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RESUMEN

Durante las tltimas décadas se ha descubierto un mimero creciente de proteinas
cuyo plegamiento es mediado por un complejo compuesto por ocho subunidades
llamado chaperonina, Los sustratos de este complejo comprenden una amplia diversidad
de proteinas, abarcando diferentes funciones, muchas veces esenciales para la
mantencién de la fisiologia celular. En eucariontes, entre los sustratos plegados por la
chaperonina CCT (Chaperonin Containing TCP1), se encuentra una proteina que
pertenece al citoesqueleto de la célula Tlamada tubulina. Experimentos de inmuno-
precipitacién de péptidos de tubulina indican que ciertas regiones tienen una mayor
afinidad con CCT, v mediante experimentos de microscopfa electrénica se ha podido
determinar que existe un patrén de interaccién entre tubulina y CCT. Lamentablemente,
ninguno de estos métodos ha permitido dilucidar los residnos involucrados en las
interacciones entre estas proteinas. Sin embargo, se conoce que la superficie
electrostatica e hidrofébica involucrada en la interaccién con los sustratos de la
chaperonina CCT es heterogénea a diferencia de otras chaperoninas en procariontes o
arqueas en que es principalmente hidrofébica y homogénea. Esta evidencia demuestra
que podria existir una especificidad de reconocimiento de las tubulinas por la CCT. Lo
cual deberia verse reflejado por mutaciones o conservacion de residuos especificos en
ambas proteinas, a través de un andlisis de sus alineamientos miiltiples de secuencias
(MSA).

En este trabajo se usaron dos métodos bioinformaticos para lograr identificar los



residnos involucrados en la interaccion entre tubulina y CCT, especificamente en las
tubulinas B y . El primer método corresponde al andlisis de mutaciones correlacionadas
(Correlated Mutations Analysis, CMA) con el cual se obtuvieron los residuos mutados
que se correlacionan en tubulina y CCT, para obtener pares de residuos relacionados con
su estructura y funcionalidad. El segundo método es el anélisis de armonia de secuencias
(Sequence Harmony, SH), con el cual se determinan residuos conservados que
caracterizan a un grupo de proteinas dentro de una familia de proteinas, para obtener los
residuos conservados de B- y y-tubulina que no se encuentran en la tubulina bacteriana
BtubB (cuyo plegamiento no es mediado por chaperonina). De este modo se obtuvo los
residuos que estarfan implicados en el reconocimiento de tubulina por CCT.

Se utilizaron las herramientas bioinformaticas: BLAST+, MAFFT y Multi-
Harmony; los algoritmos para calcular mutaciones correlacionadas: Mip y PCCa; y las
bases de datos: CDD y UniprotKB (Swiss-Prot y TrEMBL). Se usaron programas para
manejar estas herramientas escritos con el lenguaje de programacion Python. De esta
forma se logré comprobar que el algoritmo MIp posee una mayor precisién para
determinar pares de residuos correlacionados en contacto fisico al usar diferentes MSAs
de las bases de datos con bajo niimero de secuencias. Esto permitié investigar las
mutaciones correlacionadas entre tubulinas y CCT, con lo cual se pudo identificar que el
reconocimiento de tubulina por CCT se explicaria por la presencia de residuos

hidrofébicos v electrostaticos en el dominio intermedio de tubulina, los cuales serian

reconocidos por las subunidades CCT8 y CCTu..




ABSTRACT

During the last decades has been found a growing number of proteins whose
folding is mediated by a complex of eight subunits called chaperonin. The substrates of
this complex include a wide range of proteins, covering different functions and often
essential for the maintenance of cell physiology. In eukaryotes, among the substrates
folded by the chaperonin CCT (chaperonin Containing TCP1), there are proteins that
belong to the cell cytoskeleton called tubulin. Through immunoprecipitation
experiments of tubulin peptide it has been determined that tubulin has regions with a
higher affinity for CCT, and through electron microscopy experiments a pattern of
interaction between tubulin and CCT has been proposed. Unfortunately, none of these
techniques can identify the residues involved in the interactions between CCT and
tubulin. However, it is known that the electrostatic and hiydrophobic surface involved in
the interaction between CCT chaperonin and substrate is heterogeneous unlike the
interaction of other chaperonins with the substrate in prokaryotes or archaea. This fact
suggest that, there should be a specific recognition of tubulin by CCT. Which should be
reflected by mutation or conservation of specific residues in both proteins, that could be
analyzed by multiple sequence alignments (MSA).

In this work we used two bicinformatics methods in order to identify residues
involved in the interaction between tubulin and CCT, specifically B- and y tubulin. The
first method was the analysis of correlated mutations (Correlated Mutations Analysis,

CMA) that allowed to obtain mutated residues correlated into tubulin and CCT, to get
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pairs of residues associated with its structure and function. The second method was the
analysis of harmonic 'sequences (Harmony Sequence, SH), which identify conserved
residues to characterize a group of proteins within a protein family, to find the conserved
residues of B- and y-tubulin that are not found in bacterial tubulin BtubB (chaperonin not
required). These tools allowed to identify the residues involved in the recognition of
tubulin by CCT.

We used bioinformatics tools: BLAST+, MAFFT and Multi-Harmony; algorithms
to calculate correlated mutations: MIp and PCCa; and databases: CDD and UniProtKB
(Swiss-Prot and TrEMBL). We used programs to managed all these tools written in
Python programming language. Comparison of these tools allowed us to verify that the
algorithm MIp had a greater precision to determine that correlated residues pairs
involved in physical contact by using different MSAs of the databases with low number
of sequences. This permitted us to investigate the correlated mutations between tubulins
and CCT, founding that the recognition of tubulin by CCT was mediated by the presence
of electrostatic and hydrophobic residues in the intermediate domain of tubulin, which

was recognized by the CCT6 and CCTa subunit,
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1 INTRODUCCION

La organizacién interna, forma, motilidad y ciclo de vida de las células eucariontes
es manejada por una red compleja de polimeros de proteinas llamado citoesqueleto, el
cual incluye los filamentos de actina, filamentos intermedios y microtitbulos (Nogales,
2001).

Los microtiibulos son polimeros cilindricos de 25 nm de ancho construidos por el
ensamblaje de dos protenas, la o-tubulina y B-tubulina. Estas proteinas forman
heterodimeros permanentes (heterodimero o/B), los cuales actilan como mondmetos
interactuando longitudinalmente, definido por Nogales et al. 1998 como aquella
interaccién que forma polimeros longitudinales llamados protofilamentos y lateralmente
para formar las paredes del microtibulo. Los microtibulos estin formados por 13
protofilamentos ensamblados lateralmente formando un cilindro. Debido a que el
heterodimero o/B se ensambla longitudinalmente, la estructura completa presenta una
polaridad, donde los dos extremos del polimero tienen cinéticas de polimerizacién
distintas: el extremo (-), coronado por ¢-tubulina, presenta una cinética mas lenta que ¢l
extremo (+), coronado por B-tubufina. La dindmica de polimerizacion de este polimero
esta mediada por la presencia de GTP, Mg*" y temperaturas fisiolégicas. Esta ocurre en
dos etapas, una fase lenta, de nucleacidn, que consiste en la formacion de pequefios
protofilamentos a modos de nicleos, y la segunda fase mucho mds ripida, que
corresponde a la elongacion lateral o longitudinal a partir de estos niicleos (Desai &

Mitchison, 1997). Se conoce que la primera es una fase limitante in vifro, en cambio in



vivo, la nucleacién de los microtiibulos es asistida en los centros organizadores de
microtiibulos (MTOCs). En células animales el centrosoma es el MTOC primario,
organizado en torno a un par de centriolos, que sirve como un punto de anclaje central
de los microtiibulos en la célula. Su funcién depende de una proteina llamada y-tubulina,
un homélogo de a-tubulina y B-tubulina. Esta proteina también se encuentra involucrada
en la nucleacién de microtiibulos en sitios donde no se encuentra los MTOCs, lo que
sugiere que es un componente ctitico para la nucleacién de los microtibulos in vivo
(Kollman et al., 2011).

I.a familia de las tubulinas se encuenira en unma supetfamilia conocida como
FtsZ/Tubulina que poseen representantes tanto en organismos cucariontes (o, B, v, 8, &
tubulinas) como en procariontes (FisZ, BtubA/B, TubZ) (Pilhofer et al., 2011). Todas las
proteinas de la familia de tubulinas presentan una estructura conservada comin, que
puede ser dividida en tres dominios (ver Fig. 1): un dominio amino-terminal que posee
un plegamiento tipo Rossman, que consta de la alternacién de hebras betas paralelas
(S1-86) y hélices (H1-H6) , donde se encuentra el sitio de unién a GTP, formada por
cada “loop” que conecta las hélices y las hebras beta (“loops™ T1-T6) y el término del
dominio amino-terminal con la hélice central (H7); un dominio intermedio formado por
tres hélices (H8-H10) y hebras beta mezcladas (87-10); y un dominio carboxilo terminal,
conformado por dos hélices antiparalelas (H11 y H12), involucrada en la interaccién de

la tubulina con otras protefnas, como proteinas motoras de microtiibulos y proteinas

asociadas a microtiibulos (MAPs) (Nogales, 2001).




B-tubulina y-tubulina BTubB

Figura 1. Homologia estructural entre B-tubulina, y-tubulina y tubulina bacteriana BtubB,
y asignacion de nombre a las estructuras secundarias de y-tubulina.

A, Representacion en cinta de la proteina y-tubulina con colores del arcoiris desde el carboxilo-
terminal en azul, hasta el amino-terminal en rojo, identificando a las diferentes estructuras
secundarias segtin Nogales et al. 1998. B, Representacion en cinta de las proteinas B-tubulina
(1jffB)., y-tubulina (3cb2A) y BtubB (2btqB), con colores segtin sus dominios: amino-terminal
(azul), dominio intermedio (amarillo) y dominio carboxilo-terminal (rojo). Para demostrar la
homologia se alinearon las estructuras y-tubulina y BtubB con B-tubulina mediante PyMol,
obteniéndose un RMSD para la superposicién entre 1jffB y 3cb2A de 1.646 A, y entre 1jffB y
2btgB de 1.688 A.



Las proteinas del citoesqueleto, tubulinas y actinas ademds de ser un extenso y
heterogéneo grupo de proteinas, tienen la caracteristica de que son incapaces de plegarse
espontineamente, requiriendo ser asistidas por otros factores. Dichos factores inducen el
plegamiento de proteinas desplegadas o a medio plegar, mediante interacciones proteina-
proteina. Las células han evolucionado con esta maquinaria de plegamiento que asiste a
proteinas en el proceso de sintesis y que ademas estd involucrada en el rescate de
aquellas protefnas que han perdido su conformacién nativa inducida por algn tipo de
estrés. Las proteinas que cumplen la funcion de asistir el plegamiento de otras proteinas
se conocen como chaperonas, existiendo dos grandes clases: las Hsp70 y las
chaperoninas (Frydman, 2001).

Frydman (2001) propone que esta maquinaria aisla a la proteina sustrato de la
solucién acuosa, reconociendo los residuos hidrofébicos que quedan expuestos, y en el
caso de las chaperoninas introduciéndola en la cavidad central de su estructura. Los
residuos hidrofdbicos de la proteina sustrato van a permitir luego la formacién del
“core” o niicleo hidrofébico, el cual, requiere una gran fuerza motriz para su formacion.
Asi, luego de transitar por distintos estados intermedios, la proteina alcanza su estado
final nativo (Frydman, 2001).

Las chaperoninas son complejos de proteinas ATPasas formadas por varias
subunidades, que poseen una forma cilindrica toroidal. Los complejos de chaperonina
consisten en dos anillos que interaccionan espalda con espalda. Cada anillo constade 7 a
9 subunidades, dejando una cavidad interna en donde el subsirato polipeptidico
denaturado se pliega. La unién del ATP y su hidrolisis produce cambios

4



conformacionales que conducen a ciclos de unién y liberacién de su sustrato (Spiess et
al., 2004).

Se han clasificado a las chaperoninas en dos grandes grupos; el primero
corresponde a chaperoninas presentes en procariontes y organelos eucaridticos de origen
endosimbiotico como GroEL (que necesita de un cofactor llamado GroES). El segundo
grupo, estd presente en arqueas, llamado termosomas y en el citosol eucaridtico 1lamado
CCT (Chaperonin containing TCP1) o también conocidos como TRiC (TCP1-Ring
Complex) (Frydman 2001).

La estructura de cada subunidad de CCT consiste de tres dominios: Un dominio
ecuatorial de unién a ATP, un dominio apical involucrado en la unién al sustrato, y un
dominio intermedio que conecta Ios dos dominios anteriores funcionando como bisagra
(Spiess et al. 2004).

La chaperonina de eucarionte, a diferencia del termosoma y GroEL-GroES, posee
anillos con ocho subunidades diferentes, compartiendo entre ellas un 27 a 39% de
identidad de secuencia. La mayor diferencia ocurre en los dominios apicales, donde se
observa una alta variabilidad de sus residuos y también una mayor cantidad de residuos
conservados por subunidad que no son encontrados en las otras subunidades (Archibald
et al,, 2001; Pappenberger et al., 2002). En contraste, las chaperoninas bacterianas
poseen un solo tipo de subunidad, y las de arqueas, hasta tres diferentes tipos de
subunidades. Otra diferencia que distingue a CCT de los termosomas, es su arreglo
tnico de subunidades para formar los anillos, mientras que en los termosomas cada
subunidad es dispensable, pudiendo cada una de ellas formar el complejo entero,
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mientras que GroEL-GroES estd formada por varias repeticiones de la misma subunidad
(Archibald et al., 2001; Kapatai et al., 2006). Estas diferencias de CCT con el
termosoma y GroEL-GroES se reflejan con mayor fuerza en la diversidad de las
propiedades fisicoquimicas de la superficie interior de las chaperoninas. CCT, al igual
que en el termosoma, tiene un menor porcentaje de residuos hidrofobicos en la
superficie interna que GroEL-GroES, pero la distribucién de los residuos hidrofébicos
en la cara interna de las subunidades de CCT es més asimétrica que en el termosoma y
en GroEL-GroES. También la superficie electrostatica de CCT posee una distribucién de
cargas asimétricas en la cavidad interior (Cong et al., 2010).

Dado que las interacciones del termosoma y GroES-GroEL son inespecificas, lo
cual es atribuido por su superficie interior hidrofébica y la poca variabilidad de sus
subunidades. Se deduce por las propiedades de CCT, que la chaperonina pudiera tener
interacciones especificas con sus sustratos gracias a su asimétrica superficie
electrostatica e hidrofobica. A favor de esta idea se puede mencionar los experimentos
de crio-microscopia electrénica que han permitido observar que las proteinas actina y
tubulina interaccionan con los dominios apicales de CCT con una geometrfa
determinada (Llorca et al., 1999; Llorca et al., 2000). Estos resultados dan indicios que
la interaccidn de actina y tubulina con CCT pudiera estar mediada por interacciones por
cargas. No obstante, se ha observado que la proteina GB y el supresor tumoral de von
Hippel Lindau (VHL) son reconocidas por CCT mediante interacciones hidrofébicas
(Etchells et al., 2005; Valpuesta et al., 2002; Tam et al., 2006; Spiess et al., 2006).
Experimentos de protedmica indican que CCT puede interaccionar con multiples
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sustratos de forma similar que GroEL in vitro, pero in vivo su especificidad es mediada
por factores presentes en la biogénesis de las proteinas. Un analisis bicinformatico de las
proteinas reconocidas por CCT indican que estas corresponden a proteinas
principalmente hidrofobicas, que poseen miltiples dominios y estan enriquecidas con
sabana B, indicando que CCT podria tener preferencia por evitar el desplegamiento o
agregacion de esta estructura secundaria (Yam et al., 2008). Atin asi, esto no descarta la
idea que exista una interaccién especifica mediada por este tipo de contactos (Mufioz et
al., 2011).

Se ha definido que las proteinas que interaccionan entre si estdn sometidas a un
proceso de coevolucion relacionada con substituciones de aminoacidos involucrados en
la interfase protefna-proteina que promueven la seleccion natural (Pazos et al., 1997).
La coevolucién entre CCT y sus sustratos se apoya por el hecho de que los dominios
putativos de actina y tubulina que estin involucrados en la unién con CCT estin
ausentes o modificados en sus correspondientes homdlogos procariontes FtsA/MreB y
FtsZ o tubulina bacteriana (BtubA/B) que se pliegan sin necesidad de una chaperonina, y
a su vez estan implicados en el proceso de polimerizacion (Llorca et al., 2001). En el
caso de la tubulina la mayoria de estas regiones estarfan relacionados con las
interacciones laterales responsables de la extension bidimensional de la polimerizacion
en microtibulos y también los residuos que permiten la dimerizacién entre a- y B-
tubulina, que constituirian a dos “loops™ relacionados con la interaccién lateral y un
dominio conservado del loop T7, respectivamente (Andreu et al., 2002; Pilhofer et al.,
2011). Esto se respalda con experimentos de quimeras de FtsZ/tubulina que consta de
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una protefna de FtsZ con “loops” de tubulina, lo cual induce el desplegamiento de la
quimera v la habilidad de interaccionar con CCT (Bertrand et al., 2005). También ¢s
sabido que actina y tubulina poseen un arquitectura comin, teniendo dos dominios
topoldgicos con una region intermedia que los une, y un nucledtido ubicado en Ia
vecindad. Se cree que la chaperonina ha evolucionado de manera que supera una barrera
cinética especifica, mediante la estabilizacion de una conformacién abierta que permita
¢l plegamiento de sus dos dominios interaccionando por lados opuestos del anillo de la
chaperonina. Entonces la evolucion de actina y tubulina con CCT tendria relacién con
las estructuras implicadas en la union intramolecular de los dos dominios (Llorca et al.,
2000). Esto es respaldado por observaciones que demuestran que en las primeras etapas
del desplegamiento de la tubulina existe una liberacion del nucledtido unida a esta
(Andreu et al., 2002).

En nuestro laboratorio (Tesis Pouchucg, 2009; Tesis Araya, 2010 y resultados ain
no publicados) se ha demostrado la especificidad de la interaccion de CCT con y-
tubulina tanto in vive como in vifro. Se introdujo mutaciones sitio especificas en la
secuencia de y-tubulina en dos regiones que segiin los trabajos de Llorca et al. (2001)
podrian estar involucrados en la interaccién. Estas regiones corresponden a los “loops”
T7 y M. Estos trabajos muestran que mutaciones en la region del “loop T7” afectan en
gran medida la interaccién, mientras que mutaciones en el “loop M” afectan en menor
medida, o probablemente no tengan efecto detectable. Por ello, nuevos estudios en el
laboratorio quieren indagar en el proceso de plegamiento de la y-tubulina por la

chaperonina CCT, explicando los fenémenos observados en el laboratorio.




A pesar de toda la informacién que existe acerca de la wnién de CCT a sus
sustratos, el mecanismo de coémo ocurre el plegamiento es desconocido. Por ende, un
paso en esta direccion seria identificar los residuos o regiones de residuos esenciales en
el proceso, en especifico aquellos residuos involucrados en el reconocimiento de
tubulina por CCT. Para ello, en el presente seminario de titulo se propone identificar los
residuos esenciales en la interaccién de CCT con 8- y y-tubulina, utilizando técnicas
bioinformaticas llamadas analisis de mutaciones correlacionadas (CMA, del ingles
“Correlated Mutations Analysis™) y analisis de armonia de secuencias. La razdén de
incluir la proteina B-tubulina al andlisis, nos permite comparar resultados con los
obtenidos para y-tubulina en busca de patrones similares, pues ambas tubulinas poseen
similares geometrias de interaccion con CCT (Tesis Pouchucq, 2009). También ya que
ambas se encuentran en un mismo nodo junto con BtubB en un arbol filogenético
(Pilhofer et al., 2011), una tubulina bacteriana que no interacciona con CCT y se ocupd
para diferenciar los residuos conservados entre estas proteinas en un alineamiento de
secuencias multiple.

CMA se basa en el hecho que las proteinas normalmente sufren mutaciones. Estas
mutaciones no son toleradas cuando ocurren en sitios conservados relacionados con su
funcionalidad o estructura. Pero mutaciones que ocurren en sitios variables pueden
afectar en algiin grado a la proteina y a la vez ser compensadas por otra mutacién,
ocurriendo el fenémeno de mutaciones correlacionadas. Estas podrian estar relacionadas
en mantener la funcionalidad o estructura de la proteina (Dunn et al., 2008).

Los algoritmos encargados de determinar los residuos implicados en mutaciones
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correlacionadas, obtiecnen esta informacién mediante alineamientos multiples de
secuencias (MSA, del ingles “Multiple Sequence Alignment”). Entre mayor cantidad de
secuencias que sean ingresadas, mas informacién tiene el algoritmo para determinar si
un par de mutaciones estan correlacionados verdaderamente o si se trata de simples
cambios de aminoacidos en las secuencias.

Otro requisito de los algoritmos de CMA, es un alineamiento multiple con baja
influencia de la filogenia en los célculos. Este corresponde a un problema inherente al
analizar alineamientos de secuencias biologicas, dado que dos posiciones del
alineamiento no pueden ser independientes ya que los residuos que la componen
pertenecen a una misma unidad. Entonces para contrarrestar este efecto se utilizan
alineamientos con secuencias no redundantes (Martin et al., 2005). Hecho importante
puesto que las proteinas de nuestro interés son muy conservadas en el dominio de los
eucariontes. Debido a esto, se pueden obtener muy pocas secuencias no redundantes a
las cuales aplicar el algoritmo de andlisis de mutaciones correlacionadas.

Debido a que hay pocas investigaciones a causa de familias de proteinas con baja
diversidad se decidid evaluar dos algoritmos especializados en el andlisis de mutaciones
correlacionadas con MSAs con baja cantidad de secuencias para conocer cual es el
mejor en la correcta prediccién de pares de residuos correlacionados. El primer método
esta basado en el algoritmo de informacién mutua {MI), el cual estima la dependencia
mutua que existe entre dos variables azarosas, que en nuestro caso corresponden a los
residuos ubicados en una columna de un alineamiento de secuencias con otra columna
del mismo alineamiento. Especificamente se utilizé un algoritmo denominado Milp, el
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cual se caracteriza por substraer informacion de mutaciones correlacionadas ocurridas
por simple azar, dindole prioridad a aquellas relacionadas con la estructura y
funcionalidad (Dunn et al., 2008) . El segundo método ocupado se basa en el algoritmo
que calcula el coeficiente de correlacion de Pearson (PCC), que estima los cambios de
residuos mediante una matriz de intercambio (basada en propiedades fisicoquimicas) de
dos posiciones en el alineamiento y luego calcula el coeficiente de correlacidon de
Pearson. De forma similar a Mlp, PCCa substrae la sefial de ruido del “background”
para obtener mejores predicciones (Ashkenazy & Kliger, 2010).

Se ha comprobado que los residuos que coevolucionan, son mayoritariamente pares
de restduos que se encuentran cercanos unos a otros en la estructura de la proteina (Choi
et al., 2005). Mediante este criterio podemos evalvar el comportamiento de los dos
métodos utilizando alineamientos obtenidos de bases de datos que poseyeran una
secuencia con una estructura conocida, para observar la relacién enire los pares de
residuos correlacionados con su distancia fisica en la proteina.

De esta forma se observo el comportamiento de las mutaciones correlacionadas y
también de un subgrupo de estos, llamado pares individuales, definido como mutaciones
correlacionadas entre dos residuos exclusivamente y que se caracterizan por tener una
alta probabilidad de participar en interacciones fisicas (Gloor et al., 2005).

Mediante esta metodologia se comprobé que el algoritmo MIp es més preciso que
PCCa en la biisqueda de mutaciones correlacionadas involucradas en interacciones
estructurales. Esto permitié el cdlculo de mutaciones correlacionadas de cada tubulina
con las diferentes subunidades de CCT, en busca de patrones en comin entre B- y y-
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tubulina.

Debido a que ¢l andlisis de mutaciones correlacionadas solamente abarca aquellos
residuos variables en los alineamientos, se utilizéo el método de andlisis de armonia de
secuencias (SH) para determinar residuos conservados que tuvieran cercania fisica con
los residuos involucradas con el reconocimiento de tubulina por CCT obtenidos por
mutaciones correlacionadas. SH consiste en la comparacién de la composicién de
aminoacidos en una posicién determinada de un MSA hecho con diferentes grupos de
proteinas de una familia, con el fin de conocer los sitios relacionados con las diferencias
funcionales de los grupos (Pirovano et al., 2006).

Asf, se identificaron los residuos conservados en tubulina que se diferencian de los
residuos de tubulina bacteriana (BtubB) en una misma posicion de un alineamiento. Se
eligié esta proteina como control negativo debido a que posee similares estructuras
secundarias con o- y B-tubulina (ver Fig. 1B), y también se agrupa en el clado de B- y y-
tubulina en un andlisis filogenético de la superfamilia de FtsZ/Tubulina (Pilhofer et al.,
2011). De esta forma se determinarian cuales son los residuos de tubulina que tuvieran
relacion con la dependencia de tubulina a ser plegada por CCT, sabiendo que la tubulina
bacteriana no necesita de esta maquinaria, ya que no se encuentran codificados los genes
de chaperonina en las bacterias con la tubulina bacteriana BtubA/B (Pilhofer et al.,
2011).

Con el mismo método, se identificaron los residuos conservados de cada subunidad
de CCT que no se encuentran en otras subunidades en una misma posicién en la
estructura o residuos “firma™ de CCT (Pappenberger et al., 2002). Asi, poder determinar
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los residuos conservados que podrian tener implicancias en el reconocimiento especifico
de CCT. Estos analisis fueron complementados, lo que dio como resultado en un

conjunto de posibles interacciones tanto de B-tubulina como de vy-tubulina con los

dominios apicales de CCT.
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2  HIPOTESIS

Debido a que datos experimentales indican un patrén comin de interaccién entre
tubulinas y CCT. El andlisis de mutaciones correlacionadas entre tubulinas beta y
gamma con las diferentes subunidades de CCT mostrard un patrén comun de posibles

interacciones.

3 OBJETIVOS GENERALES

Determinar qué residuos o regiones estan involucradas en la interaccién de CCT y
B- o +y-tubulina, mediante técnicas bioinformdticas de andlisis de mutaciones

correlacionadas en conjunto con el andlisis de residuos armdnicos.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Implementacién de los algoritmos (MIp y PCCa) para buscar mutaciones
correlacionadas en bases de datos con un niimero de secuencias menor a 125.

* De alineamientos con al menos una secuencia con estructura conocida. Evaluar
los pares de residuos correlacionados del andlisis de mutaciones correlacionadas
mediante su cercania fisica.

* Analizar mutaciones correlacionadas de CCT y 8- o y-tubulina, y analizar los
residuos armoénicos posiblemente involucrados en la dependencia de plegamiento
de tubulinas por CCT.,

* Determinar la existencia de patrones en comin de la interaccién entre cada

tubulina y los dominios apicales de CCT.
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5 MATERIALES Y METODOS

El manejo de programas, datos y andlisis de estos, se realizé usando principalmente
el lenguaje de programacién Python en un computador con el sistema operativo
GNU/Linux (Arch Linux y Debian).

5.1 Analisis de mutaciones correlacionadas aplicadas a alineamientos de

secuencia multiples.

Para evaluar la prediccion de mutaciones correlacionadas con posible interaccion
entre dos residuos de una proteina, se ocuparon dos algoritmos denominados Mlp y
PCCa. Para el andlisis, se usaron alineamientos de secuencia miltiples de la base de
datos de dominios conservados {CDD) de NCBI (Marchler-Bauer et al., 2011). De este
conjunto de datos se eligieron los alineamientos de ortélogos (PFAM, COG y CDD) que
poseyeran entre 8 a 125 secuencias y también que poseyeran al menos una secuencia con
una estructura conocida por NMR o cristalografia de rayos X, con una resolucién menor
a 3,5 A. La primera secuencia con estructura conocida de cada alincamiento se tomo
como referencia. Se eliminaron delos alineamientos aquellas secuencias que tuvieran
20% o més de “gaps” con respecto a la secuencia de referencia. Se aplicé MIp y PCCa a
los alineamientos y los puntajes obtenidos para cada par de residuos de cada
alineamiento fue normalizado obteniéndose los valores de Z-score.

Para cada secuencia de referencia, se obtuvo su correspondiente informacién
estructural en formato PDB de Ia base de datos PDB (Protein Data Bank), y se corrigi6
la numeracion de los residuos en el PDB segin la informacién FASTA que provee la

misma base de datos, usando el programa PDB-FASTA Alignment Tool (P-FAT,
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http:/fwww]1.jesg.org/prod/scripts/pfat/). En esta parte de la metodologia se descartaron
del analisis aquellas proteinas con archivos PDB con problemas en la renumeracién de
sus residuos, debido a duplicacion de residuos o desorden en la numeracion inicial de los
residuos. Lo cual provocd que el programa no los reconociera como validos.

Luego, para comparar el puntaje Z-score obtenido por el andlisis de mutaciones
correlacionadas con su proximidad fisica, se calculd la distancia en Angstroms (A) a
cada par de residuos correlacionados con un Z-score mayor a 4, Esta distancia, fue
calculada entre los centros geométricos de las cadenas laterales de cada residuo, puesto
que las cadenas laterales estdn mayormente implicadas en la interaccion entre residuos
coevolucionados (Choi et al., 2005). La metodologia utilizada se resume en el diagrama
de Ia Figura 2,

Se seleccionaron los resultados de acuerdo con su ntimero de secuencias por
alineamiento y valores de Z-score mayores a diferentes puntos de corte. Lo mismo se
realizo para el subconjunto de mutaciones correlacionadas que forman pares
individuales (mutaciones correlacionadas entre dos residuos exclusivamente).

5.2  Analisis de mutaciones correlacionadas entre tubulinas y subunidades

de CCT
5.2.1 Alineamientos miiltiples

Los alineamientos multiples de secuencia de las proteinas B-tubulina, y-tubulina y
de las subunidades o, B, v, 8, €, {, 1 y 0 de la chaperonina CCT, se construyeron con
secuencias obtenidas de la base de datos Swiss-Prot y TrEMBL de UniProtKB, usando

matrices de superposicion especifica (PSSM) de la base de datos de dominios
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Figura 2. Diagrama de flujo de anilisis de mutaciones correlacionadas (CMA) para un set
de datos compuesto de diferentes alineamientos de secuencias miltiples con bajo mimero
de secuencias.




conservados (CDD) de cada una estas proteinas como entrada para el programa
BLAST+v2.24.

Cada secuencia obtenida se adquiridé su secuencia completa desde su
correspondiente base de datos. En el proceso se eliminaron aquellas secuencias que no
pertenecen a una especie conocida determinada, las obtenidas mediante la técnica
“shotgun sequencing” y las incompletas. Se filtraron secuencias que tenfan una
diferencia mayor al 10% en el largo con respecto a la secuencia que posee estructura
conocida tomada como referencia, la cual pertenece a la especie humana (Homo
Sapiens) (ver Tabla 1). Se alinearon las secuencias con el programa MAFFT v6.851
usando la estrategia LINSI (Katoh et al., 2002). Se estimé como secuencia ortologa a
aquella que apareciera primero en el orden dispuesto por la biisqueda con BLAST,
mientras que las secuencias paralogas a esta se eliminaron para evitar la redundancia de
una misma secuencia de proteina.

Puesto que el programa de andlisis de mutaciones correlacionadas puede recibir
como entrada s6lo un alineamiento mditiple de secuencia. Para analizar 1a interaccién
entre las diferentes proteinas, se necesité concatenar el MSA de B-tubulina con las
diferentes subunidad de la chaperonina (Anexo 1). El mismo procedimiento se realizo
con y-tubulina (Anexo 2). Las secuencias de cada alincamiento se concatenaron segfin su
especie y se filtraron aquellas especies a las cuales les faltara mas de una secuencia de

cada alineamiento.
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Tabla 1. Secuencias de referencia para analizar las proteinas de interés y sus respectivos
moldes para construir modelos mediante MODELLER.

Proteina Secuencia de Referencia Molde (PDB)

(Uniprot)
B-Tubulina TBB2B_HUMAN (Q9BVA1} 1tubB
y-Tubulina TBG1_HUMAN (P23258) 3cb2a
CCTa TCPA_HUMAN (P17987) 3p9dA
CCTP TCPB_HUMAN (P78371) 3p9dB
CCTy TCPG_HUMAN (P49368) 3p9dC
CCTS TCPD_HUMAN (P50991) 3p9dD
CCTe TCPE_HUMAN (P48643) 3podE
ccre TCPZ_HUMAN (P40227) 3p9dF
CCTn TCPH_HUMAN (Q55832) 3p9dG
ccTo TCPQ_HUMAN (P50990) 3p9dH

5.2.2 Removiendo secuencias redundantes.

Mediante el programa de “clustering” USEARCH (Edgar, 2010) se removicron
secuencias de los alineamientos que compartian mas de un 95% de identidad entre ellas
y se dejo una representante de cada grﬁpo, para disminuir el efecto de la filogenia en los
calculos de mutaciones correlacionadas (Pollock & Taylor, 1997). Luego se uso el
programa TrimAl para eliminar aquellas columnas sin residuos o “all gaps” en el
alineamiento (Capella-Gutiérrez et al., 2009).

5.2.3 Anailisis de mutaciones correlacionadas en proteinas de interés

Se aplic el algoritmo MIp para el analisis de mutaciones correlacionadas de 8-y y-
tubulina con CCT. No se tomaron en cuenta en el analisis las columnas de los
alineamientos con més de un 10 % de gaps en cada columna. Los puntajes entregados
por el programa se normalizaron obteniendo su puntaje estandar (Z-score).

Con el fin de obtener puntajes de mutaciones correlacionadas que fueran

significativos, se generaron diferentes alineamientos a partir del alineamiento inicial (21
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en total), en el cual se permutaron al azar los residuos ubicados en una misma posicion
del alineamiento, de esta forma, sélo se cambia la probabilidad del evento de mutacion
correlacionada. Se aplicé el CMA a los MSAs con residuos permutados. Se obtuvieron
para cada uno sus méximos puntajes de Mlp, y estos se representaron como una curva
normal, desde donde se calculd su promedio y desviacion estandar, Con esto se
determino un valor critico mayor al promedio con un “p-value” menor a 0,001 en una
cola segin la distribucion t-Student con 20 grados de libertad. Este puntaje critico de
MIp se convirtié a Z-score segin el promedio y la desviacion estandar de los valores
MIp obtenidos sin permutar.

Se tomaron en cuenta en los resultados aquellas mutaciones correlacionadas en
posiciones localizadas en el dominio apical de las diferentes subunidades de CCT, ya
que este dominio es el principal implicado en el reconocimiento de las tubulinas,

5.2.4 Ideogramas circulares

Se us6 el programa CIRCOS para realizar representaciones de interacciones entre
los residuos de las diferentes protefnas. De esta forma se crearon ideogramas circulares
donde se representan las diferentes proteinas y permite la visualizacién de pares de
residuos correlacionados mediante enlaces (Krzywinski et al., 2009).

Debido a la gran cantidad de enlaces, se realizé un ideograma con el fin de mostrar
las regiones con mayor densidad de estos. Para ello se agruparon los enlaces cercanos
que se encuentran a 30 residuos entre ellos en la secuencia. También gque poseyeran al
menos 2 enlaces por grupo, en el caso de y-tubulina y 3 enlaces por grupo, en el caso B-

tubulina. Esto tiltimo debido a la disparidad de cantidad de enlaces encontrados de B-
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tubulina y y-tubulina con las diferentes subunidades de CCT.

5.2.5 Modelos estructurales

Con el fin de poder representar graficamente los resultados obtenidos por
mutaciones correlacionadas en las estructura tridimensional de las proteinas de interés,
se modelaron las proteinas B- y y-tubulina, asi como también las 8 subunidades de la
CCT humana con el programa MODELLER (Sali & Blundell, 1993), usando diferentes
moldes (Tabla 1). Los alineamientos utilizados para el modelaje se realizaron mediante
HHsearch (S6ding, 2005). Se generaron 1000 modelos para cada proteina y se
selecciond el mejor modelo mediante el programa de evaluacion de calidad de modelos
DOPE de Modeller (Shen & Sali, 2006). También se generé un modelo de B~ y -
tubulina basado en la estructura parcialmente desplegada de a-tubulina que se encuentra
dentro de la chaperonina CCT (Llorca et al. 2001). Las figuras de estructuras
moleculares fueron hechas por PyMOL (hitp://www.pymol.org/) y se procesaron con
PovRay.

Procedimiento del andlisis de mutaciones correlacionadas de las tubulinas con las

subunidades de CCT se resume en el diagrama de la Figura 3.

5.2.6 Experimento de armonia de secuencia para determinar residuos firma.

Los residuos-firma son aquellos residuos conservados de cada subunidad de CCT
que no pertenecen a residuos conservados a todas las subunidades (Pappenberger et al.,
2002). A diferencia de la metodologia usada por Pappenberger (2002) para encontrar

este tipo de residuos, en este trabajo se uso la técnica de armonfa de secuencias,
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permitiendo considerar mas secuencias en el proceso y también clasificar segin
caracterfsticas fisicoquimicas (por carga positiva, negativa, polaridad e hidrofobicidad).
De esta forma los residuos-firma, deben ser residuos conservados, pero que tengan
propiedades fisicoquimicas distintas a otras subunidades en la misma posicién del
alineamiento.

Se colectaron los perfiles PSSM de la base de datos de dominios conservados
(CDD) de cada subunidad, para obtener sus secuencias de la base de datos Swiss-Prot y
TrEMBL de Uniprot mediante BLAST+. Un conjunto no redundante de datos se obtuvo
usando “clustering” mediante el programa USEARCH (Edgar, 2010) obteniendo
secuencias con un 90% de identidad de secuencia entre ellas. Se alinearon las secuencias
mediante el programa MAFFT usando la metodologia LINSI (Katoh et al., 2002). Se
us6 el servidor web multi-Harmony para calcular la armonifa de secuencias de multiples
grupos de alineamientos (Brandt et al., 2010). Se tomaron en cuenta los residuos
armonicos que poseen un Z-score menor a -6. Luego, por cada posicién del alineamiento
se seleccionaren los residuos de cada subunidad que se diferenciaran de otros residuos
de las deméas subunidades por sus propiedades fisicoquimicas para distinguir los residuos
firmas.

5.2.7 Determinacion de tipos de residuos en B~y y-tubulina no encontrados en
BtubB mediante an:ilisis de armonia de secuencias

Se utilizé la armonia de secuencias para determinar los residuos que podrian estar
implicados en la dependencia de las tubulinas a plegarse mediante el uso de

chaperoninas. Se uso BtubB como control negativo ya que no necesita de esta
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maquinaria, plegandose por si misma.

Se obtuvieron los perfiles PSSM de la base de datos CDD de B- y y-tubulina, para
obtener sus secuencias de la base de datos Uniprot mediante BLAST+. En el caso de las
secuencias BtubB solo se colectaron las secuencias que pertenecian al genero
Prosthecobacter en Uniprot (3 en total). Se alinearon las secuencias, se elimind las
redundancias y se calculd la armonia de secuencias entre estas diferentes proteinas de la
misma familia. Luego se seleccionaron los residuos en f3- y y-tubulina no encontrados en
BtubB por sus propiedades fisicoquimicas.

5.2.8 Complementar los resultados de CMA y SH

Se seleccionaron los residuos armdnicos que se encuentra en un radio de 6 A de los
residuos correlacionados de las regiones mas densas, en las estructuras de tubulina y

CCT por separado mediante el programa PyMOL.
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6 RESULTADOS
6.1 Comportamiento de MIp y PCCa con alineamientos con bajo niimero

de secuencias.

Se estudio el comportamiento de la prediccion de mutaciones correlacionadas en
relacion a su cercania fisica. Para ello se us6 el procedimiento utilizado por Martin et al.
{2005), actvalizando las bases de datos que describen los autores, las cuales contienen
una mayor cantidad de MSAs con proteinas de estructura conocida. Se obtuvo un total
de 5223 alineamientos a los cuales se les aplic6 CMA con los algoritmos MIp y PCCa,
para comparar sus puntajes normalizados de los pares de residuos correlacionados
obtenidos, con la distancia fisica en la estructura conocida.

De los resultados obtenidos (Fig. 4), se observé una tendencia al clasificar por
cantidad de secuencia en el alineamiento aquellos pares de residuos correlacionados con
diferentes puntos de corte de Z-score: pues entre mayor es el puntaje de corte, Z-score,
menor es el promedio de distancias entre los pares encontrados. Solo el grupo de
alineamientos que posee un rango enire 8 y 24 secuencias no manifiesta esta tendencia
(Figura 4A y B). Al realizar este mismo tipo de clasificacién en el subgrupo de pares de
residuos correlacionados que conforman pares individuales (definido en Ia
introduccién), la tendencia es la misma pero los valores promedio de distancia
encontrados son menores a los anteriores. En Ia figura 4 C y D se observa que estos
valores alcanzan distancias promedio menores a 10 A con el algoritmo MiIp, en el caso
de pares con puntajes Z-score mayor a 5 y 6 y alineamientos con al menos 75 y 50

secuencias, respectivamente. Mientras que al usar el algoritmo PCCa, el promedio de la
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Ay B, corresponde a histogramas que relacionan el niimero de secuencias de los alineamiento a
los cuales se aplico CMA, versus la distancia promedio (A) entre residuos correlacionados
segun su puntaje Z-score, mediante diferentes algoritmos Mlp (A) y PCCa (B). C y D, similar a
los gréficos anteriores, pero en este caso solamente se utilizan pares individuales. En E y F se
grafica la dependencia de los alineamientos que contienen entre 75 a 99 secuencias en funcion
del punto de corte Z-score, con la cantidad y la precision de los pares individuales. E. grafico de
numero de pares individuales de los diferentes alineamientos versus punto de corte de Z-score.
F, grafico de fraccion de pares individuales en contacto. definido como aquellos con una
distancia menor a 6 A, versus el Z-score, con el fin de mostrar la precision de los diferentes
algoritmos ocupados.
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distancia de los residuos correlacionados predichos son mayores a 10 A en los diferentes
grupos de alineamientos,

Puesto que los alineamientos de las proteinas de interés poseen alrededor de 90
secuencias, el andlisis se acot6 al rango de alineamientos con 75 a 99 secuencias. En este
rango se observa que mientras mayor es el punto de corte de Z-score, menor es el
numero de pares individuales encontrados (Figura 4E). Siendo una prediccidn correcta,
aquella cuyos pares individuales se encuentran en contacto (< 6A). Se observé que la
precision, definida como la fraccidn de predicciones correctas sobre el total de
predicciones, con MIp llega a un limite de alrededor de un 70% al seleccionar pares
correlacionados con un Z-score mayor a 6 y 7. Mientras que la precision al usar PCCa,
en general es menor a un 40% (Figura 4F).

Cabe considerar que la precision obtenida de pares individuales en contacto se
puede obtener al seleccionar aquellas mutaciones correlacionadas con un Z-score mayor
a 9. Informacién util para determinar pares de residuos correlacionados con alta
probabilidad de contacto.

Por lo tanto, segiin el puntaje normalizado por cada algoritmo, MlIp resulta mds
preciso que PCCa al predecir mutaciones correlacionadas en contactos al usar los pares
individuales.

6.2 CMA de -y y-tubulina con las subunidades de CCT

Sabiendo que MIp posee un mejor comportamiento, se calculé mediante este
algoritmo, las mutaciones correlacionadas existentes de B-tubulina y y-tubulina, con el

conjunto de subunidades de la chaperonina CCT.
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Al determinar un punto donde los puntajes de mutaciones correlacionadas fueran
significativos, usando la metodologia de analizar alineamientos con residuos permutados
de posicion, se obtuvo un punto de corte de Z-score de 6,917 para el alineamiento del
complejo B-tubulina/CCT y de 6,463 para el de y-tubulina/CCT, Obteniendo asi una
cantidad total de pares de residuos correlacionados de: 1287 para el alineamiento B-
tubulina/CCT y 1394 para y-tubulina/CCT, que comprende pares de residuos de una
proteina consigo misma o con otras proteinas en el alineamiento. De estos, se obtuvieron
414 mutaciones correlacionadas entre B-tubulina y las diferentes subunidades de CCT,
mientras que 181 para y-tubulina y las diferentes subunidades de CCT.

6.2.1 Pares de residuos correlacionados de B- y y-tubulina / CCT visualizadas

mediante CIRCOS

Los pares de residuos correlacionados pueden ser visualizados mediante los
ideogramas de CIRCOS (Fig. 5), en los cuales se puede apreciar lineas que unen un
residuo de cada tubulina con un residuo del dominio apical de las diferentes subunidades
de CCT. Para B-tubulina se obtuvo un total de 71 pares de residuos correlacionados y su
contraparte y-tubulina con CCT se obtuvo un total de 22 pares de residuos
correlacionados, En cuanto a la cantidad de pares de residuos correlacionados por
subunidad de CCT: las subunidades que presentan la mayor cantidad de pares de
residuos correlacionados entre B-tubulina y CCT son las subunidades CCTa, (24), CCTS
(17) y CCTe (14). Por otro lado, las subunidad que presentan mayor nitmero de pares de
residuos correlacionados entre y-tubulina y CCT son las subunidades CCTa (3) y CCTS

(9) (Figura 5 A vy B, Anexo 3).
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Figura 5. Ideogramas de CIRCOS mostrando los pares de residuos correlacionados para
cada tubulina con las subunidades de la chaperonina CCT.

Cada circulo contiene una proteina tubulina y las diferentes subunidades de la chaperonina CCT
designadas por letras griegas. También se incluye la estructura secundaria correspondiente para
la secuencia de tubulina que se muestra en colores, en rojo (hélice «) y azul (hebra B), sin color
(sin estructura). A, pares de residuos correlacionados significativos entre B-tubulina y CCT, y B,
entre y-tubulina y CCT. Ambos pares identificados por colores segiin Z-score. C, cintas que
representan zonas mas densas de pares de residuos correlacionados entre B-tubulinay CCT, y D,
entre y-tubulinay CCT.
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Para simplificar el anilisis, se agruparon los pares de residuos correlacionados
seglin las zonas mdés densas. Se puede observar que en el andlisis de mutaciones
correlacionadas de B-tubulina/CCT destacan las subunidades a, §, €, 11 y 6. Mientras que
en y-tubulina/CCT destacan las subunidades o y 8 solamente. Sin embargo, resulta muy
interesante observar las regiones donde se agrupan los pares de residuos correlacionados
en la estructura de las tubulinas. Estas regiones se encuentran entre la hélice H6 y la
hebra beta S7 y también entre la hélice HO y la hebra beta S9, siendo la primera regién la
que interactiia primordialmente con la subunidad o, v la segunda con la subunidad & en

B3-tubulina/CCT, mientras que en y-tubulina/CCT es al revés (Fig. 5 C y D).

6.2.2 Pares de residuos correlacionados con alta probabilidad de contaeto fisico

Se utilizaron los pares individuales con un valor Z-score mayor a 7 y también se
incluyeron los residuos que no forman pares individuales pero poseen un Z-score mayor
a 9, pues la precision de encontrarse en contacto es similar. Este tipo de pares de
residuos correlacionados con alta probabilidad de estar en contacto directo se visualizan
mediante un ideograma de CIRCOS en la Figura 6. Se puede observar que estos residuos
corresponden a los de las subunidades CCTy, CCT8 y CCTe en el complejo B-

tubulina/CCT y CCTy y CCT38 en el complejo y-tubulina/CCT.
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Figura 6: Ideogramas de CIRCOS que representan las interacciones entre residuos
correlacionados con alta probabilidad de contacto entre tubulina y las subunidades de Ia
chaperonina CCT.

Cada circulo contiene una proteina tubulina y las diferentes subunidades de la chaperonina CCT
designadas por letras griegas. También se incluye la estructura secundaria correspondiente para
la secuencia de tubulina que se muestra en colores, en rojo (hélice ) y azul (hebra B). sin color
(sin estructura). A, pares de residuos correlacionados significativos entre B-tubulina y CCT, y B,
entre y-tubulina y CCT. Ambos pares identificados por colores segtin Z-score.
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6.3 Analisis de residuos armonicos
6.3.1 Diferencias de B~y y-tubulina con Ia tubulina bacteriana BtubB

Para complementar los resultados obténidos mediante el andlisis de mutaciones
correlacionadas se identificaron los residuos conservados segin sus propiedades
fisicoquimicas, de B~ y y-tubulina que no se encuentran en la tubulina bacteriana BtubB.

La diferencia existente entre las tubulinas eucariontes y la tubulina bacteriana
BtubB es la presencia de aminoacidos cargados o hidrofobicos conservados en las
tubulinas eucariontes, que en la tubulina bacteriana corresponden en su mayoria a
aminoécidos polares (Anexo 4) . Estos residuos se representaron graficamente en la
estructura de y-tubulina con el fin de distinguir en que regiones estructurales se
encuentran, Para ello se construyeron dos modelos de la proteina y-tubulina de humano,
uno basado en la estructura cristalina de y-tubulina humana unida a GDP (3¢b2 PDB), y
el otro basado en la estructura parcialmente desplegada de o-tubulina obtenida a partir
de su interaccion con la chaperonina CCT en su interior desde datos de microscopia
electronica (Llorca et. al., 2001) (Fig. 7). Con respecto al primer modelo, la localizacion
de estos residuos en la y-tubulina nativa muestra una distribucién de los residuos con
carga concentrados principalmente en los dominios amino y carboxilo terminal. Estos
mismos residuos cargados, como se¢ observa en ¢l segundo modelo con la estructura
desplegada de la proteina, se encuentran distribuidos de una manera no uniforme en los
extremos de la proteina, asi la razén negativos:positivos es de 7:1 en el dominio amino-
terminal, mientras que en el dominio carboxilo esta razén es de 3:3. También existe una

concentracion de grupos hidrofdbicos principalmente en el dominio intermedio de las
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Figura 7. Residuos obtenidos por el anilisis de armonia de secuencias.

Los residuos del andlisis de armonia de secuencias se representan como esferas y con colores
seglin sus propiedades fisicoquimicas, con residuos de color rojo (carga negativa), color azul
(carga positiva), color verde (polares) y gris (apolares y aromaticos). A, residuos de B y vy
tubulina que se diferencian de la tubulina bacteriana BtubB, mapeados en el modelo plegado y
B, parcialmente desplegado de y-tubulina. C, residuos-firma del dominio apical de las diferentes
subunidades de CCT, identificadas con letras griegas.
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tubulinas, ubicada en el "core" del modelo de la proteina plegada, mientras que en cl
modelo de estructura parcialmente desplegada, este grupo de residuos se encontraria
expuesto al medio acuoso.

6.3.2 Residuos-firma de los dominios apicales de CCT

Al identificar los residuos-firma que determinan las caracteristicas exclusivas que
posee cada subunidad, se determiné que cada dominio apical de las subunidades posee
entre 5 a 11 residuos-firma, siendo las subunidades B, v, 8 y { las que poseen una mayor
cantidad de residuos-firma {Anexo 5). Al representar graficamente estos residuos en la
estructura modelada, los residuos-firma con carga negativa predominan y se encuentran
principalmente en las subunidades B, v, 8 y 7, y los residuos con carga positiva
predominan en las subunidades a, v, £ y {, los residuos polares predominan en las
subunidades B, y y %, y finalmente los residuos hidrofobicos predominan en las
subunidades 1 y 0 (Fig. 7).

6.4 Anilisis de mutaciones correlacionadas (CMA) y armonia de

secuencias (SH)

Para ¢l andlisis en conjunto de CMA y SH se representaron graficamente las
proteinas. Se utilizo el arreglo de las subunidades recientemente caracterizada por
Kalisman et al. (2012) como referencia, debido a que la disposicion de las subunidades
en este modelo tiene un mayor respaldo experimental que otros arreglos determinados
previamente (Kalisman et al., 2012).

6.4.1 Nexo entre el andlisis de mutaciones correlacionadas y analisis de armonia
de secuencias

Para complementar la informacion obtenida por el andlisis de mutaciones
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correlacionadas con la de armonfa de secuencias, se procedi6 a representar graficamente
los resultados de mutaciones correlacionadas en los modelos estructurales de las
diferentes protefnas de interés. Se tomaron en cuenta los pares correlacionados de las
regiones mas densas para simplificar el analisis. Estos graficos muestran solamente los
residuos de los andlisis de armonia de secuencias cercanos a los residuos de mutaciones
correlacionadas.

Al tomar en conjunto las figuras 8 y 9 se pueden observar las diferencias enire los
patrones de residuos correlacionados de B- y y- tubulina. En relacién con y-tubulina, B-
tubulina posee ademdas, mutaciones correlacionadas con las subunidades €, iy 0, en las
cuales no existe una alta cantidad de residuos firma cercanos a los residuos de
mutaciones correlacionadas comparado con las subunidades CCTS y CCTa (Fig. 8).
También se observa que las mutaciones correlacionadas entre B- y y tubulina tienen un
patron comin con los dominios apicales de las subunidades de CCT, en donde se
destacan las subunidades CCT8 y CCTa en los dos casos. En especifico los residuos
Asp261 y Glu278 de CCTS, y Cys296 y Lys298 de CCTo. (Fig. 8 y 9).

A partir de estos resuitados se puede inferir que las cargas negativas de CCT$
podrian estar involucradas en €l reconocimiento de tubulinas, al igual que un residuo
polar y otro con carga positiva de CCTe.

De la misma forma que se analizaron los residuos-firma cercanos a los residuos
involucrados en mutaciones correlacionadas, se analizaron los residuos arménicos de
tubulina que son diferentes a los de Ia tubulina bacteriana BtubB cercanos a los pares
correlacionados. De este andlisis se determind que el dominio intermedio de las
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Figura 8. Residuos de la chaperonina CCT involucrados en la interaccién con B-tubulina.
Representacion de cintas de las proteinas B-tubulina parcialmente desplegada (en el centro) y los
dominios apicales de las diferentes subunidades de CCT (alrededor de la tubulina), con residuos
provenientes de los andlisis CMA y SH que se destacan en forma esférica con colores segiin
propiedades fisicoquimicas con residuos de color rojo (carga negativa), color azul (carga
positiva), color verde (polares) y gris (apolares y aromaticos) y lineas amarillas que unen los
residuos correlacionados. Las subunidades se encuentran ordenadas segin Kalisman et al.
(2012). Para aquellas subunidades que poseen residuos correlacionados con tubulina, se
adiciona una representacion en cinta de su dominio apical desde una vista interior de la
chaperonina. Se destacan los residuos correlacionados CMA mediante letras con color negro,
mientras que los residuos-firma cercanos a menos de 6A de los residuos de CMA con letras en
color rojo.
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Figura 9. Residuos de la chaperonina CCT posiblemente involucrados con la interaccién
con y-tubulina.

Representacion de cintas de las proteinas y-tubulina parcialmente desplegada (en el centro) y los
dominios apicales de las diferentes subunidades de CCT (alrededor de la tubulina), con residuos
provenientes de los andlisis CMA y SH que se destacan en forma esférica con colores segiin
propiedades fisicoquimicas con residuos de color rojo (carga negativa), color azul (carga
positiva), color verde (polares) y gris (apolares y aromaticos) y lineas amarillas que representan
los residuos correlacionados. Las subunidades se encuentran ordenadas segiin Kalisman et al.
(2012). Para aquellas subunidades que poseen residuos correlacionados con tubulina, se adiciona
una representacion en cinta de su dominio apical desde una vista interior de la chaperonina. Se
destacan los residuos correlacionados CMA mediante letras con color negro, mientras que los
residuos-firma cercanos a menos de 6A de los residuos de CMA con letras en color rojo.
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tubulinas es importante en la interaccién con CCT. Este dominio intermedio contiene
residuos hidrofébicos y también residuos cargados que podrian ser reconocidos por las
subunidades CCT8 y CCTua (Fig. 10).

El anélisis en su conjunto mostré que no existen residuos arménicos en comtin que
se encuentren €n una misma posicion en B- y y-tubulina. Sin embargo, ellos comparten
un patrén comin de propiedades fisicoquimicas por residuo, que comprende residuos
hidrofébicos y un residuo con carga positiva. En B-tubulina estos corresponden a
Met293, Met300, Met363 y Arg309, mientras que en y-tubulina los residuos Ala258 y
Arg343. La disposicién de estos residuos armonicos es distinta en el dominio intermedio
de las tubulinas, lo cval implicaria una diferencia en el reconocimiento de este dominio
por parte de la chaperonina, aiin mis porque entre los residuos correlacionados de B-
tubulina, se encuentran residuos con carga negativa como Asp355 y Glu328, y con carga
positiva Lys350.

6.4.2 Pares de residuos correlacionados con alta probabilidad de contacto

Los pares de residuos correlacionados con alta probabilidad de estar en contacto
(ver Figura 11), muestran que B-tubulina poseeria interacciones de su dominio
intermedio con las subunidades CCT8 y CCTe ademis de una interaccién de su dominio
amino-terminal con la subunidad CCTy. Por su parte y-tubulina poseeria interacciones
del dominio intermedio con las subunidades CCT8 y CCTp, ademas de una interaccion
de su dominio amino-terminal con la subunidad CCTS. Por lo tanto la interaccidn con la
subunidad CCTS es un patrén comin que se presenta tanto en el complejo de B-

tubulina/CCT como y-tubulina/CCT, en el cual la mayoria son residuos hidrofébicos.
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Figura 10. Residuos de B- y y-tubulina posiblemente reconocidos por las subunidades
CCTa y CCTa.

Representacion de cintas de las proteinas (A) B- y (B) y tubulina parcialmente desplegadas en el
interior de CCT con residuos determinados por CMA y SH con forma esférica por su radio de
VDW en colores segtin propiedades fisicoquimicas con residuos de color rojo (carga negativa),
color azul (carga positiva), color verde (polares) y gris (apolares y aromaticos). Se muestran los
nombres de residuos correlacionados (letras en color negro) y residuos provenientes del analisis
de SH. que se diferencia de BtubB, con probable cercania fisica (< 6A) de los residuos de
correlacionados (letras en color azul).
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Figura 11. Residuos de la chaperonina CCT con alta probabilidad de contacto con f}- y v-
tubulina.

Representacion de cintas de las proteinas (A) B- y (B) y-tubulina parcialmente desplegada v los
dominios apicales de las diferentes subunidades de CCT. Se muestran los residuos del CMA
con alta probabilidad de contacto (menor a 6 A de distancia), destacados en forma esférica con
colores segun Z-score y las lineas amarillas representan los residuos correlacionados.
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7 DISCUSION

La prediccién de mutaciones correlacionadas mediante el andlisis de mutaciones
correlacionadas (CMA) depende de la cantidad de secuencias que posea el alineamiento
muitiple (MSA). Estos algoritmos necesitan extraer la informacion de los alineamientos
y distinguir los residuos involucrados en las mutaciones correlacionadas de aquellos
residuos que no lo estan. Entre mayor es la cantidad de secuencias en el alineamiento,
mayor serd la probabilidad de encontrar mutaciones correlacionadas que den cuenta de
un contacto fisico real entre dos residuos.

Muchos de estos analisis se han hecho con alineamientos de proteinas que poseen
sobre 125 secuencias ortdlogas no redundantes (Dunn et al., 2008). Esto significa un
problema en el uso de esta técnica en la mayoria de las familias de proteinas, debido a
que generalmente sus alineamientos muestran una baja cantidad de secuencias no
redundantes (Ashkenazy & Kliger, 2010). Entre estas proteinas se encuentran las
tubulinas y las chaperoninas, las cuales son cruciales en los procesos de estructura
celular y plegamiento de proteinas respectivamente, y poseen una alta conservacion de
sus residuos, lo que conlleva a obtener una baja cantidad de secuencias no redundantes
en las bases de datos existentes.

Dado que los alineamientos muiltiples de secuencia de las proteinas a estudiar
poseen alrededor de 90 secuencias no redundantes, se hizo necesario estudiar el
comportamiento del CMA como herramienta para encontrar residuos que coevolucionan

y se relacionan por contacto fisico a partir de MSAs con bajo nimero de secuencias.
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Esto debido a que hay pocas investigaciones que hayan estudiado esta situacion, donde
se hayan usado los algoritmos MIp y PCCa (Dunn et al., 2008; Ashkenazy & Kliger,
2010).

Para evaluar la precision de MIp o PCCa en la determinacion de los pares de
residuos identificados por mutaciones correlacionadas que tuvieran una cercania fisica,
se procedié a evaluarlos con alineamientos multiples de secuencia de proteinas de la
base de datos CDD con estructura conocida.

En ofros trabajos se ha estimado que al usar el algoritmo MI, los contactos
predichos para pares individuales con alineamientos de al menos 125 secuencias y con
un Z-score mayor a 4, muestran un valor de distancia fisica promedio de los pares de
residuos menor a 7 A. Mientras que en la presente tesis, al usar el algoritmo MIp con un
alineamiento que comprenden un rango de 75-99 o 50-74 secuencias, al seleccionar
aquellos pares de residuos correlacionados con puntaje de Z-score mayores a 6 o 7, se
obtuvo un promedio de distancia similar 0 menor a 10 A, respectivamente, Por otra
parte, en el caso de PCCa, solamente se obtuvieron promedios de distancia entre pares
individuales similar y menor a 15 A en todos los rangos de niimero de secuencias por
alineamiento y valores Z-score estudiados.

Al usar el algoritmo MIp (Dunn et al., 2008) con alineamientos con al menos 125
secuencias, se obtuvo una fraccion en contacto de 0.8 para los pares individuales. En la
presente tesis, con alineamientos de entre 75-99 secuencias y seleccionando pares de
residuos correlacionados con un Z-score mayor a 6 y 7, obtuvimos una fraccién de
contacto de alrededor de 0,7. En el caso de los pares individuales encontrados mediante
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PCCa el valor obtenido es de 0,4,

Al considerar estos métodos para el analisis de los resultados obtenidos se llegb a la
conclusion de que MIp posee un mejor comportamiento que PCCa al predecir pares
correlacionados que estdn en cercania fisica. También se concluye que al utilizar Mlp,
con menos secuencias por alineamiento se necesita aumentar el valor de Z-score para
seleccionar pares de residuos correlacionados con similares distancias promedio y
fraccién de contacto que en estudios anteriores donde se usé MI y MIp (Martin et al.,
2005; Dunn et al., 2008).

Esto demuestra que el uso del algoritmo MIp es robusto para calcular las
mutaciones correlacionadas de los alinecamientos de B~ y y-tubulina con el conjunto de
subunidades de CCT.

Para dar mayor solidez a los resultados al realizar los andlisis, se filiraron aquellas
mutaciones correlacionadas que no tenian relacidén con los dominios apicales de las
distintas subunidades de CCT. Esto se hizo debido a que el reconocimiento de las
proteinas sustrato es principalmente mediado por el dominio apical de las diferentes
subunidades de CCT, dado que resultados experimentales obtenidos mediante
microscopia electronica se observa un intermediario de tubulina parcialmente
desplegado que interacciona con los dominios apicales de CCT, especificamente con la
regién mas amplia de este dominio y con parte de la protuberancia helicoidal (Llorca et
al., 2000). Esto también se apoya en el anélisis de secuencia de CCT donde se observa
que el domino apical posee la mayor cantidad de residuos-firma (Pappenberger et. al,,
2002).
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Con respecto a los resultados obtenidos, se puede observar que el punto de corte de
Z-score para obtener mutaciones correlacionadas significativas es mayor en el caso de B-
tubulina que en y-tubulina, esto podria deberse al hecho que B-tubulina posee secuencias
mas conservadas, que en el calculo con MIp produce que sus valores aumenten. Aun asi,
existe una mayor cantidad de pares correlacionados entre B-tubulina con los dominios
apicales de las subunidades de CCT que las mostradas con y-tubulina, lo que daria
cuenta de una mayor especificidad de la interaccioén del complejo B-tubulina/CCT. Esto
puede resultar del mayor nimero de copias de P-tubulina que y-tubulina que hay en la
célula (Shu & Joshi, 1995), por lo tanto habria un mayor frecuencia de interacciones de
B-~tubulina con CCT. Esto también se apoya por el hecho que y-tubulina no necesita de
un cofactor llamado prefeldina en la union con CCT (Melki et al., 1993), indicando que
tendria una interaccidn menos directa que con [B-tubulina. Pero a pesar de estas
diferencias, las dos tubulinas presentan un mismo patrén geométrico de unién con CCT
observado por microscopia electronica (Tesis Pouchucq, 2009).

De las miltiples mutaciones correlacionadas encontradas, se observé que los
Iugares donde existe una mayor densidad de pares correlacionados se concentran en el
dominio intermedio de tubulina y en las subunidades § y o de CCT. Este dominio
intermedio se destaca por pertenecer a residuos involucrados tanto en las interacciones
longitudinales como laterales, en la que se incluyen los “loops” T7 y M,
respectivamente. Esto concuerda con el andlisis de los “loops” ausentes en FisZ que
posee tubulina que podrian estar relacionados con su interaccién con CCT (Andreu et
al., 2002). Este permite suponer que los residuos involucrados en interacciones laterales
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de B-tubulina se encontrarian correlacionados con residuos de la subunidad CCTS,
mientras que los residuos involucrados en interacciones longitudinales se encontrarfan
correlacionados con los residuos de subunidad CCTa. En cambio, las interacciones de y-
tubulina con CCT ocurririan del modo contrario. Por lo tanto, esto entrega indicios de
diferencias en el reconocimiento del dominio intermedio por CCT.

Ya que el analisis de mutaciones correlacionadas solamente nos permite observar
correlaciones de mutaciones en residuos que son mas variables en el alineamiento. Para
investigar aquellos residuos mas conservados que tendrian importancia en la
funcionalidad de la proteina, considerando que la dependencia de la tubulina a la
chaperonina CCT no se encuentra en sus homélogos en procariontes, se procedi6é a
utilizar el anélisis de armonia de secuencias, el cual se caracteriza por determinar
residuos conservados entre grupos de proteinas dentro de una misma familia de
proteinas,

Utilizando esta metodologia de analisis de armonia de secuencias, se determinaron
los residuos que comparten iguales propiedades fisicoquimicas entre B-tubulina y v-
tubulina y que se diferencian de la proteina homéloga BtubB, que es una de las tubulinas
bacterianas que se conoce que no interacciona con algiin homélogo de CCT (Pilhofer et
al,, 2011). Los resultados obtenidos serian reflejo de la incapacidad de las tubulinas
eucariontes de plegarse espontineamente, puesto que existe la presencia de residuos
cargados en el dominio amino y carboxilo terminal, y la presencia de residuos
hidrofébicos en el dominio intermedio, los cuales son de caracteristicas polares en la
tubulina bacteriana BtubB. Ya que en el dominio intermedio se observan la mayor
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cantidad de residuos correlacionados. Esto nos sugiere que estos residuos apolares de la
regién intermedia (compuesta principalmente de sabanas B) serian los que CCT estaria
estabilizando para obtener intermediarios de plegamiento, sin que la tubulina se agregue
en la célula. Lo cual estarfa en concordancia con los experimentos de proteémica que
indican que CCT reconoce proteinas enriquecidas en sdbana B y con alta hidrofobicidad
(Yam et al. 2008).

También se ocupo el andlisis de armonia de secuencia para determinar los residuos
firma, que corresponden a residuos conservados segin propiedades fisicoquimicas que
caracterizan a cada subunidad, confiriéndole heterogeneidad en la superficie de CCT
(Pappenberger et al., 2002). En el presente trabajo se obtuvo una menor cantidad de
residuos firma, pero similares en proporcién a los obtenidos originalmente por
Pappenberger et al. (2002). Esto era esperado debido a que se tomo en consideracién el
tipo de residuo segtin sus propiedades fisicoquimicas en el procedimiento de asignacién
de residuos-firma.

Asi, se procedi6 a ocupar los residuos armoénicos que comparten igual propiedades
fisicoquimicas entre B-tubulina y y-tubulina que se diferencian de la proteina homéloga
BtubB y también los residuos armonicos que caracterizan a cada subunidad o residuos-
firma de CCT, para representarlos graficamente en sus respectivos modelos estructurales
de tubulinas y subunidades de CCT, mostrandose sélo aquellos que se encuentran
cercanos a los residuos del andlisis de mutaciones correlacionadas. De esta forma se
seleccionaron los residuos mas conservados que tendrian relacién con el reconocimiento
de las tubulinas por CCT.
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Mediante esta estrategia se observé un patréon comun de residuos arménicos
cercanos a pares correlacionados en las subunidades CCT8 y CCTu. En CCT8, estos
residuos tienen carga negativa, por lo tanto podrian interaccionar con residuos con carga
positiva del dominio intermedio de las tubulinas. Mientras que en la subunidad CCTa,
estos corresponden a un residuo polar y uno con carga positiva, los cuales podrian
interaccionar con parte del dominio carboxilo terminal cercano al dominio intermedio,
que se caracteriza por poseer residuos con carga negativa, Al observar patrones de
residuos armonicos en tubulinas cercanos a pares correlacionados, no existe un patrén en
comun. Sin embargo comparten una misma caracteristica, que comprenden residuos
hidrofébicos y un residuo con carga positiva. Su carga positiva podria tener relacién con
los residuos armonicos con carga negativa en la subunidad CCTS8, pero los residuos
hidrofdbicos no poseen una contraparte en las subunidades de CCT. Esto quizis
indicaria que existe una especificidad mediada por interacciones electrostiticas en una
region de la proteina tubulina que posee alta hidrofobicidad comparado con la tubulina
bacteriana BtubB.

La interaccién del dominio intermedio con CCTS se respalda alin més con los
resultados cobtenidos por el anélisis de mutaciones correlacionadas con pares de residuos
correlacionados con alta probabilidad de contacto fisico, pues tanto en el complejo de B-
y y-tubulina con CCT existe un interaccién con CCT6.

Los residuos de la subunidad delta podrian explicar los resultados de los
experimentos de unién entre la mutante de y-tubulina, que posee la mutacién M249E,
con CCT, pues corresponde a un cambio de un residuo hidrofébico por uno cargado
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negativo en el “loop” T7, que podria generar un efecto de repulsion con la subunidad
delta, explicando la disminucién en la afinidad por CCT que disminuye un 70% la
interaccién con CCT (Tesis Pouchucg, 2009).

En ¢l caso de la triple mutante llamada T7B8 (M249L, Y245F y Y248Q) que
consiste en cambio de estos residuos en el “loop” T7 de y-tubulina por los residuos
presentes en Ia misma localizacion en B-tubulina. La mutacién Y248Q podria afectar la
interaccién con delta por la presencia del grupo polar pero no de una forma tan drastica
como un cambio por un residuo con carga negativa. Esto es justamente lo que se observa
experimentalmente, al disminuir un 40 % la interaccion de la mutante de y-tubulina T76
con CCT con respecto a la interaccion de Ia proteina WT con CCT.

Asi, los resultados muestran patrones que indican que el reconocimiento del
dominio intermedio de tubulina y el dominio apical de CCT, ocurrirfan mediante
interacciones electrostaticas tanto como hidrofébicas, ¥y muestra que existen otros
factores, aparte de los “loops” que se encuentran en tubulinas eucariontes y que estin
ausentes en BtubB, que influyen en ¢l plegamiento de la tubulina.

Una proyeccion de este trabajo seria estudiar las mutaciones correlacionadas que se
obtuvieron del dominio ecuatorial e intermedio de la chaperonina con las tubulinas, para
determinar los residuos importantes en el reconocimiento de los sustratos por el dominio
ATPasa, que gatillan el cierre de la chaperonina y de esta forma comprender atin més el
funcionamiento de esta maquinaria de plegamiento.

Los residuos encontrados in silico, que pueden tener una funcién en el plegamiento
de tubulinas, debieran servir de base para disefiar experimentos que permitan corroborar
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su participacién en el plegamiento de estas proteinas, en especial mediante Ia
construccion de nuevas mutantes de los residuos que han sido localizados durante la

presente tesis.
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8 CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas de este trabajo son las siguientes:

Mip posee una mayor precisién que PCCa para determinar pares de residuos
relacionados con su cercania fisica.

MIp es un algoritmo el cumal permite realizar el andlisis de mutaciones
correlacionadas con al menos 75 secuencias, lo cual define un nuevo punto de
corte para la investigacion de proteinas mediante este método.

El anélisis de mutaciones correlacionadas de las tubulinas con el dominio apical
de las diferentes subunidades de CCT demuestran un claro patron de mutaciones
correlacionadas que se caracteriza por interacciones del dominio intermedio de
las tubulinas con CCT8 y CCTa.

El anélisis de armonia de secuencias, da cuenta que los residuos hidrofébicos del
dominio intermedio de B- y y-tubulina podrian impedir la estabilizacién de
complejos desplegados que necesitarian ser estabilizados por CCT.

Al observar los residuos armonicos cercanos a residuos involucrados en
mutaciones correlacionadas, se puede observar patrones de tipos de residuos que
indicarian un reconocimiento especifico de la tubulina con la chaperonina
mediante interacciones electrostaticas e hidrof6bicas.

Se espera que Ia identificacion de los residuos involucrados en el reconocimiento
de tubulina por CCT sean de ayuda en la investigacidn de futuros experimentos,

tanto del reconocimiento de los sustratos por el dominio ecuatorial de CCT in
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silico y también mediante la construccion de nuevas mutantes en residuos que

afecten la interaccion entre tubulina y CCT ir vitro.
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Anexo 3: Grificos de la cantidad de mutaciones correlacionadas que poseen las tubulinas
investigadas con las subunidades de la chaperonina.

Graficos que muestran la cantidad de mutaciones correlacionadas que posee B-tubulina (A) y y-
tubulina (B) con las diferentes subunidades de CCT, distinguiéndote el valor de Z-score que
poseen estas mutaciones correlacionadas.
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Consenso Referencias
Armonia de 7 i R-Tubulina y-Tubulina Beuba
SaduBRELR Z-score  B-Tubulina y-Tubulina BtubB e HRans Prosthecobacter
dejangeti

0.216 -6.859 L EG N L44 T45 N45
0.155 -8.142 E D AS E45 D46 546
0.115 -10.505 D E S D88 EB9 589
0.076 -9.505 F LIV R F92 L93 R93
0.444 -B.426 Y Y HN Y106 F108 N167
0.552 -6.306 D D N D118 D120 N119
0.325 -8.473 RK R AS K122 R124 5123
0.414 -11.510 E E A E123 E125 A124
0.410 -12.,906 D D K D128 D13@ K129
0.231 -10.098 E D Q E157 D159 0158
0.177 -7.281 IM L R 1163 L165 R164
0.195 -8.648 G A S G235 A238 5235
0.091 -9.163 v A T V255 A258 T255
6.321 -8.870 R R G R262 R265 G262
0.259 -12.680 L LC N L263 L266 N263
0.108 -8.038 Y v Q Y281 V285 0281
0.149 -9.746 M L T M293 L297 T293
0.464 -9.185 M M T M300 M304 T300
0.254 -6.260 R KC v R309 C316 V309
0.264 -7.639 K R ES K336 R343 5336
0.172 -7.279 M v S M363 V373 S363
0.263 -7.705 R K D R390 K400 D390
0.387 -7.237 R R N R391 R401 N391
0.432 -9.897 L L T L395 L405 T395
0.318 -6.429 E E NA E401 E411 A401
0.477 =7.935 E E QoM E4B7 E420 Ma07
0.415 -12.404 E E S E421 E434 5421
0.258 -6.461 A SADEP - A428 P441 -427
0.653 -8.663 VA h { & A430 Y443 -427

Anexo 4: Residuos armoénicos que comparten B-tubulina y y-tubulina que se diferencian de

la tubulina Bacteriana BtubB.

La primera columna corresponde al puntaje obtenido de los residuos arménicos del alineamiento
hecho con las secuencias B-tubulina, y-tubulina y BtubB, donde B-tubulina y y-tubulina poseen
residuos con propiedades fisicoquimicas (columnas 3 y 4) diferentes que BtubB (columna 5)
indicadas con colores: rojo (carga negativa), azul (carga positiva), verde (polar), hidrofébico
(negro). La segunda columna corresponde al valor de Z-score que posee el puntaje de residuos
correlacionados. Las tres tltimas columnas corresponden al nombre y nimero de residuo al cual
corresponde cada residuo armonico en B- y y-tubulina Humana y BtubB de Prosthecobacter
dejongeii, respectivamente.
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Dominio TCPA TCPB TCPG TCPD TCPE TCPH TCPQ TCPZ

V39 D17 K21 P36 D&5 Q21 R31 T43

K84 E18 G56 S136 Q86 K109 034 K55

D165 T103 Q116 0138 R132 K135 E38 K58

D153 N50 173

N53 S75

Equatorial M88 K79

I121 187

E127 188

R117

K127

K138

P191 D215 €173 S181 G213 E156 Q172 E192

Intermedio K181 D207 €158 c187 H198
K197 G196
1208 K198

218 T242 R230 D261 K242 E243 T227 G215

K243 T246 R260 E278 D245 A248 E228 R217

R266 E268 E261 295 €302 E249 V231 ¥229

C296 N298 P287 D327 E309 D251 I250 T232

K298 P380 E293 T342 0316 E254 G294 G247

Apical E350 E301 T310 P320 P294 N316 R256

E360 E313 T318 Q360 R306 P338 R279

T371 H314 N320 K368 C310 H365 P299

G319 N321 G312 D303

V34l Y339 E316 R319

E382 N320

E369 L4083 C414 A378 D393 Q386

Intermedio A398 K418 V401 D389

T403 R392

R396

E440 412 K425 P428 €493 1519 K440 Kaze

Q458 E432 P436 C450 Q522 P523 Y468 A433

Ks12 E437 C455 N494 T500 Q434

H534 R444 L507 Q467

. E512 Q518 A468

Equatorial $515 E460

P486

A489

V516

L5317

Anexo 5: Residuos firma de las diferentes subunidades de CCT clasificados por el
domirio al cual pertenecen.
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