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RESI]MEN

El caráeter avcctorial de muchas de las interacciones estabilizadoras en una

proteina sugiere que la misma secuencia podría, potencialmente, plegarse en una

estructura similar, ya sea orientada del extremo amino al carboxilo o en el sentido

invertido (palindrómico). Se conoce varios ejemplos de proteínas con secuencias

invertidas. Sin embargo, no hay consenso de opinión respecto de la capacidad de las

secuencias invertidas para plegarse en estructuras nativas. De este modo, se ha

publicado resultados experimentales y bioinformáticos contradictorios.

En este trabajo, se estudió Ia relación entre Ia identidad de la secuencia

aminoacídica y la simetría de estructura secundaria entre las dos mitades de unos

segmentos palindrómicos y pseudo palindrómicos. Se encontró que las secuencias

aminoacídicas con 40oA de identidad o más entre las orientaciones inversa y directa

exhibieron una mryor simetria de estructura secundaria que los segmentos eontrol

escogidos al azar.

Además, se encontró que los residuos no idénticos en las dos mitades de las

secuencias pseudo palindrémicas tendían a estar cnriquecidos en residuos que

promueven la simetría del palíndrome. Estos se obtiene ya sea enfrentando residuos

como P, L, V, F, R, Y en las mitades del palíndrome o substituyendo los residuos

formadores de puentes de hidrógeno y estabilizadores de vueltas E, N, Q, S, H, D.

Para explicar esto, se propone que la heterogeneidad de densidades de carga en la

estructura del último grupo de residuos podría imponer condiciones de interacción
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estcreoespecíficas que son incapaces de mantenerse cuando la secuencia de la

proteína se invierte. El hecho de que algunas substituciones de residuos adquicren

una mejor simetria de estructura secundaria quc los residuos originales en la

secuencia invertida, reduce la atinencia de usar los criterios de conservación clásicos

para medir la relcvancia biológica de las secuencias palindrómicas.

Finalmente, especulo respecto del posible signilicado biológico de las

secuencias palindémicas en las proteínas y como ellas pudicron haber sido

seleccionadas positivamente durante la evolución.
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SUMMARY

The avectorial character of many of the stabilizing interactions in a protein

suggesf that the same sequence could, potentially, fold into a similar structure,

either oriented from the amino to carboryl end or in the inverted (palindromic)

sense. Various examples of profcins with inverted sequences are known. However,

there is no consensus of opinion regarding the ability of inverted sequenccs to fold

into nafive structures. Indeed, contradictory experimental and bioinformatic results

have been publishcd.

In this work, the relationship between the identity of amino acid sequcnce and

secondary structure symmetry between the two halves of palindromic and pseudo-

palindromic segments was studierl. lt was found that amino acids sequences with

lOY" or greater identity between the sense and antisense orientations exhit¡ited a

higher symmetry of secondary structure than random chosen control segments.

In addition, it was found that non-identical residues in the two halves of

pseudo-palindromic sequences tend to t¡e enriched in residues that promote the

symmetry in the palindromc. This is achieved either by opposing residues like P, L,

V, F, Rn Y in the halves of the palindrome or by substituting the hydrogen bondiug

and turn-stabilizing residues E, N, Q, S, H, D. To explain this, it is proposed that the

heterogenei§ of charge densities in the last group residuc structure could impose

stereospecific conditions of interactions that are unable to be maintaincd when the

protein sequence is inverted. The lhct that some residue substitutions achieve a

better secondary structure symmetry than the original residues in the inverted



sequence, reduces the adequacy of using fhe classical sequence conservation

criterions to measure the biologic relevance ofthe palindromic sequences.

Finally, I speculate on the possible biological significance of palindromic

sequences in proteins and how they might have been positively selected for during

evolution.
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1. INTRODUCCIÓN

La comparación de nuevas secuencias aminoacídicas con bases de datos de

secuencias cuyas estructuas han sido caracterizadas experimentalmente, alineándolas

desde su extremo amino al carboxilo (de manera paralela) ha sido rura henamienta para

predecir sus estructuras. Este criterio desestima la probabilidad que dos secuencias

aminoacídicas puedan compartir la misma estructura si presentan similitud antiparalela.

Sin embargo, dado que no se ha detallado la influencia que el orden de la secuencia

aminoacídica puede ejercer sobre las interacciones estabilizadoras de la estructura nativa

de la proteína (Dill, 1990; Fersht, 1999) es factible preguntarse si una secuencia puede

presentar la misma estructura ya sea que esté orientada desde amino a carboxilo o

viceversa-

La comprobación de esto último permitiría la revisión de la trascendencia de

algunos aspectos estructurales en la determinación de la conformación y estabilidad

proteica. La similitud antiparalela entre secuencias aminoacídicas se abordó inicialmente

por Olszewski, Kolinski y col. (1996) Se usó un programa simulador del plegamiento de

la secuencia invertida (retro-proteína) correspondiente al dominio B de la proteína A

estafilocócica. Se observó que durante el plegamiento simulado de la proteína A

estífilocócica era capaz de adoptar la mayoría de las veces la configuración de la

proteína nativa (con algunas diferencias en 1as orienlaciones de algunos residuos



laterales) como también la configuración espeoular de [a nativa durante la simulación del

plegamiento.

Estudios bioinformáticos realizados por Preissner, Goede y col. (1997) en

proteínas de estructura determinada experimentalmente muestran que dos secuencias con

similitud sobre el 34% de identidad antiparalela tienden a presentar un 60 a 7O"/o de

identidad de estructura secundaria cuando están dentro de la misma proteína

(palindromía) Pese a reconocer el alto valor del porcentaje de identidad de estructura

secunda¡ia. Preissner, Goede y col. (1997) estimaron que esta simetría podía ser un

artefacto inducido por predominancias de estructu¡a secundaria en las proteinas que 1as

contenía¡r. Además, al encontrarse los segmentos con similitud antiparalela de secuencia

en proteínas distintas, los porcentajes de identidad de estructura secundaria bajaban

alrededor del 40%,1o que se adjudicó al azar. Estos autores llegaron a la conclusión de

que el fenómeno de identidad antiparalela de secuencia no tiene una correlación

significativa con el de identidad antiparalela de estructura secundaria.

Sin embargo, Preissner, Goede y col. (1997) no consideraron que los segmentos

con similitud antiparalela de secuencia en proteínas distintas mostraron porcentajes de

identidad tan bajos como los observados por Kabsch y Sander (1984) al comparar

paralelamente pentapéptidos idénticos pertenecientes a proteínas distintas. Esto

permitiría concluir que los factores no locales que determinan el plegamiento pueden

alcuuer, más o menos, el mismo balance final frente a los factores locales,

independientemente del sentido de la secuencia. No se puede, sin embargo, afirmar que

la alta similitud antiparalela entre dos secuencias no tenga contrapeso alguno en el grado

de similitud de estructüra secundaria que muestren, ante los factores no locales.

)



Los estudios hechos por Lacroix, Viguera y col. (1998) analizaron

experimentalmente este problema. Ellos transformaron separadamente cepas de

Escherichia coli con un DNA que codificaba respectivamente las retro-proteínas

correspondientes al dominio B de la proteína A estafilocócica (60 residuos), el dominio

81 de la proteína G estreptocócica (55 residuos), y el dominio SH3 de la alfa espectrina

(61 residuos). Las versiones nativas de estas proteínas presentaban distintas

composiciones de estructura secundaria (eminentemente hélice, mixtas cll\,

eminentemente hebra p, respectivamente) Las retro-proteinas no lograron expresarse o

se expresaron en baja cantidad en el caso del dominio B de la proteína A estafilocócica.

Esta última retro-proteína, la estafilocócica, exhibió un bajo nivel de estructura

secundaria detectable por dicroísmo circular y resonancia magnética nuclear.

La discordancia entre 1a simulación de plegamiento del dominio B de la proteína

A estafilocócica de Olszewski, Kolinski y col. (1996) con estos resultados

experimentales fue atribuida por Lacroix, Viguera y col. (1998) a la exclusión en el

programa de simulación de plegamiento de las restricciones estéricas del esqueleto

peptidico.

A continuación, Mittl, Deillon y col. (2000) encontraron que el polímero amino

acídico invertido de la proteína activadora de la transcripción de levaduras GCN4, del

tipo de cierre de leucina (o hélice de 35 residuos) el cual era capaz de mantener una

estructura secundaria nativa con ciertas diferencias: Mientras la proteína nativa mantenía

su estructura en estado monomérico y polimérico, la retro-proteína 1o hace só1o en

estado polimérico; mientras la proteína nativa dimeriza, la retro-proteína del activador

de transcripción tetrameriza. Por Io tanto, la retro-proteína no sólo es capaz de plegarse,



sino también de mantener su capacidad de unión de otras estructuras, tal como Phan-

Chan-Du, Petit y col. (2001) observaron una mayor unión de los retro-péptidos por parte

de anticuerpos, respecto de los péptidos nativos que los generaron.

Sin embargo, estos resultados nos plantean que una secuenoia aminoacídica

invertida, pese a poseer la misma secuencia de su contrapartida nativa y, en apariencia,

todo el patrón de variaciones fisicoquímicas subyacentes, muestra ciertos impedimentos,

probablemente ciertos residuos incompatibles que dificultan la adquisición del

plegamiento nativo.

Park, Dietmann y col. (2000) estudiaron un conjunto de estructuras determinadas

experimentalmente disponibles en los archivos del Prolein Dato Bank @DB). Ellos

enconfraron que algunos segmenlos de entre dos y ocho residuos de largo, pertenecientes

a la misma estructura, con 100% de identidad antiparalela de secuencia, exhibieron una

fasa del 70oA de identidad de estructura secundaria. Este valor es muy próximo a los

alcanzados achlalmente por los programas de predicción de estructura secundaria y

concuerda con los de las secuencias palindrómicas parcialnente idénticas de los

registros de Preissner, Goede y col. (1997). Park, Dietmann y col. (2000) concluyeron

que el orden invertido de la secuencia no presenta diferencias marcadas respecto de la

secuencia no invertida al momento de determinar la estructura secundaria. Se pudo

incluso mejorar la capacidad de predicción de estructura secundaria al complementarse

con los resultados arrojados por el programa usado en dicho trabajo.

Finalmente Lorenzen, Giile y col. (2003) al comparar entre proteínas distintas,

determinaron que las secuencias invertidas con menos de 50% de identidad antiparalela

1



logran parámetros de estructura secundaria y terciaria muy diferentes a la proteína

original.

Las secuencias aminoacídicas con similitud antiparalela pueden disponerse de

diversas formas (FIGURA l) según su coexistencia o no dentro de la misma proteína y

su cercanía en la secuencia. En este trabajo se estudiará el arreglo en que dos segmentos

consecutivos de una proteína presentan similitud antiparalela de secuencia entre sí,

constituyendo una secuencia palindrómica o palíndromo (FIGURAS 1, 2, 3 y 4) Esta

decisión se tomó debido a las siguientes razones:

En primer lugar, los palíndromos proteicos son sencillos de detectar, dado que

basta comparar la secuencia aminoacídica consigo misma inve¡tida (ver métodos),

hjando 1os parámetros de rastreo a una baja exigencia, sin necesidad de entrar en la

combinatoria que implicaría comparar cada una de las secuencias escogidas con las

otras. En segundo lugar, al tratarse de dos segmentos consecutivos dentro de la misma

proteína, debieran tener una mayor probabilidad de estar supeditados a determinantes no

locales similares. Por lo tanto, la asimetría de estructura secundaria que se observe en el

palíndromo debiera dar cuenta de las diferencias locales (diferencias estructuales

debido a las mismas secuencias) más que a diferencias de contexto.

Hemos realizado algunos estudios preliminares de secuencias palindrómicas (no

publicados) en un grupo de proteínas asociadas a cobre similares a plastocianina y

rusticianina y otras secuencias aminoacídicas inspeccionadas al azar. En ellos

observamos las siguientes características:

¡ Los palíndromos están presentes en más de170%o de las proteínas

5
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Figura 1. Similitud antiparalela entre secuencias aminoacídicas. Tres posibles
ubicaciones entre secuencias aminoacídicas oon similitud antiparalela (de aniba hacia
abajo): En proteínas distintas (arriba) separadas dentro de la misma proteína (al medio) o
consecutivas dentro de la misma proteína (abajo) En este trabajo se analiza las
secuencias y estructuras de este ultimo tipo de ejemplos. Se les define como secuencias
palindrómicas.
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FIGURA 2. Secuencia palindrómica en la rusticianina de Acid¡tiobacillus Jerrooxi&tns
Una alineación antiparalela entre la secuencia directa y la invertida de la msticianina de
Acidithiobac illus Jbrrooxidans usando la malriz blosum62 y una expectativa de
1.000.000. En la alineación se observa algunos residuos idénticos en la posición
equivalente opuesta y otros no idénticos. Se aprecia también el residuo central histidina,
dada la longitud impar de la alineación (que incluye espacios más residuos).
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FIGURA 3. Secuencias palindrómicas y simetría estructual. Palíndromo de la
rusticianina (PDB I RCY) d,e Acidilhiobacillus ferrooxidur?r (residuos A10-A107). La
mayoría de los residuos idénticos (en pardo hacia carboxilo y en verde hacia amino
respecto de la H57) poseen estructuras secundarias idénticas (57oA de identidad de
estructwa secundaria en el segmento 22-94). Por ejemplo, los residuos G48-P50/P67-
G69 y G35-K36,'I(81-G82 se ubican en las vueltas. Colores: azul, color por defecto del
segmento palindrómico 22-94; Ciclo gris: histidina 57 (central); los otros grises,
residuos conservados en la alineación, segrln matriz blosum62. Los residuos frente a
espacios en las alineaciones se representan en hebras delgadas de color azul.
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Poseen un amplio intervajo de extensión y porcentajes de identidad (5 a 200

residuos).

Localización variable dentro de la secuencia.

Es posible encontrar más de una secuencia palindrómica dentro de la proteína,

como también superposiciones de el1as.

En el caso de las proteínas asociadas a cobre de las familias de la plastocianina

de Synechococcus sp y la rusticianina de Acid¡thiobdcillus ferrooxidans, los

segmentos palindrómicos no tienen una posición relativa definida en la secuencia

respecto de los centros de cobre.

o Los veinte residuos aminoacídicos distintos pueden formar parte del palíndromo.

. Se ha observado que hay secuencias reordenadas al azar qu,e son capaces de

mostrar patrones palindrómicos.

¡ Los segmentos palindrómicos tienden a ser poco conservados.

¿Es realmente capaz de plegarse de manera nativa una retro-proteina? ¿Qué tan

idénticas a la secuencia nativa deben ser las retro-proteínas para lograr plegarse de

manera similar? ¿Qué características fisicoquímicas son relevanfes en la

disrupción/mantenimiento de la simetría estructural entre proteínas con similitud

antiparalela de secuencia? El estudio de estos palíndromos no perfectos, dado que ambos

extremos no presentan siempre una total identidad antiparalela en la secuencia de sus

residuos, permite establecer tanto la influencia de 1os residuos idénticos como de los

residuos distintos y las características fisicoquímicas más relacionadas con la simetria

del palíndromo. El sistema palindrómico escogido no debiera diferir en cuanto a las



1i

reglas de plegamiento de cualquier otro sistema proteico, por lo que los resultados

derivados de este estudio debieran ser aplicables al campo general de plegamiento de

retro-proteinas, alrrdando a acercar 1as aparentes contradicciones de los trabajos

mostrados hasta ahora.

En esta tesis se analiza la asociación entre el porcentaje de identidad y la simetría de

estructura secundaria de estos segmentos en comparación con segmentos tomados al

azar dentro de las mismas proteínas. Se revisa la importancia del orden de la secuencia

sobre la simetría estructural. Por otro lado, se evalúa las posibles preferencias de

residuos en estos segmentos y su relación con la simetría estructual. Se propone las

características fisicoquímicas más determinantes de la simetría estructural. En último

término se discute sobre la génesis evolutiva y posible función de este tipo de

organizaciones de la estructura primaria en las proteínas.
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2. HIPÓTESIS

Las secuencias palindrómicas dentro de las proteínas son capaces de adoptar una

estructura secundaria simétrica debido a la presencia de residuos idénticos en posiciones

equivalentes de sus extremos, más que a los factores vechos que puedan inducir a

mantener dicha simetría de estructura secundaria.

Dado que se sabe de ejemplos experimentales de secuencias invertidas que no

han logrado plegarse de manera nativa, es probable que existan determinantes

fisicoquímicos insuficientes en algunos residuos para adoptar una estructura secundaria

idéntica al localizarse en la secuencia invemida de lado opuesto del palíndromo, siendo

necesario su reemplazo por otro residuo para adoptar el plegamiento correcto.
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3. OBJETIVOS

Demostrar que existe rura relación significativa entre e1 porcentaje de irlentidad

antiparalelo de las mitades del palíndromo y su simetría de estructura secundaria, por

sobre lo observado en segmentos de la misma longitud escogidos al azar.

Demost¡ar que los residuos idénticos en las secuencias invertidas se asocian

significativamente con los eventos de simetría de estructura secundaria en los

palíndromos, por sobre los residuos distintos.

Demostrar que entre los residuos idénticos y los residuos distintos las existen

preferencias de residuos por sobre lo esperado por azar.

Demostrar que tanto en los residuos idénticos y los residuos distintos, existen

magnitudes de propiedades fisicoquímicas que se correlacionan con la simetría de la

estructura secundada.
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4. MATERIALES Y MÉTODOS

4.1. Alineacién de dos secuencias aminoacídicas

Cada secuencia aminoacídica fue alineada con su respectiva secuencia invertida

usando el programa de Tatusova y Madden (1999) BLAST 2 SEQUENCES, ubicado en

la dirección http://ru'rv.ncbi.r.rlm.nih.gov/ Los parámetros fijados fueron proglama

"blastp"; matriz "BLOSUM62", expectativa de 1.000.000. El resto de los pariímetros se

definen por omisión. En este punto es necesario hacer notar que el uso de un

determinado programa de alineación tiene como único objetivo servir de detector de

segmentos aminoacídicos que tengan cierto porcentaje de identidad antiparalela sin que

importe la ponderación que le otorgue \a mafriz de substitución en uso. Por ello también

se asignó un valor altamente permisivo al parámetro expectativa (FIGURA 2)

4.2. Elección de las secuencias proteicas a estudiar

Dada la falta de recursos de programación, se restringió el análisis a un conjunto

de 73 proteínas de secuencias no redundantes y funciones asociadas a la actividad de

toxinas. Son de origen taxonómico heterogéneo y de estructura-función en general bien

caractenzada, dado su alto interés biológico. Esto último permitiría detectar la existencia

de segmentos palindrómicos coincidentes con sitios de importancia funcional en la

secuencia
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4.3. Elección de los segmentos palindrómicos a esfudiar

La alineación de la secuencia de una proteína consigo misma invertida por el

método descrito en "Alineación de dos secuencias aminoacídicas" permitió obtener

alineaciones de diversas longitudes y porcentajes de identidad antiparalela (FIGURAS 1,

2 y 5) como también superposiciones de elias (no mostrado) para ias 73 secuencias no

redundantes estudiadas. A continuación se eliminó todas 1as alineaciones que tuviesen

superposición entre sí (no mostrado) como también las alineaciones cuyas secuencias

con similitud antiparalela no fueran palindrómicas, es decir, no estuviesen consecutivas

en la misma alineación (FIGURA 1, ejemplo del medio). Terminado este proceso,

quedaron 34 secuencias no redundantes que poseían 48 alineaciones palindrómicas no

sobrepuestas de diversas longitudes y porcentajes de identidad asigrados por el

programa de alineación. Las secuencias se detallan al final de este trabajo, en e1

APÉNDICE.

4.4. Corrección del porcentaje de identidad arrojado por blast 2 sequences

En algunas de las 48 alineaciones palindrómicas se corrigió los porcentajes de

identidad de manera de permitir que éstos expresaran exclusivamente el porcentaje de

identidad entre las dos mitades con similitud antiparalela, sin considera¡ los gaps

(segmentos donde no es posible comparar las estructuras secundadas de las secuencias)

ni los residuos centrales (cuya estructura secundaria siempre será idéntica a sí misma).
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td, pziñ '=5fi6(3l.t] r 5 residD.§ idénticos de 16 cüeErdrdles f¿n fral4iscuta)

query: 2 2 TFCYKWI¡IKISNERI,TIqCATTC- --TEIDTÍüHVINKCCI 5f

TC H E CRC E I'I CT

subjat: ? TCCRNYIITIWTDIEI - --CIEACqII,{RENS ffHLÍüKYCFI a¡2

FIGURA 5. Alineaciones y elección de los palíndromos a analizar. Se muestra como
ejemplo el resultado de la alineación entre la toxina bucandina y su versión invertida
teórica (retro-bucandina). El procedimiento genera como soluciones varias alineaciones
sobrepuestas, algunas de las cuales corresponden a palindromos y otras no. De todas
estas alineaciones, se deja exclusivamente las de segmentos palindrómicos no
sobrepuestos (no mostrado) no importando que índices arroje el programa para dichas
alineaciones. Finalmente, se corrige el porcentaje de identidad eliminando el residuo
central (en el caso del ejemplo, la lisina central) y todos los residuos que no enfrentan
otros residuos en la alineación (en minúsculas).
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Ninguna de las alineaciones con más de 40aA de identidad antiparalela de secuencia

contenía espacios (FIGURA 6).

,t.5 Asignación de estructura secundaria a las 34 secucncias seleccionadas

Dadas las coordenadas experimentales contenidas en el archivo PDB respectivo,

la gráfrca de las estructuras y la asignación de estructuras secundaria se realizó usando

el programa RASMOL. A1 igual que Park, Dietmann y col (2000), se simplificó los tipos

de estructura secundaria en hélice, hebra beta, y no hélice-no hebra beta (FIGURA 6).

4.6. Preferencia de composición aminoacídica en las secuencias palindrómicas

Para expresar las preferencias de composición de residuos dentro de una

secuencia, Richardson ¡r Richardson (1988) realizaron el conteo de residuos en una

posición de determinadas características. A continuación normalizaron por la frecuencia

esperada correspondiente al porcentaje global de cada residuo en el total de secuencias

analizadas. Esta aproximación supone que los residuos se distribuyen estocásticamente

para formar las secuencias de las proteínas. Sin embargo, dado que las secuencias

aminoacídicas reales han sido seleccionadas para cumplir firnciones biológicas, todo el

espacio teórico de configuraciones de secuencias se restringe a un espacio menor capaz

de cumplir con los requerimientos estructurales y funcionales de utilidad biológica (Dill,

1990). Por lo tanto, no es suficientemente preciso suponer la total homogeneidad en Ia

distribución de residuos para normalizar las frecuencias aminoacídicas observadas. Para

hacer esta normalización, es necesario respetar los patrones fisicoquímicos en 1os que los
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query: 22 TFCm{!üLNKISNER.TIgCA«TC---TE DTWHIry KCCT 5?

TC ++I{ E CKC E N++ CT

sub j ct : ? TOCKñTqNWTDIET - --CTKAGLt¡ifREl{s II{NESTKYCFT 42

TC II E CKCE Í CT

É ¡¡roooprnoDDrDcccrDcDrDtopoorooopr»r )
MECTRCGI'SGC}III(ITCS¡IETTCIKÍ{LIIKI SIIERWLGC¡KTCIE IDT¡i IÍYIIXCCTTIIICI{X

FIGURA 6. Identidad de estructura secundaria entre las mit¿des del palíndromo 22-57
de la cadena "a" de la toxina bucandina y muestreo por el método de la ventana móvil.
En el rccuadro superior se puede observar en color anaranjado los residuos en
conformación de hebra beta; negro, no hebra beta ni hélice" mientras el rolo simboliza
hélice (ausente en el ejemplo). 13 residuos tienen la misma esüuctura secundaria, de los
16 comparables que hay en cada mitad del palíndromo. En el recuadro inferior, se puede
apreciar que el palíndromo (azul) constituye un patrón (en rojo) de residuos
simbolizados como idénticos (I), centrales (C) y distintos (D) y de residuos frente a gaps
(G, a los cuales se les omite del análisis) ubicados a ciertas distancias relativas entre sí
en la secuencia proteica real. Durante el análisis de las preferencias de composición
aminoacídica en los palíndromos, se respetó dichas distancias relativas usando una
ventana móvil para realizar el muestreo aleatorio de residuos a lo largo de la secuencia
de origen.
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residuos tienden a agruparse en las secuencias. A continuación se explica cómo se

aborda aquí este problema.

Un palíndromo, como se define operacionalmente en este trabajo, son dos

segmentos aminoacídicos consecutivos, dentro de la secuencia de una proteína, capaces

de mostrar un porcentaje de identidad de secuencia determinado, sobre 10%o en este

trabajo, al compara.rse entre sí antiparalelamente. Tanto su longitud como el porcentaje

de identidad son variables (FIGURA 6).. Por lo tanto, cada uno de los 48 palíndromos

representa un patrón de residuos idénticos, distintos y centrales (cuando el número de

letras miis espacios es impar habrá siempre un residuo central).

Para obtener una muestra aleatoria como control de cada segmento palindrómico

real, se propone desplazar una ventana de la misma longitud en residuos que dicho

segmento a lo largo de la secuencia de origen y, en un punto de detención aleatorio por

muestra, se extrae un conjunto de residuos de la ventana viajera (IIGURA 6).

Este procedimiento conserva la posición relativa (biológica) de los residuos entre

sí, por lo que la única fuente de variabilidad proviene de los patrones de composición

reales de ia secuencia de origen.

En nuestro caso tenemos 48 palíndromos reales de diversas longitudes

distribuidos en las 34 secuencias analizadas. Por lo tanto, una muestra control de los 48

palíndromos reales consta de una ronda de 48 ventanas, cada una de longitud

aminoacídica igual a sus contrapartidas reales, detenidas aleatoriamente dentro de su

secuencia de origen respectiva, rescatando, sin modificar ei orden de la secuencia, un

conjunto de residuos clasificados arbitrariamente en las categorías central (C), distinto

(D) e idéntico (l), segrirn se ubiquen en las mismas posiciones que los residuos así
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clasificados en el pa1índromo real. Se elimina del conteo aquellos residuos que por

posición enfrentan un espacio o gap (G) en el palíndromo detectado por á/asr. Este

proceso se repitió 100 veces para obtener las 100 muestras control por categoría. A partir

de los conteos de estas muesffas se obtuvo el promedio y 1a desviación estándar del

conteo de cada uno de 1os veinte residuos en la respectiva categoría.

Conocidos estos parámetros de distribución (suponiendo distribución gausiana)

es posible cuantiflcar cuán alejada est.l la composición palindrómica observada en los 48

palindromos de la esperada por azar por la formula de la variable normal est¡indar:

(Cqr. ae._categtSaTíndrorc - coúp. aai_caXeg_l0O conXÍoles)

/desw.est aa1.caXeg

Donde

Cq). aa. _categSalíndromo: composición o conteo de

residuo determinado en el total de pa15.ndromos deatro

una categoría observada .

coúp. a.a¡_cá.teg_100 controJes: cornposición o conteo pronedio

de dicho residuo en l-as 100 muestras aI azar dentro de 1a

ni sma categoría asignada arbitraria.lrente .

desrr. ést aai-caxegti desvíación estándar de Ia composición o

conteo de dicho residuo entre las 100 muestras aI azaz

dentro de 1a misma categoría asignada arbitrariamente.

un

de
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En el estudio de los 14 palíndromos con m¿is de 40% de identidad antiparalela de

secuencia entre sus mitades, la metodología fue la misma, salvo que se realizó 1000

muestras de 14 controles, uno para cada palíndromo, en la respectiva secuencia de

origen.

Se consideró que un residuo es preferido o rechazado si el valor de la variable

normal estiindar es superior a I,64 o inferior a -1,64 desviaciones es!ándar

respectivamente (5% superior e inferior de la población). Sin embargo, para efectos del

estudio de la asociación entre identidad/no identidad entre residuos opuestos

equivalentes y las propiedades fisicoquímicas (punto 9, métodos) se definió "preferido"

a los 10 valores más positivos de preferencias, y "rechazados" al resto.

4.7. Significacién estadística de la relación entre la frecuencia de eventos de

simetría estructural de los palindromos y intervalo de porcentaje de identidad

antiparalela de secuencia: Controles al tzar de simetría estructural

Se seleccionó al azar, a modo de control, un segmento de igual longitud de cada

palíndromo detectado, en la misma secuencia de origen. Se eliminó de la comparación

de estructua secundaria aquellos residuos que en el palíndromo original enfrentaban

gaps, residuos centrales, posiciones con let¡as distintas al código aminoacídico de una

letra, se separó estos segmentos control según los porcentajes de identidad de los

palíndromos originales, se midió el porcentaje de identidad de estructura secundaria

entre las mitades de los segmentos en tres intervalos de porcentajes de identidad de

secuencia: U0%,30%1, 130%,40%ly 140%, 100%[. Se evaluó la significación de la

asociación entre la simetría estructural y el intervalo de porcentaje de identidad
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antiparalela de secuencia usando la prueba del 12 1nivel de significación=0,05, Xz

".irico=3,84).

4.8. Asociación entre la presencia de residuos idénticos o distintos y la identidad de

estructura secundaria obseryada en el intervalo 40-l00oá de identidad antiparalela

En este punto se pregunta si, dados dos residuos enfrentados en el palíndrome, ya

sea idénticos o distintos, qué relación con la simetría de estructura secundaria se observa

entre ellos.

Dentro del intervalo con mayor significación de simetría de estructura secundaria, el

intervalo 40-100 % de identidad antiparalela de secuencia, y dado el bajo número de

datos, no era posible un análisis significativo de la simetría de la estructura secunda¡ia

para cada uno de los veinte residuos al ser enfrentado al lado opuesto del palíndromo por

un residuo idéntico o distinto. Por lo tanto se fusionó los eventos individuales en las

categorías idénticos y distintos, las que representan respectivamente cuando r¡n residuo

cualquiera está enfrentado a un residuo idéntico o diferente al lado opuesto del

palíndromo, siempre que la comparación estructural sea pertinente (ver asignación de

estructura secrmdaria en métodos y FIGURA 7). Para cada rma de estas dos categorías

de ¡esiduos idénticos/distintos, se contabiliza los eventos de simetría de la estructura

secundaria (igual o distinta estructura secundaria). Esta clasiñcación de los datos genera

una tabla de cuatro categorías: residuos idénticos con igual o distinta estnrctura, y

residuos distintos con igual o distinta estructura secundaria. La significación de la

asociación entre identidad del residuo y simetría de estructura se evaluó usando las
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FIGURA 7. clasificaciones de estructura securdaria y definiciones de residuos idénticos
o distintos antiparalelos de un palíndromo. se denomina residuos idénticos antiparalelos
cuando el mismo residuo ocupa sitios equivalentes y opuestos dentro del palíndromo;
residuos distintos antiparalelos, cuando residuos distintos ocupan lugares equivalentes y
opuestos dentro de1 palíndromo. se define simetría cuando dos sitios equivalentes y
opuestos poseen la misma estructura secr¡ndaria.
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pruebas de f y de probabilidad exacta de Fischer con la condición de que en ambas

resulte por sobre el 5olo requeddo para considerafse que la asociación es significativa.

4.9. Relación entre las propiedades Iisieoquímicas del residuo y la simetría de

esfrrctüra secundaria ¿l enfrentar un residuo idéntico o distinto al lado opuesto

En esta parte se pregunta si hay cierlas características fisicoquímicas de los

residuos que se asocien sigrrificativamente con el mantenimiento de la estructura

secundaria al lado opuesto del palíndromo, dado un evento de residuos idénticos o

distintos antiparalelamente.

En esfe caso, se contabiliza 1a totalidad de eventos en que frente a un residuo

determinado, no central en el palíndromo, se mantiene la eshrrctura secundaria en la

secuencia invertida, cualqüera sea la identidad del residuo que ocupe el sitio equivalente

al lado opuesto.

Cada residuo en sí puede representarse por varios parámetros fisicoquímicos:

tamaño, ramificaciones, propensión de estructura secundari4 carg4 hidrofobicidad, y

otfas caractefísticas que podrían hfluir en el mantenimiento de la simetría de estructura

secr¡ndaria si dicho residuo es reemplazado o mantenido aI lado opuesto del palíndromo.

es la base de datos

de índices aminoacídicos Aaindex de Shuichi, Ogata y col (1999) se encuentran

tabulados aproximadamente 400 índices. De estas 400 tablas, se elimhó aquellas con

datos faltantes para algún aminoácido. Se ordenó los veinte residuos de menor a m¿ryof

según sus rgspectivos valores para un determinado índice, A continuación se reordenó

del mismo modo 10s datos de simetría versus mantenimiento de identidad. Los diez
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residuos con valores menores de dicho índice y sus respectivos datos fusionados de

simetría y mantenimiento de identidad, se definen con una magnitud baja de dicho

índice o parámetro; los diez siguientes, con una magritud alta de dicho parámetro. En

esta etapa se eliminó las tablas en que el décimo residuo tuviese el mismo valor que el

undécimo, para evitar la asignación arbitraria de un rcsiduo dentro del grupo de

magnitud baja o alta.

Sea un grupo de residuos con magnitud alta para un índice cuaiquiera. Para

considerar que dicho grupo posee rma mayor capacidad de mantener la simetría de

estructura secundaria al encontrarse un residuo idéntico al lado opuesto del palíndromo,

es necesario, como mínimo, que el número de eventos simétricos sea superior al de

eventos no simétricos de este grupo. Simultaneamente, el grupo de residuos con baja

magrritud para el mismo índice debiera exhibir qn número de eventos de simetría inferior

a los casos de no simetría. Por lo tanto, debiera cumplirse que:

(simetría alto índice+asimetría bajo índice)>(simetría bajo índice+simetría alto índice)

Se definirá como *1 si el índice alto es más "simétrico" para pares de residuos idénticos

o distintos. y -l de lo contrario.

Donde:

simetría alto índice: total de eventos en que los residuos con índice alto presentan igual

esfructlra secundaria al lado opuesto equivalente del palíndromo, ya sea que se

enfrenten residuos idénticos o distintos.

asimetría bajo índice: total de eventos en que los residuos con índice bajo presentan

distinta estructura.
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simetría baio índice: total de eventos en que los residuos oon índice bajo presentan igual

estructufa.

asimetría bajo índice: tot¿l de eventos en que los residuos con índice bajo presentan

distinta eskuctura.

La presencia de pares de residuos distintos a ambos lados del palindromo se

analiza de1 mismo modo.

El sentido de esta desigualdad (+1, -1) nos indica el sentido de este balance, pero

no su significación estadística. Se evaluó la signi{icación estadística de la relación entre

la magnitud del índice en estudio y e1 mantenimiento de estructura secundaria, dado dos

residuos idénticos o distintos enfrentados en e1 palíndromo. Se aplicó las pruebas de t' y

de Fischer en todos los casos, considerando significativos aquellos correspondientes a

valores de p menores o iguales al 0,05 para ambas pruebas' En este punto, se consideró

meritorio realizar una excepción. En los casos de los panimetros de pleferencia para

residuos igualesi distintos obtenidos en este mismo trabajo (ver métodos) no todos los

par¿lmetros (a saber: preferencias de residuos idénticos, preferencias de residuos

intercambiados, preferencias centrales) logtaron ser significativos por la prueba de

Fischer y 12 simultiíneamente. En este caso se aceptó que, por lo menos, superaran una

de las dos pruebas pma incluirlos en la discusión. Esta concesión se hizo en

consideración de que los dalos de las preferencias se obtuvieron independientemente, y

que, por lo tanto, cualquiera de las pruebas estadísticas que fuera superada sería un

indicador conñable de asociación significativa.
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4.10. Origen nucleofídico de las secueneias palindrómicas aminoacídieas

Se obtuvo de la dirección http://$,'rvr.v.ncbi.nlm.nih. qov/ los segmentos nucleotídicos

genómicos que especifican 1as mitades de los segmentos palindrómicos del intervalo 40-

100% de identidad antiparalela de secuencia. Con e1 fin de medir si el DNA que codifica

una mitad del palíndromo podria, por complementariedad de bases, codificar la otra

mitad, se evaluó la hibridación entre ambos segmentos codificantes, en la dirección

http¡//www.bioinfo.rni.edu/aprrlications/mfold/old/dna/forml.cei. usando e1 progra-

ma de DNA de Zuker (2003).
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5. RESULTADOS

5.1 Demostrar que existe una relación significativa entre el porcentaje de identidad

antiparalelo de las mitades del palindromo y su simetría de estructura secundaria,

por sobre lo observado en segmentos de la misma longitud escogidos al azar

Dado que Preissner, Goede y col. (1997) postularon que el alto porcentaje de

identidad de estructura secundaria observado en los segmentos palindrómicos es causado

por la presión del contexto estructural en que se encuentran incluidos, se comenzó por

evaluar esta suposición. Si es verdadera, los palíndromos debieran mostrar porcentajes

de identidad de estructura secundaria comparables a los que poseería un conjunto

aleatorio de segmentos aminoacídicos extraídos de las mismas secuencias de origen.

Por 1o tanto, para cada uno de los 48 segmentos palindrómicos, se eligió

aleatoriamente un segmento control de la misma longitud en la misma proteína de origen

y se comparó sus porcentajes de identidad de estructura secundaria por intervalos de

porcentaje de identidad antiparalela del palíndromo, tal como se observa en la TABLA I

y2.

En la FIGIIRA 8 es posible apreciar que al sumar los datos de todas las

secuencias pertenecientes al intervalo de porcentaje de identidad antiparalela de 40-

l00o/o, el número de veces que dos sitios equivalentes y opuestos poseen la misma

estructura secundaria es significativamente mayor en los palín&omos que en las

secuencias control respectivas (cr=0,05, f crítrco = 3,84, FIGURA 8).
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TABLA 1

FRECUENCIA DE IDENTIDAD DE ESTRUCTURA. SECUNDARIA (SIMETRÍA) Df, RESIDUOS
PALINDRÓMICOS V/S RESIDUOS CONTROL

Rángo 1ü

¡deflt¡dúd

Total

eqeflto8

Tottl s¡gnif¡cacióri

EuGnlos dileaEncio

aimstrír alfa=t,05Ch¡-z a ipsraleli Tolal euErltos s¡metrís

obser!¡¡do *ÉsuenGia e8iudisdq* Güfltrolei

0,45 llfl3[[ 309 135

34
3g

117

§t
51

HO

HO
Sí

0,04
5,38

t88
64
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TABLA 2

COMPARACIóN Dtr PORCENTAJES DE IDENTIDAD DE ESTRUCTLTRA SECUNDARL{ (SIM['TRÍA.)
DE SECUENCIAS PALINDRóMICAS V/S SECUENCIAS CONTROL

Rüngo "É

secuenc¡d más*imÉtricüs

TotEl

más Eimétf¡ca$ u/* cor¡trole8

¡deñtidad setuen[iü8 lguals¡metría Secuencias compirnc¡one8

sntipafaleli cot¡trol cor¡lroles y palíndromo palíndromo

Iu-30t 6

804ü1 7
Z

817
8f7
7 14

3
2
5
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FIGURA 8. Dependencia del porcentaje de identidad de estructura secundada respecto

del porcentaje de identidad antiparalela de secuencia entfe las dos mitades de un

palíndromo. Gñí.fico superior: Se compara 1a estructufa secundaria de residuos ubicados

Én posiciones exactamente opuestas dentro del palíndromo (columnas rojas) respecto del

miimo parámetro observado en segmentos de la misma longitud y la misma secuencia

de origén tomados al azar (columnas verdes) a distintos intervalos de porcentaje de

identidád antiparalela de secuencia. Gráfico inferior: Se puede apreciar que, en el

interwalo L40%-lO0%7, ia simetría de estfuctura secundaria es^significativamente mayor

en los palindromo. q,r" ", los controles según la prueba del t' lnivet de significación :
0,05,t'crítico:3,84).
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Esta diferencia significativa no debiera ser producto de un aporte

excepcionalmente nrmefoso de residuos simétricos por parte de turas pocas secuencias

palindrómicas ya que, según se observa en la TABLA 2, baja consistentemente la

cantidad de secuencias control con simetrías superiores a la de sus respectivos

palíndromos dentro del intervalo [40-100%].

Se puede concluir que la palindromía en e1 intervalo 40'I00o/o en sí es r¡na

condición que se relaciona signiñcativamente con el aumento de la simetría de

estructura secundaria de los segmentos palindrómicos por sobre 1o observado en

segmentos aminoacídicos de la misma longitud escogidos al azar. Esto implica que el

contexto estructural que rodea un segmento palindrómico en el intervalo 40-100% no

posee la suficiente capacidad de inducir e1 simetría de estructura secundaria que puede

inducir en conjunto con la condición de palindrómico del intervalo 40-100% de dicho

segmento.

5.2 Demosfrar que los eventos en que se enfrentan residuos idénticos se asocian

significativamente con los eventos de simetría de estructura §ecundaria en los

palíndromos

Dentro de los modelos de predicción de la estructura secturdaria de las proteínas,

existe una corriente iniciada por Nishikawa y ooi (1982) que atribuye principalmente a

la composición de residuos de una proteína las plopofciones de estructura secundaria de

dicha proteína. Esto implica que dos proteínas de la misma composición de residuos

mostrar¿in la misma composición de estructura secundaria aunque sus secuencias no sean

las mismas.
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Desde este punto de vista, es factible que en las secuencias palindrómicas del

intervalo 40-100%, sea la convergencia en una composición aminoacídica similar entre

las mitades del palíndromo lo que induce la simetría significativa en la estructrra

secundaria y no el hecho de conservar un orden invertido de sus secuencias. Asi, la

condición de idéntico o distinto entre residuos de posición equivalente a los lados

opuestos del palíndromo no debiera ser una característica que discrimine

significativamente enke residuos de igual y distinta estructura secundaria. Es decir, si el

orden invertido de la secuencia es irrelevante respecto de la composición para

determinar la simetría de los palíndromos, los eventos de simetría estructural

antiparalela debieran repartirse de manera parecida entre los eventos de residuos

idénticos y los eventos de residuos distintos.

Para evaluar si hay asociación significativa entre identidad de estructura

secundaria y mantenimiento de identidad, se contó los eventos de simetría de estructura

secundaria en el grupo de residuos idénticos y distintos y se midió la significación

estadistica a través de 1as pruebas de 12 y de la probabilidad exacta de Fischer (TABLA

3).

Para la prueba del X2, se frjó un nivel de significación de 0,05, lo que determinó

un 12 crítico :3,84 y un ;¿2 observado de 6,3. Por la prueba de la probabiliclad exacta de

Fischer se fijó también un p:0,05, el cual fue superado por los datos, que presentaron

un p:0,0219 (FIGURA 9).

Se puede observar que los residuos idénticos presentan significativamente un mayor

número de eventos de identidad de estructura secundaria al lado opuesto del palíndromo

que cuando son residuos distintos (FIGURA 9).
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TABLA 3

TDENTTDAD DE ESTRUCTURA SECUNDARTA PARA PAl-Ínr»nolros nrr,
INTERVALO 4O-IOO"/O DE IDENTIDAD ANTIPARALELA DE SECUENCIA

Simétrica Simétrica Asímétrica Asimétrica

IDÉNNCO DISTINTO IDÉNTICO DISTINTO

A

c

D

E

F

G

H

I

K

L

M

N

P

o

R

s

T

v

w

Y

TOTALES

2

2

2

31

2

I

1

2

1

1

1

1

3

2

19

3

,|

1

2

1

l0

2

2

,|

1

4
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FIGURA 9. Reiación entre la conservación de estructura secundaria y el mantenimiento
de la identidad en secuencias palindrómicas con más de 40% de identidad antiparalela de

secuencia enÍe sus dos mitades. Se encontró que un residuo perteneciente a una de las

mitades de un paiíndromo presenta significativamente una mayor simetría de estructura
secundaria respecto ¿.¡ ¡s5iiuo opuesto del palindromo cuando son idénticos (l) que

cua¡do son distintos 1t.¡ 1X'crítico : 3.84 < t' observado = 6.3 . nivel de signilicación
= 0,05; por prueba de Fischer, 0,05 > p: 0,0219).
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Sobre la base de este resultado, se puede aflrmar que cuando hay dos residuos

idénticos en sitios equivalentes y opuestos del palíndromo. dichos residuos tienden a

tener simetría de estructura secundaria.

5.3 Demostrar que entre los residuos idénticos y los distintos existen preferencias de

residuos por sobre lo esperado por üzaÍ

Según lo expuesto en la introducción, se ha observado que algunas retro-

secuencias sintetizadas artificialmente no tienen, en la mayoría de los casos, la

capacidad de mantener la misma estructura que muestra la secuencia nativa. Esto podría

explicarse por la existencia de algunos residuos con incompatibilidad para mantener la

misma estructura secundaria en la secuencia invertida. Por otro lado, los palíndromos

con mayor porcentaje de identidad antiparalela presentan una mayor simetría de

estructura secundaria. Se podría plantear una explicación intermedia a estos dos

resultados aparentemente contradictorios. Es posible que no todos los residuos posean la

misma capacidad de mantener una estructura secundaria igual en la secuenoia invertida.

Es decir, podrían existir residuos oapaces de mantener la simetría y residuos incapaces

de mantener la simetría de estructura secundaria en una secuencia invertida. Si esta

simetría de estructura secundaria es una característica biológicamente necesaria, también

se puede pensar que exista una selección biológica que tienda a privilegiar 1a existencia

de pares de residuos idénticos o distintos que permitan esta simetria de estructura

secundaria dentro de los segmentos palindrómicos.

Sin embargo, hay algunos elementos que conducen a pensar que la formación de

palíndromos en las secuencias podría ser un proceso casual en el que probablemente
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participe, de manera indistinta, cualquiera de los veinte residuos. Por ejemplo, se puede

observar superposiciones de palíndromos en secuencias de proteínas reales, como,

además, la existencia de palíndromos en secuencias construidas al azar.

Por todo lo anterior se hizo necesario evaluar en este objetivo si la composición

de residuos observada en los segmentos palindrómicos es la misma que la esperable por

azar dada la composición y la distribución de residuos en las proteínas que los contienen.

En este punto es preciso, según se detalla más extensamente en los métodos,

definir los términos "composición" y "distribución". En el caso de la composición, si e1

proceso de formación de palíndromos es al azar, es comprensible concluir que los

residuos más abundantes dentro de las proteínas en estudio tenderán a estar

mayoritariamente presentes en la composición de los palíndromos respectivos. Sin

embargo, la distribución de residuos en las secuencias aminoacídicas no constituye una

combinatoria homogénea, sino que presenta ciertos paftones que persiguen Ia utilidad

estructural y firncional de la proteína (DilI, 1990). Así que, para evaluar la participación

del azar en las secuencias palindrómicas, es necesario definir en términos operacionales

qué es azar dentro de las 48 secuencias aminoacídicas reales, que no han sido

construidas estrictamente al azar.

5.3.1 Caracterización de Ia población de residuos observada en las secuencias de

origen con un muestreo tipo ventana móvil

Como resultado del procedimiento realizado en los métodos, ("Preferencia de

composición de residuos en las secuencias palindrómicas"), se logró la determinación de

la media y desviación estándar de la distribución de frecuencias de cada uno de los



38

veinte residuos por categoría (centrales, distintos, idénticos, ver ejemplo en FIGURA

10). Respecto de esta población se pudo comparar l¿ frecuencia observada de residuos

por categoría dentro de los palíndromos reales.

Para determinar si las preferencias a encontrarse entre los residuos idénticos y

distintos se asocian con una mayor simetría de estructura secundaria, en el objetivo

siguiente, se considerará rechazados a los diez residuos con menor preferencia (C, I, G,

N, Y, R, Q, W, F ,S, en el caso de los residuos idénticos del intervalo 40-100%) y

preferidos al resto, según se adelanta en los Métodos, y se desarrolla a continuación.

5.3.2 Deferminación de las preferencias de residuos que más se obserrya enúre los

residuos idénticos o distintos respecfo de las poblaciones caracferizadas

En esta sección, se muestra tres tablas con los ¡esultados. Básicamente, responden

con qué preferencia (parrimetro z normalizado) los residuos tienden a encontrarse entre

los pares de residuos idénticos o entre los pares de residuos distintos en las secuencias

palindrómicas en estudio. La TABLA 5 corresponde a los datos de preferencias de

residuos segriLn mantenimiento de identidad dentro del intervalo 40-100%, es decir el

intervalo de palindromos que mostró mayor simetría. Como control, se sustrajo a los

valores de esta tabla las preferencias observadas en el total de 48 palíndromos (TABLA

4) dado que estos globalmente no presentan una simetría significativamente mayor que

los segmentos control al azar. Los resultados de esta sustracción est¿ín en la TABLA 6, y

reflejan, por lo tanto, si hay preferencias dentro de las categorías de residuos cenÍaies ,

distintos e idénticos que podrían ser responsables de1 mayor grado de simetría respecto

de las secuencias palindrómicas no simétricas.
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FIGURA 70. caracfeización de la dist¡ibución de frecuencias de residuos en mil
muesffas tomadas al azar a través de un¿¡ ventana móvil. A modo de ejempio, se puede

observar la distribución de un residuo de baja frecuencia (metionina, M), uno con

frecuencia intermedia (prolina, P), y alta frecuencia (glicina, G) en el conteo de residuos

usando ventanas móviles moideados con los patrones de residuos idénticos/distintos/

las ventanas móviles (preferidos), en verde, los que están a 1,64 desviaciones por debajo

(rechazados) figurando el resto con calipso (indiferentes). centrales de los palíndromos

del intervalo 4o-l0o%. Esta ventana se detiene al azat en la misma secuencia que

generó el palíndromo respectivo para extraer en cada una de las mi1 detenciones una

ielección mbitraria de residuos (subíndices) i: idénticos, c: centrales, d: distintos'
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TABLA 4

PREFERENCIAS EN LA COMPOSICIÓN DE LAS 48 SECUENCIAS
PALINDRÓMICAS EN LAS 34 SECUENCIAS ESTUDIADAS

Freferencia
del residuo
a clasiiicar

|]üm0

1üÉriTt:i:'!
-?.t 4

.:.11!
? r¡f
a

Preferencia
del residuo
a clasiflcar

c0m0
CEHTR^AL

Prefe re nc ia

del residuo
a clasi{icar

c0m0
DISTII'ITO

J.9ü
'ttE

L
T

Las composiciones observadas de los ¡esiduos clasificados como fesiduos idénticos,

distintos y centrales muestran desviaciones respecto de la composición esperada al tomar

segmentos aleatorios donde se asignan arbitrariamente pof posioión ias mismas

clisificaciones. El código de colores muestra cu¿indo un residuo muestra un valor sobre

5olo superior (preferido) o inferior (rechazado) de la población de controles observada

p*u * respéctiva categoría (1,64 desviaciones esüindar, suponierdo distribució¡

normal). Se puede observar que no todos los residuos tienen la misma probabilidad de

aparecer dentro de un palíndromo. Es posible que dentro de estos fesiduos primen los

que usualmente forman pafte de repeticiones, no necesmiamente relacionados con la

formación de palíndromos simétricos'
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TABLA 5

PREFERENCIAS EN LA COMPOSICIÓN DE LAS SECUENCIAS
PALINDRÓMICAS DEL INTERVALO 4O-IOO'/'

Freferencia
del residuo
a clasiflcar

cDm0

rúÉHTrf,o
1?q
i,ü3

Freferencia
del residuo
a clasifcar

c0mü
CEHTRAL

F refe rencia
del residuo
a clasif car

comü

DtsT[{TO

Preferencias en la composición de las 14 secuencias palindrómicas de1 intervalo 40-

100% de identidad antiparalela en las 34 secuencias estudiadas. Igual código de colores

que en la TABLA 4.
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TABLA 6

PREFERENCIAS EN LA COMPOSICIÓN DE LAS SECUENCIAS
PALINDRÓMICAS DEL INTERVALO 4O.IOO'¡/.,CON SUBSTRACCIÓN DE

LAS ASIMÉTRICAS
Prefere n c ia

del residuo
a clasiricar

Freferencia

del residuo
a clasilicar

Freferentia
del residu¡
a clasiflc¡r

ü0m0
DISTIHTO

Diferencia entre 1as preferencias de composición de los 14 palíndromos del rtervalo 40-

100% de identidad antiparalela de secuencia (simétricos estructulalmente) respecto de

1as preferencias observadas en los 48 palÍndromos (sin simetría global significativa).

Igual cótligo de colores que las dos TABLAS anteriores. Residuos como C, P, V, A, W,

T, Y, G, H, R tienden a intercambiarse entre sí con alta ftecuencia. Aruílogamente,

residuos como D, T, K, E, L, A, M, P, V, H, tienden a enconhar un idéntico al lado

opuesto con alta frecuencia.
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5.4 Demostrar que tanto entre los residuos idénticos como en los distintos, existen

propiedades lisicoquímicas que se asocian con el mantenimiento de la simetría de Ia

estructura secundaria

Dentro de nuestro sistema palindrómico (FIGURA 7) un residuo idéntico es un

residuo que se encuentra al lado opuesto del palíndromo; uno distinto, cuando dicho

residuo es reemplazado por otro distinto al lado opuesto. Es posible que aigunos

residuos sean incompatibles con la misma estructufa secunda¡ia en la secuencia invertida

debido a ciertas características fisicoqümicas más marcadas. Suichi, Ogata y col. (1999)

publicaron una base de datos con aproximadamente 400 índices fisicoquímicos para los

veinte residuos. Estos índices, más los indices calculados en el objetivo anterior de

Preferencias entre residuos idénticos y entre residuos distintos y el de Preferencia de

Centrales en Secuencias Palindrómicas del intervalo [40'100%] (tres índices en total)

fueron utilizados en el objetivo presente.

En la TABLA 7 se puede aprecim los datos de simeúía (sirnétrica/asimétrica)

para el mantenimiento de la identidad (residuos idénticos, residuos distintos) y el tipo de

residuo en código de una letra. Claramente, e1 número de eventos recopilados en este

trabajo es insuficiente para detectar de manera directa el residuo ideal para el

mantenimiento de la simetría de estructura secundafia del palíndromo. De todos los

residuos, la prolina parece sü uno de los residuos m¿ás adecuados para mantener la

simetría de esfuuctura secundaria con el mantenimiento del residuo al lado opuesto. Sin

embargo, todavía el número de eventos es insuficiente para determinar directamente el

efecto de los residuos idénticos y distintos para cada uno de los vehte residuos.
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TABLA 7

SIMETRÍA DE ESTRUCTURA SECUNDARIA ASOCIADA A LA IDENTIDAD
DE UN PAR DE RESIDUOS ENFRENTADOS UBICADO EN CUALQUIER

SITIO DEL PALÍNDROMO

ESTRUCTURA SECUHDARIA
SIMÉTHCA ASIiJlÉTilCA

RESIDUO RESIDUO RESIDUO RESIDUO
IDÉNTICO DISTII{TO IDÉNTICO DISTIHTO

46400
c0200
06240
Eezü1
F0100
G82U0
H21ü0
t0103
K6ztlu
L4?03
luz080
H412tl
P12203
Q0100
R04U0
s227tl
T41fl 4
v05{l 5
w03ft0
Y40U1
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Para compensar esta carencia de datos, se procedió a fusionarlos en dos

categorías, las con residuos de índice alto y bajo. Los veinte residuos son ahora dos

residuos representativos para cada índice, uno con índice alto y otro con índice bajo. Los

datos de simetría estructural para los residuos idénticos v distintos también est¿i,n

fusionados.

A continuación se determinó qué parrirnetros se relacionan significativamente

con la simetría para un par de residuos idénticos o distintos, para lo cual se estableció un

nivel de significación sobre el 570 con las pruebas de Fischer (p : 0,05) y 12 (valor

crítico : 3,84, gl: 1).

5.4.1 Perfil de los residuos que al mantenerse idénticos muestran estructuras

secundarias más simétricas

Se puede observar en la TABLA 8, que hay un conjunto de 14 propiedades

significativas para el mantenimiento de la simetría de estructura secundaria cuando se da

un evento de identidad entre residuos ubicados en posiciones equivalentes opuestas.

Entre éstas, hay doce separaciones distintas (no redundantes), entre las cuales no se

repite el mismo grupo de residuos formando parte del índice bajo o alto.

Cuando el número de hidratación (H114) es elevado en un residuo determinado,

es significativamente más probable la asimetría de estructura secundaria (1) con la

identidad que cuando dicho indice es bajo.

Así, se puede apreciar que un residuo grande (+1/P059), de baja polaridad (-

l/I{400), presente comúnmente en la hebras beta (+llA274), de alto punto isoeléctrico

(+1/II401), de baja mutabilidad (-1lP065,-llP135), de alta energía libre de transferencia
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desde el vapor al agua neuffa (+1/TI392) tenderá a mantener más la simetria de

estructura secr.rndaria al ser idéntico. Se puede apreciar también que mientras más

preferido sea este residuo enhe los residuos que foman pares de residuos distintos

(+ I /Preferencias entre residuos distintos del intervalo 40-100o/o de identidad antiparalela

de secuencia, objetivo anterior en este trabajo), es significativamente más probable el

mantenimiento de la estructura secundaria con la identidad. No hubo una asociación

importante con los otros dos índices de preferencia obtenidos en este trabajo.

Por lo tanto, 1a primera aproximación de estos resultados sugiere que un residuo

del tipo hidrofóbico tenderá a mantener la misma estructura secundaria al ser idéntico en

la secuencia invertida del lado opuesto del palíndromo, Consecuentemente, cuando

dicho tipo de residuos forma pares de residuos distintos, el sistema tiende a mantener

(+ l/Preferencias entre Distintos) en el residuo reemplazante el alto índice de

hidrofobicidad.

Por otro lado, dada la propensión de estos residuos hidrofóbicos a formar hebras

beta (+l/A274), es esperable que esta clase de estructura secundaria pueda mantenerse

de manera significativa en la secuencia invertida y, si uno de sus residuos forma pares de

residuos distintos, el residuo distinto a localizarse al lado opuesto será del tipo

hidrofóbico también (+ 1/Preferencias entre residuos distintos).

Pa¡a cada índice tenemos diez residuos con indice alto y diez con índice bajo.

Dado que cada uno de estos ordenamientos cumple con un nivel de significación

previamente elegido (en nuestro caso el 5% superior), los doce ordenamientos diferentes

que hay dentro de las 14 propiedades correlacionadas son equivalentes desde el punto de

vista de su asociación con la simetría de estructura secundaria de los residuos idénticos.
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No hay dentro de estas 12 propiedades, en rigor, ningura con mayor significación que

otra. A modo de aproximación gruesa a la identificación de cruíles residuos presentan

índices (altos o bajos) permisivos de la simetria de estructura secundaria al mantener la

identidad, es posible cuantificar qué residuos aparecen más frecuentemente exhibiendo

índices altos o bajos favorables a [a identidad simética en el total de las doce

separaciones distintas :

l2P > I IG > lol, > 9V, A > 8K, F > 7Y, R, C > 6W, I > 5M > 4T, E > 3Q, E > tN > OS, D.

El residuo prolina, por ejemplo, aparece con valores permisivos de la identidad

simétrica en las doce separaciones distintas, mientras que los residuos serina y aspiírtico

no ap¿recen en ninguna de ellas. Si seguimos con e[ esquema de separaciones de diez,

los residuos P, G, L, V, A, K, F, Y, R y C debieran mostrar una alta capacidad para

mantener la misma estructura secundaria al mantenerse idénticos en la secuencia

invertida, mientras que los residuos restantes probablemente muestren lo cont¡ario.

5.4,2 PcrÍil de los residuos que al enfrentarse a un residuo distinto muestran

estructuras secundarias más simétricas

Como se muestra en la TABLA 9 se encontró 34 propiedades significativas. De

ellas, 25 correspondian a separaciones distintas. Cuando un residuo presenta baja

preferencia en el extremo amino de c-hélices (+11H326) bajo número de hidratación

(+1/'H1 14), de baja energía libre (AG) de transferencia a la superficie (+1,tI014), baja

frecuencia en las vueltas o final de hebras beta (+110374, +11P282), baja presencia en

hélices alfa (+1/A259), baja polaridad (+1/H400), dicho residuo distinto probablemente

presentará también una menor simetría de estructua secundaria en la secuencia
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palindrómica al enlrentarse a otro residuo distinto al lado opuesto del palíndromo. En la

misma situación se encontraría un residuo grande (1/P399), ftecuente en estnrcturas

extendidas o hebras beta (-118368, -118020, -118172, -11B.345, -1/A274, -118102), o de

alta retención en HPLC (-1/Í1179, -11H178).

Cabe destacar que los residuos con una alta Preferencia entre residuos con

identidad antiparalela (índice obtenido en este trabajo) tienen correspondencia con el

tipo de residuos cuyo enfrentamiento a un residuo distinto deriva en una baja

probabilidad de mantener la misma estructura secundaria. Esta relación alcanza a ser

significativa con la prueba de Fischer G, = O,O4l72 < 0,05) pero no con la d" i tt

observado - 3,4714 < 3,83). Por otro lado, los residuos con una alta Preferencia entre los

Residuos Centrales corresponden al tipo de residuos cuyo enfrentamiento a un residuo

distinto aumenta la probabilidad de simetría de estructura secundaria (p Fischer

significativo = 0,03909 < 0,05; 12 observado no significativo = 3,5536 < 3,83).

Nuevamente, se puede proponü el siguiente bostluejo de cuáles residuos

presentan miis f¡ecuentemente simetría al enfrentarse con residuos distintos, por el

conteo de los residuos que aparecen más frecuentemente exhibiendo índices favorables

(ya sea altos o baios) en el total de las veinticinco separaciones no redundantes:

22K, D > ?lE > l9N, C, A > 18H > IóQ, G > l5S, R > I lW > 8M > 7F > 6y > 5L > 4V, T > 3p >

En esta serie se observa que en 22 de las 25 separaciones no redundantes

aparecen la lisina y el aspartato con índices permisivos para la formación de pares de

residuos distintos con simetría de estructura secundaria, mientras la prolina en tres y la

isoleucina en uno. Es decir, al enfienta¡se a residuos distintos, para I, P, T, V, L, Y, F',

M, W, R (apartando arbitrariamente S), debe ser más dificil encontrar entre los I 9
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residuos restantes un reemplazante que logre mantener la simehía de estructufa

secundaria.



IABLA 8

RELACIÓN ENTRE LA MAGNITUD DE LoS ÍnulcTs

v u srvmrúA DE ESTRUCTURA sECUNDARIA coN LA TDENTIDAD DE Los RESIDUos

ldentidad

Reduce (-1)
2

,( Aumenta('l)
s¡met-

fischcr ¡deht¡ded Simetria
p (obs+ext) v/s si ind¡ce

¡dent¡dad, ordenac¡ón es/ to DESCR|PC|óN DELtNDtCE

0,00065847 6,77419355 -1 H373 TANS7701o8 No.mal¡zed frequency ot zr (fanaka-scheraga, 1g77)Macromolecu¡es 10,9-20(,i977)
0,00384651 4,78178368 -1 H114 HOPA770101 Hydration number (Hopfinger, 1971), Cited by Charton-Charton (1982) W¡ley, NewYork (1977)

0,00384651 4,78'178368 -1 H400 ZlMJ680l03 Polarity (Z¡mmerman et al., 1968)J. Theo,. Biol, 21, 17G201 (1968)

0,00384651 4,78178368 -1 P135 JOND920102 Relative mutabilily (Jones et al., 1992)CABIOS 8,275.282 (19921

0,00384651 4,78178368 -1 0173 MAXF760103 Normalized frequency ofzR (Maxfield-scheraga, 1 976)Biochemisty15, 5138-5153 (1976)

0,0051 4,7A18 1 A274 Q|AN8801 17 Weights for bets-sheet at the window posit¡on of -3 (Qian-Sejnowsk¡, 198a)J. Mol. Biol. 202, 865.884 (1988)

0,00512868 4,7A178368 1 H392 WO1R810101 Hydration potential (Wolfenden et al., 1981)Biochemistry 20, 849-855 (1981)

0,00512868 4,7817 1 Preferencias entre residuos distintos en secuenc¡as pal¡ndrom¡cas con mas de 40% de ident¡dad antiparalela de secuencia
0,00512868 4,26523297 1 P059 COHE430101 Partial spec¡fic volumE (Cohn-Edsall, '1943)"Protein, Amino Acid, and Peptides", Reinhold, New Yort (1943)

0,00629445 5,36290323 1 H401 21MJ680104 lsoelectr¡c point (Zimmerman etal., 1968)J. Theor. B¡ol.2f,170-201 (1968)

0,00641085 4,26523297 -1 H110 GMR740101 Compos¡tion (crantham, 1g74)Science 185,862-864 ('1974)

0,00641085 4,26523297 -1 H371 TANS770106 Normalized frequency of chain reversal D (Tanaka-scheraga, '1g77)Macromolecules 19, g-20 (19771

0,00894916 3,97834189 -1 C301 MCS820105 Average relat¡ve fractional occurrenc¿ in EO(i) (Rackovsky-scheraga, I g82)Macromolecules 15, 1340-1346 (1982)

c



TABLA 9

RELACIÓN ENTRE LA MAGNITUD DE LOS ÍNDICES

Y LA SIMETÚA DE ESTRUCTURA SECUNDARIA CON LA DESIGUALDAD DE LOS RESIDUOS

Pares d¡stint.

Reduce G1)
2

X Aumenta(l)
Simet-pares

Fischer distint. Simetr¡a

P (obs+ext) v/s s¡ lndice
Pares
distint. Ordenación es Alto DESCRIPCIÓN DEL INDICE

5,055E-05 8,033241 1 H326 R1CJ880105 Relative prefereñce value at N2 (Richardson-R¡chardson, 1g88)Science 240, 1648-1652 (1988)

5,2308E-05 8,033241 -1 H179 MEEJ800'102 Retention coefricient in HPLC. pH2.1 (Meek, 1980)Proc. Natl. Acad. Sc¡. USA 77, 1632-1636 f980)
5,2308E-05 8,033241 -1 P078 FAUJ880101 Graph shape index (Fauchere et al., 1988)lnt. J. Pept¡de Prolein Res. 32,269-278 (19881

0,00010239 6,86842105 1 H014 BULH740101 Transfer free energy to surface (Bull-Breese, 1974)Arch. Biochem. Biophys. 161, 665-670 (1 974)

0,00010239 6,86842105 1 H388 WOEC73010í Polar requirement (Woese, 1g73)Naturw¡ss. 60,44745911973)

0,00010635 8,033241 -1 H178 MEEJ800101 Retention coeffic¡ent ¡n HPLC, pH7.4 (Meek, 1980)Proc. Natl. Acad. Sci. USA77, 1632-1636 (1980)

0,00010635 6,86842105 -1 P399 21MJ680102 Bulk¡ness (Z¡mme.man et al., '1968)J. Theor. Biol.21, f70-201 (1968)

0,00020952 5,81453634 -1 8368 TANS7701 03 Nomalized frequency of exteoded structure (fanaka-Scheraga, 1g77)Macromolecules 10, 9-20 ( 1977)

0,00040086 8,033241 -1 8020 8URA740102 No¡malized frequency of extended struclure (Burgess et al., 1974)lsr. J. Chem. 12,239-286 (1574)

0,00040086 6,86842105 -1 HO12 8ROC820101 Retent¡on coefficient in IFA (Browne et al., 1982)Anal. Biochem. 124,201-2OB (1982)

0,00040086 6,86842105 -1 H4O2 21MJ680105 RF rañk (Zimmerman et al., 1968)J. Theor. 8io1. 21, 17G201 (1968)

0,00225159 4,04955679 '1 0370 TANS770105 Nonnalized frequency of chain reversal S (Tanaka-Scheraga, 1g77)Macromolecules 10, 9-20 (!977)

0,00255689 6,19579463 1 H329 R1CJ880108 Relative prefereñce value at N5 (Richardsoñ-Richardson, 1g88)Science 240, 1648-1652 (1 988)

0,00285536 6,19579463 -1 A3l0 MCS820114 Value oltheta(i-l) (Rackovsky-Scheraga, 1g82)Macromolecules 15, 1340-1346 (1982)

0,00345368 4,04955679 1 H114 HOPA770í01 Hydration number (Hopfinger, '1971), Cited by Ch8rton-Charton (1982) Wiley, NewYork(1977)

0,00345368 4,M955679 | OO51 CHOP78O214 Frequency ofthe 3d res¡due ¡n turn (Chou-Fasman, 1978b)Adv. En zymol. 47. 45-148 (1978)

0,00347186 5,0576555 -1 C2O1 NAKH900'105 AA composition of mt-proteins from an¡mal (Nakash¡ma et al., 199o)PROTEINS 8, 173-'178 (1990)

0,00347186 5,0576555 -1 C208 NAKH900112 Trahsmembrane regions of mt-proteins (Nakashima et al., 1ggo)PROTEINS 8, 173-178 (1990)

0,00347186 4,04955679 -1 H392 WOLRSIO'I0'I Hydrat¡on potential (Wolfenden et al., 1g81)Biochem¡stry 20, 849-855 (1981) (CONTINÚA EN PAG. SjGUIENTE) :]



0,0048646 6,',9579463 1 A231 PALJ8l0109 Normal¡zed frequency of alpha-he¡ix ¡n alpha/beta class (Palau et al., 198'1)lnt. J. Peptide Prote¡n Res. 19,394-401 (1981)

o,oo48u72 4,04955679 -1 8172 MAXF760102 Normalized frequency of extended structure (Maxfield-Scheraga, 1976)Biochemistry 15,5138-5153 (1976)
0,00577258 5,0576555 1 C374 TANS770109 Normal¡zed frequency of coil (Tanaka-Scheraga, 1g77)M8cromo¡eculEs 10, 9-20 (1977)

0,00799058 4,88711779 -1 8344 RO88760105 lnformation measure for extended (Robson-Suzuki, 1976)J. Mol. Biol. 107, 327-356 (1976)

0,00799058 4,A87fi779 -1 8345 ROBB760I06 lnformation measure for pleated-sheet (Robson-Suzuki, 1976)J. Mol. B¡ol. 107,327-356(1976)

0,00799058 4,04955679 -1 P096 GARJ730101 Partition coeff¡c¡ent (Garel et al., '1973)J. Chromatogr. 78, 381-391 (1973)

0,00799487 4,88711779 -1 H2O2 MKH900I06 Normalized composition from an¡mal (Nakashima et a¡., 1ggo)PROTEINS 8, 173-178 (1990)

0,00825277 5,0576555 1 P282 QIAN880'125 We¡ghts for beta-sheet at the window position of5 (Qian-Sejnowski, 1988)J. Mol. B¡ol. 202, 865-884 (1988)

0,01267865 7,48555162 -1 A¿74 Q14N880117 Weights for beta-sheet at the window position of -3 (Q¡an§e.¡nowski, '1988)J. Mol. Bio¡. 202, 86&884 (1988)

0,01267865 4,88711779 -1 8102 GE1M800106 beta-strand indices for beta-proteins (Geisow-Roberts, 1980)lnt. J. Biol. Macromol. 2, 387-389 (f980)
0,02893868 5,0576555 1 A097 GE1M800101 a-helix indices (Ge¡sow-Roberts, 1980)lnt. J. B¡ol. Macromol. 2, 387-389 (1980)

0,02893868 5,0576555 1 A186 NAGK730101 Normalized frequenry of alpha-helix (Nagano, 1973)J. Mol. Biol. 75, 401-420 (1973)

0,02893868 5,0576555 1 A223 PALr8f0101 Normal¡zed frequency of alpha-hel¡x from LG (Palau etal., 1981)lnt. J. Peptide Prolein Res. 19,394-401 (1981)

0,02893868 5,0576555 'l A304 RACS820108 Average relat¡ve fractional occurrence in AR(i-1) (Rackovsky-Scheraga, 1g8z)[ilacromo¡ecules 15, 1340-1346 (1982)

0,02965838 6,15177 5 1 A259 O|AN880102 Weights loralpha-hel¡x at the w¡ndow pos¡tion of-5 (Qian-sejnowski, 1988)J. Mol. Biol. 202, 865-8S4 (1988)

0,02965838 4,887'11779 f A343 RO88760104 lnformat¡on measure for C-terminal hel¡x (Robson-Suzuki, 1976)J. Mol. Biol. 107, 327-356 ('1976)

0,02983066 5,0576555 -1 H152 1AWE840101 Transfer free energy, CHP/water (Lswson et al., f 984)J. Biol. Chem. 259,2910-2912 (1984)

0,0417'168 5,0576555 I A160 1EVM780101 Normal¡zed frequency of alpha-helix, with we¡ghts (Levitt, 1g78)Biochem¡stry 17,42774285 (1978)

0,0417168 5,0576555 1 A250 PM¡i1900102 Relat¡ve frequency in alpha-helix (Prabhakaran, 1ggo)Biochem. J. 269, 691-696 (1990)

0,0427045 4,U955679 I H400 21MJ680103 Polarity (Z¡mmerman et a¡., 1968)J. fheor. B¡o1.21. 17ü201 (1968)

IJ
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6. DISCUSIÓN

Esta parte del trabajo se inicia contrastando los resultados observados en el análisis

de las secuencias palindrómicas con los ya disponibles en la literatura del mismo tópico

(6.1) para continuar con un resumen del papel de la polaridad/hidrofobicidad, el

volumen, la propensión por ciefas estructuras secundarias y el papel de las cargas en el

mantenimiento de la simetría de estructura secundaria en la secuencia invertida. Dado

que el problema de la simetría en los palindromos se relaciona con problema general de

la estabilidad de la estructura secundaria al invertir el orden de la secuencia de una

proteina, aquel resumen deriva en el análisis de ciefos tópicos generales sobre la

estabilidad de proteínas de la literatura (6.2). En una sección aparte se trata las

preferencias de residuos acusadas en los palíndromos y cómo estas preferencias parecen

perseguir la simetría de estructua secunda¡ia (6.3). Se propone un modelo físico no

descriptivo, que intenta, a través de una vía principalmente conceptual, predecir los

comportamientos de mantenimiento o la ruptura de la simetría de estructura secundaria

en una secuencia invertida a partir de ciertas caracteísticas moleculares de un residuo

aminoacídico (6.4). Una vez diseñado este modelo, se tipifica en el contexto de este

modelo a ios veinte residuos aminoacídicos según su comportamiento de

mantenimiento/ruptura de la simetría de estructura secundaria observado en los datos

(6.5). Se podrá apreciar que los diversos comportamientos de los residuos en 1os datos,

como también las estructuras y topología de cargas de dichos residuos se adhieren
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aceptablemente a los elementos estructurales y topológicos particulares que en el modelo

se requieren para configurar el comportamiento específico observado.

Finalmente se exliende brevemente la discusión a ciertos puntos sobre conservación

de secuencias (6.6) el mantenimiento de la función en secuencias invertidas (6.7) y los

mecanismos dc cvolución que pudieron dar origen a las secuencias palindrómicas (6.8).

6.1 Simetria de estructura secundaria e identidad de secuencia entre las mitades

de un palíndromo

Se analiza en esta tesis segmentos aminoacídicos palindrómicos que present¿n

porcentajes variables de identidad antiparalela de secuencia. El objetivo fue evaluar la

simetría de estructura secundaria entre secuencias que presentan el mínimo esperable de

variación de contexto (son consecutivas) y, por otro lado, dejar abierta la posibilidad de

determinar si, para una mayor simetría de estructura secundaria, será siempre necesario

un residuo idéntico en la secuencia opuesta- La existencia de este tipo de residuos

distintos pero más simétricos que el residuo idéntico en la secuencia invertida podría

explicar la irregularidad con que las secuencias invertidas a veces se pliegan y otras,

como las secuencias invertidas de Lacroix,Viguera, y col. (1998) no lograri plegarse de

forma nativa.

Los resultados de este trabajo indican que las secuencias palindrómicas con más

de w 40o/o de identidad antipa¡alela de secuencia entre sus mitades mostraron un

número significativamente mayor de eventos de identidad antiparalela de estructura

secundaria (51/64) que en segmentos escogidos a1 azar de las mismas secuencias de

origen (39/64). Expresado fraccionalmente (51164:0,79) este resultado es concordante
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con el promedio de 74% de identidad antipalalela de estructura secundaria exhibido en

los resultados de Preissner, Goede y col. (1997) plovenientes de secuencias de longitud

variable con "auto-similitud de secuencia invertida ' (aquí llamadas palindrómicas) con

más de 34oA de identidad antiparalela de secuencia. Sin embargo, podría ser superior al

60-700A de identidad antiparalela de estructura secundaria de Park, Dietmarrn y col.

(2000) observado en secuencias de longitud variable con 100% de identidad antiparalela

de secuencia. Esta diferencia, de ser significativa, podría explicarse por dos razones. En

primer lugar, por tratarse de secuencias con 10070 de identidad antipmalela, cabe la

posibilidad de 1a inclusión de residuos polares, como veremos más adelante, en las

secuencias comparadas por Park, Dietrnann y col. (2000) induzca las diferencias de

identidad antiparalela de estructura secundaria. Esta explicación también podría

aplicarse a secuencias independientes, como en el caso de Lacroix, Viguera y col. (1998)

en que pese a 1a total identidad antiparalela de secuencia de péptidos expresados in vívo,

sólo aquellos nativos adquirieron la estructura secundaria nativa (por dicroismo circular)

mientras que los reversos (sintetizados) no la adquirieron totalmente o no se explesaron.

La segunda explicación es la influencia del contexto estructufal que rodea a estas

secuencias. Al revisar el método de Park, Dief:nann y co1. (2000), éste no especifica si

incluye tanto segmentos consecutivos con identidad antiparalela de secuenci4 como

segmentos separados dentro de 1a secuencia. La inclusión de segmentos con identidad

antiparalela de secuencia separados dentro de la estructura primaria de una proteína

podría reducir osteúsiblemente la probabilidad de simetría de estructura secundaria dada

la diversidad de contextos en que estos segmentos podrían estar insertos. Es tan

importante el factor del contexto que su influencia se hace patente en el caso de los
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segmentos aminoacídicos que se ubican en proteínas distintas: pese a presentar 100% de

identidad paralela (Kabsch y Sander, 1984, 16 secuencias) o sobre el 34% de identidad

antiparalela de secuencia (Preissner, Goede y col., 1997, 17 secuencias) dichos

segmentos aminoacídicos exhiben porcentajes de identidad de estructu¡a secundaria que

oscilan alrededor del 40o4. Dado que en ambos casos se compara segmentos que forman

parte de secuencias distintas, es muy probable que el contexto estructural sea

responsable de anular el papel que pueda aporlar la similitud de secuencia.

6.2 Propiedades de un residuo cualquiera para lograr simetría de estructura

secundaria al ser enfrenfado por residuo idéntico/distinto

EI bajo número de datos recopilado indujo a fusionar las categorías de los veinte

residuos y sus respectivos veinte índices en dos grupos o categorías de alto y bajo índice.

De este modo, se elude la baja capacidad de resolver directamente los compofamientos

de simetría de cada residuo al ser enfrentados a residuos idénticos o distintos. Pero,

simultáneamente, se otorga más consistencia a la identificación de las propiedades

fisicoquímicas más asociadas con el mantenimiento de la simetría de estructura

secundaria por parte de una secuencia invertida. Así, como resultado de la fusión de

datos, 1as propiedades fisicoquímicas significativas en el mantenimiento de la simet¡ía

de estructura secundaria para los residuos que formaron pares idénticos fueron

consistentes con las de los que formaron pares distintos.
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FIGURA 1 1 . Propiedades signifrcativas para e1 mantenimiento de la simetría de

estructufa secundaria dados dos residuos idénticos o distintos en posiciones equivalentes

opuestas del palindromo. En aztji-, a la izqüerda, se aprecia 1as propiedades asociadas

significativamente con 1as identidades que muestran simetría de estfuctura secundaria. A
la detecha, en rojo, las propiedades asociadas con los residuos que a1 ser enfrentados con

otro distinto mantienen 1a simetría de estructura secunda¡ia. En morado, las propiedades

significativas tanto para ambos casos. El signo indica la mayof (+) o menor O simetría

dJ estructura secunáaria cuando la propiedad está en su valor más positivo. OTROS:

propiedades no identificadas o no inteligibles. Ejemplo: un alto número de heteroátomos

in él residuo (H110) se asocia significativamente con una merior ideotidad de estructu¡a

secundaria, es decir, menos (-) simétrica cuando e1 residuo se mantiene idéntico. Por

otro lado, una alta capacidad de hidratación del residuo (Hl14) se asocia

simultáneamente con una menor (-) simetría al mantener la identidad y con una mayor

(+) simetría al ser enfrentado a un residuo distinto.
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Polaridad-hidrofobicidad:

Los resultados de la TABLA 8 y la FIGURA 1 1 apuntan a que un residuo que se

enfrenta a un residuo idéntico tenderá a mantener la simetría de estructu¡a secundaria

cuando presente rur bajo número de hidratación (-llHl 14) o baja polaridad definida en

función de la carga neta del residuo y su momento dipolar (-1lH400). Del mismo modo,

una baja composición de heteroátomos dentro del residuo (-1lH110) puede reducir el

número de enlaces dipolares, y con ello configurar residuos menos polares o con una

mayor energía libre (desfavorable) de transferencia desde el vapor al agua (+1/H392)

capaces de mantener la simetria con los residuos idénticos. Simplificando, los residuos

más hidrofóbicos tienen tendencia a mantener la simetria de estructura secundaria

cuando se mantienen en la secuencia invertida, mientras que los residuos hidrofilicos, al

ser idéntioos en la secuencia invertida, rompen la simefía con una fiecuencia

significativamente mayor que 1os hidrofóbicos.

Aunque analizada separadamente, el enfrentamiento de un residuo determinado a

otro residuo distinto arrojó resultados consecuentes con los de la identidad (FIGURA

11). Para mantener la simetría de estructura secundaria, el primer residuos debe poseer

un menor coeficiente de retención en una columna alifática de HPLC, es decir, un

residuo no poseedor de cadenas laterales alifáticas o aromáticas, tiene trna mayor

probabilidad de mantener la misma estructura secundaria en la secuencia invertida si en

el sitio equivalente opuesto se localiza r¡n residuo distinto (-11H179, -11H178, -1lHO12).

Iguaimente, un residuo que en una cromatografia de papel migra con las mezclas m¡ís

acuosas de la fase líquida (+lAI388) o que tienen un menor Rf (-l/H402), menor energía

iibre de t¡ansferencia (más favorable) desde el vapor o fase orgiinica al agua (-11H392, -
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11H152) o mayor polaridad (+1/H400), corresponde a un residuo cuyo enfrentamiento a

un residuo distinto se asocia con rma mayor probabilidad de mantener la simetría de

estructura secundaria. Simplificando, cuando un residuo es más polar, su reemplazo por

un residuo distinto en la secuencia invertida tiende a mantener la misma esfiuctura

secundaria.

Volumen:

En el caso de la identidad, los residuos con volumen específico parcial aito son

más simétricos con la identidad (+1/P059). Inversamente, los residuos que más

mantienen la simetría de estructura secundaria al enfrentarse a uno distinto son aquellos

con un menor abultamiento (-1,P399, -1lP078).

Mutabilidad relativa:

Los residuos de identidad más simétrica son aquellos cuya mutabilidad relativa

respeoto del residuo alanina es menor (-1,/P065, -1lP135). Esta relación no es

significativa en el caso de los residuos distintos.

Preferencia en hebras beta:

Comúnmente se describe a las hebras beta como una red altamente compleja en

que un segmento constituido por residuos mantiene estabilizada su estructura secundaria

gracias a la presencia de puentes de hidrógeno con sitios alejados en la secuencia. Esta

característica mas bien de estructura terciaria, debiera imprimir un alto grado de

estereoespecificidad a las hebras beta, y, por lo tanto, una sensibilidad importante a los

cambios de sentido de la secuencia aminoacídica. Sin embargo, según los resultados, los

residuos idénticos tienen una mayor probabilidad de mantener la simetría de estructura
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secundaria cuando tienen una mayor frecuencia en las hebras beta (+l/A274). Por su

parte, un residuos que es enfrentado a otro distinto presenta mayor asimetría de

estructura secundaria si es un residuo con alta preferencia en hebras beta (-llA2'14, -

118020, -118102, -118172, -1/B3M, -118345, -118368). Es decir, la inversión de una

secuencia aminoacídica que posea estructura de hebra beta no debiera romper dicha

estructura al lado opuesto del palíndromo.

Preferencia en alfa hélice:

La escala de preferencias en hélice no es un discriminador significativo entre

residuos de mayor y menor simetría al ser idénticos, pero sí lo es cuando los residuos

son distintos. En esta ultima se observa que 1os pares de residuos distintos tienden a ser

más simétricas cuando al menos uno de ellos es un residuo de alta preferencia en alfa

hélice (+l/A097 , +l/A160, +1/A186, +1/M23, +11A231, +11A250, +1/A259, +11A343,

+11H326, +1111329).

Punto isoeléctrico y presencia en vueltas:

Hay mayor simetría de estructua secundaria cuando la identidad involucra

residuos de baja preferencia en las lueltas C1/H371). Estos residuos generalmente se

encuentran en las zonas del diagrama de Ramachandran -180" < <p < 0o y -9' < ry < 1 10'

y tienden a tener una estructura secundaria asiméúica con la identidad (-11L1373, -

1lol73). En los pares de residuos distintos más simétricos, al menos uno de ellos posee

una alta preferencia en las vueltas de la proteina (+l/O051, +110370, +11o374).

(+)l lP282 indica que a mayor frecuencia en la posición cinoo de una ventana ubicada en
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la sábana beta, mayor simetría de estructura secundaria al enfrentarse a un residuo

distinto. La posición 5 referida se encuenüa casi en el extremo de una ventana de trece

residuos. Dado que la longitud de una hebra beta tiende a no superar los diez residuos de

largo (Dill, I 990) es probable que la posición cinco refleje en realidad la composición de

una vuelta, más que de una hebra propiamente tal.

Los residuos cuya identidad es más simétrica son aquellos con punto isoeléctrico

mayor (1+/H401). Dado que el concepto de punto isoeiéctrico no procede para un

residuo cuyos extremos amino y carboxilo se encuentran bloqueados en una proteína, es

más probable que bajo esta separación estemos realmente viendo el papel de la carga

neta del residuo en el mantenimiento de la simetria de estructura secundaria. Desde este

punto de vista, aquellos residuos cargados positivamente tenderían a mantener la

simetria de esf¡uctura secr¡ndaria más exitosamente que los cargados negativamente. Por

otro lado, esto podria deberse a que los residuos más positivos posee, simultfuleamente,

un mayor componente hidrofóbico que sus contrapartidas negativas, lo que les otorgaría

una meno¡ sensibilidad al cambio en la orientación de la secuencia a diferencia de los

cargados negativamente (+1/H401).

En este punto es necesario especificar respecto de la función de los residuos

cargados en los extremos de las hélices.

En los trabajos de Robson y Suzuki (1976) Gibrat, Garnier y col. (1987)

Richardson y Richardson (1988) y Qian y Sejnowski (1988) se encontró que las alfa

hélices poseen una tendencia a la existencia de residuos positivamente cargados hacia

carboxilo terminal y negativamente cargados hacia amino terminai. En el caso de los

residuos negativos, su papel sería el de promove¡ el comienzo de la alfa-hélice, mientras
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que los positivos actuarían como terminadores de la misma. Si fuera cierto este papel

estabilizador extremo-específico de las cargas sobre las alfa-hélices, se podría esperar

que, con la inversión de la secuencia el flanqueo de cargas de la hélice se invierta,

dese stabiliz¿iLndola. La asociación de los residuos de alto punto isoeléctrico, que agrupan

residuos positivos (+1/H401) con identidades simétricas podría indicamos que un

residuo positivo clásicamente terminador de hélice como histidina, lisina o argiaina

podría estar hacia el extremo amino de una alfa-hélice de la secuencia invertida sin

desestabilizarla. A la vez, esta misma asociación indicaría que un residuo de bajo punto

isoeléctrico, en cuyo extremo se ubican los residuos negativos aspartato y glutamato, al

ser ma¡tenido en la secuencia invertida (desplazríndose desde el extremo amino al

carboxilo de 1a misma alfa-hélice, por lo tanto) podría desestabilizar dicha estructura

secundaria. Es decir, para la simetría de estructura secundaria entre las mitades de un

palíndromo seria más importa:nte conservar la presencia de cargas negativas hacia el

extremo amino, sin tener tanta relevancia el extremo en e1 cual se ubican los residuos

positivos. De manera concordante con estos resultados, existen antecedentes que

describen un menor componente estabilizador extremo específico de los residuos

cargados positivamente en las hélices que la mostrada por los residuos cargados

negativamente. Fersht (1999) reseña al residuo histidina como débilmente estabilizador

rcspecto de alanina en la posición del sombrero amino terminal (N-cap) pudiendo

establecer puentes de hidrógeno con el tercer residuo hacia carboxilo §+3.¡. A la vez, el

mismo autor describe a los residuos histidina, arginina y lisina como débilmente

estabilizadores de 1a alfa-hélice, al encontrarse hacia carboxilo. En cambio, las cargas

negativas provislas por asprírtico y glutiímico muestran un importante componente
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estabilizador hacia el extremo amino, ya que, según Fersht (1999) poseen una débil

estabilización hacia amino y desestabilización hacia carboxilo' Por lo tanto, según los

datos de Ferhst, los residuos negativos mu§stran un componente más claramente

definido para estabilizar especíñcamente hacia amino, a diferencia de una especiflcidad

menos clara pof parte de los residuos positivos. Consecuentemente, si observamos la

dishibución de cafgas que flanquean la alfa hélice en Richardson y Richardson (1988) se

aprecia una alta prefereneia de cargas negativas hacia amino (casi tres desviaciones

estándar enüe Glu y Asp) y una más leve de cargas positivas hacia carboxilo (casi dos

desviaciones estiíndar entre Lys, His y Arg).

Por otro lado, 1os residuos Lys, Arg e His tienen un componente hidrofobico

mayor. Esta condición tal yez acerca su comportamiento a los residuos tipicamente

hidrofóbicos, 1o eual justificaría su mayor capacidad de mantener la simetría de

estructuta secundaria al ser idénticos en la secuencia invertida. De todos modos, ya sea

por la hidrofobicidad, o por la carga, o tal vez 1a estructura del residuo cargado, los

residuos de carga negativa parecen tenef una mayot tendencia a fomper la simetría de

esfl¡ctura secundaria con la identidad, por io que su ubicación hacia el extromo amino

cobraría más importancia.

6.3 Preferencias de substitución y simetría de estructura secundaria

Dentro de los modelos prodictivos de la estructura secunda¡ia de las proteínas,

existe una corriente iniciada por Nishikawa y ooi (1982) que atribuye pfincipalmente a

las coordenadas de composición de residuos de una proteína las proporciones de

esüuctura secundaria de dicha proteína. Esto implica que dos proteínas de la misma
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composición aminoacídica mostrarán la misma composición de estructura secundaria

ar¡nque sus secuencias no sean las mismas. Desde este pmto de vistq es factible que en

las secuencias palindrómicas del intervalo 40-l0}yo, sea la convergencia en una

composición aminoacídica similar entre las mitades del palíndromo lo que induce la

simetría significativa en ia estructura secundaria y no el hecho de conservar un orden

invertido de sus secuencias. Sin embargo, entre los palíndromos del intervalo 40-100%

de identidad antiparalela de secuencia, aquellos residuos idénticos tienden a conservar

significativamente más la estructura secundaria son más simétricos que los que son

distintos, lo que indica que el orden invertido sí importa para permitir la simetría de

estructura secundaria. Si no fuese así, los eventos de simetría estructural antiparalela

debieran repartirse de manera indiscriminada entre los eventos de residuos idénticos y

distintos.

Al revisa¡ las preferencias de composición de los residuos dentro de los

palíndromos sobre el 40% de identidad antiparalela de secuencia (significativamente

más simétricos que los segnentos control) es posible observar que la composición de los

palindromos no es al azar, ya que existen preferencias composicionales alejadas por

sobre o bajo el 90yo cerfiral de la población de composiciones esperadas por azar

(TABLA 6). Se descarta, por lo tanto, que en su formación exista una elecoión de

residuos guiada por el azar, ya que aún considerando la composición y los diversos

patrones de distribución aminoacídica existentes en las proteínas en estudio, es posible

observar alejamientos sigrrificalivos en la composición de los palíndromos respecto de

los controles.
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Los residuos que menos tienden a ser idénticos corresponden a los residuos que,

ai ser cambiados por otro al lado opuesto, tienen una aita probabilidad de mantener la

misma sstructura secundaria. En otras palabras, los residuos que al ser distintos tienen

una alta probabilidad de mantener la misma estructura secunda¡ia, son idénticos con

menor frecuencia. Lo anterior pareciera inücar que lo que se intenta alcanzar es la

simetría de la estructura, no importando en sí los eventos enÍe idénticos o distintos, sino

los eventos con más simetría de estructura secundaria.

Los residuos que más forman pares distintos (+IiPREF.ENTRE DISTINTOS)

entre sí son los que presentan mayor simetría con la formación de pares idénticos. Esto

podría indicar que cuando un residuo con alta capacidad de mantener la simetría con la

identidad enfrenta un residuo distinto en el pa1índromo, se tiende a encontrar en ese sitio

por lo menos otro residuo con una alta capacidad de simetría con la identidad. Este

patrón podría indicamos una cierta capacidad de intercambios simétricos sólo entre

residuos de aita capacidad de identidad simétrica, los cuales, en general, corresponden a

los residuos más apolares. Esta capacidad de intercambios simétricos entre residuos no

polares podria explicar por qué Park, Dietmann y col. (2000) y Lorenzen, Gille y col.

(2003) encontraron un muy bajo contenido, 870, de secuencias invertidas asociadas a

hebras beta (típicamente compuesta por residuos apolares): no se debería a un bajo

contenido de hebras beta en los archivos del PDB (22%), ni tampoco a r¡n mayor

impacto del orden o patrón de la secuencia para la formación regular de puentes de

hidrógeno entre las hebras beta, como ellos postulan; sólo que sería menos necesario en

el caso de una hebra beta conservar una secuencia invertida para mantener la simetría de

estructura secundaria, por [a mayor capacidad de intercambios simétricos entre residuos



66

apolares distintos. Este resultado es consecuente con los de Gibrat, Gamier y col. (1987),

los cuales muestran que los veinte residuos aminoacídicos (salvo lisina) presentan menos

diferencia entre sus capacidades de afectar (positiva o negativamente) la estructura

secundaria hacia amino o hacia carboxilo cuando están insertos en las conformaciones

extendidas que cuando lo est¿in en las conformaciones de hélice y lueltas. Segun Fersht

(1999) el núcleo hidrofobico de la proteína es altamente tolerante a la substitución de las

cadenas laterales hidrofóbicas por ofras de estereoquímica distinta sin que la actividad

de las proteínas se vea alterada.

Los residuos que más forman pares idénticos son los que presentan paxes

distintos con menor simetría de estructura secundaria C I/PREF. ENTRE IDÉNTICOS).

Adicionalmente, los residuos que usualmente se encuentran al centro de un palíndromo

son los que muestran mayor simetría al estar presentes en pares distintos

(+IpREF.CENTRALES).

6.4 Interpretacién del comportamiento observado: residuo-soluto (no interacfivo),

residuo interacfivo de campo homogéneo, residuo interactivo de campo

heterogéneo

Definase una proteína como un patrón de residuos apolares principalmente

embebidos y residuos polares principalmente en contacto con el medio extemo, donde la

polaridad es la única propiedad importante para determinar la estructura secundaria. Si el

residuo reemplazante en la secuencia invertida tiene la misma polaridad que el residuo

original, tanto la presencia de pares idénticos como la de pares distintos debiera

asociarse a una alta probabilidad de mantener la misma estructu¡a. En los resultados de
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este trabajo se observa que la simetría de estructu¡a secundaria se conserva con la

presencia de pares idénticos entre residuos apolares y que se permite la presencia de

pares distintos (+ l/Preferencias enffe residuos distintos, TABLA 8) siempre que la

condición de baja polaridad se mantenga, de manera similar al modelo simplificado

propuesto. Es decir, para los residuos apolares la inversión de la secuencia y,

probablemente. la identidad de los residuos no afectan significativamente la simetría de

estructura secundaria. Los residuos más polares, en cambio, no muestran con la

presencia de pares idénticos la misma simetría de estructura secundaria en los resultados

(FIGURA 11). ¿Por qué un residuo polar tiene menor capacidad de mantener la simetría

que un residuo apolar con la formación de pares idénticos? A continuación se propone

tres modalidades a través de 1as cuales un residuo determinado puede interactuar con los

residuos cercanos. Aunque la intención inicial es explicar el comportamiento de los

residuos polares en la secuencia invertida, se verá que es posible aplicar alguna de estas

modalidades a todo tipo de residuos.

Residuos no interactivos o residuos soluto:

En un primer modelo, se puede suponer que los residuos poiares son solutos con

alta afinidad por el agua sujetos al resto de la proteína sólo a través de enlaces peptídicos

e insertos en algún tipo de estructura secundaria, En este caso, la estructura secundaria

estaría sustentáda localmente sólo por la propiedad "polar" del residuo. La simple

separación de fases entre el medio acuoso y el interior hidrofóbico bastaría para

determinar la estructura proteica, y por lo tanto, sería esperable que los residuos polares

de diversa topologia mantengan la misma estructura secundaria en la secuencia

invertida, independiente de que sea idén1ico o distinto respecto al residuo polar original,
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ya que su interacción con el medio carecería de restricciones estereoespecíficas

importantes, de manera similar a como se comportan 1os residuos hidrofóbicos.

Residuos interactivos:

En otro esquema, se puede enfocar a los residuos polares como parte de una

trama de interacciones no covalentes adicionales a los enlaces covalentes peptídicos. De

manera intrínseca a la existencia de esa trama esüi el concepto de la topología de los

diversos campos de interacción que se verifican en la superficie de1 residuo. La

superficie de interacción del residuo polar podría poseer,

a) Un campo homogéneo

b) Un campo heterogéneo

En el caso de ser un campo homogéneo cada uno de los puntos de la superficie

del residuo tendría la misma capacidad de interactuar, por lo que, carecería de imponer

estereo especificidad a otros residuos del medio. Así, la presencia de pares idénticos no

debiera afectar mayormefite 1a estabilización local con la que contribuye este residuo a la

estructura secundaria. La presencia de pares de residuos distintos, por su parte, podria

modificar a veces la estabilización de la estructura local, dadas eventuales diferencias

entre las magnitudes de los campos homogéneos intercambiados (de sus densidades

electrónicas).

Si, en cambio, la superficie del residuo es un campo de interacción heterogéneo,

su configuración, o el tipo de estructu¡a que estabiliza durante la interacción está

condicionada a su orientación en el espacio. Esta estereoespecifrcidad implica que su

capacidad de interacción puede verse fuertemente modifrcada al cambiar su orientación

con la inversión de la secuencia. En otras palabras, un residuo con un campo
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heterogéneo comprometido en una trama de interacciones no covalentes en las cuales se

sustenta la estructura secundaria podria, al ubicarse en una secuencia invertida, perder

algunas de estas interacciones por razones de estereoespecificidad, afectar la estabilidad

local de la estructura secundaria y, con ello, reducir las probabilidades de mantener la

simetría de estructura secundaria. La formación de pares distintos por dichos residuos

mantendrá la simetría sólo si el residuo substituyente es capaz de mantener las más

importantes de estas inte¡acciones en la secuencia invertida.

En este punto es necesario destacar üi aspecto fundamental para justificar que

una secuencia aminoacídica compuesta por un conjunto de residuos con campo

heterogéneo rompa su simetría de estructura secundaria al inve¡tirse. La totalidad de los

carbonos beta (el primer carbono del residuo no perteneciente al esqueleto peptídico) se

encuentran unidos con el esqueleto peptidico a través de enlaces sigma en los veinte

residuos distintos. Por otro lado, la gran mayoría de los átomos que constituyen al resto

del residuo se encuentran también unidos a través de enlaces sigma. En teoría, este tipo

de enlaces debiera permitir que cada segmento del residuo rote libremente. Si se

configuran las rotaciones adecuadas en un residuo, y concertadamente con los residuos

Con 1os cuales interactúa, la mayoría de las interacciones que sustentar la estructufa

secundaria local en la secuencia original debieran poder restablecerse en la secuencia

invertida. Sin embargo, cada rotación tiene, debido a problemas de impedimento

estérico, un aito costo energético. Por otro lado, la necesidad de que los residuos

interactivos vecinos configuren sus rotaciones de una manera concertada debiera reducir

aún más la probabilidad de que los residuos con superficie de campo heterogéneo

mantengan la misma estructura secundaria en la secuencia invertida. El modelo de los
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TABLA 10

EFECTOS DE LA IDENTIDAD SOBRE LA SIMETRÍA E,STRUCTURA

SECUNDARIA PARA RESIDUOS NO INTERACTIVOS O INTERACTIVOS DE

CAMPO HOMOGÉNEO Y HETEROGÉNEO.

Perfil de

interacción

de los residuos pares idénticos pares distintos

Residuo-soluto siempre simétrica siempre simétrica

(no interactivo)

Campo homogéneo siempre simétrica a veces asimétricas

(interactivo)

Campo heterogéneo a veces asimétricas a veces asimétricas

(interactivo)



71

residuos interactivos de campo heterogéneo se ajusta miás al comportamiento de varios

de los residuos polares observado en los resullados de esta tesis (baja simetría con la

presencia de pares idénticos, mayor simetría con pares distintos). El que la presencia de

pares distintos sea simétrica para los residuos polares podría entenderse oomo una forma

de aumentar las probabilidades de mantener la simetría de estructura secundaria al

rastrear la substitución con otros residuos en la secuencia invertida' Usando este modelo,

se podría inferir que los residuos polares reales debieran tener en general una

participación importante en la estabilización local de la sstructirra secun&¡ria, ya que,

con la inversión de la secuencia, esta estabilización se vería lo suficientemente alterada

como para bajar la probabilidad de simetria de estructüa secundaria. Este mismo

impedimento estérico en 1os residuos apolares, tendría, por lo tanto, una menor

incidencia sobre la simetría de estructura seeundaria de la secuencia invertida, dado que

éstos poseeríaR en su superflcie una mayor homogeneidad de campo, es decir, por todos

1os sectores de su superficie debieran set capaces de establecer el mismo tipo de

inleracción con los residuos vecinos, sin requerir para esto grandes modiftcaciones

rotacionales concertadas.

6.5 Residuos simétricos, residuos no simétricos

Como una forma de bosquejar cómo se comportan cada uro de los veinte

¡esiduos con el tipo de mantenimiento de identidad, se contabilizó qué residuos poseen

más frecuentemente los índices permisivos de la simetría para un tipo de mantenimiento

de identidad (ver resultados):
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PARES IDÉNTICOS SIMÉTRICOS EN 12 ORDENAMIENTOS NO REDUNDANTES

lzP > llc > lOL > 9V. A > 8t!, F > 7Y. R. a > 611', { > sfvi > 4-1, E > 3Q, H > lN > OS, D

PARES DISTINTOS SIMÉTRICOS EN 25 ORDENAMIENTOS NO REDUI\IDANTES

22K. D > 2lE > 19N. C. A > 18H > lóO. G > l5S, R > llw > EM > 7F > 6Y > 5L > 4V, T > 3P > 1I

Se puede apreciar que los residuos P, L, V, F, Y, R (en rojo) simult¿ineamente se

encuentraf entre los diez que forman pares idénticos más simétricos y los diez que al

enfrentar un residuo distinto forman pares más asiméficos, 1o que 1os perfila como

residuos interactivos de campo homogéneo.

Por otro lado, 1os residuos E, Q, H, N, S, D (en verde) debieran exhibir

principalmente asimetría de estructura secundaria cuando se enfrentan a uno igual en la

secuencia invertida. En cambio, muestran simehía si el residuo opuesto es distinto, 1o

que los ajusta, según el modelo, a residuos interactivos de campo heterogéneo. Es decir,

probablemente estabilizan la estructura secundaria a través de configuraciones más

estereoespecíficas, las cuales se debilitarian de una manera importante al formar pares

idénticos en un palíndromo. Según Eswar y Ramakrishna¡ (1999) estos residuos más

treonina estarían implicados en la estabilización no mediada por esqueleto peptídico de

algunas estructuras secundadas observadas típicamente en proteínas. Tal estabilización

estaría apoyada en la capacidad de formar puentes de hidrógeno por parte de las cadenas

laterales de los mismos.

El resto de los residuos G, A, K, W, M, T, I, C (en anaranjado) exhibirían

características de transición en el mantenimiento de la simetría de estructura secundaria

con la presencia de pares de residuos idénticos o distintos. Según la TABLA 11, este
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TABLA 11

MODELO DE INTERACCIÓN DE LOS DIVERSOS RESIDUOS

DEPENDIENDO DE LA SIMETRÍA DE ESTRUCTURA SECTINDARIA

OBSERVADA ANTE UN RESIDUO IDÉNTICO O DISTINTO

IDÉHTICOS DISTIflTOS
RESIDU0 slMÉTHc¡ AElr',rÉTHcA slirÉTHc[ sslhtÉTHcA

MODELü I¡E

IHTERACCIóiI

soLuTo
C SOLIJTO

D x nr I EI<UITENEU

E HETEROGEI¡EO

F HOMOGEHEO

Lr soLuTo

H HETEROGTtlEO

I HETEROGETTfO

t{ SOLUTO

L HOIIOGEHEO

M

H HETEROGEHEO

P x HOhIOGEHEO

ñ SÜLUTO

R x HOMOGE]IEO

S HETEROGE]IEO

T x HETEROG[}¡EO

v HOMOGEIIEO

W HETEROGE EO

x x HOi/lOGEIIEO
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grupo incluiría una combinación de residuos de comportamiento residuo-soluto y

residuos con campo heterogéneo de interacción. Estos residuos presentarían una mayor

capacidad de formar tanto pares de residuos idénticos como distintos manteniendo la

simetría. Dentro de este grupo se comportan como residuos tipo soluto A, C, G y K, 1o

cual debiera indicamos las interacciones no covalentes que estos residuos debieran

aportar en Ia estabilización local de la estructura secundaria, debieran ser

suficientemente débiles o inespecíficas para que su mantenimiento en la secuencia

invertida no afecte la simetría de estructum secundaria.

6.6. Conservación de residuos v/s identidad antiparalela

Esta clasificación plantea un distinto valor de cada rmo de los 20 residuos en el

ma¡tenimiento de la estructura secundaria secuencia invertida. Existiría, por 1o tanto, un

conjunto limitado de residuos, principalmente hidrofóbicos, aparentemente con uri

campo de interacción homogéneo, capaces de mantener la misma estructura secundaria.

Esta simetría de eskuctura se vería modificada al formar pares de residuos distintos con

otro residuo cualquiera, en general. Teóricamente, estos poddan ser residuos con una

mayor tendencia a ser conservados para alcanzar la simetría de estructura secundaria.

Sin embargo, la mayoría de los residuos no tiene este perfil de mantenimiento de

identidad y simetía de estructura secruidaria y, por lo tanto, es esperable m bajo grado

de conservación de los mreglos palindrómicos de las secuencias, tal como se observó

entre los distintos miembros de algunas familias revisadas en resultados preliminares (un

ejemplo preliminar a este trabajo en FIGURA 12). Si a esto sumamos un cierto grado de

intercambiabilidad entre los residuos hidrofóbicos distintos, es entendible, por lo tanto,
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FICURA 12. Secuencias palindrómicas no sobrepuestas y conservación en un alineación de un conjunto de

proteinas isopropil malato deshidrogenasas. Se muestra cuatro miembros de la fámilia de las Isopropilmalato

dehidrogenasas. En cada uno de ellos se destaca los palíndromos no superpuestos encontrados. Al analizar

úansversalmente la presoncia de estos palíndromos, no se aprecia conservación de los residuos palindrómicos ni

tampoco colocalizaqión de los segmontos con secuencia palindrómica provenientes de los distintos miembros de

estos miembros de esta familia. Es usual encontuar este comportamiento en otras alineaciones.
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que el patrón palindrómico no sería en sí una organización necesaria de conservar en la

secuencia para mantener la simetría de estructura secmdaria. Entonces, 1a medición de

la conservación de los residuos no sería una henamienta vá1ida para medir la

importancia biológica del fenómeno de la palindromía (FIGURA 12).

6.7 Estructura-función

Hasta aquí se ha descrito los índices característicos de estos residuos y se ha

discutido las razones flsicas que determinarían la mayor simefía para un tipo de

mantenimiento de identidad. Si a través de la conservación no es posible medir la

importancia biológica de la palindromía, entonces ¿qué significado estructual tiene este

tipo de residuos para la proteína? ¿qué significado funcional tienen los arreglos

palindrómicos?

Estructuralmente hablando, los residuos de mayor capacidad de simetría con la

1a formación de pares idénticos son descritos por Qian y Sejnowski (1988), como

potentes iniciadores, terminadores y quebradores de estructura secundaria. Además,

corresponden según Haney, Badger y col. (1999) a los residuos más recurridos en la

termoestabilización de proteínas de ciertos organismos termófilos. En este último caso,

la mayor presencia de residuos grandes e hidrofóbicos ¡educiría la accesibilidad por

parte del solvente al interior de la proteína, adem¿is de aumentff el núcleo hidrofóbico

(FTGURA 13).

Funcionalmente hablando, no existe hasta la fecha un estudio sistemático que

caracterice los ar¡eglos palindrómicos en las proteínas, pero sí algunos ejemplos.
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¡NTEÉA4ED¡O

G A_-K W-M*I I C

FIGIIRA 13. RESIDUOS IDÉNTICOS SIMÉTRICOS ASIMÉTRICAS E

INTERMEDIOS Y SU RELACIÓN CON LA ESTABILIZACIÓN DE LAS
PRoTEÑAS DE tn{ ORGANISMo TERMÓFILO. Presencia de pares de residuos

idénticos simétricos (grupo de residuos en rojo) asimétricas (en verde) e intermedias

(anaranjado) y su relación con su uso en 1a estabilización de 1as proteínas de un

organismo termófilo. En e1 diagrama, las transiciones estabilizadoras analizadas por

Haney, Badger y col. (1999) a través de tres métodos distintos se representa con flechas

rojas largas cuando el sentido de la transición va desde PARES DE RESIDUOS
mÉNnCos ASIMÉTRrcos---+ TNTERMEDI0S---+ srMÉTRrcos y flechas verdes

largas si va en sentido contrario. Las transiciones dento de cada grupo se representan

por flechas cofias del mismo color del grupo. Se puede apreciar que la mayoría de las

trarsiciones van desde los residuos menos simétricos a 1os más simétricos para los pares

idénticos. Pese a que hay algunas transiciones entre el grupo htermedio y los extremos,

no hay ninguna desde el grupo de residuos formadores de pares idénticos simétricos al

de residuos formadores de pares disthtos asimétricos. Esta relación sugiere que la mayor

capacidad por pafie del residuo pata estabilizar la proteína a altas temperaturas se

acompaña de ura mayor capacidad de mantener la simetría de estructura secundaria

aunque 1a secuencia esté invertida. En un estudio de predicción de estfllctura secundaria,

Qian y Sejnowski (1938) determinaron que el residuo P es un fuerte rompedor de hélice

alfa, mientras A, L y M son fuertes formadores de hélice, especialmente cuando estiín en

su exffemo C-terminal. Dos residuos básicos, K y R, son formadores de hélice cuando

estiín en el exfemo C-terminal, mientras que E, un residuo acídico que se propone como

asimétrico en nuestros datos, apoya la estructura tipo hélice cuando está en su extremo

N-terminal. Los residuos I, Y, V, y W, son fuertes formadotes de hebras beta y no

muestran preferencias hacia los extremos C-terminal y N-terminal'
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Se ha encontrado segmentos palindrómicos de diversa longitud y simetría en las

secuencias de algunas proteínas asociadas a dominios de interacción entre proteínas

(Díaz, Jedlicki y ool., 2000); la plastocianina de espinaca contiene un palindromo de 67

residuos (Pl6 a F82) que incluye dos zonas aniónicas equidistantes del asprírtico cenúal

del palíndromo (D42 a E45 y E59 a D61). Esta región está involucrada en el

acoplamiento al palíndromo K16 a K23 de otro componente transportador de electrones,

la subunidad psaF del fotosistema I de Chlamydomonas reinhardtii, por intermedio de

sus respectivos palíndromos. Un palíndromo adicional entre L5 y L12 le permite a la

plastocianina una mayor interacción con el citocromo F.

Tiempo antes, Suzuki (1992) también encontró que la histona Hl de esperma de

orca posee un alfa-hélice palindrómico perfecto (total identidad) de 37 residuos, que

tendría la función de unir el DNA nucleosomal. Esta secuencia actualmente no se

encuentra en la base de datos.

Dados estos antecedentes, se está efectuando una inspección bibliográfica para

determinar si los segmentos palindrómicos del interval o 40-10006 de identidad

antiparalela de secuencia se encuentran asociados a sitios de unión de ligandos.

Preliminarmente, se puede decir que hay al menos dos segmentos palindrómicos

del inten'alo 40-100% siendo o formando parte de sitios de unión de la toxina a un

ligando.

Pero no sólo se cuentan los palíndromos entre los ejemplos firncionales. Se

encontró que las secuencias invertidas de lisozima humana y de citocromo c de corazón

de caballo presentan secuencias similares a las secuencias directas de ia betaglucanasa y

la reductuctasa de tiorredoxina, respectivamente (Diaz, Díaz y col., 1998). En este
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trabajo, el segmento invertido asociado al grupo heme (centro redox) del citromo c de

corazón de caballo presentó $ 46yo de identidad con el sitio activo redox de la

reductasa de tiorredoxina de Bacillus subtilis {contra 25%o de identidad al compararse

normalmente).

La secuencia invertida del segmento correspondiente al sitio catalítico de la

lisozima humana es tn 43,3%o idéntica al sitio catalítico de la enzima betaglucariasa de

Bacillus subtilis (corÍra 9,4% de identidad al compararse normalmente). La lisozima y la

betaglucanasa comparten el mecanismo de catálisis, substratos e inhibidores. Lo

anterior sugeriría un aspecto nuevo dentro de1 concepto de convergencia evolutiva.

6.8 Palindromía y código genético

Una vez demostrados 1os rasgos estructurales, cabe preguntarse cómo surgen este

tipo de secuencias en la evolución (ver métodos). Los resultados de este trabajo plantean

dos explicaciones:

a) Una vía de mutaciones independientes: por mutaciones independientes

se genera una organización palindrómica a nivel de la secuencia aminoacídica.

b) Una vía autogénica: la secuencia genómica es capaz de generar por

complementariedad de bases un símil invertido de 1a misma secuencia

aminoacídica (un mecanismo que podría ser más rápido evolutivamente

hablando).

En e1 caso de la vía autogénica es posible que el genoma que codifica para una

mitad del palíndromo participe, por complementariedad de bases, en la codificación de
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la otra mitad (mutación cnnada), ya que al hibridar el segmento genómico codificador

del palíndromo consigo mismo, los tripletes que determinan los residuos idénticos a los

iados opuestos del palíndromo complementan sus bases, aunque no necesariamente en

marcos totalmente superpuestos, como la cadena a de la toxina de la difteria.

AMYEYMA

gcg atg tat gag tat atg gct

Structure 1

Folcirng bases 1 to 2L of qi 11633500 pdblltox a

dG = -0. 4 dH : -38.7 ds : -123 -5 rn : 4A .2

M

10

ATGGE
TA A

G

2A
: I.1

Siendo este caso excepcional entre los datos analizados, puede suponerse que la

gran maloría de arreglos palindrómicos de los residuos son obtenidos por la via de las

mutaciones independientes durantc la evolución cle las proteínas.

Cualquiera de los dos mecanismos, sin embargo, abre un campo importante en el

¿irea de la evolución molecular.
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1)

7. CONCLUSIONES

Sobre el 40oA de identidad antiparalela de secuencia existe una relación

significativa entre e1 porcentaje de identidad antiparalelo de las mitades del

palíndromo y su simetría de estructura secundaria, es significativamenle superior

a 1o observado en segmentos control.

Este porcentaje es similar al observado en secuencias comparadas paralelamente,

1o que puede sugerir balances de fuerzas de plegamierfo y umbrales de

nucleación similares, independientemente del sentido de 1a secuencia

Los pares de residuos idénticos se asocian signiñcativamente con los eventos de

simetría de estructura securrdaria en los palíndromos, por sobre los pales de

residuos distintos. Esto implica que ei orden invertido de la secuencia, más allá

de la composición similar, seria la causa de la simetría de estructura secundmia.

Tanto enhe los pares de residuos idénticos como distintos existen preferencias

que escapan significativamente de 1o esperado por az¿u, 1o que sugiere que el

proceso no es estocástico y sí guiado biológicamente.

Tanto entrc los pares de residuos idénticos como distintos, existen magnitudes de

propiedades frsicoquímicas que se asocian con la simetría de estructura

secundaria. Los residuos más hidrofóbicos poseen r¡na alta e intermedia

capacidad para mantenet 1a simetría de estructura secundaria en la secuencia

invertida. La mayoúa de estos residuos registran en la literatura m papel

2)

3)

4)

5)
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6)

7)

8)

estabilizador de proteínas en organismos termófilos, como también de fuertes

ruptores, e iniciadores de estructura secundmia. Los residuos más polares, por

otro lado, presentarían en general una baja capacidad para mantener la simetría

en la secuencia invertida. A su vez, las preferencias por formar pares de residuos

idénticos como distintos se asocian con el mantenimiento de las propiedades

fisicoquímicas importantes para la simetría.

La tendencia a formar pares de residuos distintos de los residuos polares y el

apreciable número de intercambios entre residuos hidrofóbicos indicarían que la

conservación amhoacídica no es un imperativo de este tipo de secuencias en

famiiias de proteínas.

La obtención evolutiva de ambas mitades de los palíndromos se realizaría a

veces de manera independiente y otras a través de complementariedad entre los

respectivos genomas codifi cantes.

La comprensión cabal de este tipo de arreglos aminoacídicos puede mejorar la

capacidad de predicción de los actuales programas de modelación estructural,

como también abrir un campo interesante en el ¿irea de la evolución molecular'
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Alineación antiparalela:

As¡metría de estructura secundaria:

Campo heterogéneo:

Campo homogéneo:

Estocást¡camente:

9. GLOSARIO

Al¡neación de dos secuenc¡as am¡noacídicas 6on sentidos
am¡no carboxílicos opuestos.

Des¡gualdad de estructura secundaria entre sitios equivalentes de
secuenc¡as al¡neadas antiparalelamente o paralelamente según seí
el caso.

Superficie de un residuo aminoacfdico que muestra topologÍa
e ¡ntensidades de campos de fuerza variables en su superf¡c¡e,
los cuales le confieren estereoespecific¡dad en su capacidad de
interactuar con residuos vecinos- Típicamente as¡métr¡co en la
secuencia invertida.
Superfic¡e de un residuo aminoacíd¡co que muestra topologÍa
e intensidades de campos de fueza homogéneos en su superficie,
los cueles le restan estereoespec¡f¡c¡dad en su cápacidad de
interactuar con residuos vecinos. Típicamente simétrico en
la secuencia ¡nvert¡da.
Aleator¡amente, a azar.

Forma nat¡va: Estr.uctura en todos sus n¡veles idéntica a la estructura de la pro-
teína nat¡va. Especialmente estructura secundaria en este traba-
jo.

Heteroátomos: Atomos distintos al carbono e h¡drógeno (S, N, O). lnsertos en el
residuo, su electronegatividad y presenc¡a de pares de electrones
no enlazados les permite establecer puentes de hidrógeno en re-
siduos típicamente de campo heterogéneo.

ldent¡dad antiparalela (de secuencia): Res¡duos idénticos o porcentaje de residuos ¡dént¡cos en una
Alineación antiparalela.

Matr¡z blosum 62: Matr¡z de substitución obten¡da a través de la cuantificac¡ón de
intercambios funcionales de residuos entre miembros de diversas
fam¡lias de protefnas.

Segmento de la secuencia de una proteína en el cual una mitad dé
la secuencia presenta ¡dentidad antiparalela con la otra mitad de la
misma.

Palíndromo:
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Parámetro z normalizado:

Pares distintos:

Pares idénticos:

Restr¡cc¡ones estéricas:

Reko-péptidos o retro-protelna:

Segmentos palindróm¡cos:

Simetría de estructura secundaria:

A,C,D, E,F,G,H, I, K, L,M, N,P,Q
R, S, T, V, W, Y:

Variable normal estándar, obten¡da después de restarle a una
variable el valor de la med¡a poblacronal de las variables y
div¡dir este resultado por la desviación estándar.

Residuos que se enfrentan a residuos distintos en el S¡t¡o equ¡va-
lente opuesto del palíndromo, definido según la alineación antipa-
ralela.

Residuos que se enfrentan a residuos idénticos en el sitio equiva-
lente opuesto del palíndromo, definido según la alineación antipa-
ralela.

lmped¡mentos que la topología del res¡duo le impone a la capaci-
dad de interactuar del m¡smo.

Péptido o proteína a la cual se le ha invertido el orden amino-
carboxil¡co que muestran sus res¡duos.

Secuencia palindrómica que exh¡ben algunos segmentos de una
proteína.

lgualdad de estructura secundada entre s¡tios equ¡valentes de
secuencias alineadas antiparalelamente o paralelamente según se¿
el caso.

Cód¡gos de una letra para representar los residuos alanina, cisteín¿
aspartato, glutamato, fen¡lalan¡na, glicina, histid¡na, ¡soleucina, lisin¿
leuc¡na, metion¡na, asparragina, prolina, glutamina, arginina, serina
treon¡na, valina, triptófano y tirosina, respectivamente.
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10. APÉNDICE

A continuación se adjunta las treinta y cuatro secuencias analizadas en este

trabajo. Se destaca los cuarenta y ocho palíndromos contenidos en e11as, todos en la

notación que se explica más adelante.

Notación del encabezado:

>gil10835642lpdbl1d1hla chain a, solution structure of hanatoxin I i.ru*arvota,

cra@ósto7a spaxtl]ata t

P(9-1 5)id.sec.:0/3(07o) id.prim':1 /3(33%)

Palíndromo encontrado entre los residuos 9 y 15 (incluidos) de la cadena "a" de la

hanatoxina 1, cuyo archivo de coordenadas estructurales se identifica con el código PDB

ldlh. Sus mitades, sin incluir e1 centro, mostraron entre sí cero residuos, de tres

comparables entre las mitades, con identidad antiparalela de estructura secundaria

(id.sec. = 0%). A nivel de sus secuencias, mostraron un residuo idéntico de los tres

(id.prim' : 33%) (ejemplo en FIGURA 5).

Notación de la secuencia:

En cada una de las secuencias se destaca en letra de tamaño mayor, el o los

segmentos palindrómicos encontrados en ella, salvo el residuo central de1 palíndromo

que está en tamaño menor. Dent¡o de cada palíndromo se subraya los residuos idénticos.

En color rojo se indica cuando un residuo del palíndromo fonna parte de la estructura

secundaria hé1ice, en anaranjado los que forman parte de hebras beta, en negro no-



88

hélice/no-hebra beta, y en azul cuando la estructura secundaria no esta determinada para

esos sitios de la secuencia. En todas las secuencias se omiten los espacios que inserta el

programa de alineación usado para detectar los palíndromos.

>gif108356{2lpdbl1d1hla cbain a, soluti.or¡ structuro of hanatoxin L lül*aryoXe, erañostola

aÉtataTata I

P {9-1s ) id. sec.:0./ 3 (03 ) id.prin'=1/31332)

XCRYLFGGCKT?SD cKHLGcKFRDKycAT{DarFs

>gil10120908lpdbl1f82la chaj.n a, botulinu¡¡ neurotoxin tf,p6 b cataly!:c do¡¡ain (.Bacter.¿a.

CJostiidir¡D bott J-i,lttu )

P (218-2 4 0 ) id. se c.=6/ll \542) rd. prim - 
=4 / 11 (368)

P (2 91-30 6 ) id. se c.=2 / a l25Z) id. prim-=2/8 (25t)

PVTINNFNINDPIDNNNIIüME9PEARGTGRYYK]AFKIIDRII{IlPERYTEEYKPEDE'IIKSSGII'!¡RDVCEYYDPDYI,NINDKI(NI!I.Q

1]¡.{IKT.ENRIKSKPLGEKI¿EMIINGIPTLGDRAVPLEE¡NT}¡I,ASVTI/NKIJISNPSEVER¡OGTEA¡.¡LIIEGPGPI'T¡¡EÑEIIDTCION

HTASREG¡'GCI¡{QMKECPEYVSWNNVQENKGASIFNRR P¡III¡{BEIIHVI"HGIYGIIwDDTPIVPNEIaG'¡},IQSTD

AreA,ELyrFcceDpsrrrpsrDrsrrDKvr.eN¡RcrvD ;"r;*r*r;KECEwEDsEcKisrDvEsEDK

LYKSLMFEFTETNTAXNYKIKTRASYESDSLPPVKIKÑLIDNEIYTIEEGFNISDKDUEKEIRGQNKAXNKQAYEEIS

>gil10120890lpdbl1crzla chain a, crystal stluctu¡e of the.. coti tolb tr)rotéin (Bact€ria,

Escherichja eoli )

P(11s-137) id.sec.-3l11 (27?) :Ld.prim'=3/7712'7\)

DSGVDSGRPISVVPIPI{AGPGAAPEDIGGTVAADLRNSGKEIIPLDRiARLPQQPGSIAOEVQPAA'¡SALGTDAI/VVGQWPÑPDgSYN\¡AY

QE,VDTGGAPGTVI,AQNSYI§NKaIü,RYAGHTASDEVFEKLTGIKGAIR,TRTAyWQaNGGQFPYEI,RVSDt!GY¡¡QFvvH&sP

QP¡üSPAWSPDGSTLA!¡TFESGRSAIVIQTI,ANGAVRQ¡¡AAFPRM'GAPAFSPDGSKI¡¡A¡SKI6SInILI\¡IOI.ASGQIRQVTDGR.S

NNEEPE IFPDSQNIAETSDQAGRPQVIKVNI¡¡SGAP9RTT!üEGSQNQDADVSSDGKT'XT/XVSSNGGQQ¡IIEI(9DIJATGGVQ\I!SSTEI'D

ETPSIAPNGTXVTYSS9OGXGSVINIJVSTDGRE'Iq¡¡PATDGOVKFP¿¡TEPY¡'

>gi I 9955127 lpdb I 1f94 | a cbaj-n a, the 0.97 leso1ution structure of bucardj.n. a novel toxin

i8olated fron the flalayan ktaiE (8ü*a.ryo¿s, BürgaÉ»s caadidus)

P 122-5'1) id. sec. =13 /16 (81? ) id.prim'=5,/16 (319)
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MECYRCGVSGCTIIKITCSAES TCT TÑ],CNX

>qi1754629{lpdbllchzla chain a, a new neurotoxin floh buthua narte¡rBii kiEséb (Eukatyote I

8u¿.hus aá¡te¡sii)

P ( 4 9-59) Íd. sec. =3,/5 ( 603 ) rd. prj"¡¡' =7 / 5 t,zAZ)

VRDAIIAKPENCVYECARNEYCNNLCTKNGAKSGTCQWSGKYGNGCTrc LPD¡¡VPIRVPGKCII

>gil698o632ll,el1cz6la chain a, soLutsion structur€ of andloctonia lE:ukart ote, ,ri,aEoctoa s

austra-1i,s)

P (1-23 ) id.sec.=7/71 163Z) id.prim-:3/11(27:)

BSvg RRG NBn"

>9il69804a9lpdbl1qoyla chaiñ a, e.coli heeolysin é (hlye, clya, shea) | Bacteria,

Escberichia coail

P(53 71) rd.se.r.=1/9(11*) id.prim-:1,/9i11¿)

P (121-129) id. sec. =4,/4 (1008) id.priro'=2,/4(50*)

P ( 141-189) id. sec. -2A / 2A ( 833 ) id. prim' =6 / 24 (252 )

P i287 298) id. sec.=6,/6 ( 100"¿ ) id. prim'=2,/6 (333 )

GSPGlSGGEGGILDS}!AEIVADKTVEVVKNAIET}DEAXDTYNKYTDO.\TPWQTEDETIKE¡SRFKQEYSQAASVTVGDIKrI¡

MDSQDKYFEAAOTVYE}ICGVATQLI¡AYII,Í,¡.DEINEKKASAQKDTLTKVI,DDGITKINiÍEAQKS]¡LVSSQSEN¡IASGKLI,A

ItDSQI,T§DFSEKSSYFQSQVDKIRKrAyAGAAAcwvcpFGtrrgysraAGwE6r(1,rpErJKNrs-KsveNFrrrisNwKgA¡¡

KDID¡AKLKLITETAAIcEIKTETETTRFYVDYDDI¡a-SLLKEAAKKMINTCNEYQIaflGKXTL!.EVPEV

>gil6729953lpdbl2b3cla chaia a, solutj.or structule of a béta-n6ulotoxir froE the ¡rew

r,¡or1d scorpión cantruroicles sculpturatua esi.ng (E¡¡.k¿ryota, Ceú\trl)roides exil.icáúda)

P(6 33 ) ici. sec.:6/i4 t,422) id.prim':3/14 (21*)

I(DGT,,VEKTGCKKTgYKI,GENDTCNRECKÍIKHIGGSYGYcYGFGCYCEGIPDSÍQTWP].PNKEc

>gi | 6730534 lpdb I 1qsl lb chain b, crystal gtructu¡€ of vegetative insecticidal p.otein2

(vip2) ( Bacteria, Báci.l-lus ¿éréus)

P (206-220) id. sec.=2/7 (2A*l id.priln'=3/? (42t)
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r 1 { 2 3 - 4 3 I ) ' d . s .: c . - 3 ,/ 7 (42:) id. ir lm'-?/1 i.2ts).')

¡,IKRMEGIS-!.XVSKIILOWTKTIA,ISA\¡ESlSILNNEYIKAEQTNINSQSKYTNIQN],KfTDKVEDFKEDK¿KAKEi¡GKEKEKEfiI(LTAÍ

EKGKMNNF:LDNKNDI KTNYKE I TESMAGSEEDA IKDLKE TDKMTDKTNI,SNSÍ ITYK¡¡VEPTT TGFNKS],T'GNTINSDA¡'ÍAOFKEOEL

DRDIXFDSYTDTHTTAQQVSSKERVTT GKqqTTPT AGVIINNSEYÍA4LIDNGn{VI{VDKVSKWKKGWCT'QTEGTIK

KSLDPKND INAEAq SW6,trG{YEEI'IAI(DITD SQREALDGYARQDYTiE INNYTRNQGGS GNEKLDAqIKNI SDALGKKPI PENIEiryRWCG

MPEFGYOT SDPLPSLKDFEEQ¡]TNI lKEDKGYMS T S!S SERI¿AEGSRKI ILRLQ]¡PKGSTGAY¡SAIGGFASE

l{IDKVTEVI IKG\,'IGTWDATI,LTN

>gil65?36091pdbl1c2u1a cbaiñ a. solution structure of fabu3,35l3hk12'2a,1'7-32 (Eukatvota,

S X íct\od-a c Xy 7 a be-lianÉhus)

Pii1-29)ri se¡:. -9l 9 il ¡¡ ? ) rd.pran-::./'li3l3)

RsxIDTIPKSRCT¡\FQCKHSAKYRLSFCRXICCTX

>gil65?33?7lpdbl1b1zla chain a, stréptococcal pyrogeniÓ exÓtoxin a1 lBactetia'

s t r ep t oc oc cús pyogenést

P ( ! a 9! ) rc. sec. :il / ó i ¡ : ) ,d. F t rr-' :2 / €, t.3 3'., )

DPDPSQL¡IRSSI.VKÑÍ-ONIYEI,YEGDPVTIIENVKSVDQ!¡SHDI,II.NVSGPNYDKIKTE]'KNOE}'A1I-FKDKNVDIYGllEYYHLCYf'C

ENAE GGVTN¡TEGNETE IPKKIVVI(VS lDGl QST, STDIETNKKMVTAOELDYKVRKYITDNKQLYTNGPSKYETGY IKFI P

KNKE S!'WEDEFPE PEI'AQSKYI.¡'I YKDNETl.D SNT SQIEVYLTTK

>gil6137706lpdbl1qtfla chain a, crystal sl¡ucture of exfoliatiwe toxiñ b (aacteria/

s tapbyTococcús aureust

P (23? -245 ) id. sec.=3/ 4l75t8l j,d. prim' =3/4 (75s )

KEYSAEEIRKI-KOKIIEVPPTDKE!YTETTDN¡RSPYNS¡/GTVT\/'KESTI,ATG\¡I-IGKNTIVTNIIIV¿REIIIAKNPSNIfTTPAQNRDA.EK

NE¡lPTPYGKFEAEE TKE SPYGQGTD¡,AT IXIKPÑEKGESAGDTIQPANI PD¡I ID I]AXEDKYSILGYPYNYSAISLYQSQIEM¡ND SQYF

GYTEVGNS GSGIE§Í,KGETTGTII SGKGGOEN¡PI GVE,I}¡RKI S STYSVDNTEGDTLSN§.i:KK"}.Kj-DK

>9i1613?610lpdbllbudla chaiñ a, acutolysin a froE snake venom of agkistrodon acutus at ph

5 . a la1*atyoXa, Deináqkistrodon acitus)

F I : 6 - r- 
"J ) i .1 . s r c . :0 / 1 1 i 0 ; ) id.prrn':3 i1'1 t?.1'.)
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EORY}ÍEIVIVVD¡ISI.IVKKYNCDSDSITAWVYEMINTITESASY¡K]D1Sl,SGIEI GKDLIDVEASAGNTIJKSFGEITRNXD!

ITRI S HDNAQILTATDEDGAT IGI,AYVASMCNPKRSVGVIQDIIS S\1¡{RTVAITIAHEMAHNLSVAHDE GSCSCEGKSC AMSPS I SDET I

KTASDCSYI9CRDYISK:ENPPCTIN

>gil6137387lpdbl3btala chain a. crystal atruclu¡e of botul-j¡um rreu¡otoxiñ scrot1?e a

(Bacteríá, CLost¡idi.rr¡ botu-lirun )

P ¡,- 5J ) id. se., =13 /21\622) ad.prañ'=a/2ii.23'')

P (r 19- 194 ) r d. sec. =3 / 3:, \92) 1d. prim'=1.1/33 (33.r )

P r;- 5 6- 9li ) id. se.. -:a / 7'r¿ 1.74 - | id.prin'=23l1i0r21il

PTVNKQ!'I{YKDI{/NG\/ PNVGQ},IQ DTFTNPEEGDI¡{PPPE¡XQVPVSY]TDSTYLS

TDNEKDNÍLKG\I1IKLT'ERTYSTDLSR¡.í-TTSfVRGIPFi¡GGSTID \7IDT D SA

DI Ia SFeHEVf,¡ILTRNGYGS SP EEESLEVDTNPILqaGKEAIDPAVTr¿nE¡r¡TAGHRLYGTATN

PNRVFKVNTNAYYEMSSI,EVS!EELRTFGSIIDAIG'IDSLQENEFRLYYYÑKF'¡OIASTINKAKSTVGTTASLqIMKNVEKEKYLLSEDT

SGKFSVDKIKEDKIYKM¡,TEIYTEDNEVKEFK\¡LNRKTYITi¡TDK,\\¿EKINIVPKVNTTITDGINI¿RNTNÍ,AAN¡NGQ}ITEINNMN!'TKL

KNEAGtr,EE¡.:¿K¡I"C¡¡RGIITSKTKSLDKGYNKAI-NDI.CIKVNNI{DLFFSPSEDNFTNDINKGEEITSDTNIEA¡EENISl.DLIQQYY!T

TNrDNEPENISIENLSSDIIGQIETMPNIERFPNGKKYELDKYI'MEI{IÍ.II¡QEEEIIGKSRIALTNSVNEALI¡¡PSRVYTFESSDYVI(KV

NKATEAA¡{T'LG.WVEQL\TTDEIDETSEVSTTDKIADITI I IPYI GPAINIGNMLYIIDDE¡/GALIESEAVITTEEI PE IAI P\/LGTFAI.VS

YIANI(V:LTVQTID¡¡ALSKRNEKWDEVYKYIVTN9IIJAKVNTQIDLIRKK!{KEAI'ENQAEATKAIINiQYNqYTEEEK¡]NINENTDD

LSSKTNESINKAMININXT'LNQCSVSYT¡MNSMIPYGVKRLEDFDASLIOATLKYIYDNRGTIlGQVDRTKD

KVNNTLSTDIPE¡QTSKWDNQRLTSTFTEYIKNIINTS RYA PID

KN LE KNAIVYNSMY KY¡.}'¡SIS],NN EN

Q rKoRw!'KyseMrNrsDrrNRmFvrrINNRr¡INsKryrNc&LrDeKprsNLsNr¡{ASNNTMEKIDGCPDTHRyT

lrIKYENIJIDKEIJ{EKEIKD!YDNQSNSGIIKDFIIGDYLQYDKPITMLNIIDPNKYVDVNNVEIR€YMTLKGPRGSV!{TTÑTIINSSLYR

GTKFIIKKYASGTKDNIVRNNDRVYlN\¡WKNKEYRT.ATNASOAGVEKI],SAI-EIPDVGNISQVVVMKSKNDQGITNKCTqNLQDNNO¡

DIGl'I GEHQII\¡NIAI(L\rA.SN}¡INRQIERSSRILGC SWEEIPVDDGIIGERPL

>gril5822082¡pdbl1kp6¡a cb,ain a, ustj.Iago i¡.y¿tis ki1l.e¡ to*in kp6 alpha-subr¡rt

lhlkaryoXa, UstiTaqo naydia I

P (21-36) id. sec. -2 /1 t,2B\) id. prirn'=2/7 {284)

NNAFCAqF'E¡SCKhIBgWCIAIIGTGNELRYAÍAAGCGDH!SKSYYDA¡AGHCI-TSDDIRNOEYSHCSSINNNMSCRS]"SK
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>gil5821818lpdbl1biol stluctule of apo- and holo-díPhtheria toxin repressor (Bacteria,

c otT,neb a c ta r iuñ dtp)1xhé z i aet

f (.2i]-13! ii c. s,:..:,i/ 9166:: ) id prrr"'--?i9t,3-1'¿)

I t -:9 6-'::l) i.i. : ec . = 3./ 3 110 0: ) io.p.i]r"3./l i3l?)

MKDLVDTTEMYIRTIIELEEEGVTPIRARIA!RIEQSGPTVSQTVA¡MERDG],WIBSDRSLQ}4IPTGRTI'ATAV¡'ÍRKII&!'AERLITDI

1GIDINI(VIIDEA].RWEII\,'MSDEVER.RIVIWLKDJ E' PGI,D-EIGVGNSDA¡APGTRVIDAATSMPRKVRIVQINEIE!

\,'ETDQETqLLDADIRVGSEYEI ELIDDI.AHTIRIEEI

>gil5821789lpdbl1b45l alpha-cñiaconotoxinf¡onconus 43st'uctules

lou*atyota, Conl7s consozs )

P I 1- 14 I l.l. .ec. =! r' 3 ( 66: ) id . t-'r n' =i / l i 3-i: ri )

GRCCHPACGKYYSCX

>1Ímt-... l[ol:protéinlength:E0nabaintes¡inaltoxiÍrlntu39structures(Eo*arfota'

Dend!:oaspis poTylePis pofy]ePis )

Pi4.-l .r [] ) 1d . s e . . : 9 / 9 1 I .¡ t ¡' ) :Lc1.pr:n'-2,'9i213)

? t..)l- 6 ,1) i d. ¡ ec.:C ¡': iC g ) rC.f,ri:n'-2,/3 i331)

AvrrGAcEaDl,gCcKGrCCAVSll{-iKSIRVCTPVGTSGEDCHPASIIKIPFSGQRMHHTCpCAP VoÍSPKKFKCISK

>qil4699530lpdbl1a8?l eolicin n lBacteriat Éscheric¡ia coTit

! 1l--1-t¡l )i c.;c¡:. =14 r'31¡ i40i, ) lc.f:llr':ii3at?l''.)

¡IGDNNSKPKPGGNSGNRGNNGDGASAKVGEIT NSKP ISSNPEYS],],A RKG

SNID WKGPKYNNÍ¡;VKRT'YSQFLII'RKEEKEKNEKEAII(ASEIVSGMGDKL€EY'.GVKYKNVAIG

VANDIKNI:EcRNIRSYNEATIASI,NKVLANPKMT(VNKSDKDAMAI,IKQVNAKDITANKIG:¡IIGXA¡KVADLAIKVEKIREKSIECYNTGN

WGPII,LEI/E Sf,{T I GS/VAGVAI S]-!'GA¡¡! SE!P I SGI.AVTA!G¡ñ Gl¡{T I SYI-S SI'IDANRVSNINNl l S SVIR

>qi | 3891954 lpdb I 1av3 | potassium chanñel blocke! kappa conotoxin Pv1la frord c

pufpurascens, ¡-r, 20 stiuctures lEukaryoxa, conts PltrPuz:ascensl

P 2l ;l 6 ) . .i . : e . . = -1 / -r l1¡il:r l 1d. p:lm' = 1/'3 i33:.)

CRI]O{QKCFQIII-DDCCSRK F V

>g1l3212819lpdbl3sebl st'aPhylococcat enterotoxin b (BacXeriat Staphylococcus avzeust

P (5-9) id. see. =2 / 2 lLoo, id.prim' =2,/2 (100$)
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E §gPD PKPDEIIHKS SKFÍGLMENMKVLIDDNHVSAÍNV¡G IDQE,I,YTD],I: s TKDfKI,oIYDNvRvEIXNKDIADKYKDKYVDVFGAN

YYYQCYESKKTNDI]¡SIIQIDKRñ1G'ÍYGGI¡IEIINCNQLDKYRSITVRVFEDGKNLLSEDVQT¡|KK¡§TIAQEIJDYLTRHYIVKNKRLIEF

NNSPYETGYIKl'IEN¡NSFWYD¡.'MPAPGDKEDQSKYTM},IJNDNXMVD SKDVKTE\TYLTTKK

>gil2982092lpdbl1éxfla chain a, exfoliative toxin a (BaéÉe¡iá, StaphyTococcus ai:revs,

P (209-21?) j.d. sec. =4,/4 (1oot) id.prim'=2/4(50t)

EVSAEEIKKHEEKI{NKYYEVNAI}ILPKE],ESKVDEKDRQKYPYNTlGNVEWKGOASATGlrITGKNT\¡LT!¡RIIIAKE'ANGDFSKVSERPS

INTDDNSÑTEAPYGEYE!'KEII-OEPFGAGr¡DÍ-ALIB¡ü(IDONGVSTGDKISPA¡(IGTSNDI,KDGDII¡ET-IGYPllDHI(VÑQMI{RSEIE]]T

TLSRqLRYYGI'TVPGNSGSGIINSNGELVG IJDRE H9INTGVGIGNYVKRI INETOIE

>9il29819,10lpdbl2nbt¡a chain a, ¡¡eulonaf bungarotoxin, risr, 10 structures l¿¡*aryota,

Bu-r¡qarus ¡¡u-1É-icirctus )

P f3-58 )id. sec. =12/26 \462) 1.1-prim'=9,/26(343)

RTCLISPSSTPQÍCPNGQD DKFCSIRG ¡/AECEQ¡IR§ÑY CTTDNCNH

>gil2914135lpdbl1accl anthrax p¡otective Entigeñ (Aacteriá | Bacil-lua a,f,thtacia,

P { 91 lal ) id. s.c . =16 / 22 11 2?) rd. prim':7,/22 (31i )

P (371-381) id. séc. *=3/5 (608) id.prin'=2/5(40t)

rkas¡i no tieñé estñ¡ctura aecur¡daria asiqnabl.e.

EVKQENRLINESESSSQGILCYYFSDI,¡iEQA.P!{V\¡ISSTAGD[,,S¡PSSE¡ENIPSENQYE9SAII{SGEIKVKKSDEYTEATSADNI¡\¿TM

Ir D kasnsN GR SSD er,pElKeKssNS

RKKRSTSAGPTVPDRDNDGIPDSLEVEGYI'VDVKNKRT¡"¡SPWISNIIIEKKGLTKYKSSPEKWSTASDPYSD¡EK\¡!GRIDKNVSPE]AR

IIPLVAAYP IV}IVDMENI ILSK¡{EDQSTQN"DSEIRTI SKNT STSRTIIT SEVgGNAEVEASlTDI GG§VSAGFSNSNSST¡'EIDH S!SI.A

GERTIi¡AET¡{GI,I{TADTARLNANIRYVII¡TE ¡¡I¡¡ SLVLGKNqIIAAIKAKEN9LSQII.APNNIIPSKNI.APIALNAQDDF

SSTPITM}{}A{QELELEKIKOIRLD!DQ!'YGNIATYNIENGRVRVDIESN9TSE POIQEITARIII'}¡GKDIN],VERRI'AAVNPSDPTIT

TKPD¡flIKEAIKIA¡'E¡IIEPNCNTQYQGKDTTEFD!'NEDQQÍSQNIKNQI.AEINATNTYTVLDKIKLNAXMNIIIRDKRFEYDRNNIAV

GADESVVKE¡HREV-INSSTEGI¿LNTDKD IRKTLS GIM IEDTEGLKEVINDRyDI'tUi¡I SS],RQDGKTFIDFKKI,ND¡(LPIY I SNPi{Y

I(VNVIAVTKEIi¡:! I INPSENSDTSTNGIT«IIIESKKGYEIG

>gil2780936lpdbl5tsala chain a, toxic shock slmdrone toxifl-1: orthorhonbié p222(1)

clysta1 fo¡r[ \Bacteria, StaphyTocóccl7s avréust

P (144 164 ) 1d. sec.=4/1C (40?) id.prin-=3,/10 i30i )
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STÑDNIKDr].DIIYSS6SDAE.I'NSE\¡',DNSI-GSMRIKNTDGSIS!IIFPSPYYSPA¡TKGEK!'Df'NTKRTKKS9!IISEGfYIIIEQI§G\IT

NTEKLpaptE¡prKVKv¡tGKDsPLKYwPKEDKKQT,ATsflDEErRIrgr.fQr¡rGl,YRSSDKf ! Qsolsrxre

YN"IEKPPINIDEIKTIE AXlN

>gil2?81193lpdbl1begl structur:é of fuñgaI elicito!, nnr, 18 st.uctutes lEukazvota,

P hytophtllo r: a c rW toqe a)

P (6?-70) id. sec. =2/2 (LOO%I id pri.m'=2,/2 (100*)

P (83-89) id. sec. =2/3 (66*l id.Pritn-=2/3(663)

TACTATQQTAAYKTLVS rrSDASE Ngc sTD sGTSMLTAXALPTTAQY¡(TMCASTACNTMI KKI\¡I,-NP PNCDLTVPT S GLVLNV

YSYA GFSNKCSST-

>gil2098492lpdbl1kwe1a chain a. ki1le! toxin fron halotolerant veast (Eu.kalyota, Picl\ia

P (50-61) id. sec.=6/6 (1oo8) id.prin'=3/6(50$)

WSIRWBMQKSTTIAAIAGC S GAATEGG]-AGG ]VEC IAAGII,AIIQGEEVNWHNq]f gDRSNPV

>gi 1827608lpdbl1p!ela chaiD á. proaerolys1¡ lBacteria, Aeloú¡ona§ hvdrÓphiTat

P (91-101) id. sec. =1/5 (2o*) id.Prin-=2/5(409)

t:t1..,9-La1 ) i d . s e c . : j ./ 1 4 1 5 ¡ . ) id.F,r]x-=5,'l413a::l

AEP¡¡YPDOTR]-ESI,GQGWCEDKYRP\,'}.IREgAqSVKSNIV§}'}'IGqWQ:SGI,ANG:!'IVIMCPGYNGEIKPETASNTIiICYPANPVTGEIPILS

A DGDÉ.ñ,-aTT¡¡YBDSANFIKPTSYLA¡IYTGYAI4VGENHSQTVGE NDGGCDEYRCGDKT

AIKVSNEA\'NLDPDSEKTiGDVT9SDRQTVKTWGJIAVNDSDTPQSGYDVTLRYDIATNWSKTNTYGLSEK\¿TTKNKPKIiPLVGETEf-ST

ET}¡NQSWASQNCGSTTTSISgSVRPTYPASSKIPVKIELYKADISIPYEFKADVSYDLTISGFIRWGGNAIIYTHPDNRPN$INHTE\EG

PYKDKAS S IRYQWDKRY IPEE!'KWITDWNWTIQQNGLSTMONNI.ARVIRPVAAGITGDESAE SQEAGNfE I GAPYPI'A¡D SKVRRARS\/D

GAGQGIRLE TPIDAQEI,SGl,6¡)lNVS].SVTPAANQ

>qi l LB2'7'127 lF,ü)l rti i ld chaln d, escherichia coli heat Iát¡i1e enterotsoxin tlT)€ j.ib

lBacxeria, Eschériéhia coTit

ali6 I 6 ) i d . i e c . - i ar ,' 1 ¡ I 1 C ¡ !. ) in.F,rin.=I /'iJ iluil

CASQFFKDNCNRTTASIVEGVELÍKYISDINNNTDSI'ryWSSTGG!'vIRISRAKDYPDNVMIAB4RKT¡\]{AAVISG AS

S EAE

>gi11827?32lpdblltiila chain a, escherichia coli heat labile enlerotoxin t]?e iib
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P(170-182)id.sec.=6/6(100t) id.prin'=3/6(50*, lBacteria, Escherichia cofi)

NDYFBADSRT?DEVRRSGGI,IPREODEAYERGTPININl-}'D}{ARGTATGNTR1¡NDGYVSTTTTLRQAHI,f,GQNULGGYNEYYI:.vv'AAA

PNL¡¡DVNG\¡!GRY S PYPSENEYAALGGI PI,SQI I G'IIYRVSFGAlE GGMIIRNRDYA¡D],FRGI,SAAPNEDGYRIAGFPDGE PAWE EVP

WRE_EAPNSCLPN1§K

>q:i1182?850lpdbl1xtcld chain d¡ chole!á toxiñ (aáctelia, viJtrlÓ chÓferae)

P ( .i - I 1 ) r c . s e c . = 1 / -e 1 1 :il lc.!-ir-irn-=:/9i2).'1),r/il5'!i)

r. r,r 1 4r.i:rc.¡.j,.r. !/i:i il !r"-l-:. ) id.J:rlri':2/E12.;.')

TPaNlTt]I.C,1xYH DKIFSYTES FQVEVPSSoHIDSoKKAIERMKDTIRIAYLTEA

KVEKICIWNNKTPHAIAAT S}f AN

>grl1633286lpdbl1apfl anthoPleurin b, nrú¡, 20 structures lEukaz'lota, ArtthoPTeÚra

xanXhogEarmic a I

P ( 1-15 ) id. sec. ='1 /7 \1,o0tt') id.pú,n'=3/7 (42*)

GVPCI-CDSPGPRPRGNT!sGrI,WE,YPSGcPsGWI¡NCKAHGPNTGWccK](

>gall6335OOlpdblltoxlachaina,diphttrerlatoxiñdiBercomplexed{ithnadlBacteria'

C o r7,Deb a cte t irn dipfrtbe r L ae')

P (177-183) id. séc. =3/3 (100*) id.prim'=3,/3(1008)

P ( 425- 436) id. sec. =6,/6 (1OOt) j.d. pri$- =3,/ 6 (50* )

cADDwD S SKSI¡7MEN!¡S SasGTKPGYVDS TQKGIQKPKS GTQGNYDDD'!,¡KGEY S TDNKYDAAGY S\,DNENPISGI<AGGWK\¡IYPGIT

K\IL,ALK\,DN¿¡ T IKKEI,GLSTTEPLMEQVGTEEEIKREGDGASRWT- SI-PE A.E GS S S!'EYINN¡¡EQAXALSVELE INIE TRCKRGQDA

lq:EI§aAcAc'I.TR\,BRsve s st sc TNLDWDVIRDKTKTKTE SI,KEr{GP IKNKMSE SPNKTVSEEKAKOYLEEEHqTAT-E HPEl, SEr-K

TVTGTNPVTAGANYAANAVNVAQVID SETADN],EKTTA¿¡ S lIPGI GSVMGIADGAI'HENTEE IVAQS IA¡S SI¡'ÍVAQAI P],VGEf-VD I

GEAAYNTA'ESITNTEQWHNSYNRPAYSPGIiKTQPEIIIDGYAVSIINTVEDSIIRTGE9GESGHDIKTTATN lPE

KLD!'I{KSKTII I SVNGRKIRMRCRAIDGDVTFCRPKSPVYVGNGV¡IANI-HVAFIIRS SSEKI ITSNE 1S SD S I G\¡l-GYQKTVDHI?§/NSKLS

I-EEE IKS

>gí11Á31755lpdbl1bunla chain a. hY&o1ase, prasynaplic neurotoxin tr1ol-idi 1r üio1ecu1e:

beia2-bungarotoxinichain:a,b;sFlon)e:Phospbatidéacy1¡tYd!Ólase,PhosPhatidvlcholine

2-acylbydrolase;eó:3.1.1.4;olhel-cletails:nu]lelousnaturalisoforms,thisisthébeta2

isof orn (¡ruiazyota, Bünqarus nvTtic inctus)
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P i50-62 ) rcL. ssc. =1/6 (l6:: ) rd.F:ilr':2,16i32e.)

NI,IN!'!,IEMIRYTI?cxKTWGEYADYGcYcGAGGSG!!]DAIDRCCYUiDI{CYüI}A¡I.J(HKCNPKTOSYSYKLTKRTIIC:.GAAETC

ARIVCDCDRTAAICEGNSEYIEG¡IKNlDTARFCO


