAN0O4 oy
+1
9567 bp .2
+1
Mscl Nrul
MlsI
Ball
XmaJI
AvrIl
HindIII Bsu36l
EcoB81I,+2

AsiSLPvul,+2

SgrDl
Ajul

Psrl
Figura D.5: pAN004 derivado de plJ10257 que porta el gen del lazo péptido 4.
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Apéndice E

Medios, soluciones, tampones, kits y
reactivos

E.1. Recetas medios agar

Medio ISP2 agar contiene, por litro de agua destilada (Shirling and Gottlieb, 1966)

Extracto de levadura 4g
Extracto de malta 10 g
Glucosa 4¢g
Agar 20g

Medio SFM agar contiene, por litro de agua destilada (Hobbs et al., 1989)

Triptona 10 g
Agar 20g
Manitol 20g
Harina de soja 20g

La harina de soja fue comprada en un supermercado local. La marca utilizada en este tra-
bajo fue "Mi tierra"de Nutrisa - Nutricion y Alimentos S.A., Santiago, Chile. su composicion
cada 100 g es la siguiente:
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Proteinas 20 g

Grasas lg
Carbohidratos 30¢g
Sodio 0,01 g
Magnesio 03 g
Fosforo 0,73 g
Potasio 247 g
Hierro 0,01 g
Cobre 0,001 g
Calcio 0,32 g
Zinc 0,005 g

Medio PDA agar contiene, por litro de agua destilada (Merck) Medio Agar patata-
glucosa producido por Merck, su composicion estandar en la siguiente:

Infusion de patata (infusion de 4g
200 g de patatas)

D(+)Glucose 20 g
Agar 15g

Medio TGY agar contiene, por litro de agua destilada (buscar referencia)

Hidrolizado enzimaético de og
caseina

Extracto de levadura 3g
Glucosa lg
Agar 15¢g

E.2. Recetas medios liquidos

Medio 2xYT contiene, por litro de agua destilada (Kieser et al., 2000)

Extracto de levadura 10g
Triptona 16 g
NaCl og

Medio ISP2 contiene, por litro de agua destilada (Shirling and Gottlieb, 1966)

Extracto de levadura 4g
Extracto de malta 10g
Glucosa 4g
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Medio LB contiene, por litro de agua destilada (Sambrook et al., 1989)

Extracto de levadura g
Triptona 10 g
NaCl 10g

Medio ISP2 modificado contiene, por litro de agua destilada (Rateb et al., 2011)

Extracto de levadura 4g
Extracto de malta 10 g
Glycerol 10 g

Ajustar a pH 7.2 adicionando NaOH si es necesario.

Medio TSB contiene, por litro de agua destilada (Kieser et al., 2000)

Caldo de soja triptona 30¢g

Medio YEME contiene, por litro de agua destilada (Kieser et al., 2000)

Extracto de levadura 3g
Peptona g
Extracto de malta 3g
Glucosa 10 g
Sucrosa 340 g

Después de autoclavar anadir 2 ml de una solucién autoclavada MgCly 2.5 M

E.3. Recetas de soluciones para microbiologia

Las soluciones utilizadas en microbiologia fueron preparadas como se describe a continua-
cion: primero se registra el peso de un tubo para centrifuga de 15 ml vacio (X; g), se agregar
la cantidad de la sustancia quimica necesaria dentro del tubo y se registra su peso (Xs g),
luego se calcular el peso exacto adicionado de la sustancia quimica restando los valores ob-
tenidos Xo — X; y se agrega el volumen del solvente necesario para lograr la concentracion
deseada. Luego de esto, la solucion es filtrada a través de filtros de 0,22 pm y es alicuotada
en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Guardar a -20°C hasta su huso.
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E.3.1. Soluciones de antibi6ticos

Solucion de Cloranfenicol. Cloranfenicol Calbiochem cat. no. 220551 fue disuelto en
etanol absoluto hasta una concentracién final de 50 mg/ml.

Solucién de Kanamycin. Kanamycin Gibco cat. no.11815-024 fue disuelto en agua hasta
una concentracion final de 50 mg/ml. Su uso es recomendado en bajas concentraciones de
sal, por ejemplo, con CaCly a 60 mM o MgCly; a 60 mM puede ser usado sin compromiso de
la efectividad antibiotica.

Solucién de Higromicina B. Higromicina B de Streptomyces hygroscopicus de Sigma
cat. no. 238813 en solucion buffer fosfato (PBS) a una concentracion de 50 mg/ml. La solucion
fue alicuotada en tubos Eppendorf de 1,5 ml y tapada con papel aluminio para protegerla
de la luz (Higromicina B es sensible a la luz). Usada en cultivos en agar o liquidos con bajas
concentraciones de sal, por ejemplo, con CaCly a 10 mM o MgCl, a 10 mM puede ser usado
sin compromiso de la efectividad antibiotica pero con CaCly a 60 mM o MgCly; a 60 mM no
puede ser usado.

Solucion de Acido nalidixico. Acido nalidixico cat. no. N8878 fue disuelto en solucion
de NaOH a 0,3 M hasta una concentracion de 25 mg/ml.

E.4. Kits

e UltraClean Microbial DNA Isolation Kit.

Kit diseniado para aislar ADN genémico de alta calidad. Fabricante Mo Bio Labotato-
ries, Inc., codigo de catélogo: # 12224-50 (Mo Bio Laboratories, 2010)

o GeneJET Gel Extraction Kit.

Kit disenado para la purificacién rapida y eficiente de fragmentos de ADN desde geles
de agarosa estandares o de ajo punto de fusion, con tampon TAE o TBE. Fabricante
ThermoFisher Scientific, codigo de catalogo: # K0692 (Thermo Fisher Scientific, 2017a)

e GeneJET Plasmid Miniprep Kit.

Kit utilizado para el aislamiento rapido de ADN plasmidial de alta pureza para pro-
cedimientos convencionales de biologia molecular. Fabricante ThermoFisher Scientific,
codigo de catéalogo: # K0502 (Thermo Fisher Scientific, 2017b)

99



Apéndice F

Protocolos

F.1.

Extracciéon de plasmidios y ADN gen6émico

Para la extraccion de ADN gendémico y de plasmidos se utilizaron kits de extraccion
descritos en seccion E.4.

F.2.

Preparacion de células competentes y transforma-
ciéon de FE. colr

F.2.1. Protocolo de preparaciéon de células E. coli competentes con

cloruro de calcio

1. Comenzar con un cultivo overnight de E. coli TOP10 o DH5a en 5 ml de LB a 37°C.

Inocular 50 ml de LB fresco, en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, con 1 ml (1/50) de
E. coli desde el cultivo overnight. Incubar a 37°C y 250 rpm hasta conseguir una OD
a 600 nm de entre 0,2-0,3.

Colocar el cultivo en hielo por 10 minutos.

. Centrifugar el cultivo en tubos para centrifuga de 50 ml a 3.000 rpm a 4°C por 10 min.

5. Remover el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 12,5 ml (1/4) de 0,1 M

Nota.

MgCl, v colocar el pellet resuspendido en hielo por 5 min.

Centrifugar a 4°C y 4.000 rpm por 10 min.

. Remover el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 2,5 ml (1/20) 0,1 M CaCl,

y colocar el pellet resuspendido en hielo por 20 min.

Centrifugar a 4°C y 4.000 rpm por 10 min. Remover el sobrenadante y resuspender el
pellet celular en 1 ml (1/50) de 85% 0,1 M CaCl; con un 15% de glicerol.

La solucion de 85 % 0,1 M CaCl, con 15 % de glicerol, contiene para 50 ml de volumen
inicial: 42,5 ml 0,1 M CaCl, y 7,5 ml de glicerol al 80 %.
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9.

Alicuotar la suspension resultante a 100 ml en tubos Eppendorf estériles de 0,6 ml y
guardar a -80°C hasta su uso.

F.2.2. Protocolo de preparacion de células E. coli electrocompeten-

tes

1. Comenzar con un cultivo overnight de E. coli TOP10 o DH5« en 5 ml de LB a 37°C.

Inocular 50 ml de LB fresco, en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, con 1 ml (1/50) de
E. coli desde el cultivo overnight. Incubar a 37°C y 250 rpm hasta conseguir una OD a
600 nm de entre 0,5-0,7. Colocar la solucion de glicerol en hielo para su posterior uso.

Colocar el cultivo en hielo por 10 minutos.

. Centrifugar el cultivo en tubos para centrifuga de 50 ml a 4.000 rpm a 4°C por 5 min.

Remover el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 20 ml (1/2,5) de glicerol al
10 % (mantener en hielo).

Centrifugar a 4°C y 4.000 rpm por 5 min.

Remover el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 20 ml (1/2,5) de glicerol al
10 % (mantener en hielo).

Centrifugar a 4°C y 4.000 rpm por 5 min.

. Remover el sobrenadante y resuspender en 1 ml de glicerol al 10 % (mantener en hielo).
10.

Alicuotar la suspension resultante a 100 ml en tubos Eppendorf estériles de 0,6 ml y
guardar a -80°C hasta su uso.

F.2.3. Transformacién de E. coli competentes con cloruro de calcio

1. Descongelar stock de E. coli TOP10 o DH5«a competentes con cloruro de calcio en hielo.

Mezclar 100 pl de células con 10 ul del plasmido purificado o del mix de ligacién en un
tubo Eppendorf de 1,5 ml y mantener en hielo por 20 min.

. Colocar el mix en cubetas de electroporacion frias (rendija de ancho 0,2 cm) y trasladar

al electroporador BioRad GenePulser a 2.500 V| realizar 2 pulsos.

4. Agregar 900 pl de medio LB (sin antibiotico) e incubar a 37°C y 250 rpm por 1 hora.

Centrifugar 1 min a 13.000 rpm

Sembrar volimenes de 200 ul de sobrenadante y 100 ul de pellet resuspendido en placas
de LB agar suplementado con antibi6tico relevante.

Incubar a 37°C overnight.

Seleccionar las colonias aisladas y ponerlas a crecer en LB con antibittico relevante a
37°C overnight.

Guardar cada clon en glicerol al 20 % como stock a -80°C.

F.2.4. Transformaciéon de E. coli electrocompententes

1.

Descongelar stock de E. coli TOP10 o DH5a competentes con cloruro de calcio en hielo.
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Mezclar 100 pl de células con 10 ul del plasmido purificado o del mix de ligacion en un
tubo Eppendorf de 1,5 ml y mantener en hielo por 20 min.

Incubar a 42°C por 1 min en termomixer o termociclador y traspasar a hielo por 1 min.
Agregar 900 pl de medio LB (sin antibiotico) e incubar a 37°C y 250 rpm por 1 hora.
Centrifugar 1 min a 13.000 rpm

Sembrar volimenes de 200 pul de sobrenadante y 100 ul de pellet resuspendido en placas
de LB agar suplementado con antibi6tico relevante.

Incubar a 37°C overnight.

Seleccionar las colonias aisladas y ponerlas a crecer en LB con antibittico relevante a
37°C overnight.

Guardar cada clon en glicerol al 20 % como stock a -80°C.

Procedimientos generales para el cultivo y la mani-
pulaciéon genética de cepas de Streptomyces

F.3.1. Preparacion stock de esporas

Protocolo original se encuentra en (Castro Figueroa, 2015).

1.

Opcional.
5.

Cultivar una colonia de la cepa de Streptomyces a utilizar en una placa fresca de SFM
agar, usando un cotonito estéril.Incubar a 30°C hasta su completa esporulacion.

Preparar el sistema de filtracion, tomar una jeringa de 10 ml y colocar algodén en su
interior, como muestra la figura F.1A. Introducir el émbolo en el barril de la jeringa,
dejando sellada la parte superior. Cubrir el sistema de filtracion con papel de aluminio
y autoclavar. No tocar el adaptador durante el proceso.

Después de que las células estén esporulando, inundar las placas con 2 ml de glicerol al
20 % y gentilmente raspar la superficie de la placa con rastrillo hecho con una pipeta
Pasteur.

Transferir la solucion (glicerol al 20 % mezclado con esporas y debris celular) con una
punta cortada dentro de una tubo Eppendorf de 1,5 ml y aplicar vortex brevemente.

Colocar el tubo Eppendorf en un bano de ultrasonido a 40.000 Hz por 3 min.

Verter el contenido del tubo Eppendorf dentro del sistema de filtracion (sugerencia:
colocar la jeringa con su adaptador dentro de un tubo Eppendorf de 1,5 ml limpio
mientras el émbolo este separado del barril de la jeringa).

Expulsar la solucién desde el sistema de filtrado hacia un tubo Eppendorf estéril.

Guardar el stock de esporas a -20°.
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Barril Sello del
émbolo

Embolo

Algodon
Hidrofilico

D

Solucién de
esporas

Esporas +
Debris

Esporas + Debris

Césped de
esporas

Glicerol al 20%

Figura F.1: Representacion esquematica del proceso de preparacién de stocks de esporas
para cepas de Streptomyces. (A) Sistema de filtracion. (B) Separacion de las esporas de la
superficie de la placa. (C) Almacenamiento temporal de la solucion de esporas méas debris.
(D) Filtracion de la solucion de esporas.

F.3.2. Conjugacién entre cepa de E. coli ET12567 y Streptomyces

coelicolor

. Comenzar con una cultivo overnight de E. coli E'T12567, que trasporta los vectores

pUZ8002 (vector ayudante) y el vector a transferir, en 5 ml de LB suplementado con
los antibidticos relevantes. Dejar el cultivo a 37°C y 250 rpm.

Temprano durante la manana, realizar un sub-cultivo en 10 ml de LB suplemetado con
los antibi6ticos relevantes a 37°C y 250 rpm hasta conseguir una OD a 600nm entre
0,3-0,4.

Centrifugar el cultivo a temperatura ambiente y 4.000 rpm por 5 min, descartar el
sobrenadante y lavar el pellet celular con 5 ml de LB, repetir este lavado dos veces.

4. Resuspender el pellet celular resultante en 0,3 ml de LB.

5. Mezclar 40 ul del stock de esporas de S. coelicolor con 0,5 ml de medio 2xYT (receta

en apéndice...) y dar un shock térmico a 50°C por 10 min. Dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Centrifugar a temperatura ambiente y 14.000 rpm por 1 min y descartar el sobrena-
dante.

7. Resuspender gentilmente el pellet con la suspension de E. coli obtenida anteriormente.

8. Plaquear 0,1 ml de la solucién de conjugaciéon en una placa de SFM suplementada con

10.

MgCly a 10 mM. Dejar la placa secando a temperatura ambiente.
Incubar de 20 a 24 horas a 30°C.

Inundar con 1 ml de acido nalidixico suplementado con solucién de antibiético relevante
(ver tabla a continuacion...). (Por ejemplo, una inundacion con higromicina B la solucion

deberia ser: VER BIEN COMO ES ESTO)
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11. Dejar al superficie de la placa secar e incubar a 30°C.

Control. Sembrar 0,1 ml de la conjugacién en una placa de SFM agar y inundar al dia siguiente
solo con 4cido nalidixico.

Antibiotico (con- Concentracién final de antibiético Cantidad de solucion
centracion del stock en una placa con 25 ml de agar stock pl

(mg/ml)) (ug/ml) antes de la inundacion

Apramicina (50) 50 25

Higromicina (50) 40 20

Kanamicina (50) 50 25

Acido nalidixico (25) 20 20

F.4. Bioensayos sobre Bacillus subtilis, Micrococus lu-
teus y cepas de hongos patogenos de plantas

F.4.1. Protocolo para bioensayos sobre Bacillus subtilis y Microco-
cus luteus

Estos bioensayos se realizaron en forma similar sobre B. subtilis v M. luteus, la tinica
diferencia es el tiempo de incubacién del preinoculo.

1. Primero se realiza un cultivo en 10 ml de LB, a 37°C y 250 rpm overnight (ON) en el
caso de B. subtilis y de dos dia para M. luteus. Este se utiliza luego como preinoculo.

2. Posteriormente se inocula un matraz de 250 ml con 50 ml de LB y 1 ml del preinoculo,
se deja a 37°C con 250 rpm de agitacion hasta alcanzar una ODggg de 0,6.

3. Previamente se debe tener autoclavado LB agar suficiente para realizar placas con 25
ml de agar, calculando la cantidad de placas a utilizar.

4. Cuando se llega a la ODggo se calcula la cantidad de inoculo a utilizar en una placa
para que su ODgg sea de 0,0125. Este inoculo se mezcla directamente con el LB agar
tibio antes de ser agregado a cada placa.

5. La mezcla anterior se agrega a cada placa y se deja secar.
6. Una vez secas las placas se procede a realizar pocillos utilizando la parte trasera de una
punta de pipeta.

7. En los pocillos creados se agrega el extracto que quiera ser probado y se inocula toda
la noche a 37°C.

F.4.2. Protocolo para bioensayos sobre cepas de hongos patégenos
de plantas

Los bioensayos sobre hongos se realizaron de manera diferente debido a que algunos de los
hongos probados forman estructuras en medio liquido y al realizar un preinoculo era dificil
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medir la absorbancia de estos. Por esto el protocolo creado es el siguiente:

1.

Se realiza un cultivo del hongo en medio PDA a 30°C (o 25°C si se cultiva B. cinera),
hasta que se produzca esporulacion.

Una vez esporulado el hongo, se raspa un poco con un asa y se resuspende en tubos
ependortff de 1,5 ml con 100 o 200 ul de agua destilada.

. Vortexear los tubos hasta homogeneizar lo mas posible.

. Se siembra el contenido del tubo sobre placas de PDA utilizando cotonitos estériles, se

busca cubrir homogéneamente toda la superficie de la placa.

Teniendo sembradas las placas se procede a crear pocillos utilizando la parte trasera de
una punta de pipeta.

En los pocillos creados se agrega el extracto que quiera ser probado y se inocula a 30°C
(0 25°C si se cultiva B. cinera) hasta que se produzca la esporulacion del hongo.
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Apéndice G

Material suplementario

G.1. Secuencia nuclueotidicas de los cluters de los lazo
péptidos

A continuacion se entrega la secuencia nuclueotidica (formato fasta) de la seccion del
cluster que fue utilizada en la expresion heterologa, es decir, no incluyendo proteinas trans-
portadoras si este las tuviera.

>LP1
atgaacgaggacacgatgtacgaaccgecggecctggtagaggteggggacttcgegga

gatcacgctggaccgtggcacctggggttggegacgactacaacgagtgetggtggetggg
ctgetgatetegtggtgaagggteectecegeegtegetgacggeegetggagggageag
cegtgtgtgtgggacgacgteegegeegeecegeacacacggatttecttgaggagtece
gtegttecggecagtggggegcaagtggagttegtegttcttececcgacaaccaggacggt
geggeggtggoccgegegetgettecggaccecgageeggegaaggtggtcacccacget
tecgggegtecgtggatcatggggacgtggagtgecgaagacatactgacggtetegete
ggccgeaagaacctgatactgeteggetgettcaccacgaccteggegceaactectgege
teecteteggecageggegacgtetecgegetggatgtettecteeggteegteecegga
agccaccacgegatcgectecttegacggggagatacgtgtgeagggtteectgteeggt
gtacgggaggtcttctacgecacgatcecacggtgtecacgtgegeggeegaccgeecggac

accctegecgeegggateggeggtggegtegacgagegggtectegegggacacctectg
tegtaccggecctggecegetgteecgggegeceggtgtggeggeocgtegagtacctegee
ccaggcecactacctgeggatacgeeccaacggeagecacegggeggtgegetggtgggec
ccteecccegecgagetgtegetegeggagggegeacgeegggtgegggaegegetggag
ggegeggeegecgegegeteeecggaacageceggeccttggetgegaccteteeggegge
atggactccacgagcctegecttectecacctaccgtcaggagggetgegggeggttggteg
acggtgegeagagaggecctggacgecgeccacgacgacgeccggtgggcteagegegec
geegegtegetgeeggacgecgagteegtegtactggecgecaaggagettectetgteg
ttcaccggecaactegectacgacgacgacctggaggeaccegtaceegtggagecgggtyg
aaggeggtegeegeccacgtegeacggeagetggecgaccactgegtgteecttecagete
accggcecacgggggtgacgaactettcageccggegecegtegttctaccacgegetggece
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cgecagtgaggggctcegetecgtgeggeatetgegggtageccgeageatgtacegetgg
cecgeteggegegatggtgegeaacctgeteegtgeecegtectaccecccagtggetegeg
acggcgtcecacatctetgacgetgeeggteggegggcccaccgageccttcaceggetgg
ggagcccatcegaggetgeegtegtgggegacceccgaggeggtegagetgacegetggt
cteetgegggaggetgeggtegagaagacctegeegtacgetecggaggeegtgeageac
gaactecttggagggegtgeggetgtgeggggegaagateegectecacegacceggetcace
teceggteegggetggcgtaccacgeccecttectggacgatcaggtggtggacgeeget
ctgtecgtgegtetegeggaccegegtecagggtegagegegecaaacceggtectegeggec
gegatgegggatgttgtgeccgacgegettetgggecggaccaccaagggegaggecage
geegaggtgtacgeaggggteeggegecacaaggecgaactgetegeactgacecgaggac
atgcgectggeceggeteggectggtggacggeacegeegtgegegeegegetgetgacg
ccgeacgecatgtecegeacgttecatteecgtggtegecacectegectgegaatcatgg
ctgegeteggtegaageggegeggacacgtgtgegecgacageaaggagecgeatgaget
actcactegecccgeacgtgacggeggetgacaccgatgacggeatggtgetgetecacg
agaccaccggecggtactggatgetcaacgecaccggageegeggtegtteggtecctge
gggagggcaaggacatcgeggaggtegtegacgaacteggegteegettetegeaggaca
ccacacgcctgaccgecgacgtcaacaggttgetcgaacacctectcaaggeagggttgg
tgaccgcatgagcttcteggtegtgeeggageageggacacgtgteecgetcaccacaca
tetgetegeccgagecgeegtgaccegeggegtggttectecatcaggetetegeeegecag
getecgtegtaceeteggeacegeegeacgeggggeacgteeegecacccaggtggaggc
gttgegetgtegecaggeegtggtgtecgtgageageaagtgtgecgggcagggetgtet
geagcegceteegtggecaccgegetgatgtgeegtgeegeagggceactggecggactggtg
cacaggtgtgegtacgcageegtteegtgeccacgeetgggtegaggtggeceggecgec
cegtggegcgagggtgaggacatccagtactteceggacactgatgegggtgecegeccaca
gegggaceeggggggacgeatgatggacgagegagaag

>LP2
atgtccegeaccttgetegtgecgegtacegeccegetagetggtgacaacgeegeegg
ccacacggaaggecgacggeaccgetcacatecgaggtgatgacatgaagaagacgtacga
ggcteegacgetegtecgactgggeacgttecegtgagaagaceggectgetgeagegeag
cggcaacgaccgtctecatectcagecaagaactgacggeggecgacacgtaacgegactec
atgtcagatatgcatgagagcegeggaaccgggeegeggcegacgectgettegeagtette
accgactgegaggaggeggecgtegeggeecegettetteegecacceeggtaceegegte
ctgacgceatgectegggeegeccetggetgateggeeggtggtecggegeggagatcace
gtggecagggecggeageacggeactggeegtegteggatggtgteeggecgaceggeag
cgactcgaacgeegggcecgeccgeatgegegacatcaccgaactegacgecctggeecgg
accctgeegggeagcettecacctggtggecgeccacgacgggcageteegggtgeaggge
agegecteegggetgeggetggtetteccacgegeggateggeggegtecacgtggeegeg
accagcegeggatetgetegecacegececteggeageaggecggacacceggeeggetegee
acccgectectgtggecegtaccecateegetgtacgagaccteggtetgggagggagte
gaggcggtgtceecggaggacgecectgategtetecgeegacggacaccgegtecgeace
teeegetggtggeggeeccecgagecgaccegeaccetegegeggggegeeccggecegte
cgegaggegetggecgaagecgtggecateecggaccegecegggeggegtggtecagetge
gacctgteeggeggeetggactecaccteegtetgettectggeegecegetecacegec
teegtggtggeggegacctggeceggacgggaccecgeegacaccgacctegeetgggec

cggeaggeggeggageacctgeccaaggtegaccacgtegtetgggacgeggacgegteg
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geectggtetacteggacctgeteggeategacgacctgetegacgagecgacgateggg
gtgatggaccgctcacgegtectgeaacacctgecgtggetggecgaacgeggeagecgg
gtgcacctcaccggeateggeggegaccacgtegectggtgeteggaggegtactaccac
cgactgctgegeacceggeegetgttegeactgegecagetgeggggcetttegegeectg
tggacctggeegeteggegegacggegegtgeectegeegacgecegtacataceeggece
tggetggeegactecgtacgecacctgegegeacegatgeeggegtecteggteacegge
agecteggetgggggatgtegeccegectgttececcctggatgaccgecgagacggagegg
ctegegegecgegeectgetggacteggeegegetggecgaaccgetgeacteggacege
ggectgcacaccgacctggagetgatecgeacctgeacacgeatcatecgecagtgggag
cggatggegaccegggegggactteegatggegtegecctacetggacgacecgegtgat
cgaggegtgectegeggtecggeecgacgaccegegtecacgeegtggeagtacaaaceget
getcaccgaggegatgegeggggtegteccggaggagtgectgeggegegecaacaagge
cgaggcgtecgatggacgegteggacggactgegecgecaccggggcegacctgatgaccect
gtggaccgacteceggetggagagectgggectggtggacggeggegaactgegeegget
cgegeageggeccteegegeegggectgegegacgegatectctattegaccategegtg
cgaggtgtggetgegegeccaggacegegeacccecateeegggeecacggtecagatgacg
gaggacagecegeggeggeggacagecgtgacaggaaacageacagecgtgaccgeacaca
gecagagaggceccgacctcatgacgeteegattegggaccgacgtetecacegeggagacg
cagtacggaacggtgctectegaccaacgcaccggegactactgggagttgaaccecacg
ggegecctggtggtgagaacactecatggacgacggegacgaggeggecgeegtecacggeg
ctegtegeacagttegecategacegegacegegeggagegggacgtgacggecctegte
agcgaccteeggaacgeggggcetgetctcatgaccacgeccagegecctggaceggecca
ccggagteccectegeecggegectggecgeccgectegttetegtececegegetggecece
tgtegttectgeegecgegecagatecgegegttactggagegegtaageeggggegegc
ggeeegecacceeccgegeaggeegeegeggeeegggaggcgetgtgegeggteagectge
getgegeggggcecgegeggetgecteecgaggtegeteggggeggeectgetgtgecgge
tgecacggeacctggeccacctggtgeaceggggtgegeaaggtgeegeegtteteegeee
acgcctggatecgaggecgacggecgtecegteggggaaggegtgecggacgactacttceg
cgeggetggtgacggtggecceggegeggegggeggaaccgtcagegacacgeegtegeg
gacgacgeeeggegggeaccggececggacgaccgeggeacgaaacggecggggecteeeg
cggaccgtacgacggggggcteegtegecteectgttecgtetgacggeegggeacegge
ccagceategeectggegacegggetgaccectggeegegteggeectegggetegeccage
cgctecategecaageacgtegtggactecagegeecgeggegaggtgetetggeegttee
tgetgetectgteegggctettegecgeegaggecgeegecggagegateggecgettec
tgetggacegeatgggegagggegtggtecgeatggtgeggecacgggctegtetegegg
ctgetgeggetggaaatgegggagatggaccggeaccegeegeggtgacctggteteeege
gtcaccgecgacaccaccectgetgegggacgtegteteccaggeactggtegacctgete
accggetgectegteteegeeggggegetgetgetgatgetgtggetegaccegetgetg
ctgetectggtegtggegageggtggeectegeegeggeegtegtegecacgetectcaa
ggocatgegggtggegteggageagatgeagaccteegtgggegeegtegecgecgaact
ggaacgegeecteggegeectgeeggtggtecgegtgtaccgegeegaggaa

>LP3
atgtacgagcaggagctcaaggaagagticaccgegeaggactacgttceccegatget

ggecgaggteggegaattcagegaggacacgetgggetacggaaacgegtgggacageaa
gaacggcctcttctaagataggtetgaacagtgattgacaccgggtacgtagtactteeg
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gatcactcggeagecgaaaatgecategggtegacggeagecegattteegetegtggeg
tecgecacgattegggaaggcecgtggctgtiggggeggeggecggeaggtecaggttgtegtyg
gegacgaagggceccggtgeggetggegatgateggggcttgeceggteaccgeegeecag
ttgggeeggttegectegtacgtgegaagectetecgatgtgggaacectggegaggaaa
cteceggggtegageatectggeggtatecgtacacggecagacgegtgtccaagggage
atcgteggtttgeacceegtettecacgetegtgtgegggeegtggacgtggeegeagac
agggccgatcetectggeegecatggecgacgegageategacgaggagagectegeegtt
cgegtegeatgtggecgactgetgeeggeccegetgagecacagaccgetgtgggocgge
gtcteggecctetetecggaccactgectggtetgggagaaggagegggcgegegagatg
cgetggtgggegectecggetecegaacagteecteggegaaggegeeggeaaggtgegg

gaggtcatggeggeegecatggegeacagggeaccggaggaaggecgactcageactgac
ctgteggggggcatggactccacctetttgtgtttectggecgetegeaagactecegac

atactcacgttceggaccgetgaggecegacgtcaccaacgacgacgecctgttegeetet
cacagcatcagegeactgecggecgeggaacacatggtegeeccccaggaggatetgeeg
tecgatcttecacegateecggetectgggegageacegaggagecgtaccegtteateege
acgggggcccagactegetacgtegegegactectggeggaacacggttcacggegecac
ctegegggacacggaggggacgaactgttcacctecctegetggttacctgeacgaactc
ctgetecgteggeegggcacggceattcagacacgtgegeggatacagegetetcaagegg
tggeccctggeggagaccegeggetgeectectgegeeegggeacggtgeggtectggtgg
caggaccaggecacacacctecaccgecccaccgecccegetgegeaggeeggtgeteggg
tgggotetgtggecgettegggectetecctgggteaccgagactgecaacgatetegea
cggacggcattcctgeggaccgetgtegagaccccccggtacgecgagaacctegggeag
caccagctgttgetcatettgegeageagtgecttectgeaccgectectcagggaaceg
ttegegegggagtegatecacctggacatgeegttettecgacgaceggetggtegaggeg
gtgctegeegtgeggecggaggageggteggatecgtggegetacaaacceetgetgtee
gaagegatgagaggggtcctgeccgacatggtecteggecggtecacaaagggggagttc
agegaggacgteegeateggeatgaagggeaatgtgeccgeectgetegacgtgttegee
gactecceeggetegecgecaggggcectcategacgecgaccggetgaggtegagectectg
geececcageggaacaccaccatectgecaagacategagtacctecteggetgegaateg
tggetgegtgeggtggaggectecgacaccgactcactecggggagecttgtgtecateeg
tetgegeectgatgtgteectegeegaaacceccgacggeacggtactectggaccagge
caaggggcegcetactggeagetgaacgecacgggtgececgeatactcaggegtetettgga
cggtcacagtceggaggagatcgecegggcecategeggegggttgeggtateggectega
cecgegegetgegggacgtegacctggtcacggaacaactegaccgegeeggtetggeggt
gteecgatgagegttecegtegeactteegecacgecgecgaggageacggetacgeegt
ccggeaccactgategecgtegeggtegeceggettetggecaaageecegecacgacgg
ctgegecgegtgatggagategeacgacacegtgecaggeeggegaccgecgeecaggee
ctegeggeacgtgaggeagtggtggeggtecagectgeggtgegeeggecagaactgectg
cagcgttccatagegacggecttgetetgeegeatgegggectgetggecgacctggtge
accggtgtecgeaccgaaccgttegeegetecacgectgggtegaggeggaaggecagetg
atcggegagecctacecgeegggetattacgtgectgtgeteteegtgtgacgagattte
ccaggagtatecggeaggecccgtgegegtategegageagtteggtgacgaggteegeg
tcacgggggtgggteaggtggeggegggectegteggggggeagecaacgeaggegegte
acctcggagtigggagtgaaggeccegeegagtgetteggeggtecagtageggacctee
ttggggcggeegtgegegteceggtagegegeegtggtgagttecegtgeegagegegeac
gtecatgeeggtetectecagtacctece
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>LP4
atggagtgcaacgacctttacgagcegecccagttggtggageteggegaattcaccga
ggagaccaagggctttcegecagggeagetggecggacaacgacaccgtgtggeectggta
cggegegggegecgegeagggetgacgagecgtgaacggegacgtgtggttegeggtect
geeggacggtgeggeeggeategeeggggeacggetgetgegegetteggegacggegge
cgtegageacggtteeggeeggecatggetgeteggeacctggeecggacgggeacatgac
ggtegeegeegteggageggcacggetggeggtgategggeggtgecaggtcacegeega
cggcectegeggeceggetggecegggtegeggacatcacggacgtggageaggeegtgeg
cggectggecggeagecatcacgtggtggegteggteggegggegegtetgggtgegegg
cagcgectecggeacgeggetggtettecgeaccegggtgggeggegecgaagtggecge
cgaccgtteegacgtectggegeggetgaceggagegggectegacgaggaggecctgge
getecacctgetgtectegeccecgeegtacecgetggacacccggtgegtgtggegegg
tgtegagggegtacgeceggageacggectgetectegaaccggacggeegggeccgtac
cecgeecgtggtggagecctecggaaccggtgeggeceegggeccggggagegeccgacat
cegtecagegegetgaccegeggeegtegggtectgtacggeegggggegggacggtecageg
cggatctetecggtggectggactecaccagectgtgettectegeggeeegegggeecg
geegecetggtecaccectgeactggacgggecgegatecggegaacgacgacacctectggg
ccacgegggcggccgecgaacteeegggegeggaatgegtgetgeegecgeacteteege
agcaccteecgtacggeatgttecgacgegggeggtettgtececcgatgageegggeacct
gggtgegegacgeegggaagegggeegeggegegeegegetgatggeegeggaaggeteac
ggctgeacctecacegggggeggeggggacgaactettegtggeceecaccgeacacatgt
atgactacgtgcegcagccacccgetegeggegetegeeeggetecgeagaateegggecg
teceggegeateecegegeggeegetgetgegeeggetegectgeegegactecttegeee
agtggcetggeecgetgggeggacgacctecacceggecggacacggeccctgeccegeatt
cegegggegacttcagegtggectgggggagacgeggegegeatgeegecctgggegaca
ccegacgeggtgeacacggtggeggagetgetgegggeegecgeggeegacggteeeceg
ccectggeceegegagegaggecageacgeggegetcaccettegtecggacgggagggegg
cgeetgegegtggtgaaccagaccggecteecgeceggaactegecgeccegtacctegac
gacgccegtectegacacggeactggeegtecgegtegecgagegeaacgecceggaccge
tacaaaccggtcetegeegacgeectgegeggeategtgecegegeecectecteeggege
accaccaaaggcegagttctecatggagetgtacgagggegtgggccgeggeaaggeggee
ctectegacgtettegeggacteegecectegteegtgeegggetegtegacgeeegggece
ctgegeacgeagetgeteggeccceggecceggecggacatgetgegecacctegacece
acccteggetgegaactetggetecgegeegeceggeacagececcaccgtecaccggagga
cccacgtgaccategecctgegteccgatgtetgegecaccgacacccacgacggeatgg
tgetgetegacgaggecacceggeegetactggeagetcaacageaceggegeectegtee
tgegegecectectegacggegecaceecgeaggaggeggegtacegectegeegagegee
atccgcacctggecgecgaacaggecggecaggacgtecgggeectgetegeegegetgt
cecgggegecggetegtggtgecegeatgagecaccecatgatectacggaagegggegggc
ggeggteccctggeaccgeegteccecegtectectggecegtegeegecacceeggetget
catcctgetecegeceegeegectgegeggegtectecacegeegtacgeegeggegeege
accegecaccgeeggecaggeactcacegeecggeggeacgteacggeggtgageetgeg
ctgegegggagagggatgectecagegtteegtegecacegegttgetgtgecggatgeg
ggpcgtgtggeecgactggtgeaccggagtacggacgageccgtteecgegeccacgectg
ggtcgaggtggacggeegeceggteggtgagggacageagecaccgggcetactaccaceg
ccteatgaccgteeccgeegtacggegteccecacggecatgaccegecccacectetega

cggatcateeggecgggeggeggetgaagaaggaccgeeggtagtegeeeggegacacce
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G.2.

ccacctgettgaggaagtggtgecggaggttgttegecgtgecgaggecegcetcagetege
cgatccgetecaccggeaggtecgtegactecaggaggetetgggecegegegaggegcet
gottgaggagcecactggageggegtegtgeeggtegecgeecgaagacggeggtagaag

Lazo péptidos de comparaciéon

Tabla G.5: Lazo péptidos de comparacién usados para
modelos in silico.

PDB | Clase Nombre Organismo Referencia
2ls1 I Sviceucin St?“eptomyces (Li et al., 2015a)
sviceus
Asti i (Allen et al,
2lti Il | Astexinl Cesn ;f:fig“ 5 ET 1 9016; Maksimov
et al., 2012b)
: Caulobacter seg- | (Hegemann
21x6 IT Caulosegnin I nis ot al,, 2013)
: Asticcacaulis ex- | (Zimmermann
2m37 11 Astexin-1 centricus et al., 2013)
. Asticcacaulis ex- | (Maksimov and
2m8f 11 Astexing centricus Link, 2013)
- Xanthomonas (Hegemann
2mfv IT Xanthomonin ii gardneri ot al., 2014b)
. . Caulobacter sp. | (Zimmermann
2ml) 1T | Caulonodin V (strain K31) et al., 2014)
L _ .| (Hegemann
2mmt IT Microcin J25 Escherichia coli ot al,, 2014a)
. . . .| (Knappe et al.,
2mmw IT Microcin J26 Escherichia coli 2011)
.. Streptomonospora | (Metelev et al.,
2mw3 IT Streptomonomicin ulba 2015)
: Streptomyces (Elsayed et al.,
2n5¢ 1 Chaxapeptin leevwenhoekii 2015)
: Asticcacaulis ex- | (Zong et al.,
2n68 I1 Astexinl centricus 2016)
: Asticcacaulis ex- | (Maksimov
2n6u 11 Astexin2-dC4 centricus et al., 2015)
Asti Ji (Allen et al.,
2n6v | Il | Astexin3 Ce‘; ;ﬁf:;g“ 5 E5 1 9016; Maksimov
et al., 2015)
: Xanthomonas (Hegemann
4nag II Xanthomonin I gardneri ot al., 2014b)
: Caulobacter seg- | (Hegemann
5d9%e 11 Caulosegnin 1T nis ot al., 2016)




Tabla G.5: Lazo péptidos de comparacién usados
modelos in silico.

para

PDB | Clase Nombre Organismo Referencia
- Planomonospora | (Kodani et al.,
5gvo II Sphaericin sphaerica 2017)
. . . Sphingopyis (Fage et al,
5jaqf I1 Sphingopyxin I (Spl) dlaskensis 2016)
o Rubrivivaz gela- | (Jeanne Dit Fou-
50qz 1 Rubrivinodin tinosus que et al., 2018)
5ti1 1 Benenodin-1-dC5, sta- | Asticcacaulis be- | (Zong et al.,
J te 1 nevestitus 2017)
. : . Acinetobacter (Metelev et al.,
5ui6 I1 Acinetodin gyllenbergii 2017)
i I Klebsidin Kleb@ella pneu- | (Metelev et al.,
moniae 2017)
. Nowvosphingobium | (Kuroha et al.,
5xm4 IT Subterisin subterraneum 2017)
Benenodin-1-dC5, sta- | Asticcacaulis be- | (Zong et al.,
6b5w 1 te 2 nevestitus 2017)
3njw I11 3B§(1;§é(£:)hc peptide  Bl- Streptomyces sp. | (Nar et al., 2010)
. Nocardiopsis al- | (Warren et al.,
5ijpl | TIT | LP2006 o 2017)
Tabla G.6: Aminoacidos caracteristicos observados en la-
zo péptidos templados para modelos in silico
an an aa antes aa después
PDB . del ciclo del ciclo Largo | Método
ciclo | en asa
(aa en contacto) | (aa en contacto)
2Is1 9 6 $2)(pdeH W3 A (pdeH C7) 20 | NMR
. E17 (pdeH GS5, S18 (pdeH G1,
21ti 9 8 Q4, DY) Q12) 23 NMR
21x6 8 7 R15 (pdeH G14) E16 19 NMR
2m37 | 9 5 Y14 (pdeH S3) F15 (pdeH E7) 19 | NMR
2m8f | 9 6 Rﬁ; (pdel GL 1 316 (pde G1) 24 | NMR
2mfv 7 3 g;? (pdefl GL | gy 14 | NMR
2mlj 9 7 ;(31)6 (pdef S| g7 18 | NMR,
2mmt | 8 11 F19 (pdeH G2) éigj (pdefl V6, 21 | NMR,
2mmw 8 11 F19 (pdeH G2) Y20 (pdeH V6) 21 NMR
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Tabla G.6: Aminoacidos caracteristicos observados en la-
zo péptidos templados para modelos in silico

an an aa antes aa después
PDB . del ciclo del ciclo Largo | Método
ciclo | en asa
(aa en contacto) | (aa en contacto)
2mw3 | 9 5 P14 AT5 (pdell Y7) 21 | NMR
2n5c¢ 8 4 L12 (pdeH G1) 571)3 (pdeH PS, 15 | NMR
2n68 9 5 Y14 (pdeH S3) F16 (pdeH S3) 23 | NMR
2n6u 9 6 F15 (pdeH G1) R16 (pdeH T3) 19 NMR
W16 (pdeH T3,
2n6v 9 6 Y15 (pdeH G1) G1, M5) 24 NMR
Difraccién
4nag 7 3 G0 (pdefl G2, G11 (pdeH L4) 16 de rayos
ET)
X
Difraccion
5d9e 9 6 H15 (pdeH T2) Y16 (pdeH L7) 18 | de rayos
X
5gvo 9 5 W14 (pdeH L2) %@165) (pdeH W7, 18 | NMR
Difracciéon
5jqf 9 6 HI5 (pdeH GG, Y16 (pdeH P7) 21 de rayos
E3) X
Q16 (pdeHl N7, | R17 (pdeH A2 Difraccion
50qz 9 7 pee ’ pae ’ 18 de rayos
E9) G1) N
5tj1 8 6 B14 Q15 (pdell R6) 19 | NMR
5ui6 8 8 Y16 (pdeH G1) | Y17 (pdeH 16) 18 | NMR
5ui7 8 9 21)7 (pdef 82, | 15 (pdeH 16) 19 | NMR
5xmd | 8 1 L12 A13 (pdeH R6) 17 | NMR
6b5w | 8 7 Q15 (pdell R6) | AL6 10 | NMR
Difracciéon
3njw 9 5 N14 (pdeH L2) T15 (pdeH C6) 19 | de rayos
X
. S12 (pdeH ES8, | C13 (pdel R2,
5jpl 8 4 F7) 1) 17 NMR
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Tabla G.7: Caracteristicas estructurales observadas y ac-
tividad de lazo péptidos templados para modelos in silico

PDB

Secuencia aa

Caracteristicas

Actividad

2ls1

VWGG
TDFLGCGT-
AWICV

Con forma para ajustar T,
con onda suave, enlaces di-
sulfuro compactan estructu-
ra, poco compactado con
puentes de hidrogeno

Inhibitoria contra al-
gunas bacterias gram
positivas

21ti

LSQGVEP
IGQTYFEE-
SRINQD

Con forma para ajustar
E17, enlace del anillo cu-
bierto por el asa, compacta-
cion a través de puentes de
hidrégeno

Baja actividad antimi-
crobiana sobre Caulo-
bacter crescentus, sin
otra actividad conoci-
da

21x6

AFVGQP
AVNPLGR-
EIQG

Ajusta R15 con onda suave
en el ciclo, poco compacto

Sin actividad conocida

2m37

LSQGVEP
IGQTY-
FEESR

F14, F15 residuos aromati-
cos grandes, estructura del
ciclo adecuada a los residuos
con onda pronunciada, poco
compacto

Antiviral contra VIH,
inhibidor del receptor
del glucagon, del re-
ceptor endotelial tipo
B y del factor natriu-
rético atrial, actividad
antimicrobiana

2m8f

PTPMVGL
SVSGQY-
WDQHAPLAD

Y15, W16 residuos aromati-
cos grandes, estructura ade-
cuada a los residuos pe-
ro con ondas suaves en el
ciclo, estructura compacta
con enlace del ciclo escondi-
do por el asa

Sin actividad conocida

2mfv

GPLAG
EMG-GITT

Residuos pequenos atravie-
san el ciclo, ciclo uniforme,
molécula pequena, compac-
ta pero con pocos puentes
de hidrégeno

Sin actividad antimi-
crobiana

2mlj

IGDSGLR
SMSSQTY-WP

Y16, W17 residuos aromati-
cos grandes, estructura ade-
cuada a los residuos con on-
das subes en el ciclo, poco
compacto con puentes de hi-
drégeno

Sin actividad conocida

2mmt

GAGHVP
YFVRGDFPISF-
YG

Asa larga, 2 aa de cola, ciclo
ondas pequenas, F19, Y20
residuos arométicos grandes

Inhibidor de RNA po-
limerasa gram negati-
va, inhibidor de Poly
endopeptidasa
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Tabla G.7: Caracteristicas estructurales observadas y ac-
tividad de lazo péptidos templados para modelos in silico

PDB Secuencia aa Caracteristicas Actividad
GAGHVP Asa larga, 2 aa de cola, ciclo
2mmw | YFVRGDTPISF- | ondas pequenas, F19, Y20 | Sin actividad conocida
YG residuos arométicos grandes
LGSSPYN Estructura del ciclo adecua- Actividad  antimicro-
2mw3 | ILGYP- do a P14, poco compacto, biana
ALIVIYP asa cubre enlace del ciclo
Actividad inhibidora
significativa contra li-
Estructura adecuada a L12, | nea celular de cén-
onGe FGSKPL enlace del ciclo cubierto por | cer de pulmén hu-
SFGL-NFF el asa, estructura compacta | mano Ab549, actividad
con puentes de hidrogeno antibacteriana contra
bacterias gram positi-
vas
Estructura sin enlace del ci-
LSQGVEP clo en el archivo PDB, es-
2n68 | IGQTY- tructura adecuada a lo’s S Gin actividad conocida
FEESRINQD duos Y14, F15 (arf)matlcos,
grandes), asa y ciclo com-
pactos, cola no compacta
F15, R16 residuos grandes,
ciclo adecuado con onda
LTQIQAL pronunciada, compacto por
2n6u | SVSGQF- puentes de hidrogeno, es- | Sin actividad conocida
RDQLG tructura sin enlace del ciclo
en el archivo PDB, asa cu-
bre enlace del ciclo
Estructura adecuada a los
residuos que Y15 y W16
PTPMVGL (arométicos, grandes), asay | .. . .
2n6v | SVSGQY- . Sin actividad conocida
WDQHAPLAD mclo'cor’npactos con puentes
de hidrogeno, cola sin com-
pactar
Ciclo uniforme, estructura
4nag GPLAG compacta por puentes de hi- | Sin actividad antimi-
EIG-GFNVPG droégeno, residuos que atra- | crobiana
viesan el ciclo pequenos
Ciclo ajustado para H15 con
5d9e Dgl%gglci}{iPG ondas pequenas (aromatico, | Sin actividad conocida

grande)
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Tabla G.7: Caracteristicas estructurales observadas y ac-
tividad de lazo péptidos templados para modelos in silico

PDB Secuencia aa Caracteristicas Actividad
W14 residuo grande aroma-
L PICWWI tico el ciclo tiene una bajada | Actividad antibacte-
5gvo RPSGW-YFPI para que este entre bien en | riana especifica contra
la estructura, compacto con | Micricoccus luteus
puentes de hidrogeno
Ciclo ajusta H15 (aromati-
I[EPLGPV .
5jqf | EDQGEH- €0 gr'ande) con una bajada Sin actividad conocida
VLFAGG amplia, asa cubre enlace del
ciclo, ciclo y asa compactos
APSLINS Asa larga, 2 aa de cola, ciclo
50qz DNPAFPQ-RV con pequenas ondas, estruc- | Sin actividad conocida
tura compacta
VGFGRP Ciclo con ondas pequenas
5tj1 | SILTQE- bed ’ | Sin actividad conocida
QAKPM estructura compacta
GKGPIF 2 aa de cola, ciclo con ondas
5ui6 | TWVTEGNY- suaves, estructura sin enlace | Sin actividad conocida
YG del ciclo en el archivo PDB
SDCPII 2 aa de cola, ciclo con ondas
5ui7 | FENPNGVMH- | SUaves estructurasinenlace | o o4 conocida
e del ciclo en el archivo PDB,
compacto
PPGDRI Ciclo ondas suaves, estruc- . .. .
5xm4 FGVL-AQLPG | tura compacta Sin actividad conocida
VGFGRP Entrada grande en el ciclo
6b5w | SILTQEQ- para encajar Q15, es/truc— Sin actividad conocida
AKPM tura compacta a través de
puentes de hidrogeno
LP con enlace disulfuro en-
LPWGCPSD- | ¢ Cfg‘i‘ﬁi‘:ﬁ; acllei;i;z Inhibidor sobre el re-
3njw | IPGWN- Y L ceptor de glucagon hu-
adecuado a los residuos con
TPWAC - mano
ondas pequenas, estructura
compacta
Enlace disulfuro entre cis-
. RPNWGF teina termlqal y cisteina que Actividad  antimicro.
5jpl | NDWS- cruza el ciclo, estructura biana
VRV compacta, ondas suaves en

ciclo
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Tabla G.8: Resumen del grafico de Ramachandran para los lazo péptidos templados.

N° residuos en
regién favora-

N° de resi-
duos en regiéon

N° de residuos

Residuos en

PDB permitida ( | en region ati- .. ..
L)Sl;e)erigc?)&o % ~2.0% espe- | pica region atipica
rado)
21s1 3 (72.2%) 5 (27.8%) 0(0.0%)
Ser3, Gln4,
2lti 9 (42.9%) (28.6%) 6 (28.6%) Glu7,  Pros,
Thr13, Argl9
2Ix6 | 15 ( 88.2%) 1(59%) 1(5.9%) Vall0
2m37 | 14 ( 82.4%) 3 (17.6%) 0(0.0%)
2m8f | 10 ( 45.5%) 8 (36.4%) 4(18.2%) Aspd, - Trplb,
i i ’ His19, Ala20
2mfv | 8 ( 66.7%) 2 (16.7%) 2 (16.7%) Gly6, Gly10
2mlj (87.5%) 1(6.2%) 1(6.2%) Serb
2mmt (84.2%) 3 (15.8%) 0(0.0%)
2mmw (68.4%) 5(26.3%) 1(5.3%) Aspl4
2mw3 (84.2%) 2 (10.5%) 2 (5.3%) Leu2
2n5c (84.6%) 1(7.7%) 1(7.7%) Pro6
2068 (71.4%) 5 (23.8%) 1(4.8%) Argl9
2n6u (88.9%) 2 (1L.1%) 0(0.0%)
2n6v | 18 ( 81.8%) 1(182%) 0 (0.0%)
4nag (89.3%) 3 (10.7%) 0(0.0%)
5d%9e | 14 (100.0%) 0(0.0%) 0(0.0%)
5gvo (73.3%) 4 (26.7%) 0(0.0%)
5jaf (94.7%) 2 (5.3%) 0(0.0%)
50qz 6 (100.0 %) 0(0.0%) 0(0.0%)
5tj1 | 11 (64.7%) 3 (17.6%) 3 (17.6%) Arg,  Leull,
‘ ' ' Lysl7
5ui6 | 8 (50.0%) 4(25.0%) 4(25.0%) %llyjo TyﬂG;“S’
5ui7 | 11 ( 64.7%) 6 (35.3%) 0(0.0%)
5xm4 | 11 ( 78.6 %) 2 (14.3%) 1(7.1%) Pro3
6b5w ( 82.4%) 3(17.6%) 0(0.0%)
3njw | 15 ( 88.2%) 2 (11.8%) 0(0.0%)
5jpl | 8 (53.3%) 4 (26.7%) 3 (20.0%) Asnd, - Asnd,
‘ ' ' Vall6
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Tabla G.9: Distancias del enlace que forma el ciclo de los lazo péptidos reportados

PDB Distancia | Nota

2l1s1 1,356

21ti 1,337

21x6 1,356

2m37 | 1,355

2m8f 1,241

2mfv 1,365

2mlj 1,354

2mmt | 1,354

2mmw | 1,354

2mw3d | 1,327

2n5c 1,334

2n68 1,335 Enlace no presente en el archivo PDB
2n6u 1,335 Enlace no presente en el archivo PDB
2n6v 1,335

4nag 1,339

5d9%e 1,345

5gvo 1,330

5jaf 1,299

50qz 1,334

5tj1 1,335

5ui6 1,796 Enlace no presente en el archivo PDB
5ui7 1,719 Enlace no presente en el archivo PDB
5xm4 | 1,329

6b5w | 1,336

3njw 1,338

5jpl 1,328
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