ALH-FC
L\
&G - orie
[ “«t
OHO L
A SECUENCIAS PALINDROMICAS Y SIMETRIA DE ESTRUCTURA
SECUNDARIA EN ALGUNAS PROTEINAS DE ESTRUCTURA

CONOCIDA

Tesis entregada a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al grado de Magister en Ciencias Biolégicas con mencion en Biologia
Molecular, Celular y Neurociencias
Facultad de Ciencias
por

CLAUDIO MANUEL DIiAZ SALDANA

Julio de 2005

Director de tesis: DR.DAVID HOLMES



I

FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION

TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Escuela de Postgrado de Ia Facultad de Ciencias que la Tesis de
Magister
presentada por el candidato

Claudio Manuel Diaz Saldana

Ha sido aprobada por la Comision de evaluacion de Ia tesis como requisito para
optar al grado de Magister en Ciencias Biolégicas con Mencion en Biologia
Molecular, Celular y Neurociencias, en el examen de Defensa de Tesis rendido el

dia 06/12/2004

Director de tesis: Dr. David Holmes
Comision de Evaluacion de la Tesis
Dr. Octavio Monasterio

Dr. Jorge Babul

Dr. Osvaldo Alvarez

Dr. Carlos Jerez




111

Esta tesis fue realizada en el Laboratorio de Bioinformatica y Microbiologia
Molecular, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, bajo
la direccion del Dr. David Holmes y fue financiada parcialmente por el Fondo

Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnologico (FONDECYT, proyecto 1980665).




A Millaray, Thiago, Natalie, Yolanda, y Enzo.




Tengo poca tolerancia a recibir un “NO” por respuesta. Asi que una amalgama de porfia y
desencanto han orquestado los acordes de mi personalidad. Desde que tengo memoria, me
recuerdo observando a las personas, las arafas, las hormigas, los perros, las pulgas y
algunas combinaciones de éstos peleando entre si. Naci en Santiago el 13 de diciembre de
1969. Cursé mis estudios de ensefianza bésica en el colegio E 382 de la comuna de
Pudahuel, rodeado en esa época de lomas blancas e inhabitadas, y los de media en el
Instituto Nacional José Miguel Carrera, sin duda un gran contrincante para un periférico
como yo. En 1989 ingresé promisorio y con puntaje nacional en quimica, a la carrera de
Quimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile. Lo promisorio me dur6 hasta que me enamoré de una mujer que,
obviamente, ya no recuerdo, asi que gustoso repeti un par de ramos. En esa época ya habia
comenzado a escribir poesia (gané un par de concursillos), a tomar una serie de electivos de
naturaleza esotérica (como “Quimica Inorganica de los Procesos Bioldgicos™) y a dejarme
llevar por una tenue promiscuidad que, por supuesto, ya no practico. Entonces conoci a una
brasilefia encantadora y me casé con ella antes de aprenderme la acentuacion de su apellido.
Esta mujer implacable me ha obligado, sefiores, a formar una familia constituida mientras
peleo con algunos molinos de viento, lo cual recomiendo como un excelente ejercicio
mental para mantener la cordura. Me titulé de Quimica y Farmacia en 1997 tras realizar mi
tesis en el area de electrofisiologia con el Dr. Manuel Kukuljan en la Facultad de Medicina
Norte de la misma Universidad. Luego entré a este magister y, tras algunas interrupciones,
terminé esta tesis con el Dr. David Holmes (al principio en la USACH y actualmente en la
Universidad Andrés Bello). Tengo poca tolerancia a recibir un “NO” por respuesta.

Claudio Diaz Saldafia



AGRADECIMIENTOS

Agradezco por su valioso apoyo a mi sinusoidal y, espero, ascendente
trayectoria a Javier Diaz, Bernarda Llectin y familia, Claudio Cortés, Felipe
Veloso, Gonzalo Riadi, Profesor Malo Huencho, Antonio Muiioz, Lea Aratjo y
Humberto Duarte, Dr. Octavio Monasterio, Dr. Carlos Medina, Dra. Daniela
Seelenfreund, Dr. Manuel Kukuljan, Rodolfo Saldaiio, Dr. Ariel Orellana, Dra.
Marcela Wilkens y colaboradores, Julio Roblero, Dra. Victoria Gixé, Jorge Valdés,
Dr. Omar Orellana, Dr. Hugo Cardenas, Marisol ¢ Inés, varios compaiieros de

Farmacias Ahumada.

En especial al Dr. David Holmes, cuya mentalidad fue para mi un amplio y
verde paisaje en el cual me senté a pensar tranquilo mientras los pdjaros cantaban.

A la Dra. Eugenia Jedlicki, por comprender la mentalidad del Dr. David Holmes.

Muy especialmente a Alessandra Araijo, Yolanda Saldaiia y Magaly Diaz,

por compartir la trinchera conmigo.




Vi

RESUMEN

El caracter avectorial de muchas de las interacciones estabilizadoras en una
proteina sugiere que la misma secuencia podria, potencialmente, plegarse en una
estructura similar, ya sea orientada del extremo amino al carboxilo o en el sentido
invertido (palindrémico). Se conoce varios ejemplos de proteinas con secuencias
invertidas. Sin embargo, no hay consenso de opinion respecto de la capacidad de las
secuencias invertidas para plegarse en estructuras nativas. De este modo, se ha
publicado resultados experimentales y bicinform:ticos contradictorios.

En este trabajo, se estudié la relacion entre la identidad de la secuencia
aminoacidica y la simetria de estructura secundaria entre las dos mitades de unos
segmentos palindrémicos y pseudo palindrémicos. Se encontré que las secuencias
aminoacidicas con 40% de identidad o mas entre las orientaciones inversa y directa
exhibieron una mayor simetria de estructura secundaria que los segmentos control
escogidos al azar.

Ademas, se encontré que los residuos no idénticos en las dos mitades de las
secuencias pseudo palindrémicas tendian a estar enriquecidos en residuos que
promueven la simetria del palindrome. Estos se obtiene ya sea enfrentando residuos
como P, L, V, F, R, Y en las mitades del palindrome o substituyendo los residuos
formadores de puentes de hidrogeno 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 altimo grupo de residuos podria imponer condiciones de interacciéon
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estereoespecificas que son incapaces de mantenerse cuando la secuencia de la
proteina se invierte. El hecho de que algunas substituciones de residuos adquieren
una mejor simetria de estructura secundaria que los residuos originales en la
secuencia invertida, reduce la atinencia de usar los criterios de conservacion clasicos
para medir la relevancia biolégica de las secuencias palindrémicas.

Finalmente, especulo respecto del posible significado biologico de las
secuencias palindéomicas en las proteinas y como ellas pudieron haber sido

seleccionadas positivamente durante la evolucion.
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SUMMARY

The avectorial character of many of the stabilizing interactions in a protein
suggest that the same sequence could, potentially, fold into a similar structure,
either oriented from the amino to carboxyl end or in the inverted (palindromic)
sense. Various examples of proteins with inverted sequences are known. However,
there is no consensus of opinion regarding the ability of inverted sequences to fold
into native structures. Indeed, contradictory experimental and bioinformatic results
have been published.

In this work, the relationship between the identity of amino acid sequence and
secondary structure symmetry between the two halves of palindromic and pseudo-
palindromic segments was studied. It was found that amino acids sequences with
40% or greater identity between the sense and antisense orientations exhibited 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 be enriched in residues that promote the
symmetry in the palindrome. This is achieved either by opposing residues like P, L,
V, F, R, Y in the halves of the palindrome or by substituting the hydrogen bonding
and turn-stabilizing residues E, N, Q, S, H, D. To explain this, it is proposed that the
heterogeneity of charge densities in the last group residue structure could impose
stereospecific conditions of interactions that are unable to be maintained when the
protein sequence is inverted. The fact that some residue substitutions achieve a

better secondary structure symmetry than the original residues in the inverted



sequence, reduces the adequacy of using the classical sequence conservation
criterions to measure the biologic relevance of the palindromic sequences.

Finally, T 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. INTRODUCCION

La comparacién de nuevas secuencias aminoacidicas con bases de datos de
secuencias cuyas estructuras han sido caracterizadas experimentalmente, alineandolas
desde su extremo amino al carboxilo (de manera paralela) ha sido una herramienta para
predecir sus estructuras. Este criterio desestima la probabilidad que dos secuencias
aminoacidicas 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
aminoacidica puede ejercer sobre las interacciones estabilizadoras de la estructura nativa
de la proteina (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 comprobacion de esto ultimo permitiria la revisién de la trascendencia de
algunos aspectos estructurales en la determinacion de la conformacion y estabilidad
proteica. La similitud antiparalela entre secuencias aminoacidicas se abordé inicialmente
por Olszewski, Kolinski y col. (1996) Se usé un programa simulador del plegamiento de
la secuencia invertida (retro-proteina) correspondiente al dominio B de la proteina A
estafilococica. Se observo que durante el plegamiento simulado de la proteina A
estafilococica era capaz de adoptar la mayoria de las veces la configuracion de la

proteina nativa (con algunas diferencias en las orientaciones de algunos residuos
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laterales) como también la configuracion especular de la nativa durante la simulacion del
plegamiento.

Estudios bioinformaticos realizados por Preissner, Goede y col. (1997) en
proteinas de estructura determinada experimentalmente muestran que dos secuencias con
similitud sobre el 34% de identidad antiparalela tienden a presentar un 60 a 70% de
identidad de estructura secundaria cuando estdn dentro de la misma proteina
(palindromia) Pese a reconocer el alto valor del porcentaje de identidad de estructura
secundaria, Preissner, Goede y col. (1997) estimaron que esta simetria podia ser un
artefacto inducido por predominancias de estructura secundaria en las proteinas que las
contenian. Ademas, al encontrarse los segmentos con similitud antiparalela de secuencia
en proteinas distintas, los porcentajes de identidad de estructura secundaria bajaban
alrededor del 40%, lo que se adjudico al azar. Estos autores llegaron a la conclusién de
que el fenomeno de identidad antiparalela de secuencia no tiene una correlacion
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 proteinas distintas mostraron porcentajes de
identidad tan bajos como los observados por Kabsch y Sander (1984) al comparar
paralelamente pentapéptidos idénticos pertenecientes a proteinas distintas. Esto
permitiria concluir que los factores no locales que determinan el plegamiento pueden
alcanzar, mas 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 estructura 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-proteinas
correspondientes al dominio B de la proteina A estafilococica (60 residuos), el dominio
B1 de la proteina G estreptococica (55 residuos), y el dominio SH3 de la alfa espectrina
(61 residuos). Las versiones nativas de estas proteinas presentaban distintas
composiciones de estructura secundaria (eminentemente hélice, mixtas o/p,
eminentemente hebra B, respectivamente) Las retro-proteinas no lograron expresarse o
se expresaron en baja cantidad en el caso del dominio B de la proteina A estafilocécica.
Esta ultima retro-proteina, la estafilocdcica, exhibié un bajo nivel de estructura
secundaria detectable por dicroismo circular y resonancia magnética nuclear.

La discordancia entre la simulacion de plegamiento del dominio B de la proteina
A estafilococica de Olszewski, Kolinski y col. (1996) con estos resultados
experimentales fue atribuida por Lacroix, Viguera y col. (1998) a la exclusion en el
programa de simulacion de plegamiento de las restricciones estéricas del esqueleto
peptidico.

A continuacion, Mittl, Deillon y col. (2000) encontraron que el polimero amino
acidico invertido de la proteina activadora de la transcripcion 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 proteina nativa mantenia
su estructura en estado monomérico y polimérico, la retro-proteina lo hace sélo en
estado polimérico; mientras la proteina nativa dimeriza, la retro-proteina del activador

de transcripcion tetrameriza. Por lo tanto, la retro-proteina no solo es capaz de plegarse,



sino también de mantener su capacidad de unién de otras estructuras, tal como Phan-
Chan-Du, Petit y col. (2001) observaron una mayor unién de los retro-péptidos por parte
de anticuerpos, respecto de los péptidos nativos que los generaron.

Sin embargo, estos resultados nos plantean que una secuencia aminoacidica
invertida, pese a poseer la misma secuencia de su contrapartida nativa y, en apariencia,
todo el patrén de variaciones fisicoquimicas subyacentes, muestra ciertos impedimentos,
probablemente ciertos residuos incompatibles que dificultan la adquisicién del
plegamiento nativo.

Park, Dietmann y col. (2000) estudiaron un conjunto de estructuras determinadas
experimentalmente disponibles en los archivos del Protein Data Bank (PDB). Ellos
encontraron que algunos segmentos de entre dos y ocho residuos de largo, pertenecientes
a la misma estructura, con 100% de identidad antiparalela de secuencia, exhibieron una
tasa del 70% de identidad de estructura secundaria. Este valor es muy préximo a los
alcanzados actualmente por los programas de prediccion de estructura secundaria y
concuerda con los de las secuencias palindromicas parcialmente 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 prediccion de estructura secundaria al complementarse
con los resultados arrojados por el programa usado en dicho trabajo.

Finalmente Lorenzen, Gille y col. (2003) al comparar entre proteinas distintas,

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



logran parametros de estructura secundaria y terciaria muy diferentes a la proteina
original.

Las secuencias aminoacidicas con similitud antiparalela pueden disponerse de
diversas formas (FIGURA 1) segun su coexistencia o no dentro de la misma proteina y
su cercania en la secuencia. En este trabajo se estudiara el arreglo en que dos segmentos
consecutivos de una proteina presentan similitud antiparalela de secuencia entre si,
constituyendo una secuencia palindrémica o palindromo (FIGURAS 1, 2, 3 y 4) Esta
decision se tomo debido a las siguientes razones:

En primer lugar, los palindromos proteicos son sencillos de detectar, dado que
basta comparar la secuencia aminoacidica consigo misma invertida (ver métodos),
fijando los pardmetros de rastreo a una baja exigencia, sin necesidad de entrar en la
combinatoria que implicaria comparar cada una de las secuencias escogidas con las
otras. En segundo lugar, al tratarse de dos segmentos consecutivos dentro de la misma
proteina, debieran tener una mayor probabilidad de estar supeditados a determinantes no
locales similares. Por lo tanto, la asimetria de estructura secundaria que se observe en el
palindromo debiera dar cuenta de las diferencias locales (diferencias estructurales
debido a las mismas secuencias) mas que a diferencias de contexto.

Hemos realizado algunos estudios preliminares de secuencias palindromicas (no
publicados) en un grupo de proteinas asociadas a cobre similares a plastocianina y
rusticianina y ofras secuencias aminoacidicas inspeccionadas al azar. En ellos

observamos las siguientes caracteristicas:

e Los palindromos estdn presentes en mas del 70% de las proteinas
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Figura 1. Similitud antiparalela entre secuencias aminoacidicas. Tres posibles
ubicaciones entre secuencias aminoacidicas con similitud antiparalela (de arriba hacia
abajo): En proteinas distintas (arriba) separadas dentro de la misma proteina (al medio) o
consecutivas dentro de la misma proteina (abajo) En este trabajo se analiza las
secuencias y estructuras de este ultimo tipo de ejemplos. Se les define como secuencias
palindrémicas.
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FIGURA 2. Secuencia palindréomica en la rusticianina de Aciditiobacillus ferrooxidans
Una alineacién antiparalela entre la secuencia directa y la invertida de la rusticianina de
Acidithiobacillus ferrooxidans usando la matriz blosum62 y una expectativa de
1.000.000. En la alineaciéon se observa algunos residuos idénticos en la posicion
equivalente opuesta y otros no idénticos. Se aprecia también el residuo central histidina,
dada la longitud impar de la alineacién (que incluye espacios mas residuos).



PALINDROMIA Y SIMETRIA ESTRUCTURAL EN LA

HELICE ALFA RUSTICIANINA DE THIOBACILLUS FERROOXIDANS
/ (PDB:1RCY)
.Y __  HEBRABETA ‘
¥ S -

10 ATLPQUVERMLE SCETVEY SCETUNYVARRVLPCE PF-~-PSER VIR KPP TLEIPRGATVBVIF INT NECFCHSFD ITEECP FYRAVMP VIDPIVA 107
R +F + M+ GK « B GE ++ Y &P P+ + A+ P re ¥ ++ K D + K *H + P+ R
107 RVIPDIVPMVAYPPGEKT IDF SHGFGENTNIETVDYTAGAP IELTPNKEDHVEFE SP - - - FPECPLVARAVVHVTEGSYT VT DS VKGD BRELMAEVQPLTR 10

CENTRO

COOH
OTRAS e

NH2

FIGURA 3. Secuencias palindromicas y simetria estructural. Palindromo de la
rusticianina (PDB 1RCY) de Acidithiobacillus ferrooxidans (residuos A10-A107). La
mayoria de los residuos idénticos (en pardo hacia carboxilo y en verde hacia amino
respecto de la H57) poseen estructuras secundarias idénticas (57% de identidad de
estructura secundaria en el segmento 22-94). Por ejemplo, los residuos G48-P50/P67-
G69 y G35-K36/K81-G82 se ubican en las vueltas. Colores: azul, color por defecto del
segmento palindromico 22-94; Ciclo gris: histidina 57 (central); los otros grises,
residuos conservados en la alineacion, segun matriz blosum62. Los residuos frente a
espacios en las alineaciones se representan en hebras delgadas de color azul.
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FIGURA 4. Secuencias palindromicas y simetria estructural. Seis segmentos
palindrémicos no sobrepuestos en el citocromo f de Syneccocystis sp. Se puede apreciar
los segmentos palindromicos con sus residuos centrales en la secuencia destacados con
flechas y en gréafica de barritas, a manera de referencia en la estructura. Estos segmentos
muestran una apreciable simetria estructural.
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e Poseen un amplio intervalo de extension y porcentajes de identidad (5 a 200
residuos).

e Localizacion variable dentro de la secuencia.

e Es posible encontrar mas de una secuencia palindromica dentro de la proteina,
como también superposiciones de ellas.

e En el caso de las proteinas asociadas a cobre de las familias de la plastocianina
de Symechococcus sp y la rusticianina de Acidithiobacillus ferrooxidans, los
segmentos palindromicos no tienen una posicion relativa definida en la secuencia
respecto de los centros de cobre.

e Los veinte residuos aminoacidicos distintos pueden formar parte del palindromo.

e Se ha observado que hay secuencias reordenadas al azar que son capaces de
mostrar patrones palindréomicos.

e [os segmentos palindromicos 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-proteinas para lograr plegarse de
manera similar? ;Qué caracteristicas fisicoquimicas son relevantes en la
disrupcion/mantenimiento de la simetria estructural entre proteinas con similitud
antiparalela de secuencia? El estudio de estos palindromos 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 los residuos idénticos como de los
residuos distintos y las caracteristicas fisicoquimicas mds relacionadas con la simetria

del palindromo. El sistema palindromico escogido no debiera diferir en cuanto a las
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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, ayudando a acercar las aparentes contradicciones de los trabajos
mostrados hasta ahora.

En esta tesis se analiza la asociacion entre el porcentaje de identidad y la simetria de
estructura secundaria de estos segmentos en comparaciéon con segmentos tomados al
azar dentro de las mismas proteinas. Se revisa la importancia del orden de la secuencia
sobre la simetria estructural. Por otro lado, se evalta las posibles preferencias de
residuos en estos segmentos y su relacion con la simetria estructural. Se propone las
caracteristicas fisicoquimicas mas determinantes de la simetria estructural. En ultimo
término se discute sobre la génesis evolutiva y posible funcion de este tipo de

organizaciones de la estructura primaria en las proteinas.



2. HIPOTESIS

Las secuencias palindromicas dentro de las proteinas son capaces de adoptar una
estructura secundaria simétrica debido a la presencia de residuos idénticos en posiciones
equivalentes de sus extremos, mas que a los factores vecinos que puedan inducir a
mantener dicha simetria 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
fisicoquimicos insuficientes en algunos residuos para adoptar una estructura secundaria
idéntica al localizarse en la secuencia invertida de lado opuesto del palindromo, siendo

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

Demostrar que existe una relacion significativa entre el porcentaje de identidad
antiparalelo de las mitades del palindromo y su simetria de estructura secundaria, por

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

Demostrar que los residuos idénticos en las secuencias invertidas se asocian
significativamente con los eventos de simetria de estructura secundaria en los

palindromos, 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 fisicoquimicas que se correlacionan con la simetria de la

estructura secundaria.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Alineacion de dos secuencias aminoacidicas
Cada secuencia aminoacidica fue alineada con su respectiva secuencia invertida
usando el programa de Tatusova y Madden (1999) BLAST 2 SEQUENCES, ubicado en

la direccion http://www.ncbi.nlm.nih.cov/ . Los pardmetros fijados fueron programa

“blastp”; matriz “BLOSUM®62”, expectativa de 1.000.000. El resto de los parametros se
definen por omision. En este punto es necesario hacer notar que el uso de un
determinado programa de alineacion tiene como unico objetivo servir de detector de
segmentos aminoacidicos que tengan cierto porcentaje de identidad antiparalela sin que
importe la ponderacion que le otorgue la matriz de substitucion en uso. Por ello también

se asigno un valor altamente permisivo al pardmetro expectativa (FIGURA 2)

4.2. Eleccién de las secuencias proteicas a estudiar

Dada la falta de recursos de programacion, se restringio el analisis a un conjunto
de 73 proteinas de secuencias no redundantes y funciones asociadas a la actividad de
toxinas. Son de origen taxonomico heterogéneo y de estructura-funcioén en general bien
caracterizada, dado su alto interés biologico. Esto ultimo permitiria detectar la existencia
de segmentos palindrémicos coincidentes con sitios de importancia funcional en la

secuencia
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4.3. Eleccion de los segmentos palindromicos a estudiar

La alineacién de la secuencia de una proteina consigo misma invertida por el
método descrito en “Alineacion de dos secuencias aminoacidicas™ permitié obtener
alineaciones de diversas longitudes y porcentajes de identidad antiparalela (FIGURAS 1,
2 y 5) como también superposiciones de ellas (no mostrado) para las 73 secuencias no
redundantes estudiadas. A continuacién se eliminé todas las alineaciones que tuviesen
superposicion entre si (no mostrado) como también las alineaciones cuyas secuencias
con similitud antiparalela no fueran palindrémicas, es decir, no estuviesen consecutivas
en la misma alineacion (FIGURA 1, ejemplo del medio). Terminado este proceso,
quedaron 34 secuencias no redundantes que poseian 48 alineaciones palindrémicas no
sobrepuestas de diversas longitudes y porcentajes de identidad asignados por el
programa de alineacion. Las secuencias se detallan al final de este trabajo, en el

APENDICE.

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

En algunas de las 48 alineaciones palindromicas se corrigié los porcentajes de
identidad de manera de permitir que éstos expresaran exclusivamente el porcentaje de
identidad entre las dos mitades con similitud antiparalela, sin considerar los gaps
(segmentos donde no es posible comparar las estructuras secundarias de las secuencias)

ni los residuos centrales (cuya estructura secundaria siempre serd idéntica a si misma).
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CORRECCION DE PORCENTAJE DE IDENTIDAD DE SECUENCTA 0 IDENTIDAD PRIMARTA

id. prim =5/716(31%): 5 residuos idéntices de 16 comparables (en mayuscala)

query: 22 TFCYKWLNKISNERwlgCAkTC---TEIDTWNVYNKCCT 57
T C N E CKZC E H cCT

subjct:?7 TCCKNYYNWIDIET---CTKACIWRENS IKNLWKYCFT 42

FIGURA 5. Alineaciones y elecciéon de los palindromos a analizar. Se muestra como
ejemplo el resultado de la alineacion entre la toxina bucandina y su version invertida
tedrica (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 palindromicos no
sobrepuestos (no mostrado) no importando que indices 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 alineacion (en minusculas).
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Ninguna de las alineaciones con mas de 40% de identidad antiparalela de secuencia

contenia espacios (FIGURA 6).

4.5 Asignacion de estructura secundaria a las 34 secuencias seleccionadas

Dadas las coordenadas experimentales contenidas en el archivo PDB respectivo,
la grafica de las estructuras y la asignacion de estructuras secundaria se realizé usando
el programa RASMOL. Al igual que Park, Dietmann y col (2000), se simplifico los tipos

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

4.6. Preferencia de composicion aminoacidica en las secuencias palindrémicas

Para expresar las preferencias de composicion de residuos dentro de una
secuencia, Richardson y Richardson (1988) realizaron el conteo de residuos en una
posicion de determinadas caracteristicas. A continuacion normalizaron por la frecuencia
esperada correspondiente al porcentaje global de cada residuo en el total de secuencias
analizadas. Esta aproximacion supone que los residuos se distribuyen estocasticamente
para formar las secuencias de las proteinas. Sin embargo, dado que las secuencias
aminoacidicas reales han sido seleccionadas para cumplir funciones bioldgicas, todo el
espacio tedrico de configuraciones de secuencias se restringe a un espacio menor capaz
de cumplir con los requerimientos estructurales y funcionales de utilidad biolégica (Dill,
1990). Por lo tanto, no es suficientemente preciso suponer la total homogeneidad en la
distribucién de residuos para normalizar las frecuencias aminoacidicas observadas. Para

hacer esta normalizacién, es necesario respetar los patrones fisicoquimicos en los que los



18

query: 22 CY NETENEFw]lg TC-——TE IDT Y
T C ++H E CKZC E HN++ CT

subjct:?7 TCCENYYHWIDIET---CTKACGLWRENS IKNIWKYCFT 42

T C N E CKCE H cCT

<« IDIDDDDIDDDDIDGGGIDCDIDIDDDDIDDDDIDI =P

MECYRCGVSGCHLKITCSAEETFCYKWLNKI SHERWLGCAKTCTE IDTWHYYNKCCTTHLCHX

FIGURA 6. Identidad de estructura secundaria entre las mitades del palindromo 22-57
de la cadena “a” de la toxina bucandina y muestreo por el método de la ventana mévil.
En el recuadro superior se puede observar en color anaranjado los residuos en
conformacion de hebra beta; negro, no hebra beta ni hélice, mientras el rojo simboliza
hélice (ausente en el ejemplo). 13 residuos tienen la misma estructura secundaria, de los
16 comparables que hay en cada mitad del palindromo. En el recuadro inferior, se puede
apreciar que el palindromo (azul) constituye un patrén (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 andlisis) ubicados a ciertas distancias relativas entre si
en la secuencia proteica real. Durante el andlisis de las preferencias de composicién
aminoacidica en los palindromos, se respeté dichas distancias relativas usando una
ventana movil 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 continuaciéon se explica como se
aborda aqui este problema.

Un palindromo, como se define operacionalmente en este trabajo, son dos
segmentos aminoacidicos consecutivos, dentro de la secuencia de una proteina. capaces
de mostrar un porcentaje de identidad de secuencia determinado, sobre 10% en este
trabajo, al compararse entre si antiparalelamente. Tanto su longitud como el porcentaje
de identidad son variables (FIGURA 6).. Por lo tanto, cada uno de los 48 palindromos
representa un patrén de residuos idénticos, distintos y centrales (cuando el nimero de
letras mas espacios es impar habra siempre un residuo central).

Para obtener una muestra aleatoria como control de cada segmento palindréomico
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 detencién aleatorio por
muestra, se extrae un conjunto de residuos de la ventana viajera (FIGURA 6).

Este procedimiento conserva la posicidn relativa (biol6gica) de los residuos entre
si, por lo que la unica fuente de variabilidad proviene de los patrones de composicion
reales de la secuencia de origen.

En nuestro caso tenemos 48 palindromos reales de diversas longitudes
distribuidos en las 34 secuencias analizadas. Por lo tanto, una muestra control de los 48
palindromos reales consta de una ronda de 48 ventanas, cada una de longitud
aminoacidica igual a sus contrapartidas reales, detenidas aleatoriamente dentro de su
secuencia de origen respectiva, rescatando, sin modificar el orden de la secuencia, un
conjunto de residuos clasificados arbitrariamente en las categorias central (C), distinto

(D) e idéntico (I), segin se ubiquen en las mismas posiciones que los residuos asi
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clasificados en el palindromo real. Se elimina del conteo aquellos residuos que por
posicion enfrentan un espacio o gap (G) en el palindromo detectado por blast. Este
proceso se repitié 100 veces para obtener las 100 muestras control por categoria. A partir
de los conteos de estas muestras se obtuvo el promedio y la desviacién estandar del
conteo de cada uno de los veinte residuos en la respectiva categoria.

Conocidos estos parametros de distribucion (suponiendo distribucion gausiana)
es posible cuantificar cudn alejada esta la composicion palindréomica observada en los 48
palindromos de la esperada por azar por la férmula de la variable normal estandar:
(Comp.aa. categ palindromo - comp.aa; categ 100 controles)
/desv.est aa;_categ
Donde
Comp.aa._categ palindromo: composicién o conteo de un
residuo determinado en el total de palindromos dentro de

una categoria observada.

comp.aa; categ 100 controles: composicién o conteo promedio
de dicho residuo en las 100 muestras al azar dentro de la

misma categoria asignada arbitrariamente.

desv.est aa; categ: desviacidén estandar de la composicién o
conteo de dicho residuo entre las 100 muestras al azar

dentro de la misma categoria asignada arbitrariamente.



En el estudio de los 14 palindromos con mas de 40% de identidad antiparalela de
secuencia entre sus mitades, la metodologia fue la misma, salvo que se realizé 1000
muestras de 14 controles, uno para cada palindromo, en la respectiva secuencia de
origen.

Se considerd que un residuo es preferido o rechazado si el valor de la variable
normal estandar es superior a 1,64 o inferior a -1,64 desviaciones estandar
respectivamente (5% superior e inferior de la poblacién). Sin embargo, para efectos del
estudio de la asociacion entre identidad/no identidad entre residuos opuestos
equivalentes y las propiedades fisicoquimicas (punto 9, métodos) se definié “preferido™

a los 10 valores mas positivos de preferencias, y “rechazados” al resto.

4.7. Significacién estadistica de la relacion entre la frecuencia de eventos de
simetria estructural de los palindromos y intervalo de porcentaje de identidad
antiparalela de secuencia: Controles al azar de simetria estructural

Se selecciond al azar, a modo de control, un segmento de igual longitud de cada
palindromo detectado, en la misma secuencia de origen. Se eliminé de la comparacion
de estructura secundaria aquellos residuos que en el palindromo original enfrentaban
gaps, residuos centrales, posiciones con letras distintas al cddigo aminoacidico de una
letra, se separd estos segmentos control segin los porcentajes de identidad de los
palindromos originales, se midi6 el porcentaje de identidad de estructura secundaria
entre las mitades de los segmentos en tres intervalos de porcentajes de identidad de
secuencia: [10%, 30%[, [30%, 40%[ y [40%, 100%][. Se evalud la significacion de la

asociacion entre la simetria estructural y el intervalo de porcentaje de identidad
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antiparalela de secuencia usando la prueba del xz (nivel de significacion=0,05, xz
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4.8. Asociacion entre la presencia de residuos idénticos o distintos y la identidad de
estructura secundaria observada en el intervalo 40-100% de identidad antiparalela
En este punto se pregunta si, dados dos residuos enfrentados en el palindrome, ya
sea idénticos o distintos, qué relacion con la simetria de estructura secundaria se observa
entre ellos.
Dentro del intervalo con mayor significacion de simetria de estructura secundaria, el
intervalo 40-100 % de identidad antiparalela de secuencia, y dado el bajo numero de
datos, no era posible un analisis significativo de la simetria de la estructura secundaria
para cada uno de los veinte residuos al ser enfrentado al lado opuesto del palindromo por
un residuo idéntico o distinto. Por lo tanto se fusioné los eventos individuales en las
categorias idénticos y distintos, las que representan respectivamente cuando un residuo
cualquiera estd enfrentado a un residuo idéntico o diferente al lado opuesto del
palindromo, siempre que la comparacion estructural sea pertinente (ver asignacion de
estructura secundaria en métodos y FIGURA 7). Para cada una de estas dos categorias
de residuos idénticos/distintos, se contabiliza los eventos de simetria de la estructura
secundaria (igual o distinta estructura secundaria). Esta clasificacion de los datos genera
una tabla de cuatro categorias: residuos idénticos con igual o distinta estructura, y
residuos distintos con igual o distinta estructura secundaria. La significacién de la

asociacion entre identidad del residuo y simetria de estructura se evalué usando las
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FIGURA 7. Clasificaciones de estructura secundaria y definiciones de residuos idénticos
o distintos antiparalelos de un palindromo. Se denomina residuos idénticos antiparalelos
cuando el mismo residuo ocupa sitios equivalentes y opuestos dentro del palindromo;
residuos distintos antiparalelos, cuando residuos distintos ocupan lugares equivalentes y
opuestos dentro del palindromo. Se define simetria cuando dos sitios equivalentes y
opuestos poseen la misma estructura secundaria.



pruebas de ¥* v de probabilidad exacta de Fischer con la condicién de que en ambas

resulte por sobre el 5% requerido para considerarse que la asociacién es significativa.

4.9. Relacién entre las propiedades fisicoquimicas del residuo y la simetria de
estructura secundaria al enfrentar un residuo idéntico o distinto al lado opuesto

En esta parte se pregunta si hay ciertas caracteristicas fisicoquimicas de los
residuos que se asocien significativamente con el mantenimiento de la estructura
secundaria al lado opuesto del palindromo, dado un evento de residuos idénticos o
distintos antiparalelamente.

En este caso, se contabiliza la totalidad de eventos en que frente a un residuo
determinado, no central en el palindromo, se mantiene la estructura secundaria en la
secuencia invertida, cualquiera sea la identidad del residuo que ocupe el sitio equivalente
al lado opuesto.

Cada residuo en si puede representarse por varios parametros fisicoquimicos:
tamafio, ramificaciones, propensién de estructura secundaria, carga, hidrofobicidad, y
otras caracteristicas que podrian influir en el mantenimiento de la simetria de estructura
secundaria si dicho residuo es reemplazado o mantenido al lado opuesto del palindromo.

http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/show_advanced_dbget?aaindex, es la base de datos

de indices aminoacidicos Aaindex de Shuichi, Ogata y col (1999) se encuentran
tabulados aproximadamente 400 indices. De estas 400 tablas, se eliminé aquellas con
datos faltantes para algin aminoacido. Se ordeno los veinte residuos de menor a mayor
segun sus respectivos valores para un determinado indice. A continuacién se reordend

del mismo modo los datos de simetria versus mantenimiento de identidad. Los diez
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residuos con valores menores de dicho indice y sus respectivos datos fusionados de
simetria y mantenimiento de identidad, se definen con una magnitud baja de dicho
indice o parametro; los diez siguientes, con una magnitud alta de dicho pardmetro. En
esta etapa se elimino las tablas en que el décimo residuo tuviese el mismo valor que el
undécimo, para evitar la asignacién arbitraria de un residuo dentro del grupo de
magnitud baja o alta.

Sea un grupo de residuos con magnitud alta para un indice cualquiera. Para
considerar que dicho grupo posee una mayor capacidad de mantener la simetria de
estructura secundaria al encontrarse un residuo idéntico al lado opuesto del palindromo,
es necesario, como minimo, que el nimero de eventos simétricos sea superior al de
eventos no simétricos de este grupo. Simultineamente, el grupo de residuos con baja
magnitud para el mismo indice debiera exhibir un nimero de eventos de simetria inferior
a los casos de no simetria. Por lo tanto, debiera cumplirse que:

(simetria alto indice+asimetria bajo indice)>(simetria bajo indice+simetria alto indice)
Se definird como +1 si el indice alto es més “simétrico” para pares de residuos idénticos
o distintos, y —1 de lo contrario.

Donde:

simetria alto indice: total de eventos en que los residuos con indice alto presentan igual
estructura secundaria al lado opuesto equivalente del palindromo, ya sea que se

enfrenten residuos idénticos o distintos.

asimetria bajo _indice: total de eventos en que los residuos con indice bajo presentan

distinta estructura.



simetria bajo indice: total de eventos en que los residuos con indice bajo presentan igual
estructura.

asimetria bajo indice: total de eventos en que los residuos con indice bajo presentan

distinta estructura.

La presencia de pares de residuos distintos a ambos lados del palindromo se
analiza del mismo modo.

El sentido de esta desigualdad (+1, -1) nos indica el sentido de este balance, pero
no su significacién estadistica. Se evalué la significacién estadistica de la relacion entre
la magnitud del indice en estudio y el mantenimiento de estructura secundaria, dado dos
residuos idénticos o distintos enfrentados en el palindromo. Se aplicé las prucbas de vy
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 consideré
meritorio realizar una excepcién. En los casos de los parametros de preferencia para
residuos iguales/distintos obtenidos en este mismo trabajo (ver métodos) no todos los
parametros (a saber: preferencias de residuos idénticos, preferencias de residuos
intercambiados, preferencias centrales) lograron ser significativos por la prueba de
Fischer y ¥* simultaneamente. En este caso se aceptd que, por lo menos, superaran una
de las dos pruebas para incluirlos en la discusion. Esta concesion se hizo en
consideracion de que los datos de las preferencias se obtuvieron independientemente, y
que, por lo tanto, cualquiera de las pruebas estadisticas que fuera superada seria un

indicador confiable de asociacion significativa.
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4.10. Origen nucleotidico de las secuencias palindrémicas aminoacidicas

Se obtuvo de la direccidn http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ los segmentos nucleotidicos

genémicos que especifican las mitades de los segmentos palindrémicos del intervalo 40-
100% de identidad antiparalela de secuencia. Con el fin de medir si el DNA que codifica
una mitad del palindromo podria, por complementariedad de bases, codificar la otra
mitad, se evalué la hibridacién entre ambos segmentos codificantes, en la direccion

http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/dna/form1.cgi. usando el progra-

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

5.1 Demostrar que existe una relacion significativa entre el porcentaje de identidad
antiparalelo de las mitades del palindromo y su simetria 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 palindromicos es causado
por la presion del contexto estructural en que se encuentran incluidos, se comenzé por
evaluar esta suposicion. Si es verdadera, los palindromos debieran mostrar porcentajes
de identidad de estructura secundaria comparables a los que poseeria un conjunto
aleatorio de segmentos aminoacidicos extraidos de las mismas secuencias de origen.

Por lo tanto, para cada uno de los 48 segmentos palindromicos, se eligid
aleatoriamente un segmento control de la misma longitud en la misma proteina de origen
y se compar® sus porcentajes de identidad de estructura secundaria por intervalos de
porcentaje de identidad antiparalela del palindromo, tal como se observa en la TABLA 1
y 2.

En la FIGURA 8 es posible apreciar que al sumar los datos de todas las
secuencias pertenecientes al intervalo de porcentaje de identidad antiparalela de 40-
100%, el nimero de veces que dos sitios equivalentes y opuestos poseen la misma
estructura secundaria es significativamente mayor en los palindromos que en las

secuencias control respectivas (o=0,05, xz critico = 3,84, FIGURA 8).



TABLA 1

FRECUENCIA DE IDENTIDAD DE ESTRUCTURA SECUNDARIA (SIMETRIA) DE RESIDUOS
PALINDROMICOS V/S RESIDUOS CONTROL

Rango % Total Total Significacion
identidad eventos eventos diferencia
Chi-2 antiparalela Total eventos  simetria simetria alfa=0,05
observado secuencia estudiados controles  palindromos  chiZerit=3,84
0.45 [10-30] 309 135 117 NO
0,04 [30-40f 188 94 96 HO
5,38 [4D-100] 64 39 51 Si




TABLA 2

DE SECUENCIAS PALINDROMICAS V/S SECUENCIAS CONTROL

Rango % Total
identidad Secuenciags  Igual simetria  Secuencias comparaciones
antiparalela controi controles v palindromo palindromo
gecuencia més simétricag  palindromos  mas simétricas  vis controles
[0-30] 6 3 8 17
[30-40] 7 2 8 17

[40-100] 2 5 7 14

30

COMPARACION DE PORCENTAJES DE IDENTIDAD DE ESTRUCTURA SECUNDARIA (STMETRIA)
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FIGURA 8. Dependencia del porcentaje de identidad de estructura secundaria respecto
del porcentaje de identidad antiparalela de secuencia entre las dos mitades de un
palindromo. Grafico superior: Se compara la estructura secundaria de residuos ubicados
en posiciones exactamente opuestas dentro del palindromo (columnas rojas) respecto del
mismo pardmetro observado en segmentos de la misma longitud y la misma secuencia
de origen tomados al azar (columnas verdes) a distintos intervalos de porcentaje de
identidad antiparalela de secuencia. Grafico inferior: Se puede apreciar que, en ¢l
intervalo [40%-100%], la simetria de estructura secundaria es significattvamente mayor
en los palindromos que en los controles segtn la prueba del ¥* (nivel de significacién =
0,05, ¥* critico = 3,84).
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Esta diferencia significativa no debiera ser producto de un aporte
excepcionalmente numeroso de residuos simétricos por parte de unas pocas secuencias
palindrémicas ya que, segin se observa en la TABLA 2, baja consistentemente la
cantidad de secuencias control con simetrias superiores a la de sus respectivos
palindromos dentro del intervalo [40-100%].

Se puede concluir que la palindromia en el intervalo 40-100% en si es una
condicién que se relaciona significativamente con el aumento de la simetria de
estructura secundaria de los segmentos palindromicos por sobre lo observado en
segmentos aminoacidicos de la misma longitud escogidos al azar. Esto implica que el
contexto estructural que rodea un segmento palindromico en el intervalo 40-100% no
posee la suficiente capacidad de inducir el simetria de estructura secundaria que puede
inducir en conjunto con la condicién de palindrémico del intervalo 40-100% de dicho

segmento.

5.2 Demostrar que los eventos en que se enfrentan residuos idénticos se asocian
significativamente con los eventos de simetria de estructura secundaria en los
palindromos

Dentro de los modelos de prediccion de la estructura secundaria de las proteinas,
existe una corriente iniciada por Nishikawa y Ooi (1982) que atribuye principalmente a
la composicién de residuos de una proteina las proporciones de estructura secundaria de
dicha proteina. Esto implica que dos proteinas de la misma composicién de residuos
mostraran la misma composicién 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 palindromicas del
intervalo 40-100%, sea la convergencia en una composicion aminoacidica similar entre
las mitades del palindromo lo que induce la simetria significativa en la estructura
secundaria y no el hecho de conservar un orden invertido de sus secuencias. Asi, la
condicién de idéntico o distinto entre residuos de posicion equivalente a los lados
opuestos del palindromo no debiera ser una caracteristica que discrimine
significativamente entre residuos de igual y distinta estructura secundaria. Es decir, si el
orden invertido de la secuencia es irrelevante respecto de la composicién para
determinar la simetria de los palindromos, los eventos de simetria estructural
antiparalela debieran repartirse de manera parecida entre los eventos de residuos
idénticos y los eventos de residuos distintos.

Para evaluar si hay asociacion significativa entre identidad de estructura
secundaria y mantenimiento de identidad, se conto los eventos de simetria de estructura
secundaria en el grupo de residuos idénticos y distintos y se midié la significacion
estadistica a través de las pruebas de y° v de la probabilidad exacta de Fischer (TABLA
3).

Para la prueba del ’, se fijé un nivel de significacion de 0,05, lo que determind
un y° critico = 3,84 y un ¥* observado de 6,3. Por la prueba de la probabilidad exacta de
Fischer se fijo 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
namero de eventos de identidad de estructura secundaria al lado opuesto del palindromo

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

IDENTIDAD DE ESTRUCTURA SECUNDARIA PARA PALINDROMOS DEL
INTERVALO 40-100% DE IDENTIDAD ANTIPARALELA DE SECUENCIA
Simeétrica Simétrica Asimétrica Asimétrica

IDENTICO  DISTINTO IDENTICO DISTINTO

A 3 2 - -
& . 2 . -
D 3 - 2 -
E 1 2 - -
F - -

G 4 - - -
H 1 1 - &
I . 1 ; 3
K 3 2 - -
L 2 1 1
M 1 - -
N 2 1 1 -
P 6 1 - 2
Q < . . -
R = - -
s 1 1 1 -
T 2 - - 1
1 - 3 - 2
w 2

Y 2 - 1

TOTALES 31 19 4 10
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FIGURA 9. Relacién entre la conservacion de estructura secundaria y el mantenimiento
de la identidad en secuencias palindromicas con mas de 40% de identidad antiparalela de
secuencia entre sus dos mitades. Se encontr6é que un residuo perteneciente a una de las
mitades de un palindromo presenta significativamente una mayor simetria de estructura
secundaria respecto del residuo opuesto del palindromo cuando son idénticos (W) que
cuando son distintos (= ) ( i critico = 3.84 < +* observado = 6,3 , nivel de significacion
= (),05; por prueba de Fischer, 0,05 > p=0,0219).
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Sobre la base de este resultado, se puede afirmar que cuando hay dos residuos
idénticos en sitios equivalentes y opuestos del palindromo, dichos residuos tienden a

tener simetria de estructura secundaria.

5.3 Demostrar que entre los residuos idénticos y los distintos existen preferencias de
residuos por sobre lo esperado por azar

Segun lo expuesto en la introduccidon, se ha observado que algunas retro-
secuencias sintetizadas artificialmente no tienen, en la mayoria de los casos, la
capacidad de mantener la misma estructura que muestra la secuencia nativa. Esto podria
explicarse por la existencia de algunos residuos con incompatibilidad para mantener la
misma estructura secundaria en la secuencia invertida. Por otro lado, los palindromos
con mayor porcentaje de identidad antiparalela presentan una mayor simetria de
estructura secundaria. Se podria plantear una explicacion 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 secuencia invertida.
Es decir, podrian existir residuos capaces de mantener la simetria y residuos incapaces
de mantener la simetria de estructura secundaria en una secuencia invertida. Si esta
simetria de estructura secundaria es una caracteristica biolégicamente necesaria, también
se puede pensar que exista una seleccion bioldgica que tienda a privilegiar la existencia
de pares de residuos idénticos o distintos que permitan esta simetria de estructura
secundaria dentro de los segmentos palindromicos.

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

palindromos en las secuencias podria 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 palindromos en secuencias de proteinas reales, como,
ademas, la existencia de palindromos en secuencias construidas al azar.

Por todo lo anterior se hizo necesario evaluar en este objetivo si la composicion
de residuos observada en los segmentos palindromicos es la misma que la esperable por
azar dada la composicion y la distribucion de residuos en las proteinas que los contienen.

En este punto es preciso, segin se detalla mas extensamente en los métodos,
definir los términos “composicién” y “distribucién”. En el caso de la composicion, si el
proceso de formacion de palindromos es al azar, es comprensible concluir que los
residuos mas abundantes dentro de las proteinas en estudio tenderdn a estar
mayoritariamente presentes en la composicion de los palindromos respectivos. Sin
embargo, la distribucién de residuos en las secuencias aminoacidicas no constituye una
combinatoria homogénea, sino que presenta ciertos patrones que persiguen la utilidad
estructural y funcional de la proteina (Dill, 1990). Asi que, para evaluar la participacién
del azar en las secuencias palindrémicas, es necesario definir en términos operacionales
qué es azar dentro de las 48 secuencias aminoacidicas reales, que no han sido

construidas estrictamente al azar.

5.3.1 Caracterizacion de la poblacion de residuos observada en las secuencias de
origen con un muestreo tipo ventana moévil

Como resultado del procedimiento realizado en los métodos, (“Preferencia de
composicion de residuos en las secuencias palindromicas™), se logré la determinacion de

la media y desviacion estandar de la distribucion de frecuencias de cada uno de los
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veinte residuos por categoria (centrales, distintos, idénticos, ver ejemplo en FIGURA
10). Respecto de esta poblacion se pudo comparar la frecuencia observada de residuos
por categoria dentro de los palindromos reales.

Para determinar si las preferencias a encontrarse entre los residuos idénticos y
distintos se asocian con una mayor simetria de estructura secundaria, en el objetivo
siguiente, se considerara 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, segin se adelanta en los Métodos, y se desarrolla a continuacién.

5.3.2 Determinacién de las preferencias de residuos que mas se observa entre los
residuos idénticos o distintos respecto de las poblaciones caracterizadas

En esta seccion, se muestra tres tablas con los resultados. Béasicamente, responden
con qué preferencia (pardmetro z normalizado) los residuos tienden a encontrarse entre
los pares de residuos idénticos o entre los pares de residuos distintos en las secuencias
palindrémicas en estudio. La TABLA 5 corresponde a los datos de preferencias de
residuos segun mantenimiento de identidad dentro del intervalo 40-100%, es decir el
intervalo de palindromos que mostré mayor simetria. Como control, se sustrajo a los
valores de esta tabla las preferencias observadas en el total de 48 palindromos (TABLA
4) dado que estos globalmente no presentan una simetria significativamente mayor que
los segmentos control al azar. Los resultados de esta sustraccion estan en la TABLA 6, y
reﬂejan, por lo tanto, si hay preferencias dentro de las categorias de residuos centrales ,
distintos e idénticos que podrian ser responsables del mayor grado de simetria respecto

de las secuencias palindrémicas no simétricas.
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FIGURA 10. Caracterizacién de la distribucién de frecuencias de residuos en mil
muestras tomadas al azar a través de una ventana mdvil. A modo de ejemplo, se puede
observar la distribucion 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 moviles moldeados con los patrones de residuos idénticos/distintos/

las ventanas méviles (preferidos), en verde, los que estan a 1,64 desviaciones por debajo
(rechazados) figurando el resto con calipso (indiferentes). centrales de los palindromos
del intervalo 40-100%. Esta ventana se detiene al azar en la misma secuencia que
generé el palindromo respectivo para extracr en cada una de las mil detenciones una
seleccion arbitraria de residuos (subindices) i: idénticos, ¢: centrales, d: distintos.
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TABLA 4

PREFERENCIAS EN LA COMPOSICION DE LAS 48 SECUENCIAS
PALINDROMICAS EN LAS 34 SECUENCIAS ESTUDIADAS

Preferencia Preferencia Preferencia

del residuo del residuo del residun

a clasificar a clasificar a clasificar
comao como Como

IDENTICO

CENTRAL
27V i

_DISTINTO

Las composiciones observadas de los residuos clasificados como residuos idénticos,
distintos y centrales muestran desviaciones respecto de la composicion esperada al tomar
segmentos aleatorios donde se asignan arbitrariamente por posicion las mismas
clasificaciones. El codigo de colores muestra cudndo un residuo muestra un valor sobre
5% superior (preferido) o inferior (rechazado) de la poblacion de controles observada
para su respectiva categoria (1,64 desviaciones estandar, suponiendo distribucion
normal). Se puede observar que no todos los residuos tienen la misma probabilidad de
aparecer dentro de un palindromo. Es posible que dentro de estos residuos primen los
que usualmente forman parte de repeticiones, no necesariamente relacionados con la
formacion de palindromos simétricos.
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TABLA 5

PREFERENCIAS EN LA COMPOSICION DE LAS SECUENCIAS
PALINDROMICAS DEL INTERVALO 40-100%

Preferencia Preferencia Preferencia
del residun del residun del residuo
a clasificar a clasificar a clasificar

como como como
IDENTICO

Preferencias en la composicion de las 14 secuencias palindrémicas del intervalo 40-

100% de identidad antiparalela en las 34 secuencias estudiadas. Igual cédigo de colores
que en la TABLA 4.
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TABLA 6

PREFERENCIAS EN LA COMPOSICION DE LAS SECUENCIAS
PALINDROMICAS DEL INTERVALO 40-100%, CON SUBSTRACCION DE

LAS ASIMETRICAS
Prefarencia Preferencia Preferencia
del residuo del residuo del residuo
a clasificar a clasificar 3 clasificar
como

IDENTICO

Diferencia entre las preferencias de composicion de los 14 palindromos del intervalo 40-
100% de identidad antiparalela de secuencia (simétricos estructuralmente) respecto de
las preferencias observadas en los 48 palindromos (sin simetria global significativa).
Igual codigo de colores que las dos TABLAS anteriores. Residuos como C, P, V, A, W,
T, Y, G, H, R tienden a intercambiarse entre si con alta frecuencia. Analogamente,
residuos como D, T, K, E, L, A, M, P, V, H, tienden a encontrar 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 fisicoquimicas que se asocian con el mantenimiento de la simetria de la
estructura secundaria

Dentro de nuestro sistema palindrémico (FIGURA 7) un residuo idéntico es un
residuo que se encuentra al lado opuesto del palindromo; uno distinto, cuando dicho
residuo es reemplazado por otro distinto al lado opuesto. Es posible que algunos
residuos sean incompatibles con la misma estructura secundaria en la secuencia invertida
debido a ciertas caracteristicas fisicoquimicas mas marcadas. Suichi, Ogata y col. (1999)
publicaron una base de datos con aproximadamente 400 indices fisicoquimicos para los
veinte residuos. Estos indices, més los indices calculados en el objetivo anterior de
Preferencias entre residuos idénticos y entre residuos distintos y el de Preferencia de
Centrales en Secuencias Palindrémicas del intervalo [40-100%)] (tres indices en total)
fueron utilizados en el objetivo presente.

En la TABLA 7 se puede apreciar los datos de simetria (simétrica/asimétrica)
para el mantenimiento de la identidad (residuos idénticos, residuos distintos) y el tipo de
residuo en coédigo de una letra. Claramente, el nimero de eventos recopilados en este
trabajo es insuficiente para detectar de manera directa el residuo ideal para el
mantenimiento de la simetria de estructura secundaria del palindromo. De todos los
residuos, la prolina parece ser uno de los residuos mas adecuados para mantener la
simetria de estructura secundaria con el mantenimiento del residuo al lado opuesto. Sin
embargo, todavia el niimero de eventos es insuficiente para determinar directamente el

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

SIMETRIiA DE ESTRUCTURA SECUNDARIA ASOCIADA A LA IDENTIDAD
DE UN PAR DE RESIDUOS ENFRENTADOS UBICADO EN CUALQUIER
SITIO DEL PALINDROMO

ESTRUCTURA SECUNDARIA
SIMETRICA ASIMETRICA
RESIDUO RESIDUO RESIDUO  RESIDUO
IDENTICO DISTINTO IDENTICO DISTINTO

<S4 TOoOTEZEr-E_TOTMOAE
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Para compensar esta carencia de datos, se procedié a fusionarlos en dos
categorias, las con residuos de indice alto y bajo. Los veinte residuos son ahora dos
residuos representativos para cada indice, uno con indice alto y otro con indice bajo. Los
datos de simetria estructural para los residuos idénticos y distintos también estin
fusionados.

A continuacién se determind qué parametros se relacionan significativamente
con la simetria para un par de residuos idénticos o distintos, para lo cual se establecié un
nivel de significacion sobre el 5% con las pruebas de Fischer (p = 0,05) y xz (valor

critico = 3,84, gl = 1).

5.4.1 Perfil de los residuos que al mantenerse idénticos muestran estructuras
secundarias mas simétricas

Se puede observar en la TABLA 8, que hay un conjunto de 14 propiedades
significativas para el mantenimiento de la simetria 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 indice bajo o alto.

Cuando el nimero de hidratacion (H114) es elevado en un residuo determinado,
es significativamente mas probable la asimetria de estructura secundaria (-1) con la
identidad que cuando dicho indice es bajo.

Asi, se puede apreciar que un residuo grande (+1/P059), de baja polaridad (-
1/H400), presente comunmente en la hebras beta (+1/A274), de alto punto isoeléctrico

(+1/H401), de baja mutabilidad (-1/P065,-1/P135), de alta energia libre de transferencia
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desde el vapor al agua neutra (+1/H392) tenderd a mantener mas la simetria de
estructura secundaria al ser idéntico. Se puede apreciar también que mientras mas
preferido sea este residuo entre los residuos que forman pares de residuos distintos
(+1/Preferencias entre residuos distintos del intervalo 40-100% de identidad antiparalela
de secuencia, objetivo anterior en este trabajo), es significativamente mas probable el
mantenimiento de la estructura secundaria con la identidad. No hubo una asociacion
importante con los otros dos indices de preferencia obtenidos en este trabajo.

Por lo tanto, la primera aproximacion de estos resultados sugiere que un residuo
del tipo hidrofébico tendera a mantener la misma estructura secundaria al ser idéntico en
la secuencia invertida del lado opuesto del palindromo. Consecuentemente, cuando
dicho tipo de residuos forma pares de residuos distintos, el sistema tiende a mantener
(+1/Preferencias entre Distintos) en el residuo reemplazante el alto indice de
hidrofobicidad.

Por otro lado, dada la propension de estos residuos hidrofobicos a formar hebras
beta (+1/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 sera del tipo
hidrofébico también (+1/Preferencias entre residuos distintos).

Para cada indice tenemos diez residuos con indice alto y diez con indice bajo.
Dado que cada uno de estos ordenamientos cumple con un nivel de significacion
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 asociacion con la simetria de estructura secundaria de los residuos idénticos.
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No hay dentro de estas 12 propiedades, en rigor, ninguna con mayor significacion que
otra. A modo de aproximacién gruesa a la identificacién de cudles residuos presentan
indices (altos o bajos) permisivos de la simetria de estructura secundaria al mantener la
identidad, es posible cuantificar qué residuos aparecen mds frecuentemente exhibiendo
indices altos o bajos favorables a la identidad simétrica en el total de las doce

separaciones distintas:
12P>11G>10L>9V,A>8K,F>7Y,R,C>6W,1>5M>4T,E>3Q, H> IN> 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 aspartico
no aparecen en ninguna de ellas. Si seguimos con el 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 contrario.

5.4.2 Perfil de los residuos que al enfrentarse a un residuo distinto muestran
estructuras secundarias mas simétricas

Como se muestra en la TABLA 9 se encontr6 34 propiedades significativas. De
ellas, 25 correspondian a separaciones distintas. Cuando un residuo presenta baja
preferencia en el extremo amino de o-hélices (+1/H326) bajo numero de hidratacién
(+1/H114), de baja energia libre (AG) de transferencia a la superficie (+1/H014), baja
frecuencia en las vueltas o final de hebras beta (+1/0374, +1/P282), baja presencia en
hélices alfa (+1/A259), baja polaridad (+1/H400), dicho residuo distinto probablemente

presentard también una menor simetria de estructura secundaria en la secuencia
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palindromica al enfrentarse a otro residuo distinto al lado opuesto del palindromo. En la
misma situacion se encontraria un residuo grande (-1/P399), frecuente en estructuras
extendidas o hebras beta (-1/B368, -1/B020, -1/B172, -1/B345, -1/A274, -1/B102), o de
alta retencion en HPLC (-1/H179, -1/H178).

Cabe destacar que los residuos con una alta Preferencia entre residuos con
identidad antiparalela (indice 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 relacion alcanza a ser
significativa con la prueba de Fischer (p = 0,04172 < 0,05) pero no con la de v (o
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 simetria de estructura secundaria (p Fischer
significativo = 0,03909 < 0,05; 12 observado no significativo = 3,5536 < 3,83).

Nuevamente, se puede proponer el siguiente bosquejo de cudles residuos
presentan mds frecuentemente simetria al enfrentarse con residuos distintos, por el
conteo de los residuos que aparecen mas frecuentemente exhibiendo indices favorables

(va sea altos o bajos) en el total de las veinticinco separaciones no redundantes:
22K, D>21E>19N,C,A>18H>16Q,G> 155, R> 11W>8M > T7F > 6Y > SL >4V, T>3P > 11

En esta serie se observa que en 22 de las 25 separaciones no redundantes
aparecen la lisina y el aspartato con indices permisivos para la formacion de pares de
residuos distintos con simetria de estructura secundaria, mientras la prolina en tres y la
isoleucina en uno. Es decir, al enfrentarse a residuos distintos, paral, P, T, V, L, Y, F,

M, W, R (apartando arbitrariamente S), debe ser mas dificil encontrar entre los 19
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residuos restantes un reemplazante que logre mantener la simetria de estructura

secundaria.



TABLA 8
RELACION ENTRE LA MAGNITUD DE LOS iNDICES

Y LA SIMETRIA DE ESTRUCTURA SECUNDARIA CON LA IDENTIDAD DE LOS RESIDUOS

Identidad
R Reduce (-1)
X Aumenta(1)
simet-

fischer identidad Simetria
p (obs+ext) vis si indice
identidad. ordenacién es Alto DESCRIPCION DEL INDICE
0,00065847 6,77419355 -1 H373 TANS770108 Normalized frequency of Zr (Tanaka-Scheraga, 1977)Macromolecules 10, 9-20 (1977)
0,00384651 4,78178368 -1 H114 HOPA770101 Hydration number (Hopfinger, 1971), Cited by Charton-Charton (1982) Wiley, New York (1977)
0,00384651 4,78178368 -1 H400 ZIMJB680103 Polarity (Zimmerman et al., 1968)J. Theor. Biol. 21, 170-201 (1968)
0,00384651 4,78178368 -1 P065 DAYM780201 Relative mutability (Dayhoff et al., 1978a)In "Atlas of Protein Sequence and Structure”, National Biomedical Research Foundatiol
0,00384651 4,78178368 -1 P135 JOND920102 Relative mutability (Jones et al., 1992)CABIOS 8, 275-282 (1992)
0,00384651 4,78178368 -1 0173 MAXF760103 Normalized frequency of zR (Maxfield-Scheraga, 1976)Biochemistry 15, 5138-5153 (1976)

0,0051 47818 1 A274 QIAN880117 Weights for beta-sheet at the window position of -3 (Qian-Sejnowski, 1988)J. Mol. Biol. 202, 865-884 (1988)
0,00512868 4,78178368 1 H392 WOLR810101 Hydration potential (Wolfenden et al., 1881)Biochemistry 20, 849-855 (1981)
0,00512868 4,7817 1 Preferencias entre residuos distintos en secuencias palindromicas con mas de 40% de identidad antiparalela de secuencia
0,00512868 4,26523297 1 P059 COHE430101 Partial specific volume (Cohn-Edsall, 1943)"Protein, Amino Acid, and Peptides", Reinhold, New York (1943)
0,00629445 536290323 1 H401 ZIMJE680104 Isoelectric point (Zimmerman et al., 1968)J. Theor. Biol. 21, 170-201 (1968)

0,00641085 4,26523297 -1 H110 GRAR740101 Composition (Grantham, 1974)Science 185, 862-864 (1974)
0,00641085 4,26523297 -1 H371 TANS770106 Normalized frequency of chain reversal D (Tanaka-Scheraga, 1977)Macromolecules 10, 9-20 (1977)
0,00894916 3,97834189 -1 C301 RACS820105 Average relative fractional occurrence in EO(i) (Rackovsky-Scheraga, 1982)Macromolecules 15, 1340-1346 (1982)

0¢



TABLA 9

RELACION ENTRE LA MAGNITUD DE LOS INDICES

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

2
4
Simet-pares
Fischer distint.

P (obs+ext) v/s
Pares
distint. Ordenacion

5,065E-05 8,033241

5,2308E-05 8,033241

5,2308E-05 8,033241

0,00010239 6,86842105
0,0001023¢ 6,86842105
0,00010635 8,033241

0,00010635 6,86842105
0,00020952 5,81453634
0,00040086 8,033241

0,00040086 6,86842105
0,00040086 6,86842105
0,00225159 4,04955679
0,00255689 6,19579463
0,00285536 6,19579463
0,00345368 4,04955679
0,00345368 4,04955679
0,00347186 5,0576555
0,00347186 5,0576555

0,00347186 4,04955679

Pares distint.

Reduce (-1)
Aumenta(1)

Simetria
si indice

es Alto

1
o
4
1
1
4
-1
o
-1
-1
-1
1
1
1
4
1
-1

DESCRIPCION DEL INDICE

H326
H179
PO78
HO14
H388
H178
P399
B368
B020
HO12
H402
0370
H329
A310
H114
0051
C201
C208

H392

RICJ880105 Relative preference value at N2 (Richardson-Richardson, 1988)Science 240, 1648-1652 (1988)
MEEJ800102 Retention coefficient in HPLC, pH2.1 (Meek, 1980)Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 1632-1636 (1980)
FAUJ880101 Graph shape index (Fauchere et al., 1988)Int. J. Peptide Protein Res. 32, 269-278 (1988)
BULH740101 Transfer free energy to surface (Bull-Breese, 1974)Arch. Biochem. Biophys. 161, 865-670 (1974)
WOEC730101 Polar requirement (Woese, 1973)Naturwiss. 60, 447-459 (1973)

MEEJ800101 Retention coefficient in HPLC, pH7.4 (Meek, 1980)Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 1632-1636 (1980)
ZIMJ680102 Bulkiness (Zimmerman et al., 1968)J. Theor. Biol. 21, 170-201 (1968)

TANS770103 Normalized frequency of extended structure (Tanaka-Scheraga, 1977)Macromolecules 10, 9-20 (1977)
BURA740102 Normalized frequency of extended structure (Burgess et al., 1974)Isr. J. Chem. 12, 239-286 (1974)
BROC820101 Retention coefficient in TFA (Browne et al., 1982)Anal. Biochem. 124, 201-208 (1982)

ZIMJ680105 RF rank (Zimmerman et al., 1968)J. Theor. Biol. 21, 170-201 (1968)

TANS770105 Normalized frequency of chain reversal S (Tanaka-Scheraga, 1977)Macromolecules 10, 9-20 (1977)
RICJB80108 Relative preference value at N5 (Richardson-Richardson, 1988)Science 240, 1648-1652 (1988)
RACS820114 Value of theta(i-1) (Rackovsky-Scheraga, 1982)Macromolecules 15, 1340-1346 (1882)
HOPA770101 Hydration number (Hopfinger, 1971), Cited by Charton-Charton (1982) Wiley, New York (1977)
CHOP780214 Frequency of the 3" residue in turn (Chou-Fasman, 1978b)Adv. Enzymol. 47, 45-148 (1978)
NAKH900105 AA composition of mt-proteins from animal (Nakashima et al., 1990)PROTEINS 8, 173-178 (1990)
NAKH900112 Transmembrane regions of mt-proteins (Nakashima et al., 1990)PROTEINS 8, 173-178 (1990)

WOLRE10101 Hydration potential (Wolfenden et al., 1981)Biochemistry 20, 849-855 (1981) (CONTINUA EN PAG. SIGUIENTE)

IS



0,0048646 6,19579463
0,00486472 4,04955679
0,00577258 5,0576555
0,00798058 488711779
0,00799058 488711779
0,00799058 4,04955679
0,00799487 4,88711779
0,00825277 5,0576555
0,01267865 7,48555162
0,01267865 4,88711779
0,02893868 5,0576555
0,02883868 5,0576555
0,02893868 5,0576555
0,02893868 5,0576555
0,02965838 6,15177945
0,02965838 4,88711779
0,02983066 5,0576555
0,0417168 5,0578555
0.0417168 5,0576555
0,0427045 4,04955679

A231
B172
0374
B344
B345
P096
H202
P282
A274
B102
AD97
A186
A223
A304
A259
A343
H152
A160
A250
H400

PALJ810109 Normalized frequency of alpha-helix in alpha/beta class (Palau et al., 1981)int. J. Peptide Protein Res. 19, 394-401 (1981)
MAXF760102 Normalized frequency of extended structure (Maxfield-Scheraga, 1976)Biochemistry 15, 5138-5153 (1976)
TANS770109 Normalized frequency of coil (Tanaka-Scheraga, 1977)Macromolecules 10, 9-20 (1977)

ROBB760105 Information measure for extended (Robson-Suzuki, 1976)J. Mol. Biol. 107, 327-356 (1976)

ROBB760106 Information measure for pleated-sheet (Robson-Suzuki, 1976)J. Mol. Biol. 107, 327-356 (1978)

GARJ730101 Partition coefficient (Garel et al., 1973)J. Chromatogr. 78, 381-391 (1973)

NAKHS00106 Normalized composition from animal (Nakashima et al., 1990)PROTEINS 8, 173-178 (1990)

QIAN8BB0125 Weights for beta-sheet at the window position of 5 (Qian-Sejnowski, 1988)J. Mol. Biol. 202, 865-884 (1988)
QIAN880117 Weights for beta-sheet at the window position of -3 (Qian-Sejnowski, 1988)J. Mol. Biol. 202, 855-884 (1988)
GEIMB00106 beta-strand indices for beta-proteins (Geisow-Roberts, 1980)Int. J. Bicl. Macromol. 2, 387-389 (1980)

GEIM800101 a-helix indices (Geisow-Roberts, 1980)int. J. Biol. Macromol. 2, 387-389 (1980)

NAGK730101 Normalized frequency of alpha-helix (Nagano, 1973)J. Mol. Biol. 75, 401-420 (1973)

PALJ810101 Normalized frequency of alpha-helix from LG (Palau et al., 1981)int. J. Peptide Protein Res. 19, 394-401 (1981)
RACS820108 Average relative fractional occurrence in AR(i-1) (Rackovsky-Scheraga, 1982)Macromolecules 15, 1340-1346 (1982)
QIAN880102 Weights for alpha-helix at the window position of -5 (Qian-Sejnowski, 1988)J. Mol. Biol. 202, 865-884 (1988)
ROBB760104 Information measure for C-terminal helix (Robson-Suzuki, 1976)J. Mol. Biol. 107, 327-356 (1976)

LAWESB40101 Transfer free energy, CHP/water (Lawson et al., 1984)J. Biol. Chem. 259, 2910-2912 (1984)

LEVM780101 Normalized frequency of alpha-helix, with weights (Levitt, 1978)Biochemistry 17, 4277-4285 (1978)

PRAM900102 Relative frequency in alpha-helix (Prabhakaran, 1990)Biochem. J. 269, 691-696 (1990)

ZIMJ680103 Polarity (Zimmerman et al., 1968)J. Theor. Biol. 21, 170-201 (1968)
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6. DISCUSION

Esta parte del trabajo se inicia contrastando los resultados observados en el analisis
de las secuencias palindréomicas con los ya disponibles en la literatura del mismo topico
(6.1) para continuar con un resumen del papel de la polaridad/hidrofobicidad, el
volumen, la propension por ciertas estructuras secundarias y el papel de las cargas en el
mantenimiento de la simetria de estructura secundaria en la secuencia invertida. Dado
que el problema de la simetria 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 analisis de ciertos tdopicos generales sobre la
estabilidad de proteinas de la literatura (6.2). En una seccion aparte se trata las
preferencias de residuos acusadas en los palindromos y ¢como estas preferencias parecen
perseguir la simetria de estructura secundaria (6.3). Se propone un modelo fisico no
descriptivo, que intenta, a través de una via principalmente conceptual, predecir los
comportamientos de mantenimiento o la ruptura de la simetria de estructura secundaria
en una secuencia invertida a partir de ciertas caracteristicas moleculares de un residuo
aminoacidico (6.4). Una vez disefiado este modelo, se tipifica en el contexto de este
modelo a los wveinte residuos aminoacidicos segin su comportamiento de
mantenimiento/ruptura de la simetria de estructura secundaria observado en los datos
(6.5). Se podra apreciar que los diversos comportamientos de los residuos en los datos,

como también las estructuras y topologia de cargas de dichos residuos se adhieren



54

aceptablemente a los elementos estructurales y topoldgicos particulares que en el modelo
se requieren para configurar el comportamiento especifico observado.

Finalmente se extiende brevemente la discusion a ciertos puntos sobre conservacion
de secuencias (6.6) el mantenimiento de la funcién en secuencias invertidas (6.7) y los

mecanismos de evolucion que pudieron dar origen a las secuencias palindromicas (6.8).

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

de un palindromo

Se analiza en esta tesis segmentos aminoacidicos palindromicos que presentan
porcentajes variables de identidad antiparalela de secuencia. El objetivo fue evaluar la
simetria de estructura secundaria entre secuencias que presentan el minimo esperable de
variacion de contexto (son consecutivas) y, por otro lado, dejar abierta la posibilidad de
determinar si, para una mayor simetria de estructura secundaria, sera siempre necesario
un residuo idéntico en la secuencia opuesta. La existencia de este tipo de residuos
distintos pero mas simétricos que el residuo idéntico en la secuencia invertida podria
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 logran plegarse de
forma nativa.

Los resultados de este trabajo indican que las secuencias palindromicas con mas
de un 40% de identidad antiparalela de secuencia entre sus mitades mostraron un
numero significativamente mayor de eventos de identidad antiparalela de estructura
secundaria (51/64) que en segmentos escogidos al azar de las mismas secuencias de

origen (39/64). Expresado fraccionalmente (51/64=0,79) este resultado es concordante
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con el promedio de 74% de identidad antiparalela de estructura secundaria exhibido en
los resultados de Preissner, Goede y col. (1997) provenientes de secuencias de longitud
variable con “auto-similitud de secuencia invertida™ (aqui llamadas palindromicas) con
mas de 34% de identidad antiparalela de secuencia. Sin embargo, podria ser superior al
60-70% de identidad antiparalela de estructura secundaria de Park, Dietmann y col.
(2000) observado en secuencias de longitud variable con 100% de identidad antiparalela
de secuencia. Esta diferencia, de ser significativa, podria explicarse por dos razones. En
primer lugar, por tratarse de secuencias con 100% de identidad antiparalela, cabe la
posibilidad de la inclusién de residuos polares, como veremos mas adelante, en las
secuencias comparadas por Park, Dietmann y col. (2000) induzca las diferencias de
identidad antiparalela de estructura secundaria. Esta explicacion también podria
aplicarse a secuencias independientes, como en el caso de Lacroix, Viguera y col. (1998)
en que pese a la total identidad antiparalela de secuencia de péptidos expresados in vivo,
s6lo aquellos nativos adquirieron la estructura secundaria nativa (por dicroismo circular)
mientras que los reversos (sintetizados) no la adquirieron totalmente o no se expresaron.
La segunda explicacion es la influencia del contexto estructural que rodea a estas
secuencias. Al revisar el método de Park, Dietmann y col. (2000), éste no especifica si
incluye tanto segmentos consecutivos con identidad antiparalela de secuencia, como
segmentos separados dentro de la secuencia. La inclusion de segmentos con identidad
antiparalela de secuencia separados dentro de la estructura primaria de una proteina
podria reducir ostensiblemente la probabilidad de simetria de estructura secundaria dada
la diversidad de contextos en que estos segmentos podrian 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 aminoacidicos que se ubican en proteinas 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 aminoacidicos exhiben porcentajes de identidad de estructura secundaria que
oscilan alrededor del 40%. 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 aportar la similitud de secuencia.

6.2 Propiedades de un residuo cualquiera para lograr simetria de estructura
secundaria al ser enfrentado por residuo idéntico/distinto

El bajo niimero de datos recopilado indujo a fusionar las categorias de los veinte
residuos y sus respectivos veinte indices en dos grupos o categorias de alto y bajo indice.
De este modo, se elude la baja capacidad de resolver directamente los comportamientos
de simetria de cada residuo al ser enfrentados a residuos idénticos o distintos. Pero,
simultaneamente, se otorga mas consistencia a la identificacion de las propiedades
fisicoquimicas mas asociadas con el mantenimiento de la simetria de estructura
secundaria por parte de una secuencia invertida. Asi, como resultado de la fusion de
datos, las propiedades fisicoquimicas significativas en el mantenimiento de la simetria
de estructura secundaria para los residuos que formaron pares idénticos fueron

consistentes con las de los que formaron pares distintos.
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CUANDO INDICE ES ALTO, )
RESIDUQIDENTICOES +)(-) SIMETRICO

referencias alfa hilice(+ ) AN97,
AlD, Al86, AZZ3, AT3], A250, A259,
A3, H326, HO29,

Prefer. hebras beta (-3: BI20, B102, B172,

Eternétnmns B344, B348, B3,
oeiciin total proeinas-}: C201,
/ residuo{-): H110, ¢ ?ﬂa: - P.uﬂcg, me,
/ Vuelt 3.5{—}: }137]_, +)f{-)£§274, Capacidad transfevencia sobreniz
. . polara L HiS
H373, 0173, f('n)lirl)i?& G e e W
Punto isoeléctrico(+): -J(H)H400, | Tensiin superficial (Gibbs) (+ ; H4
. i Frecusncia en las vielias dela
H401, Hidratacion: i {+§'mﬂ 0870, 0374,
| Volumen residuo(+): (-)/(+)H114, Vobumen residuo (-}P078, P399, J

Prefier. hebras beda (+):P282,
)(-)/PREF.IDENTICOS
|3l PREF.CENTRALE

Potencial de
Hidratacion:

P059,
Mutabilidad relativa(-):
\ PO065, P135,
(+)1/PREF.DISTINTOS

OF ROS:+A3M, -A310

" CUANDOINDICE ES ALTO,
RESIDUO DISTINT OES (+X-) SIMETRICO

FIGURA 11. Propiedades significativas para el mantenimiento de la simetria de
estructura secundaria dados dos residuos idénticos o distintos en posiciones equivalentes
opuestas del palindromo. En azul, a la izquierda, se aprecia las propiedades asociadas
significativamente con las identidades que muestran simetria de estructura secundaria. A
la derecha, en rojo, las propiedades asociadas con los residuos que al ser enfrentados con
otro distinto mantienen la simetria de estructura secundaria. En morado, las propiedades
significativas tanto para ambos casos. El signo indica la mayor (+) o menor (-) simetria
de estructura secundaria cuando la propiedad esta en su valor més positivo. OTROS:
propiedades no identificadas o no inteligibles. Ejemplo: un alto nimero de heteroatomos
en el residuo (H110) se asocia significativamente con una menor identidad de estructura
secundaria, es decir, menos (-) simétrica cuando el residuo se mantiene idéntico. Por
otro lado, una alta capacidad de hidratacién del residuo (H114) se asocia
simultaneamente con una menor (-) simetria al mantener la identidad y con una mayor
(+) simetria al ser enfrentado a un residuo distinto.
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Polaridad-hidrofobicidad:

Los resultados de la TABLA 8 y la FIGURA 11 apuntan a que un residuo que se
enfrenta a un residuo idéntico tendera a mantener la simetria de estructura secundaria
cuando presente un bajo niimero de hidratacion (-1/H114) o baja polaridad definida en
funcion de la carga neta del residuo y su momento dipolar (-1/H400). Del mismo modo,
una baja composicion de heteroatomos dentro del residuo (-1/H110) puede reducir el
numero de enlaces dipolares, y con ello configurar residuos menos polares o con una
mayor energia libre (desfavorable) de transferencia desde el vapor al agua (+1/H392)
capaces de mantener la simetria con los residuos idénticos. Simplificando, los residuos
mas hidrofobicos tienen tendencia a mantener la simetria de estructura secundaria
cuando se mantienen en la secuencia invertida, mientras que los residuos hidrofilicos, al
ser idénticos en la secuencia invertida, rompen la simetria con una frecuencia
significativamente mayor que los hidrofobicos.

Aunque analizada separadamente, el enfrentamiento de un residuo determinado a
otro residuo distinto arrojé resultados consecuentes con los de la identidad (FIGURA
11). Para mantener la simetria de estructura secundaria, el primer residuos debe poseer
un menor coeficiente de retencion en una columna alifatica de HPLC, es decir, un
residuo no poseedor de cadenas laterales alifaticas o aromaticas, tiene una mayor
probabilidad de mantener la misma estructura secundaria en la secuencia invertida si en
el sitio equivalente opuesto se localiza un residuo distinto (-1/H179, -1/H178, -1/H012).
Igualmente, un residuo que en una cromatografia de papel migra con las mezclas mas
acuosas de la fase liquida (+1/H388) o que tienen un menor Rf (-1/H402), menor energia

libre de transferencia (mas favorable) desde el vapor o fase organica al agua (-1/H392, -
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1/H152) o mayor polaridad (+1/H400), corresponde a un residuo cuyo enfrentamiento a
un residuo distinto se asocia con una mayor probabilidad de mantener la simetria de
estructura secundaria. Simplificando, cuando un residuo es mas polar, su reemplazo por
un residuo distinto en la secuencia invertida tiende a mantener la misma estructura

secundaria.

Volumen:

En el caso de la identidad, los residuos con volumen especifico parcial alto son
mas simétricos con la identidad (+1/P059). Inversamente, los residuos que mas
mantienen la simetria de estructura secundaria al enfrentarse a uno distinto son aquellos
con un menor abultamiento (-1/P399, -1/P078).

Mutabilidad relativa:

Los residuos de identidad mas simétrica son aquellos cuya mutabilidad relativa
respecto del residuo alanina es menor (-1/P065, -1/P135). Esta relaciéon no es
significativa en el caso de los residuos distintos.

Preferencia en hebras beta:

Comunmente 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 hidrogeno con sitios alejados en la secuencia. Esta
caracteristica 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 aminoacidica. Sin embargo, segiin los resultados, los

residuos idénticos tienen una mayor probabilidad de mantener la simetria de estructura
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secundaria cuando tienen una mayor frecuencia en las hebras beta (+1/A274). Por su
parte, un residuos que es enfrentado a otro distinto presenta mayor asimetria de
estructura secundaria si es un residuo con alta preferencia en hebras beta (-1/A274, -
1/B020, -1/B102, -1/B172, -1/B344, -1/B345, -1/B368). Es decir, la inversién de una
secuencia aminoacidica que posea estructura de hebra beta no debiera romper dicha

estructura al lado opuesto del palindromo.

Preferencia en alfa hélice:

La escala de preferencias en hélice no es un discriminador significativo entre
residuos de mayor y menor simetria al ser idénticos, pero si lo es cuando los residuos
son distintos. En esta tltima se observa que los pares de residuos distintos tienden a ser
mas simétricas cuando al menos uno de ellos es un residuo de alta preferencia en alfa
hélice (+1/A097, +1/A160, +1/A186, +1/A223, +1/A231, +1/A250, +1/A259, +1/A343,

+1/H326, +1/H329).

Punto isoeléctrico y presencia en vueltas:

Hay mayor simetria de estructura secundaria cuando la identidad involucra
residuos de baja preferencia en las vueltas (-1/H371). Estos residuos generalmente se
encuentran en las zonas del diagrama de Ramachandran -180°< ¢ <0°y -9° <y <110°
y tienden a tener una estructura secundaria asimétrica con la identidad (-1/H373, -
1/0173). En los pares de residuos distintos mas simétricos, al menos uno de ellos posee
una alta preferencia en las vueltas de la proteina (+1/0051, +1/0370, +1/0374).

(+)1/P282 indica que a mayor frecuencia en la posicién cinco de una ventana ubicada en
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la sabana beta, mayor simetria de estructura secundaria al enfrentarse a un residuo
distinto. La posicion 5 referida se encuentra 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, 1990) es probable que la posicion cinco refleje en realidad la composicion de
una vuelta, mas que de una hebra propiamente tal.

Los residuos cuya identidad es mas simétrica son aquellos con punto isoeléctrico
mayor (1+/H401). Dado que el concepto de punto isoeléctrico no procede para un
residuo cuyos extremos amino y carboxilo se encuentran bloqueados en una proteina, es
mas probable que bajo esta separacion 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 tenderian a mantener la
simetria de estructura secundaria mas exitosamente que los cargados negativamente. Por
otro lado, esto podria deberse a que los residuos mas positivos posee, simultaneamente,
un mayor componente hidrofobico que sus contrapartidas negativas, lo que les otorgaria
una menor sensibilidad al cambio en la orientacion de la secuencia a diferencia de los
cargados negativamente (+1/H401).

En este punto es necesario especificar respecto de la funciéon 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 encontré que las alfa
hélices poseen una tendencia a la existencia de residuos positivamente cargados hacia
carboxilo terminal y negativamente cargados hacia amino terminal. En el caso de los

residuos negativos, su papel seria el de promover el comienzo de la alfa-hélice, mientras
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que los positivos actuarian como terminadores de la misma. Si fuera cierto este papel
estabilizador extremo-especifico de las cargas sobre las alfa-hélices, se podria esperar
que, con la inversion de la secuencia el flanqueo de cargas de la hélice se invierta,
desestabilizandola. La asociacion de los residuos de alto punto isoeléctrico, que agrupan
residuos positivos (+1/H401) con identidades simétricas podria indicarnos que un
residuo positivo clasicamente terminador de hélice como histidina, lisina o arginina
podria estar hacia el extremo amino de una alfa-hélice de la secuencia invertida sin
desestabilizarla. A la vez, esta misma asociacion indicaria que un residuo de bajo punto
isoeléctrico, en cuyo extremo se ubican los residuos negativos aspartato y glutamato, al
ser mantenido en la secuencia invertida (desplazandose desde el extremo amino al
carboxilo de la misma alfa-hélice, por lo tanto) podria desestabilizar dicha estructura
secundaria. Es decir, para la simetria de estructura secundaria entre las mitades de un
palindromo seria mds importante conservar la presencia de cargas negativas hacia el
extremo amino, sin tener tanta relevancia el extremo en el cual se ubican los residuos
positivos. De manera concordante con estos resultados, existen antecedentes que
describen un menor componente estabilizador extremo especifico de los residuos
cargados positivamente en las hélices que la mostrada por los residuos cargados
negativamente. Fersht (1999) resefia al residuo histidina como débilmente estabilizador
respecto de alanina en la posicion del sombrero amino terminal (N-cap) pudiendo
establecer puentes de hidrogeno con el tercer residuo hacia carboxilo (N+3). A la vez, el
mismo autor describe a los residuos histidina, arginina y lisina como débilmente
estabilizadores de la alfa-hélice, al encontrarse hacia carboxilo. En cambio, las cargas

negativas provistas por aspartico y glutdmico muestran un importante componente



estabilizador hacia el extremo amino, ya que, segin Fersht (1999) poseen una débil
estabilizacion hacia amino y desestabilizacién hacia carboxilo. Por lo tanto, segin los
datos de Ferhst, los residuos negativos muestran un componente mas claramente
definido para estabilizar especificamente hacia amino, a diferencia de una especificidad
menos clara por parte de los residuos positivos. Consecuentemente, si observamos la
distribucion de cargas que flanquean la alfa hélice en Richardson y Richardson (1988) se
aprecia una alta preferencia de cargas negativas hacia amino (casi tres desviaciones
estandar entre Glu y Asp) y una mas leve de cargas positivas hacia carboxilo (casi dos
desviaciones estandar entre Lys, His y Arg).

Por otro lado, los residuos Lys, Arg ¢ His tienen un componente hidrofébico
mayor. Esta condicién tal vez acerca su comportamiento a los residuos tipicamente
hidrofébicos, lo cual justificaria su mayor capacidad de mantener la simetria de
estructura secundaria al ser idénticos en la secuencia invertida. De todos modos, ya sea
por la hidrofobicidad, o por la carga, o tal vez la estructura del residuo cargado, los
residuos de carga negativa parecen tener una mayor tendencia a romper la simetria de
estructura secundaria con la identidad, por lo que su ubicacién hacia el extremo amino

cobraria mas importancia.

6.3 Preferencias de substitucién y simetria de estructura secundaria

Dentro de los modelos predictivos de la estructura secundaria de las proteinas,
existe una corriente iniciada por Nishikawa y Ooi (1982) que atribuye principalmente a
las coordenadas de composicién de residuos de una proteina las proporciones de

estructura secundaria de dicha proteina. Esto implica que dos proteinas de la misma
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composicién aminoacidica mostraran la misma composicion de estructura secundaria
aunque sus secuencias no sean las mismas. Desde este punto de vista, es factible que en
las secuencias palindromicas del intervalo 40-100%, sea la convergencia en una
composicion aminoacidica similar entre las mitades del palindromo lo que induce la
simetria significativa en la estructura secundaria y no el hecho de conservar un orden
invertido de sus secuencias. Sin embargo, entre los palindromos del intervalo 40-100%
de identidad antiparalela de secuencia, aquellos residuos idénticos tienden a conservar
significativamente mas la estructura secundaria son mas simétricos que los que son
distintos, lo que indica que el orden invertido si importa para permitir la simetria de
estructura secundaria. Si no fuese asi, los eventos de simetria estructural antiparalela
debieran repartirse de manera indiscriminada entre los eventos de residuos idénticos y
distintos.

Al revisar las preferencias de composicion de los residuos dentro de los
palindromos sobre el 40% de identidad antiparalela de secuencia (significativamente
mas simétricos que los segmentos control) es posible observar que la composicion de los
palindromos no es al azar, ya que existen preferencias composicionales alejadas por
sobre o bajo el 90% central de la poblacion de composiciones esperadas por azar
(TABLA 6). Se descarta, por lo tanto, que en su formacioén exista una eleccion de
residuos guiada por el azar, ya que atin considerando la composicion y los diversos
patrones de distribucion aminoacidica existentes en las proteinas en estudio, es posible
observar alejamientos significativos en la composicién de los palindromos respecto de

los controles.
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Los residuos que menos tienden a ser idénticos corresponden a los residuos que,
al ser cambiados por otro al lado opuesto, tienen una alta probabilidad de mantener la
misma estructura secundaria. En otras palabras, los residuos que al ser distintos tienen
una alta probabilidad de mantener la misma estructura secundaria, son idénticos con
menor frecuencia. Lo anterior pareciera indicar que lo que se intenta alcanzar es la
simetria de la estructura, no importando en si los eventos entre idénticos o distintos, sino
los eventos con mas simetria de estructura secundaria.

Los residuos que mas forman pares distintos (+1/PREF.ENTRE DISTINTOS)
entre si son los que presentan mayor simetria con la formacion de pares idénticos. Esto
podria indicar que cuando un residuo con alta capacidad de mantener la simetria con la
identidad enfrenta un residuo distinto en el palindromo, se tiende a encontrar en ese sitio
por lo menos otro residuo con una alta capacidad de simetria con la identidad. Este
patron podria indicarnos una cierta capacidad de intercambios simétricos solo entre
residuos de alta capacidad de identidad simétrica, los cuales, en general, corresponden a
los residuos mas 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, 8%, de secuencias invertidas asociadas a
hebras beta (tipicamente compuesta por residuos apolares): no se deberia a un bajo
contenido de hebras beta en los archivos del PDB (22%), ni tampoco a un mayor
impacto del orden o patrén de la secuencia para la formacion regular de puentes de
hidrogeno entre las hebras beta, como ellos postulan; solo que seria menos necesario en
el caso de una hebra beta conservar una secuencia invertida para mantener la simetria de

estructura secundaria, por la mayor capacidad de intercambios simétricos entre residuos
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apolares distintos. Este resultado es consecuente con los de Gibrat, Garnier y col. (1987),
los cuales muestran que los veinte residuos aminoacidicos (salvo lisina) presentan menos
diferencia entre sus capacidades de afectar (positiva o negativamente) la estructura
secundaria hacia amino o hacia carboxilo cuando estan insertos en las conformaciones
extendidas que cuando lo estan en las conformaciones de hélice y vueltas. Segun Fersht
(1999) el ntcleo hidrofébico de la proteina es altamente tolerante a la substitucion de las
cadenas laterales hidrofobicas por otras de estereoquimica distinta sin que la actividad
de las proteinas se vea alterada.

Los residuos que mads forman pares idénticos son los que presentan pares
distintos con menor simetria de estructura secundaria (-1/PREF.ENTRE IDENTICOS).
Adicionalmente, los residuos que usualmente se encuentran al centro de un palindromo

son los que muestran mayor simetria al estar presentes en pares distintos

(+1/PREF.CENTRALES).

6.4 Interpretacion del comportamiento observado: residuo-soluto (no interactivo),
residuo interactivo de campo homogéneo, residuo interactivo de campo
heterogéneo

Definase una proteina como un patrén de residuos apolares principalmente
embebidos y residuos polares principalmente en contacto con el medio externo, donde la
polaridad es la unica 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 estructura. En los resultados de
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este trabajo se observa que la simetria de estructura secundaria se conserva con la
presencia de pares idénticos entre residuos apolares y que se permite la presencia de
pares distintos (+1/Preferencias entre residuos distintos, TABLA 8) siempre que la
condiciéon de baja polaridad se mantenga, de manera similar al modelo simplificado
propuesto. Es decir, para los residuos apolares la inversion de la secuencia v,
probablemente, la identidad de los residuos no afectan significativamente la simetria de
estructura secundaria. Los residuos mas polares, en cambio, no muestran con la
presencia de pares idénticos la misma simetria de estructura secundaria en los resultados
(FIGURA 11). ;Por qué un residuo polar tiene menor capacidad de mantener la simetria
que un residuo apolar con la formacion de pares idénticos? A continuacion se propone
tres modalidades a través de las cuales un residuo determinado puede interactuar con los
residuos cercanos. Aunque la intencion inicial es explicar el comportamiento de los
residuos polares en la secuencia invertida, se vera 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 polares son solutos con
alta afinidad por el agua sujetos al resto de la proteina sélo a través de enlaces peptidicos
e insertos en algun tipo de estructura secundaria. En este caso, la estructura secundaria
estaria sustentada localmente solo por la propiedad “polar” del residuo. La simple
separacion de fases entre el medio acuoso y el interior hidrofébico bastaria para
determinar la estructura proteica, y por lo tanto, seria esperable que los residuos polares
de diversa topologia mantengan la misma estructura secundaria en la secuencia

invertida, independiente de que sea idéntico o distinto respecto al residuo polar original,
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ya que su interaccion con el medio careceria de restricciones estereoespecificas
importantes, de manera similar a como se comportan los residuos hidrofobicos.

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 peptidicos. De
manera intrinseca a la existencia de esa trama estd el concepto de la topologia de los
diversos campos de interaccion que se verifican en la superficie del residuo. La
superficie de interaccion del residuo polar podria 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 tendria la misma capacidad de interactuar, por lo que, careceria de imponer
estereo especificidad a otros residuos del medio. Asi, la presencia de pares idénticos no
debiera afectar mayormente la estabilizacion 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 estabilizacién de la estructura local, dadas eventuales diferencias
entre las magnitudes de los campos homogéneos intercambiados (de sus densidades
electronicas).

Si, en cambio, la superficie del residuo es un campo de interaccion heterogéneo,
su configuracidn, o el tipo de estructura que estabiliza durante la interaccion esta
condicionada a su orientacion en el espacio. Esta estereoespecificidad implica que su
capacidad de interaccion puede verse fuertemente modificada al cambiar su orientacion

con la inversion 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
simetria de estructura secundaria. La formacion de pares distintos por dichos residuos
mantendra la simetria solo si el residuo substituyente es capaz de mantener las mas
importantes de estas interacciones en la secuencia invertida.

En este punto es necesario destacar un aspecto fundamental para justificar que
una secuencia aminoacidica compuesta por un conjunto de residuos con campo
heterogéneo rompa su simetria de estructura secundaria al invertirse. La totalidad de los
carbonos beta (el primer carbono del residuo no perteneciente al esqueleto peptidico) se
encuentran unidos con el esqueleto peptidico a través de enlaces sigma en los veinte
residuos distintos. Por otro lado, la gran mayoria de los d&tomos que constituyen al resto
del residuo se encuentran también unidos a través de enlaces sigma. En teoria, 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 los cuales interactua, la mayoria de las interacciones que sustentan la estructura
secundaria local en la secuencia original debieran poder restablecerse en la secuencia
invertida. Sin embargo, cada rotacion tiene, debido a problemas de impedimento
estérico, un alto costo energético. Por otro lado, la necesidad de que los residuos
interactivos vecinos configuren sus rotaciones de una manera concertada debiera reducir
aun mas 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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EFECTOS DE LA IDENTIDAD SOBRE LA SIMETRIA ESTRUCTURA

SECUNDARIA PARA RESIDUOS NO INTERACTIVOS O INTERACTIVOS DE

CAMPO HOMOGENEOQO Y HETEROGENEO.

Perfil de
interaccion

de los residuos

Residuo-soluto

(no interactivo)

Campo homogéneo

(interactivo)

Campo heterogéneo

(interactivo)

pares idénticos

siempre simétrica

siempre simétrica

a veces asimétricas

pares distintos

siempre simétrica

a veces asimétricas

a veces asimétricas
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residuos interactivos de campo heterogéneo se ajusta mds al comportamiento de varios
de los residuos polares observado en los resultados de esta tesis (baja simetria con la
presencia de pares idénticos, mayor simetria con pares distintos). El que la presencia de
pares distintos sea simétrica para los residuos polares podria entenderse como una forma
de aumentar las probabilidades de mantener la simetria de estructura secundaria al
rastrear la substitucion con otros residuos en la secuencia invertida. Usando este modelo,
se podria inferir que los residuos polares reales debieran tener en general una
participacién importante en la estabilizacion local de la estructura secundaria, ya que,
con la inversion de la secuencia, esta estabilizacion se veria lo suficientemente alterada
como para bajar la probabilidad de simetria de estructura secundaria. Este mismo
impedimento estérico en los residuos apolares, tendria, por lo tanto, una menor
incidencia sobre la simetria de estructura secundaria de la secuencia invertida, dado que
éstos poseerian en su superficie una mayor homogeneidad de campo, es decir, por todos
los sectores de su superficie debieran ser capaces de establecer el mismo tipo de
interaccidén con los residuos vecinos, sin requerir para esto grandes modificaciones

rotacionales concertadas.

6.5 Residuos simétricos, residuos no simétricos

Como una forma de bosquejar cémo se comportan cada uno de los veinte
residuos con el tipo de mantenimiento de identidad, se contabilizé qué residuos poseen
mas frecuentemente los indices permisivos de la simetria para un tipo de mantenimiento

de identidad (ver resultados):



PARES IDENTICOS SIMETRICOS EN 12 ORDENAMIENTOS NO REDUNDANTES

12P>11G > 10L>9V, A> 8K, F> 7Y, R, C>6W,[>5M >4T,E>3Q,H>1N>0S§,D

PARES DISTINTOS SIMETRICOS EN 25 ORDENAMIENTOS NO REDUNDANTES

22K, D> 21E > 19N, C, A > 18H > 16Q, G > 158, R > 11W > 8V > 7F > 6Y > 5L >4V, T > 3P > 1]

Se puede apreciar que los residuos P, L, V, F, Y, R (en rojo) simultaneamente se
encuentran entre los diez que forman pares idénticos més simétricos y los diez que al
enfrentar un residuo distinto forman pares mas asimétricos, lo que los perfila como
residuos interactivos de campo homogéneo.

Por otro lado, los residuos E, Q, H, N, S, D (en verde) debieran exhibir
principalmente asimetria de estructura secundaria cuando se enfrentan a uno igual en la
secuencia invertida. En cambio, muestran simetria si el residuo opuesto es distinto, lo
que los ajusta, segtin el modelo, a residuos interactivos de campo heterogéneo. Es decir,
probablemente estabilizan la estructura secundaria a través de configuraciones mas
estereoespecificas, las cuales se debilitarian de una manera importante al formar pares
idénticos en un palindromo. Segun Eswar y Ramakrishnan (1999) estos residuos mas
treonina estarian implicados en la estabilizacion no mediada por esqueleto peptidico de
algunas estructuras secundarias observadas tipicamente en proteinas. Tal estabilizacion
estarfa apoyada en la capacidad de formar puentes de hidrégeno por parte de las cadenas
laterales de los mismos.

El resto de los residuos G, A, K, W, M, T, I, C (en anaranjado) exhibirian
caracteristicas de transicion en el mantenimiento de la simetria de estructura secundaria

con la presencia de pares de residuos idénticos o distintos. Segun la TABLA 11, este



MODELO DE

DEPENDIENDO DE LA

TABLA 11

INTERACCION DE LOS

SIMETRIiA DE ESTRUCTURA

DIVERSOS

OBSERVADA ANTE UN RESIDUO IDENTICO O DISTINTO

IDENTICOS DISTINTOS MODELG DE
RESIDUO SIMETRICA ASIMETRICA SIMETRICA ASIMETRICA [INTERACCION
A X X SOLUTO
C X X SOLUTO
D X X HETEROGENED|
E X X HETEROGENEQ
F X X HOMOGENEC
G X X SOLUTO
H X X HETEROGENED)
I X X HETEROGENEOQ
K X X SOLUTO
L X X HOMOGEHNEQ
M X X RETEROGENEO
N X X HETEROGENEO
p X X HOMOGENED
Q X X SOLUTO
R X X HOMOGENEQ
S X X HETEROGENEQ
T X X HETEROGEHNEOQ
') X X HOMOGENED
W X X HETEROGENEQ
b X X HOMOGENEO

13

RESIDUOS

SECUNDARIA



T4

grupo incluirfa una combinacién de residuos de comportamiento residuo-soluto y
residuos con campo heterogéneo de interaccion. Estos residuos presentarian una mayor

capacidad de formar tanto pares de residuos idénticos como distintos manteniendo la
simetria. Dentro de este grupo se comportan como residuos tipo soluto A, C, Gy K, lo
cual debiera indicarnos las interacciones no covalentes que estos residuos debieran
aportar en la estabilizacion local de la estructura secundaria, debieran ser
suficientemente débiles o inespecificas para que su mantenimiento en la secuencia

invertida no afecte 1a simetria de estructura secundaria.

6.6. Conservacion de residuos v/s identidad antiparalela

Esta clasificacion plantea un distinto valor de cada uno de los 20 residuos en el
mantenimiento de la estructura secundaria secuencia invertida. Existiria, por lo tanto, un
conjunto limitado de residuos, principalmente hidrofobicos, aparentemente con un
campo de interaccion homogéneo, capaces de mantener la misma estructura secundaria.
Esta simetria de estructura se veria modificada al formar pares de residuos distintos con
otro residuo cualquiera, en general. Teéricamente, estos podrian ser residuos con una
mayor tendencia a ser conservados para alcanzar la simetria de estructura secundaria.
Sin embargo, la mayoria de los residuos no tiene este perfil de mantenimiento de
identidad y simetria de estructura secundaria y, por lo tanto, es esperable un bajo grado
de conservacion de los arreglos palindrémicos de las secuencias, tal como se observo
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 hidrofobicos distintos, es entendible, por lo tanto,
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FIGURA 12. Secuencias palindromicas no sobrepuestas y conservacién en un alineacién de un conjunto de

proteinas isopropil malato deshidrogenasas. Se muestra cuatro miembros de la familia de las Isopropilmalato
dehidrogenasas. En cada uno de ellos se destaca los palindromos no superpuestos encontrados. Al analizar
transversalmente la presencia de estos palindromos, no se aprecia conservacion de los residuos palindromicos ni
tampoco colocalizacion de los segmentos con secuencia palindrémica provenientes de los distintos miembros de

estos miembros de esta familia. Es usual encontrar este comportamiento en otras alineaciones.
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que el patrén palindrémico no seria en si una organizacién necesaria de conservar en la
secuencia para mantener la simetria de estructura secundaria. Entonces, la medicion de
la conservacion de los residuos no seria una herramienta vélida para medir la

importancia biolégica del fenémeno de la palindromia (FIGURA 12).

6.7 Estructura-funcion

Hasta aqui se ha descrito los indices caracteristicos de estos residuos y se ha
discutido las razones fisicas que determinarian la mayor simetria para un tipo de
mantenimiento de identidad. Si a través de la conservacion no es posible medir la
importancia biolégica de la palindromia, entonces ;qué significado estructural tiene este
tipo de residuos para la proteina? ;qué significado funcional tienen los arreglos
palindromicos?

Estructuralmente hablando, los residuos de mayor capacidad de simetria con la
la formacién de pares idénticos son descritos por Qian y Sejnowski (1988), como
potentes iniciadores, terminadores y quebradores de estructura secundaria. Ademas,
corresponden segun Haney, Badger y col. (1999) a los residuos mas recurridos en la
termoestabilizacion de protefnas de ciertos organismos termofilos. En este Gltimo caso,
la mayor presencia de residuos grandes e hidrofébicos reduciria la accesibilidad por
parte del solvente al interior de la proteina, ademds de aumentar el nucleo hidrofébico
(FIGURA 13).

Funcionalmente hablando, no existe hasta la fecha un estudio sistematico que

caracterice los arreglos palindrémicos en las proteinas, pero si algunos ejemplos.



77

/

FIGURA 13. RESIDUOS IDENTICOS SIMETRICOS ASIMETRICAS E
INTERMEDIOS Y SU RELACION CON LA ESTABILIZACION DE LAS
PROTEINAS DE UN ORGANISMO TERMOFILO. Presencia de pares de residuos
idénticos simétricos (grupo de residuos en rojo) asimétricas (en verde) e intermedias
(anaranjado) y su relacién con su uso en la estabilizacién de las proteinas de un
organismo terméfilo. En el 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 transicion va desde PARES DE RESIDUOS
IDENTICOS ASIMETRICOS— INTERMEDIOS— SIMETRICOS vy flechas verdes
largas si va en sentido contrario. Las transiciones dentro de cada grupo se representan
por flechas cortas del mismo color del grupo. Se puede apreciar que la mayoria de las
transiciones van desde los residuos menos simétricos a los mds simétricos para los pares
idénticos. Pese a que hay algunas transiciones entre el grupo intermedio y los extremos,
no hay ninguna desde el grupo de residuos formadores de pares idénticos simétricos al
de residuos formadores de pares distintos asimétricos. Esta relacidn sugiere que la mayor
capacidad por parte del residuo para estabilizar la proteina a altas temperaturas se
acompafia de una mayor capacidad de mantener la simetria de estructura secundaria
aunque la secuencia esté invertida. En un estudio de prediccion de estructura secundaria,
Qian y Sejnowski (1988) determinaron que el residuo P es un fuerte rompedor de hélice
alfa, mientras A, L y M son fuertes formadores de hélice, especialmente cuando estan en
su extremo C-terminal. Dos residuos basicos, K y R, son formadores de hélice cuando
estan en el extremo C-terminal, mientras que E, un residuo acidico que se propone como
asimétrico en nuestros datos, apoya la estructura tipo hélice cuando esta en su extremo
N-terminal. Los residuos I, Y, V, v W, son fuertes formadores de hebras beta y no
muestran preferencias hacia los extremos C-terminal y N-terminal.
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Se ha encontrado segmentos palindrémicos de diversa longitud y simetria en las
secuencias de algunas proteinas asociadas a dominios de interaccidon entre proteinas
(Diaz, Jedlicki y col., 2000); la plastocianina de espinaca contiene un palindromo de 67
residuos (P16 a F82) que incluye dos zonas anidnicas equidistantes del aspartico central
del palindromo (D42 a E45 y E59 a D61). Esta region esta involucrada en el
acoplamiento al palindromo K16 a K23 de otro componente transportador de electrones,
la subunidad psaF del fotosistema I de Chlamydomonas reinhardtii, por intermedio de
sus respectivos palindromos. Un palindromo adicional entre L5 y L12 le permite a la
plastocianina una mayor interaccion con el citocromo F.

Tiempo antes, Suzuki (1992) también encontrd que la histona H1 de esperma de
orca posee un alfa-hélice palindromico perfecto (total identidad) de 37 residuos, que
tendria la funcién de unir el DNA nucleosomal. Esta secuencia actualmente no se
encuentra en la base de datos.

Dados estos antecedentes, se estd efectuando una inspeccion bibliografica para
determinar si los segmentos palindromicos del intervalo 40-100% de identidad
antiparalela de secuencia se encuentran asociados a sitios de unién de ligandos.

Preliminarmente, se puede decir que hay al menos dos segmentos palindrémicos
del intervalo 40-100% siendo o formando parte de sitios de unién de la toxina a un
ligando.

Pero no soélo se cuentan los palindromos entre los ejemplos funcionales. Se
encontré que las secuencias invertidas de lisozima humana y de citocromo ¢ de corazén
de caballo presentan secuencias similares a las secuencias directas de la betaglucanasa y

la reductuctasa de tiorredoxina, respectivamente (Diaz, Diaz y col., 1998). En este
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trabajo, el segmento invertido asociado al grupo heme (centro redox) del citromo ¢ de
corazon de caballo presentd un 46% de identidad con el sitio activo redox de la
reductasa de tiorredoxina de Bacillus subtilis (contra 25% de identidad al compararse

normalmente).

La secuencia invertida del segmento correspondiente al sitio catalitico de la
lisozima humana es un 43,3% idéntica al sitio catalitico de la enzima betaglucanasa de
Bacillus subtilis (contra 9,4% de identidad al compararse normalmente). La lisozima y la
betaglucanasa comparten el mecanismo de catalisis, substratos e inhibidores. Lo

anterior sugeriria un aspecto nuevo dentro del concepto de convergencia evolutiva.

6.8 Palindromia y cédigo genético

Una vez demostrados los rasgos estructurales, cabe preguntarse cémo surgen este
tipo de secuencias en la evolucién (ver métodos). Los resultados de este trabajo plantean
dos explicaciones:

a) Una via de mutaciones independientes: por mutaciones independientes
se genera una organizacion palindromica a nivel de la secuencia aminoacidica.

b) Una via autogénica: la secuencia genomica es capaz de generar por
complementariedad de bases un simil invertido de la misma secuencia
aminoacidica (un mecanismo que podria ser mas rapido evolutivamente
hablando).

En el caso de la via autogénica es posible que el genoma que codifica para una

mitad del palindromo participe, por complementariedad de bases, en la codificacién de
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la otra mitad (mutacion cruzada), ya que al hibridar el segmento gendmico codificador
del palindromo consigo mismo, los tripletes que determinan los residuos idénticos a los
lados opuestos del palindromo complementan sus bases, aunque no necesariamente en

marcos totalmente superpuestos, como la cadena a de la toxina de la difteria.

A M b4 E b 4 M A

geg atg tat gag tat atg get

Structure 1

Folding bases 1 to 21 of gil1633500|pdblltox|a
dGc = -0.4 dH = =38 57 ds = ~123:5 Tn = 40.2
A M Y
10

-] G il
GC ATGTA G E
CG TATAT A
T# & G
20

A M Y

Siendo este caso excepcional entre los datos analizados, puede suponerse que la
gran mayoria de arreglos palindrémicos de los residuos son obtenidos por la via de las
mutaciones independientes durante la evolucion de las proteinas.

Cualquiera de los dos mecanismos, sin embargo, abre un campo importante en el

area de la evolucién molecular.
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7. CONCLUSIONES

Sobre el 40% de identidad antiparalela de secuencia existe una relacion
significativa entre el porcentaje de identidad antiparalelo de las mitades del
palindromo y su simetria de estructura secundaria, es significativamente superior
a lo observado en segmentos control.

Este porcentaje es similar al observado en secuencias comparadas paralelamente,
lo que puede sugerir balances de fuerzas de plegamiento y umbrales de
nucleacion similares, independientemente del sentido de la secuencia.

Los pates de residuos idénticos se asocian significativamente con los eventos de
simetria de estructura secundaria en los palindromos, por sobre los pares de
residuos distintos. Esto implica que el orden invertido de la secuencia, mas alld
de la composicion similar, seria la causa de la simetria de estructura secundaria.
Tanto entre los pares de residuos idénticos como distintos existen preferencias
que escapan significativamente de lo esperado por azar, lo que sugiere que el
proceso no es estocastico y si guiado biologicamente.

Tanto entre los pares de residuos idénticos como distintos, existen magnitudes de
propiedades fisicoquimicas que se asocian con la simetria de estructura
secundaria. Los residuos mas hidrofobicos poseen una alta e intermedia
capacidad para mantener la simetria de estructura secundaria en la secuencia

invertida. La mayoria de estos residuos registran en la literatura un papel



6)

7

8)

estabilizador de proteinas en organismos termoéfilos, como también de fuertes
ruptores, e iniciadores de estructura secundaria. Los residuos mas polares, por
otro lado, presentarian en general una baja capacidad para mantener la simetria
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
fisicoquimicas importantes para la simetria.

La tendencia a formar pares de residuos distintos de los residuos polares y el
apreciable niimero de intercambios entre residuos hidrofobicos indicarfan que la
conservacion aminoacidica no es un imperativo de este tipo de secuencias en
familias de proteinas.

La obtencién evolutiva de ambas mitades de los palindromos se realizaria a
veces de manera independiente vy otras a través de complementariedad entre los
respectivos genomas codificantes.

La comprensién cabal de este tipo de arreglos aminoacidicos puede mejorar la
capacidad de prediccion de los actuales programas de modelacién estructural,

como también abrir un campo interesante en el drea de la evolucion molecular.
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Alineacion antiparalela:

Asimetria de estructura secundaria:

Campo heterogéneo:

Campo homogeéneo:

Estocasticamente:

Forma nativa;

Heteroatomos:

Identidad antiparalela (de secuencia):

Matriz blosum 62:

Palindromo:
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9. GLOSARIO

Alineacion de dos secuencias aminoacidicas con sentidos
amino carboxilicos opuestos.

Desigualdad de estructura secundaria entre sitios equivalentes de
secuencias alineadas antiparalelamente o paralelamente segun se:
el caso.

Superficie de un residuo aminoacidico que muestra topologia

e intensidades de campos de fuerza variables en su superficie,
los cuales le confieren estereoespecificidad en su capacidad de
interactuar con residuos vecinos. Tipicamente asimétrico en la
secuencia invertida.

Superficie de un residuo aminoacidico que muestra topologia

e intensidades de campos de fuerza homogéneos en su superficie,
ios cuales le restan esterecespecificidad en su capacidad de
interactuar con residucs vecinos. Tipicamente simétrico en

la secuencia invertida.

Aleatoriamente, a azar.

Estructura en todos sus niveles idéntica a la estructura de la pro-
teina nativa. Especialmente estructura secundaria en este traba-
jo.

Atomos distintos al carbono e hidrégeno (S, N, O). Insertos en el

residuo, su electronegatividad y presencia de pares de electrones
no enlazados les permite establecer puentes de hidrégeno en re-
siduos tipicamente de campo heterogéneo.

Residuos idénticos o porcentaje de residuos idénticos en una
Alineacion antiparalela.

Matriz de substitucion obtenida a través de la cuantificacion de
intercambios funcionales de residuos entre miembros de diversas
familias de proteinas.

Segmento de la secuencia de una proteina en el cual una mitad de
la secuencia presenta identidad antiparalela con la otra mitad de la
misma.
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Parametro z normalizado: Variable normal estandar, obtenida después de restarle a una
variable el valor de la media poblacional de las variables y
dividir este resultado por la desviacion estandar.

Pares distintos: Residuos que se enfrentan a residuos distintos en el sitio equiva-
lente opuesto del palindromo, definido segun la alineacion antipa-
ralela.

Pares idénticos: Residuos que se enfrentan a residuos idénticos en el sitio equiva-
lente opuesto del palindromo, definido segun la alineacion antipa-
ralela.

Restricciones estericas: Impedimentos que la topologia del residuo le impone a la capaci-
dad de interactuar del mismo.

Retro-péptidos o retro-proteina: Péptido o proteina a la cual se le ha invertido el orden amino-
carboxilico que muestran sus residuos.

Segmentos palindrémicos: Secuencia palindrémica que exhiben algunos segmentos de una
proteina.

Simetria de estructura secundaria:  Igualdad de estructura secundaria entre sitios equivalentes de
secuencias alineadas antiparalelamente o paralelamente segln sez
el caso.

AC,DEFGHILKLMNPQ

R,ST,V,WY: Caodigos de una letra para representar los residuos alanina, cisteinz
aspartato, glutamato, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisinz
leucina, metionina, asparragina, prolina, glutamina, arginina, serina,
trecnina, valina, triptofano y tirosina, respectivamente.

1 1
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10. APENDICE

A continuacion se adjunta las treinta y cuatro secuencias analizadas en este
trabajo. Se destaca los cuarenta y ocho palindromos contenidos en ellas, todos en la
notacidn que se explica mas adelante.

Notacion del encabezado:

>gi|10835642|pdb|ld1lhja chain a, solution structure of hanatoxin 1 (zukaryota,

Grammostola spatulata )

P(9-15)id.sec.=0/3(0%) id.prim=1/3(33%)

Palindromo 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 codigo PDB
1dlh. Sus mitades, sin incluir el centro, mostraron entre si 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).

Notacion de la secuencia:

En cada una de las secuencias se destaca en letra de tamarfio mayor, el o los
segmentos palindromicos encontrados en ella, salvo el residuo central del palindromo
que estd en tamafio menor. Dentro de cada palindromo se subraya los residuos idénticos.
En color rojo se indica cuando un residuo del palindromo forma parte de la estructura

secundaria hélice, en anaranjado los que forman parte de hebras beta, en negro no-
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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 alineacion usado para detectar los palindromos.

>gi|10835642|pdb|ldlhia chain a, solution structure of hanatoxin 1 (Eukaryota, Grammostola
spatulata )
P(9-15)id.sec.=0/3(0%) id.prim’"=1/3(33%)

XCRYLFGGCKTTSD CKHLGCKFRDKYCAWDFTFS

>gi|10120908(pdb|1£82|a chain a, botulinum neurotoxin type b catalytic domain (Bacteria,
Clostridium botulinum )

P(218-240)id.sec.=6/11(54%) id.prim’'=4/11(36%)

P(291-306)id.sec.=2/8(25%) id.prim"=2/8(25%)

PVTINNFNYNDPIDNNNIIMME PPFARGTGRYYKAFKITDRIWIIPERYTFGYKPEDFNKSSGIFNRDVCEYYDPDYLNTNDKKNIFLQ

TMIKLFNRIKSKPLGEKLLEMIINGIPYLGDRRVPLEEFNTNIASVIVNKLISNPGEVERKKGIFANLIIFGPGPVLNENETIDIGION

HFASREGFGGIMOMKFCPEYVSVEFNNVQOENKGASIFNRR PALHMHE}_}_HVLHGLEEIKVDDLPIVPNEMEMQSTD
AIQAEELYTFGGQDPSIITPSTDKSIYDKVLQﬁFBG IVD VCISDPNININIYRNKFKDKYKFVEDSEGKYSIDVESFDK

LYKSILMFGFTETNIAENYKIKTRASYFSDSLPPVKIKNLLDNEIYTIEEGFNISDKDMEKEYRGONKAINKQAYEEIS

>gi|10120890|pdb|lcrz|a chain a, crystal structure of the e. coli tolb protein (Bacteria,
Escherichia coli )

P(115-137) id.sec.=3/11(27%) id.prim =3/11(27%)
DSGVDSGRPIGVVPFQWAGPGAAPEDIGGIVAADLRNSGKFNPLDRARLPQQPGSAQEVOPAAWSALGIDAVVVGQVTPNPDGSYNVAY
QLVDTGGAPGTVLAONSYKVNKQWLRYAGHTASDEVFEKLTGI K%FBTRIAWQTNGGQFPYELRVBD!DGYNQEVV‘HRSP
QPLXSPAWSPDGSKLAYVTFESGRSALVIQTLANGAVROVASFPRENGAPAFSPDGSKLAFALSKTGSLNLYVXDLASGQIRQVTDGRS

NNTEPTWEFPDSQONLAFTSDQAGRPQVYKVNINGGAPQRITWEGSQNQDADVS SDGKFXVIVSSNGGQOHIAKQDLATGGVQVLSSTFLD

ETPSLAPNGTXVIYSSSQGXGSVLNLVSTDGRFKARLPATDGOVKFPAWSPYL

>gi| 9955127 |pdb|1£94|a chain a, the 0.97 resolution structure of bucandin, a novel toxin
isolated from the malayan krait (Eukaryota, Bungarus candidus)

P(22-57)id.sec.=13/16(81%) id.prim'=5/16(31%)
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MECYRCGVSGCHLKITCSAEE I J: W TET [WNV _CTTNLCNX

>gi| 7546294 |pdb|1lchz|a chain a, a new neurctoxin from buthus martensii kirsch (Eukaryota,
Buthus martensii)
P(49-59)id.sec.=3/5(60%) id.prim’'=1/5(20%)

VRDAYIAKPHNCVYECARNEYCNNLCTKNGAKSGYCQWSGKYGNGCWC | - LPDNVPIRVPGKCH

>gi| 6980632 |pdb|lczé|a chain a, solution structure of androctonin (Eukaryota, Androctonus
australis)

P(1-23) id.sec.=7/11(63%) id.prim"=3/11(27%)

RSVCE FRRGGOY NRpY

>gi| 6980449 |pdb|lgoyla chain a, e.coli hemolysin e (hlye, c¢lya, shea)( Bacteria,
Escherichia coli)

P(53-71) id.sec.=1/9(11%) id.prim"=1/9(11%)

P(121-129)id.sec.=4/4(100%) id.prim’'=2/4(50%)

P(141-189)id.sec.=20/24(83%) id.prim'=6/24(25%)

P(287-298)id.sec.=6/6(100%) id.prim '=2/6(33%)
GSPGISGGGGGJ:LDSWIVADKTVEVVRNMETADGALDLMYLDQVIPWQTFDETIKELSRFKQEYSQAASVLVGDIKTLL
MJSQDK!FEATQTWEWCMTQLLAAHMI'DE!NEEKJ}S&Q@ILIKVLDDGITKLN’EA_QKSLLVE:_SQ__S_FNI}ASGKI@:A

EDSQLTEDEEKéSYFQSQVDKIRKEA!AGAAAGVWGPFGLIIS!SIAAGWEGKI.IPELKNKLKSVQN‘E‘FTTLSNTVKQAN

KDIDAAKLKLTTEIAAIGEIKTETETTRFYVDYDDIMLS LLKEAAKKMINTCNEYQKRHGKKTLFEVEEV

>gi| 6729953 |pdb|2b3c|a chain a, solution structure of a beta-neurotoxin from the new
world scorpion centrurcides sculpturatus ewing (Eukaryota, Centruroides exilicauda)
P(6-33)id.sec.=6/14(42%) id.prim"=3/14(21%)

KDGYLVEKTGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKH I GGSYGYCYGFGCYCEGLPDSTQTWPLPNKTC

>gi| 6730534 |pdb|lgsl|b chain b, crystal structure of vegetative insecticidal protein?2
(vip2) ( Bacteria, Bacillus cereus)

P(206-220)id.sec.=2/7(28%) id.prim '=3/7(42%)
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P{423-437)id.sec.=3/7(42%) id.prim’=2/7(28%)
MKRMEGKLFMVSKKLOVVTKTVLLSTVFSISLLNNEVIKAEQLNINSQSKY TNLONLKI TDKVEDFKEDKEKAKEWGKEKEREWKLTAT
EKGKMNNFLDNKNDIKTNYKEITFSMAGSFEDE IKDLKEIDKMFDKTNLSNSI ITYKNVEPTTIGFNKSLTEGNTINSDAMAQFKEQFL
DRDIKFDSYLDTHLTAQQVSSKERVIL QK_(_;_S TTPTH AGVILNNSE YKMLIDNGYMVHVDKVSKVVKKGVECLOIEGTLK
KSLDEFKND INAEAH SWEMKNYEEWAKDLTDSQOREALDGYARQDYKE INNYLRNQGGSGNEKLDAQIKNI SDALGKKPTPENITVYRWCG
M:PEFGYQISDPLPsmmFEEQH.NTIKEDKGmSTSLSSERLAAFGSRKIILRLQVPKGSTGAYLSAIGGFA§E

HIDKVTEVIIKGVERYVVDATLLTN

>gi| 6573609 |pdb|lc2ula chain a, solution structure of {abu3,35]1shkl2-28,17-32 (Eukaryota,
Stichodactyla helianthus)
P(11-29)id.sec.=9/9(100%) id.prim =3/95(33%)

RSXIDT IPKSB_(ETAFQCEHSAI_(Y RLSFQ{.KTCGTX

>gi| 6573377 |pdb|lblz|a chain a, streptococcal pyrogenic exctoxin al (Bacteria,
Streptococcus pycgenes)

P(86-98)id.

[97]

ec.=0/6(0%) id.prim =2/6(33%)
DPDPSQLHRSSLVKNLONIYFLYEGDPVTHENVKSVDQLLSHDLI YNVSGPNYDKLKTELKNQEMATLFKDENVDIYGVEY YHLCYLC

ENAE GGVTNHEGNHLEIPKKIVVKVSIDGIQSLSFDIETNKKMVTAQELDYKVREKYLTDNKQLY TNGPSKYETGYIKFIP

KNKESFWFDFFPEPEFTQSKYLMIYKDNETLDSNTSQIEVYLTTK

>gi| 6137706 |pdb|1lgtf|la chain a, ecrystal structure of exfoliative toxin b (Bacteria,
Staphylococcus aureus)

P(237-245)id.sec.=3/4(75%) id.prim =3/4(75%}
KEYSAEEIRKLKQKFEVPPTDKELYTHITDNARSPYNSVGTVFVKGSTLATGVLIGKNTIVTNYHVBREAAKNPSNIIFTPAQNRDAEK
NEFPTPYGKFEAEEIKESPYGQGLDLAIIKLKPNEKGESAGDLIQPANIPDHIDIAKGDK!SLLGYFYNYSAYSLZQSQIEMFNDSQYF

GYTEVGNSGSGIFNLKGELIGIHSGKGGOHNLPIGVFFNRKISSLY SVDNTFEDTLGND LEKRAKTLDK

>gi|6137610ipdb|lbudia chain a, acutolysin a from snake venom of agkistrodon acutus at ph
5.0 (Eukaryota, Deinagkistrodon acutus)

P{56-78)id.sec.=0/11(0%) id.prim"=3/11(27%)
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FQRYMEIVIVVDHSMVKKYNGDSDSIKAWVYEMINTITESYSYLKIDISLSGLEIL EKDL IDVEE.S&GN TLKS FEEHRAK]JL

IHRISHDNAQLLTATDFDGATIGLAYVASMCNPKRSVGVIQDHSSVNRLVAITLAHEMAHNLGVSHDEGSCSCGGKSCIMSPSISDETI

KYFSDCSYIQCRDYISKENPPCILN

>gi| 6137387 |pdb|3btala chain a, crystal structure of botulinum neurotoxin serotype a
(Bacteria, Clostridium botulinum )

P(7-50)id.sec.=13/21{62%) id.prim '=5/21(23%)

P(119-194)id.sec.=3/33(9%) id.prim’=11/33(33%)

P(756-991)id.sec.=15/110(14%) id.prim’=23/110(21%)

PFVNKQENYKDPVNGV PNVGOMQ ; "DTETNPEEGDLNPPPEAKQVPVSYYDSTYLS
TDNEKDNYLKGVTKLFERIYSTDLGRMLLTSIVRGIPFWGGSTID VIDT! D ESA
DIIg K SFGHEVLNLTRNGYGS SP FEESLEVDTNPLLGAGKFATDPAVTLAHELTHAGHRLYGIATN

PNRVFKVNTNAYYEMSGLEVSFEELRTFGGHDAKFIDSLOENEFRLYYYNKFKDIASTLNKAKSIVGTTASLQYMKNVFKEKYLLSEDT
SGKFSVDKLKFDKLYKMLTEIYTEDNFVKFFKVLNRKTYLNFDKAVFKINIVPKVNYTIYDGFNLRNTNLAANFNGONTE INNMNETKL
KNFTIGLFEFYKLLCVRGIITSKTKSLDKGYNKALNDLCIKVNNWDLFFSPSEDNFTNDLNKGEEITSDTNIEAAEENISLDLIQQYYLT
FNFDNEPENISIENLSSDIIGQLELMPNIERFPNGKKYELDKYTMFHYLRAQEFEHGKSRIALTNSVNEALLNPSRVYTFFSSDYVKKV

NKATEAAMFLGWVEQLVYDFTDETSEVSTTDKIADITIIIPY IGPALNIGNMLYKDDFVGALIFSGAVILLEFIPEIAIPVLGTFALVS
YIANKVLTVQTIDNALSKRNEKWDEVYKY IVINWLAKVNTQIDLIRKKMKEALENQAEATKAT INYQYNQYTEEEKNNINFNIDD
LSSKLNESINKAMININKFLNQCSVSYLMNSMI PYGVKRLEDFDASLKDALLKY IYDNRGTLIGQVDRLKD
KVNNTLSTDIPFQLSKYVDNORLLSTEFTEYIKNIINTS RYA OPID
KN NLE ' KNATVYNSMY KYFNSISLNN ICMENN!

QI IKQRVVFKYSQMINISDYINRWIFVTITNNRLNNSKIYINGRLIDQKPISNLGNIHASNNIMFKLDGCRDTHRYI

WIKYFNLFDKELNEKEIKDLYDNQSNSGILKDFWGDYLOYDKPYYMLNLYDPNKYVDVNNVGIRGYMYLKGPRGSVMTTNIYLNSSLYR
GTKFIIKKYASGNKDNIVRNNDRVYINVVVKNKEYRLATNASQAGVEKILSALEIPDVGNLSQVVVMKSKNDQGI TNKCKMNLODNNGN

DIGFIGFHQFNNIAKLVASNWYNRQIERSSRTLGCSWEFIPVDDGWGERPL

>gi|5822082|pdb|lkp6|a chain a, ustilago maydis killer toxin kp6é alpha-subunit
(Eukaryota, Ustilago maydis )
P(22-36)id.sec.=2/7(28%) id.prim’'=2/7(28%)

NRAFCAGEGLSCKWECWCTARGTGNE LRYATAAGCGDHLSKS Y YDARAGHCLFSDDLRNQFY SHCSSLNNNMSCRSLSK



>gi15821818|pdb|1bil| structure of apo- and holo-diphtheria toxin repressor (Bacteria,
Corynebacterium diphtheriae)

P(120-138)1id.sec.=6/9(66%) 1d.prim’'=3/9(33%)

P(196-211)id.sec.=8/8(100%) id.prim’'=3/8(37%)
M.K.DLVDTTEMYLRTIYELEEEGVTPLRARIAERLEQSGPTVSQTVARMERDGLVMSDRSLQM‘I‘PTGRTLATAVI*RKHRLAERLLTDI

IGLDINKVHDEAXRWEHVMSDEVERRLVKVLKDV F PGLDELGVGNSDAAAPGTRVIDAATSMPRKVRIVQINETFQ

VETDQFTQLLDADIRVGSEVEL ELLDDLAHTIRIEEL

>gi|5821789|pdb|1b45| alpha-cnia conotoxin from conus consers, nmr, 43 structures
(Eukaryota, Conus consors )
P(8-14)id.sec.=2/3(66%) id.prim’=1/3(33%)

GRCCHPACGKYYSCX

>limt mol:protein length:80 mamba intestinal toxin 1 nmr 39 structures (Eukaryota,
Dendroaspis polylepis polylepis )

P{43-60)id.sec.=9/9(100%) id.prim'=2/9(22%)

P(61-67)id.sec.=0/3(0%) id.prim’=2/3(33%)

AVITGACERDLQCGKGTCCAVSLWI KSVRVCTPVGTSGEDCHEASEKI PFSGQRMHETCPCAP VOTSPKKFKCLSK

>gi| 4699530 |pdb|1a87| coliein n (Bacteria, Escherichia coli)

P(33-107)id.sec.=14/35(40%) id.prim =9/35(25%)
HGDNNSKPKPGGNSGNRGNNGDGASAKVGEIT NSKP ISSNPEYSLLA RKG
SN_{D WKGPKYIj‘NKLVKRFVSQFLLFRKEEKEKNEEALLKASELVSGMGDKLGEILGVKYWAKE

VAND IKNFHGRNIRS YNEAMASLNKVILANPKMKVNKSDKDAIVNAWKQVNAKDMANK I GNLCGKAFKVADLATKVEKIREKSTEGYNTGN

WGPLLLEVESWI IGGVVAGVAISLFGAVLSFLPISGLAVIALGVIGIMTISYLSSFIDANRVSNINNITSSVIR

>gi| 3851964 |pdb|lavi| potassium channel blocker kappa conotoxin pviia from c.
purpurascens, nmr, 20 structures (Eukaryota, Conus purpurascens)
P(20-26)id.sec.=3/3(100%) id.prim’=1/3(33%)

CRIXNQKCFQHLDDCCSRK F v

>gi|3212819|pdb|3seb| staphylococcal enterotoxin b (Bacteria, Staphylocoeccus aureus)

P(5-9)id.sec.=2/2(100%) id.prim’'=2/2(100%)
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ESQPDPKPDELHKSSKFTGLMENMKVLYDDNHVSAINVKS IDQFLYFDLI Y SIKDTKLGNYDNVRVEFKNKDLADKYKDKYVDVEGAN

YYYQCYFSKKTNDINSHQTDKRKTCMYGGVTEHNGNQLDKYRSI TVRVFEDGKNLLSFDVOTNKKKVTAQELDYLTRHYLVKNKKLYEF

NNSPYETGYIKFIENENSFWYDMMPAPGDKFDQSKYLMMYNDNKMVDSKDVKIEVYLTTKK

>gi| 2982092 |pdb|lexf|a chain a, exfeliative toxin a (Bacteria, Staphylococcus aureus)
P(209-217)id.sec.=4/4(100%) id.prim =2/4(50%)
EVSAEEIKKHEEKWNKYYGVNAFNLPKELEFSKVDEKDROKYPYNT IGNVEVKGQTSATGVLIGKNTVLTNRHIAKFANGDPSKVSFRPS
INTDDNGNTETPYGEYEVKEILQEPFGAGVDLALIRLKPDONGVSLGEDKI SPAKIGTSNDLKDGDKLELIGY PFDHKVNQMHRSEIELT
TLSRGLRYYGFTVPGNSGSGIFNSNGELVG LDREHQINYGVGIGNYVKRIINEKNE

>gi|2981940|pdb|2nbt|ja chain a, neuronal bungarotoxin, nmr, 10 structures (Eukaryota,
Bungarus multicinctus )

P(3-58)id.sec.=12/26(46%) id.prim’'=9/26(34%)

RTCLISPSSTPQTCPNGQD DKFCSIRG VATCPQFRSNY CTTDNCNE

>gi|2914135|pdb|lacc| anthrax protective antigen (Bacteria, Bacillus anthracis)
P(91-151)id.sec.=16/22(72%) id.prim =7/22(31%)

P(371-381) id.sec.*=3/5(60%) id.prim =2/5(40%)

*kasn no tiene estructura secundaria asignable.
EVKQENRLLNESESSSQGLLGYYFSDLNFOAPMVVTSSTTGDLSIPSSELENIPSENQYFQSATWSGFIKVKKSDEY TFATSADNHVTM
W/ DD« kasnSN GR i SSDIN.QLPELKQKSSNS
RKKRSTSAGPTVPDRDNDGIPDSLEVEGYTVDVKNKRTFLSPWISNIHEKKGLTKYKSSPEKWSTASDPYSDFEKVTGRIDKNVSPEAR
HPLVAAYPIVHVDMENIILSKNEDQSTONTDSETRTISKNTSTSRTHTSEVHGNAEVHASFFDIGGSVSAGFSNSNSSTVAIDHSLSLA
GERTWAETMGLNTADTARLNANIRYVNTG NVL SLVLGKNQTLATIKAKENQLSQILAPNNYYPSKNLAPIALNAQDDF
SSTPITMNYNQFLELEKTKQLRLDTDQVYGNIATYNFENGRVRVDTGSNWSEVLPQIQETTARIIFNGKDLNLVERRIAAVNPSDPLET
TKPDMTLKEALKIAFGFNEPNGNLQYQGKDITEFDFNFDOQTSQONIKNQLAELNATNI Y TVLDKIKLNAKMNILIRDKRFHYDRNNIAV

GADESVVKEAHREVINSSTEGLLLNIDKDIRKILSGYIVEIEDTEGLKEVINDRYDMLNISSLRODGKTFIDFKKYNDKLPLYISNPNY

KVNVYAVTKENTIINPSENGDTSTNGIKKILIFSKKGYEIG

>gi|2780936|pdb|5tss|a chain a, toxic shock syndrome toxin-1: orthorhombic p222(1)
crystal form (Bacteria, Staphylococcus aureus)

P(144-164)id.sec.=4/10(40%) id.prim’=3/10(30%)
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STNDNTKDLLDWYSSGSDTHINSEVLDNSLGSMRIKNTDGSISLI IFPSPYY SPAFTKGEKVDLNTKRTKKSQHTSEGTY THFQISGVT

NTEKLPTPIELPLKVKVHGKDSPLKYWPKFDKKQLAISTLDFEIRHQLTQIHGLYRS SEKT D QADLSKKFE
YNTEKPPINIDEIKTIEAEIN
>gi| 2781193 |pdb|lbeg| structure of fungal elicitor, nmr, 18 structures (Eukaryota,

Phytophthora cryptogea)
P(67-70)id.sec.=2/2(100%) id.prim =2/2 (100%)
P(83-89)id.sec.=2/3(66%) id.prim =2/3 (66%)

TACTATOOTAAYRTLVSILSDASFNOCSTDSGY SMLTAKALPTTAQYKIMCASTACNTMI KKIVILNPPNCDLTVPTSGLVLNV

YsYANGFSNKCSSL

>gi|2098492|pdb|lkvela chain a, killer toxin from halotolerant veast (Eukaryota, Pichia
farinosa )

P(50-61)id.sec.=6/6(100%) id.prim'=3/6(50%)

WSLRWRMQKSTTIAAIAGCSGAATFGGLAGGIVGCIAAGILAILQGFEVIEWHNGGGGDRSEPV

>gi|1827608 |pdb|ipre|a chain a, proaerclysin (Bacteria, Aeromonas hydrophila)

P(91-101) id.sec.=1/5(20%) id.prim =2/5(40%)

P(129-157)id.sec.=7/14({30%) id.prim’=5/14(35%)
AEPVYPDQLRLFSLGQGVCGDKYRPVNREEAQSVKSNIVGMMGQWQISGLANGWVIMGPGYNGEIKPGTASNTWCYPTNPVTGEIPTLS
A QGEE\@_VQWRLVHDSANFIKPTSYLAHYLGYAWVEGIEHSQYZGE EDEGCDGIRCGDKT
AIKVSNFAXNLDPDSFKHGDVTQSDRQLVKTVVGWAVNDSDTPQSGYDVTLRYDTATNWSKTNTYGLSEKVTTKNKFKWPLVGETELSI
EIAANQSWASQNGGSTTTSLSQSVRPTVPARSKIPVKIELYKADISYPYEFKADVSYDLTLSGFLRWGGNAWYTHPDNRPNWNHTFVIG
PYKDKASSIRXQWDKR!IPGEVKWWDWNWTIQQNGLSTMQNNLARVLRPVRAGITGDFSAESQFAGNZEIGAPVPLAADSKVRRARSVD

GAGOGLRLE IPLDAQEL SGLGFNNVSLSVTPAANQ

>9i|1827727 |pdb|1tiild chain d, escherichia ccli heat Ilabile enterotoxin type iib
(Bacteria, Escherichia coli)

P(76-96)id.sec.=10/10(100%) id.prim =1/10(10%)
GASQFFKDNCNRTTASLVEGVELTKYISDINNNTDGMYVVSSTGGVWRISRAKDYPDNVMTAEMRKIAMAAVLSG AS
s . LEAE

>gi|1827732|pdb|1ltiila chain a, escherichia ceoli heat labile enterotoxin type iib
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P(170-182)id.sec.=6/6(100%) id.prim =3/6(50%) (Bacteria, Escherichia coli)
NDYFRADSRTPDEVRRSGGLIPRGQQEAYERGTPININLYDHARGTATGNTRYNDGYVSTTTTLRQAHLLGQNMLGGYNEYYIYVVAAA

PNLFDVNGVLGRY SPYPSENEYAALGGIPLSQI IGWYRVSFGATEGGMHRNRDYRRDLFRGLSAAPNEDGYRIAGFFDGFPAWEEVE

WREF.PL_PNSCLPNNK

>gi|1827850|pdb|1lxtcid chain d, cholera toxin (Bacteria, Vibrio cholerae)
P(4-21)id.sec.=1/9(11%) id.prim =2/9(22%),5/9(55%)

P(31-47)id.sec.=8/8{100%) id.prim’=2/8(25%)

TeONITDLCAEYH DEIFSYTES FOVEVPSSQHIDSOKKAIERMKDTLRIAYLTEA

KVEKLCTWNNKTPHATAAT SMAN

>gi| 1633286 |pdbllapf| anthopleurin-b, nmr, 20 structures (Eukaryota, Anthopleura
xanthogrammica }

P(1-15)id.sec.=7/7(100%) id.prim =3/7(42%)

gVECLCP_SEGPRERgNTLSGILWFYESGCPSGW‘HNCKAH GPNIGWCCKK

>gi| 1633500 |pdblltox|a chain a, diphtheria toxin dimer complexed with nad (Bacteria,
Corynebacterium diphtheriae)

P(177-183)id.sec.=3/3(100%) id.prim =3/3(100%)

P(425-436)id.sec.=6/6(100%) id.prim =3/6(50%)
GADDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTQGNYDDDWKGFYSTDNKYDAAGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLT

KVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGQD%

MYEYMAQACAGN‘RVRRSVGSSLSCINLDWDVIRDK‘I.‘KTKIESLKEHGPIKNKMSESPNKTVSEEKAKQYLEEFHQTALEHPELSELK
TVTGTNPVFACANY AAWAVNVAQVIDSETADNLEKTTAALSILPGIGSVMGIADGAVEENTEEIVAQS IALSSIMVAQATPLVGELVDT
GFAAYNFVESIINLFQVVHNSYNRPAYSPGHKTQPFLHDGYAVSWNTVEDSIIRTGFQGESGHDIKITAEN | . IPe

KLDVNKSKTHISVNGRKIRMRCRAIDGDVTFCRPKS?VYVGNGVHANLHVAFHRSSSEKIHSNEISSDSIGVLGYQKTVDHTKVNSKLS

LFFEIKS

>gi|1431755|pdb|lbun|a chain a, hydrolase, presynaptic neurctoxin mol_id: 1; molecule:
beta2-bungarcotoxin; chain: a, b; synonym: phosphatide acyl-hydrelase, phosphatidylcholine
2-acylhydrolase; ec: 3.1.1.4; other_ details: numerocus natural isoforms, this is the betaZ

iscform (Fukaryota, Bungarus multicinctus)
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P(50-62)id.sec.=1/6(16%) id.prim '=2/6{32%)
NLINFMEMIRXTIPCEKTWGE!ADYGCYCGAGGSGRPiDALDRCCrVHDt_EYGDAEKKHKQEPKTQSYSYKLTKRTI ICYGAAGTC

ARIVCDCDRTAALCFGNSEY IEGHKNIDTARFCQ



