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Todo empieza por el deseo de hacer algo bueno
por el mundo, al principio el camino puede
parecer dificil tal vez largo o imposible, pero
“Un viaje de mil millas comienza con un primer
paso” Lao-Tse.

No dejes que el miedo se apodere de tus suenos,
no dejes de luchar, ni de creer en ti, recuerda:
“Nuestra mayor debilidad radica en renunciar,
la forma mds sequra de tener éxito es siempre
intentarlo una vez mds” Thomas A. Edison.
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Resumen

En las proteinas se distinguen los sitios activos y los sitios alostéricos. Estos tltimos poseen
su sitio de union dentro de la enzima en un lugar diferente al del sitio activo. Su importancia
radica en la contribucién que realiza en la inhibicién y/o activacién de su funcién biolégica,
esto, mediante moléculas (ligandos) que actiian como moduladores alostéricos, siendo una
base para el diseno de farmacos, pues proporcionan menos efectos adversos que los tradicio-
nales (reguladores activos).

Una de las principales moléculas que puede actuar como regulador alostérico es el adenosin
trifosfato (ATP), ya que es fundamental para la obtencién de energia celular.

Entre las bases de datos publicas que cuentan con informacion sobre la estructura de las pro-
teinas, se encuentra el National Center for Biotechnology Information (NCBI), alli existen
1’364.990 proteinas en Homo sapiens, algunas de estas no han sido estudiadas y por tanto
no se conoce si existe un sitio alostérico, ni su posicién molecular.

En el trabajo que se desarrolla a continuacién, se presenta la creacion de un perfil de sitio
alostérico (ASP), a partir de tres proteinas y con la ayuda de la herramienta Deacon Active
Site Profiler 3 (DASP3), que permite identificar sitios activos a partir de la creacién de un
perfil de sitio activo; a dichas proteinas, por medio de la literatura revisada, se les conoce
sitio alostérico en interaccién con el ligando ATP.

El ASP creado fue comparado con un archivo FASTA | descargado del NCBI, que contiene las
secuencias de aminoacidos en Homo sapiens, permitiendo la localizacién de proteinas a las
que no se les ha identificado su sitio alostérico en interaccion con la molécula de ATP. De las
proteinas identificadas, se eligieron tres (3), fueron verificadas virtualmente, a las proteinas
que no contaban con estructura tridimensional (PDB), se les realizé una reconstruccién
geométrica en I-TASSER, finalmente se les realizé docking (herramienta computacional pa-
ra realizar acoplamiento proteina-ligando) mediante AutoDocktools (ADT) con el ejecutable
de AutoDock4 y Autogrid, para comparar sus energias de unién y sus valores de RMSD, con
los Docking de las proteinas que se seleccionaron para realizacion de ASP.

Gracias a lo anteriormente mencionado se identificaron tres proteinas: 1) BCL2-Like-protein
12, 2) Galactine-9 y 3) Fumarate hydratase, mitochondrial, que posiblemente tienen sitio
alostérico e interaccién con el ligando ATP.

Se propuso una metodologia para identificar y verificar virtualmente ligandos que pueden
actuar como modulares alostéricos en proteinas, llegando a la conclusién de que al simular
las proteinas identificadas mediante la herramienta DASP3 con el software AutoDockTools,
muy posiblemente se identificaron nuevos sitios alostéricos en interaccion con ATP.

Palabras clave: Proteinas, Sitios alostéricos, NCBI, ATP, DASP3, Docking, ADT
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Abstract

Active proteins and allosteric sites are distinguished in proteins. The latter have their bin-
ding site within the enzyme in a different place from the active site. Its importance lies in
the contribution it makes in the inhibition and / or activation of its biological function, this,
through molecules (ligands) that act as allosteric modulators, being a basis for the design of
drugs, since they provide fewer adverse effects than traditional ones. (active regulators).
One of the main molecules that can act as an allosteric regulator is adenosine triphosphate
(ATP), since it is essential for obtaining cellular energy.

Among the public databases that have information on the structure of proteins, is the Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI), there are 1,364,990 proteins in Homo
sapiens, some of which have not been studied and therefore it is not known if there is an
allosteric site, nor its molecular position.

In the work that follows, the creation of an allosteric site profile (ASP) is presented, from
three proteins and with the help of the Deacon Active Site Profiler 3 tool (DASP3), which
allows identify active sites by creating an active site profile; these proteins, through the re-
viewed literature, are known allosteric site in interaction with the ATP ligand.

The created ASP was compared to a FASTA file, downloaded from NCBI, that contains
the amino acid sequences in Homo sapiens, allowing the localization of proteins that have
not been identified their allosteric site in interaction with the ATP molecule. Of the identi-
fied proteins, three (3) were chosen, they were virtually verified, the proteins that did not
have a three-dimensional structure (PDB), a geometric reconstruction was performed in I-
TASSER, finally they were docked (computational tool to perform protein-ligand coupling)
using AutoDocktools (ADT) with the executable of AutoDock4 and Autogrid, to compare
their binding energies and their RMSD values, with the Docking of the proteins that were
selected for ASP.

Thanks to the aforementioned, three proteins were identified: 1) BCL2-Like-protein 12, 2)
Galactine-9 and 3) Fumarate hydratase, mitochondrial, which possibly have an allosteric site
and interaction with the ATP ligand.

A methodology was proposed to identify and virtually verify ligands that can act as allosteric
modulators in proteins, concluding that by simulating the proteins identified by the DASP3
tool with AutoDockTools software, it was very possible to identify new allosteric sites in
interaction with ATP .

Keywords : Proteins, NCBI, ATP, DASP3, Docking, ADT
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1. Introduccion

Las proteinas son cadenas de aminoacidos que se unen por medio de enlaces péptidos for-
mando un grupo amida entre un grupo amino y uno carboxilo [1].

La proteina es estudiada de acuerdo a su estructura. Estructura primaria (forma de organiza-
cién mas bésica): contiene la informacion necesaria para determinar el orden, nimero y tipo
de aminoacidos que componen la proteina [2, 3|; estructura secundaria: codifica la manera
en que los aminodcidos se encuentran enlazados en el espacio (alfa hélice y beta plegada) y el
plegamiento entre residuos de aminoécidos de la cadena polipéptida (formacién de enlaces de
hidrégeno) [4]; estructura terciaria: contiene la informacién de la interaccién de las estructu-
ras secundarias en el espacio (unién de alfa hélice con beta plegada), se determina mediante
enlaces covalentes (puentes disulfuro) y no covalentes (puentes de hidrégeno, interacciones
hidréfobicas, fuerza de Vander Waals, interacciones i6nicas), pueden ser fibrosas (insolubles
en agua) o globulares (Solubles en agua) [5]; y estructura cuaternaria: varias estructuras
terciarias forman la proteina, la cual estd formada por dos o més cadenas polipéptidas (se
unen por enlaces de diferentes tipos, similares a los de la estructura terciaria). Cada una de
las cadenas terciarias son conocidas como una subunidad o protémero y el complejo cuater-
nario es entonces una proteina oligomérica o multimérica; sin embargo no todas la proteinas
alcanzan esta estructura [6].

Dependiendo de la estructura de la proteina se puede desarrollar una funcién: estructural,
de transporte y almacenamiento, movimiento, proteccién y/o reguladora [7, 8, 9].

Otra de las funciones mas importantes de las proteinas, es la catalisis de reacciones bioldgicas,
las proteinas que tienen esta funcién son las que actiian como enzimas, las cuales aceleran
las reacciones que se pueden producir esponténeamente [10].

Las enzimas presentan sitios activos y alostéricos. En los sitios activos la enzima se une con
el sustrato, por lo que quedan orientados de tal manera que se favorece la catdlisis (aumenta
la velocidad de una reaccién quimica), permitiendo la formacién de productos [11].

Cuando estas enzimas se unen en un lugar diferente al sitio activo, el lugar de union del
regulador se conoce como sitio alostérico. En el sitio alostérico la actividad catalitica puede
modularse (aumentar o disminuir) mediante unién de moléculas efectoras; estos ligandos
inducen rapidos cambios de conformacién que pueden incrementar o reducir su velocidad de
union al sustrato [11].

La molécula de Adenosin Trifosfato (ATP) genera un suministro de energia para la realiza-
cion del trabajo celular, al ser un ligando, actiia como regulador alostérico, potenciando las
reacciones celulares que requieren energia [12]. E1 ATP en mayores concentraciones puede
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comportarse como inhibidor y en menores proporciones como activador de la actividad en-
zimética [13].

Usando la bioinformética, es posible disenar substratos (productos), los cuales permiten ac-
tivar o inhibir la actividad enzimatica tanto en el sitio activo como en el sitio aldsterico
mediante la ruptura y/o formacién de determinadas uniones quimicas [14].

En las bases de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI), hasta el
momento, se reportan 1'364.990 proteinas en Homo sapiens [15]. En muchas de estas pro-
teinas no se conoce si hay y en qué posiciones estan los sitios alostéricos; por lo tanto, en
este trabajo se propone una metodologia para identificar sitios alostéricos en proteinas que
interactian con el ligando ATP.

El DASP3 permite identificar secuencias de proteinas con similitud de sitio activo, a partir
de un perfil creado con caracteristicas de proteinas similares a las que se desean identificar,
mediante métodos iterativos y automatizables, generando como resultado, grupos de pro-
teinas funcionalmente relevantes [16].

A partir de tres proteinas con sitio alostérico de unién conocido con el ATP, se cred un perfil
de sito alostérico en el DASP3 y se identificaron proteinas, de las cuales se eligieron tres,
para realizar validacion mediante Docking.

El Docking es una técnica que permite predecir el acoplamiento de una proteina con un li-
gando, con el fin de conocer la afinidad de enlace entre las dos moléculas, mediante funciones
de puntuacién [17], por ejemplo, en el presente trabajo se realizo Docking en AutoDockTools
mediante el ejecutable de AutoDock4 y Autogrid, en donde se generaron diversas conforma-
ciones con valores RMSD y energias union.

Se realizo Docking tanto a las proteinas elegidas para creacién de perfil alostérico como a
las proteinas seleccionadas del NCBI, a partir de este perfil. Esto con el fin de utilizar como
modelo de Docking las proteinas de entrenamiento del DASP3 para comparar sus energias y
valores de RMSD con las de proteinas seleccionadas a partir del ASP creado. Concluyendo
que mediante la metodologia propuesta posiblemente se identificaron tres proteinas con sitio
alostérico en interaccién con el ligando ATP.

1.1. Estado del arte

El Adenosin trifosfato (ATP), genera un aporte energético al interior de la célula por lo que
su activacién y/o inhibicién, permite regular procesos bioquimicos en la misma [12].

Al unir el ATP como modulador alostérico con la estructura cristalina de una Hsp70, es
posible estimular la unién a nucleétidos y la hidrélisis del mismo [18].

Asi como también la informacion estructural extraida de uno de los fragmentos de unién
a sitios alostéricos y del fragmento que se une a la molécula del ATP sirvié de base para
el diseno de FAK (Focal Adhesion Kinase) més potentes y especificos en terapias contra el
cancer [19].

De igual manera, partir del gen GLUT1 se sintetizan proteinas con sitios de unién para
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moléculas pequenas accesibles por su cara exofacial y endofacial que incluyen secuencias
con homologia a sitios de union de ATP que cumplen una funcién alostérica, inhibiendo la
funcién del transporte de glucosa de GLUT1 [20], responsable de la Enfermedad de De Vivo
(trastorno genético que implica una deficiencia en el transportador cerebral de glucosa tipo
1) [21].

La bioinformatica es una disciplina cuyos origenes se remontan al ano 1953, en la universidad
de Cambridge, en donde Watson y Crick proponen la estructura de doble hélice del ADN;
en el ano 1962, L. Pauling elabora su teoria sobre evolucién molecular y en el ano 1965
Margaret Dayhoff, publica el primer Atlas of Protein Sequences, ya en los anos 1968 y 1970
surgen los primeros andlisis con ordenador de las secuencias de ADN y proteinas[22].
Mediante la bioinformatica se busca identificar nuevos sitios alostéricos en proteinas por lo
que se han desarrollado diversas herramientas como son el software fpocket, el cual esta basa-
do en la teselacién de Voronoi y esferas alfa construidas sobre la herramienta Qhull (software
de cddigo abierto para la deteccién de bolsillos en las proteinas) [23]; Ezploration of Pro-
tein Structural Ensembles (ExProSe) basado en el enfoque de la geometria y la distancia
euclidiana para generar conjuntos de proteinas a partir de dos estructuras (c6digo abierto,
accesible y efectivo) [24]; STRucturally identified ESSential residues (STRESS) de proteinas
que identifican residuos superficiales e interiores que pueden actuar como puntos de acceso
alostérico [25].

Por su parte el Deacon Active Site Profiler (DASP) permite extraer informacién existente
en bases de datos de proteinas caracterizadas funcionalmente y algin conocimiento sobre
su sitio activo [16, 26]. Mediante la herramiente DASP, se describe la creacién de un ASP
(active site profiler), a partir de la estructura cuaternaria cristalizada (informacién almace-
nada en archivos de extension PDB) de las proteinas, teniendo en cuenta dos protocolos:
Protocolo bésico 1 (describe la creacién de una firma de sitio funcional para cada proteina
de estructura conocida seguida de una alineacién de esas firmas para crear el perfil de sitio
activo para el sitio funcional de interés) y Protocolo béasico 2 (Se crea una matriz de pun-
tuacion especifica de posicion (PSSM) a partir del perfil se busca en una base de datos de
secuencias de aminodcidos (estructura primaria de las proteinas) para proteinas con firmas
de sitio funcional relacionadas.

De esta manera, la informacion sobre un sitio funcional de las estructuras tridimensionales
conocidas se puede utilizar para buscar en bases de datos de secuencias donde la estructura
secundaria o terciaria o cuaternaria de la proteina son desconocidas[27].

La validacion demostrada por DASP3 proporciona una mayor separacion de puntaje entre
positivos verdaderos y falsos positivos que las versiones anteriores. Ademas, DASP3 retine y
agrupa secuencias de proteinas en grupos isofuncionales de manera mas eficiente y precisa
en la identificacion de proteinas que contienen caracteristicas de sitio activo similares a las
del conjunto de consultas, con respecto a DASP y DASP2 [16].

Utilizando la herramienta de bioinformética DASP se identificaron las peroxiredoxinas (fa-
milia diversa y ubicua de peroxidasas dependientes de cisteina altamente expresadas que
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son importantes para la defensa antioxidante y para la regulacion de las vias de senalizacién
celular en eucariotas) de la base de datos PREX (cuenta con 3516 secuencias de proteinas
de peroxiredoxina (Prx o PRDX)) [28].

Mediante el célculo de firmas y perfiles de sitios activos se ha comparado la secuencia y
la quimica de proteinas ciclooxigenasa (COX) con estructuras conocidas; mediante la es-
tructura tridimensional tomada de Protein Data Bank (PDB), a partir de la base de datos
Psi-BLAST se identificaron diez residuos de ratones y ovejas que son determinantes entre las
proteinas COX-1 y COX-2. En el descubrimiento de farmacos, las proteinas de organismos,
como el ratén y la oveja, se utilizan como modelos, con el objetivo de disenar farmacos que
sean selectivos para las proteinas humanas [29).

Observando el buen desempeno del DASP3, en identificacion de sitios activos, se verifico la
posibilidad de utilizar la herramienta DASP3 para encontrar sitios alostéricos a partir de la
creacién de un perfil de sitio alostérico (ASP) [30].

Para validacién virtual de sitios alostéricos y/o activos de proteinas con un determinado
ligando es posible realizar docking de proteina-ligando mediante diversas aplicaciones de
software como se describe seguidamente.

La inhibicién computacional de las proteinas Ras (enzimas de unién a trifosfato de guanosina
(GTP) que regulan una serie de vias de senalizacién clave involucradas en el control de la
divisién, proliferacién y desarrollo celular), en cuatro sitios de unién al ligando alostérico,
basado principalmente en docking ciego mediante conjuntos y FTMap (técnica computacio-
nal util para acelerar la identificacion del sitio de unién al ligando en la estructura de las
proteinas diana), utiliza un enfoque continuo para el acoplamiento de fragmentos molecu-
lares en la superficie de un receptor rigido. Los enfoques en esta revisiéon son un objetivo
contra el cancer aplicables a muchos miembros de la gran superfamilia Ras [31].

También se presentan tres sitios de union alostéricos de la integrasa, una enzima que se en-
cuentra en el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), para la cual la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA) aprobé dos medicamentos (que se dirigen al sitio activo),
identificados mediante (1) AutoDock Vina maés inspeccién visual; (2) un nuevo motor de
farmacéforo comun; (3) Simulaciones de energfa libre de intercambio de réplica BEDAM y
un enfoque de consenso que combina las predicciones de las tres estrategias. Resaltando la
utilidad de las herramientas y estrategias recientemente descubiertas en un objetivo farma-
colégico critico involucrado en el tratamiento de infecciones por VIH, los laboratorios Olson
y Levy colaboraron en el desafio SAMPIL4 que se llevé a cabo en la Universidad de Stanford,
proporcionando articulos computacionales relacionados con proteinas [32].

La acetilcolinesterasa (AChE), conocida por la hidrdlisis del neurotransmisor acetilcolina,
con un subsitio alostérico periférico responsable de la amiloidosis en la enfermedad de Alz-
heimer a través de la interaccion con el péptido § amiloide. Mediante el software Fpocket se
identificaron 4 cavidades (sitios alostéricos y sus residuos clave) en la enzima AChE. Poste-
riormente se simularon virtualmente mediante docking en el software Glide. La puntuacién
del docking para las moléculas presento una variacién entre -7.7 y 1.8 kcal/mol. Después
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se validaron los resultados pronosticados con estudios experimentales (in vitro y estudios
cinéticos). Ampliando de estd manera el conocimiento de los sitios farmacolégicos de AChE
[33].

AutoDock4 con AutoDockTools4, es ttil como herramienta para predecir la manera en que
una molécula, sustratos o candidatos a farmacos, se unen a un receptor, en el anélisis de li-
gandos unidos covalentemente, mediante el método de acoplamiento basado en la cuadricula
y la técnica de cadena lateral flexible y rigida [34].

1.2. Planteamiento del problema

Comprender como funcionan las enzimas es un principio clave para el desarrollo de muchos
medicamentos farmacéuticos, pues, es en ellas donde se evidencian tanto los sitios activos
como alostéricos. El conocimiento del plegamiento (estructura cuaternaria) y la identificaciéon
de los sitios ya mencionados, permite activar o inhibir la funcién de las proteinas [12].

Para que la proteina pueda realizar estas funciones, en los sitios activos, el sustrato debe
acoplarse en su sitio de unién con la enzima. Por otra parte, en los sitios alostéricos, el
ligando, se une al correspondiente sitio alostérico y modula la actividad enzimatica de la
proteina. Un ejemplo, es el ligando ATP que puede actuar como modulador alostérico o
como sustrato en multiples proteinas [11, 12].

La base de datos de NCBI al ser parte de la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados
Unidos (National Library of Medicine), una rama de los Institutos Nacionales de Salud
(National Institutes of Health o NIH), almacena y constantemente actualiza la informacién
referente a secuencias gendmicas, ademés de contar con diversas bases de datos disponibles
en linea de manera gratuita, entre las que incluye proteinas con secuencias y estructuras de
Homo sapiens, que no han sido estudiadas, por lo que no se sabe si tiene sitio alostérico, ni
su posicién de interaccién con la molécula ATP [15].

La bioinformatica ha desarrollado software y bases de datos bioldgicas para la manipulacién
de informacién genémica y estructural en las células, permitiendo predecir la estructura de
las proteinas a partir de su secuencia y la identificacién de sitios activos [35].

El Deacon Active Site Profiler (DASP) es una herramienta de bisqueda de perfiles que utiliza
mapeo de estructuras finas y perfiles para identificar motivos de importancia funcional. El
DASP requiere la seleccién de residuos clave que definen un sitio funcional dentro de una
familia de proteinas y luego identifica fragmentos de secuencia cercanos [16].

A pesar que el DASP3 es una herramienta elaborada en principio para la identificacién
de sitios activos, es posible utilizar esta misma herramienta para hallar sitios alostéricos
mediante la creacién de un perfil alostérico [30]. Son varios los trabajos realizados en el
DASP para la identificacién de sitios activos en proteinas mediante la creacién de un ASP,
demostrando un buen desempeno, atin asi, solamente en [30] se evidencia la identificacién de
proteinas con sitio alostérico en esta herramienta, sin embargo, no hay validacion rigurosa
(Docking o in-vitro).
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Teniendo en cuenta que la base de datos de NCBI cuenta con proteinas en Homo sapiens
que no han sido estudiadas, por lo que no se sabe si tiene sitio alostérico, ni su posicién de
interaccién con la molécula ATP [15], surge la siguiente pregunta: ;Es posible identificar y
validar sitios alostéricos en las proteinas que interactian con la molécula de ATP en homo
sapiens del NCBI mediante la herramienta DASP3?

1.3. Justificacion

El diseno de farmacos ha crecido exponencialmente, en gran parte gracias a la bioinformati-
ca pues esta aplica modelos y algoritmos matematicos para la determinacién, simulacién y
entendimiento de proteinas [35].

Se conocen dos tipos de medicamentos: ortostéricos, se unen en el sitio activo; y alostéricos,
se unen a otras partes de la superficie de la proteina y cambian alostéricamente la confor-
macién del sitio de unién en la misma [36].

La identificacién de sitios alostéricos ha demostrado ser apropiada para la inhibicion de la
actividad enzimética, ademés de reducir el riesgo de toxicidad, por lo que espera tener menos
efectos negativos en la salud humana, que la inhibicién en sitios activos [37, 38].

El descubrimiento de sitios alostéricos proporciona una base a los bidlogos, quimicos y/o
profesionales que trabajan en este campo en colaboracién con otros cientificos, para el di-
seno y la mejora de medicamentos [39, 40], ademds amplia el desarrollo de medicamentos
disponibles, brindando una oportunidad para descubrimiento de medicamentos alostéricos
41, 42].

En algunos casos, el ATP, al ser un modelo conocido permite obtener aproximaciones iniciales
en la identificacion de sitios alostéricos, pues puede comportarse como modulador alostérico
36, 12].

Por tanto, descubrir similitudes en los sitios alostéricos de Homo sapiens mediante la herra-
mienta DASP3 a partir de la secuencia de aminoacidos de tres proteinas, a las cuales se le
conoce su actividad alostérica, con interaccién del ligando de ATP y compararlas con las
de la base de datos de NCBI, ayudara a identificar proteinas en las que no se conoce su
sitio alostérico ni su interaccién con la molécula de ATP, lo que ampliara el conocimiento de
nuevas proteinas que cuentan con el ATP como modulador alostérico, permitiendo activar
o inhibir las proteina que realizan diversas funciones, algunas ayudan al ensamblado de es-
tructuras celulares como la membrana plasmatica, el citoesqueleto y otros organulos. Otras
funcionan como hormonas, anticuerpos y elementos contractiles en el tejido muscular. Otras
actian como enzimas y regulan el ritmo de numerosas reacciones quimicas en las células, o
como transportadores y llevan diversos materiales en la sangre [43]; lo que podria tener gran
importancia en el estudio de enfermedades como son: la diabetes, la obesidad, el cancer, las
enfermedades del tiroides, el envejecimiento, enfermedades mitocondriales, entre otras, que
afectan principalmente a los tejidos que exigen energia, tales como el sistema nervioso, el
musculo esquelético y el corazén [44].
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Identificar proteinas en Homo sapiens que tienen un sitio alostérico que interactia con la
molécula de ATP haciendo uso de la herramienta DASP3.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Seleccionar tres (3) proteinas en Homo sapiens en las que se conoce en la literatura su
actividad alostérica con el ligando Adenosin Trifosfato (ATP).

2. Identificar, por medio de un perfil alostérico (herramienta DASP3), proteinas candida-
tas a tener actividad alostérica regulada por el ATP.

3. Estimar la estructura geométrica de las proteinas elegidas identificadas con el DASP3
que no posean estructura tridimensional (PDB).

4. Verificar, por medio de Docking, a partir del PDB de las tres (3) proteinas elegidas,
que los sitios alostéricos identificados con la herramienta DASP3 efectivamente forman
un bolsillo alostérico para el ligando ATP.

1.5. Alcance y limitaciones

Este proyecto se realizé con estructuras tridimensionales de las proteinas, obtenidas mediante
cristalografia de rayos X, Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y /o microscopia electrénica,
adquiridas de la base de datos PDB (Protein Data Bank ).

La comprobacion de los sitios alostéricos que interactiian con la molécula de ATP se realizd
de manera virtual, por medio de simulaciones. Por tanto si se desea saber si la estructura
3D que se esta generando a partir de la estructura primaria de la proteina es auténtica en
la variacién del tiempo seria necesario realizar ensayos de laboratorio (in-vivo) o dindmica
molecular.

Se identificaron sitios alostéricos en interacciéon con el ligando ATP, en las proteinas de
Homo sapiens tomadas de la base de datos de NCBI, ademas se propuso una metodologia
para encontrar proteinas con sitios alostéricos que interactien con un determinado ligando.
A pesar de haber mas sustratos que actilen como inhibidores o activadores alostéricos, solo
se realizé para la molécula de ATP pues se conoce como un buen modulador alostérico.

1.5.1. Ubicacién dentro de las lineas de trabajo del programa

Dentro de las lineas de trabajo del programa de ingenieria Biomédica encontramos:
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» Bioinformética.
= Bioquimica

s Procesamiento de senales.

1.56.2. Usuarios directos y formas de utilizacién de los resultados del
proyecto

Este proyecto va dirigido a los bidlogos y/o cientificos como complemento para la identifica-
cién de proteinas que tienen sitio alostérico e interactian con el ligando ATP. Asi mismo va
dirigido a personas interesadas en el diseno y/o elaboracién de medicamentos cimentados en
el sitio alostérico.

1.6. Estructura del documento

El presente trabajo integral de grado se encuentra dividido en 5 capitulos de la siguiente

maneras:

» Capitulo 1: se presenta contextualizacién de lo que abarca el trabajo, teniendo en
cuenta el por qué y para qué, asi como el objetivo, el alcance y las limitaciones del
trabajo.

= Capitulo 2: se realiza una revision de los conceptos expuestos en el trabajo, como son,
la importancia de las proteinas, dentro de ellas, las enzimas, con el sitio activo y sitio
alostérico, ademéas de la presentacion de los software empleados como son el DASP3,
AutoDockTools, I-TASSER, Swiss-PdbViewer, UCSF Chimera y Avogadro.

= Capitulo 3: se presenta explicacion respecto a la creacion de perfil alostérico con res-
pectivos protocolos en el DASP3 para la identificacion de secuencias y estructuras de
proteinas en el NCBI.

» Capitulo 4: se presenta verificacién de proteinas (identificadas del NCBI), mediante
realizacién de docking con AutoDock4 en la interfaz de AutoDockTools.

= Capitulo 5: se presentan conclusiones del trabajo, y recomendaciones para futuros
trabajos.
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En este capitulo se presenta una revision de los conceptos fundamentales durante el desarrollo
del presente trabajo.

2.1. Proteina

Las proteinas determinan las caracteristicas fisicas y quimicas de las células y, por ende, de
los organismos que estédn constituidos por éstas [43]. Las proteinas son el principal compo-
nente estructural de las células y, estan formadas fundamentalmente por carbono, hidrégeno,
oxigeno y nitrégeno [7].

En la figura 2-1, se observa la sintesis de una proteina especifica que requiere la transcripcién
del ADN de un gen en una molécula de ARN y la traduccién del ARN en su correspondiente
cadena de aminoacidos.

Nucleo

ADN

% o) _—
i aso 1: \ oro nuclear
¥, nscﬁpcféh ‘-\7‘/
i — ARN

: | Membrana
plasmatica

-

Citoplasma

i
Paso 2: T | ARN
traduccion :
; Ribosoma

\ Pro,Eina

Figura 2-1.: Esquema general de la expresion genética
[43]
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Las proteinas son cadenas de aminodcidos unidas que forman una estructura tridimensional,
esta forma les permite llevar a cabo diferentes funciones dentro del organismo que van desde
su papel catalitico (enzimas) hasta su funcién en la motilidad corporal (actina, miosina),
pasando por su papel mecénico (elastina, coldgeno), de transporte y almacén (hemoglobina,
mioglobina, citocromos), proteccién (anticuerpos), reguladora (hormonas) y, estan codifica-
das en el material genético de cada organismo, donde se especifica su secuencia de aminoaci-
dos, y luego son sintetizadas por los ribosomas [8].

2.1.1. Estructura de las proteinas

Todas las proteinas poseen una misma estructura quimica central, que consiste en una ca-
dena lineal de aminoacidos. Lo que hace distinta a una proteina de otra es la secuencia de
aminoacidos de que esta hecha, a tal secuencia se conoce como estructura primaria de la
proteina [5]. A continuacién, en la figura 2-2 se evidencian los cuatro niveles de la estructura
de una proteina, asi mismo, en la tabla 2-1, adaptada de [2, 3, 5, 6], se resumen algunas de
sus caracteristicas.

aly af

Estructura terciaria
(Peptido
Individual
7 doblado)

Estructura secundaria
(helice)

Estructura primaria

(Secuencia de aminoacidos) e =z

(agregados de dos 0 mas peptidos)

Figura 2-2.: Niveles de estructura de una proteina

2]
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2.1.2. Propiedades y funciones de las proteinas

Las proteinas son sustancias de elevado peso molecular, las propiedades conocidas dependen,
en su mayoria, de radicales R libres y la relacién de estos con el medio, entre estas tenemos

[5]-

» Especificidad. Las proteinas son especificas en cada especie y, en algunos casos, en
cada individuo. Esto se debe a su estructura primaria determinada y una conformacion
espacial propia; un cambio de estructura significaria una pérdida de la funcion. Esta
propiedad es la responsable de rechazos en trasplantes e injertos. Al introducir una
nueva proteina el organismo la reconoce como extrana y fabrica anticuerpos para su
destruccion.

= Desnaturalizacién. Es un cambio en la estructura tridimensional de la proteina cuando
se la somete a cambios bruscos de pH, de temperatura, accion de rayos ultravioletas, de-
tergentes, acidos o bases fuertes, agitacion fuerte que provoquen ruptura de los enlaces,
perdida de su estructura y de su funcién. La desnaturalizacién provoca generalmente
una disminucion de la solubilidad y la proteina precipita. Si la desnaturalizacion es
suave, al restablecer las condiciones iniciales puede recuperar su estructura y a esto se
le llama renaturalizacion.

» Solubilidad. Por su tamano, las proteinas son insolubles en agua o se disuelven for-
mando coloides. Este es el caso de las proteinas globulares cuyos radicales se ionizan
y establecen puentes de hidrégeno con el agua formando coloides. Las fibrilares son
insolubles.

Por otro lado, las funciones de las proteinas son de gran importancia pues determinan la
forma y estructura de las células, guian procesos vitales, defiende a las células de agentes
externos. Las funciones dependen de cada tipo de proteina, aunque todas realizan su funcién
por unién selectiva a moléculas. Las principales funciones son [5]:

= Estructural. Las proteinas forman tejidos de sostén y relleno que otorgan elasticidad y
resistencia a 6rganos y tejidos (ejemplos: coladgeno, gelatina, glucoproteinas, queratinas)

» Enzimdtica (catalitica). Las proteinas actian como biocatalizadores acelerando las
reacciones quimicas del metabolismo. A las substancias que se transforman por medio
de una reaccion enzimaética se les llama substratos. Los substratos reconocen un sitio
especifico en la superficie de la proteina que se denomina sitio activo.

= Hormonal. Muchas proteinas son hormonas, a diferencia de las enzimas, su funcién no
es local sino en todo el organismo (ejemplos: insulina, FSH, tiroxina)

= Defensiva. Las proteinas crean anticuerpos y regulan factores contra agentes extranos
o infecciones.
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» Transporte. Las proteinas pueden transportar distintos tipos de sustancias (ejemplos:
hemoglobina, citocromos, lipoproteinas).

» Reserva. Las proteinas cumplen una funcién energética para el organismo. (ejemplo:
las albiminas y la caseina que actian como almacén de aminodcidos)

= Contractil. La contraccién de los miusculos través de la miosina y actina es una funciéon
de las proteinas contractiles que facilitan el movimiento de las células constituyendo
las miofibrillas que son responsables de la contracciéon de los musculos.

» Homeostatica. Las proteinas funcionan como amortiguador para mantener estables las
constantes del medio, desde el pH hasta el equilibrio osmético.

2.1.3. Enzimas

Las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que buscan alcanzar el equilibrio ace-
lerando la velocidad de reaccién. Son catalizadores excepcionales porque [45]:

= Son muy eficientes pues, en condiciones 6ptimas las reacciones enzimaticas ocurren
mas rapidamente qué sin catalizar.

= Son especificas tanto respecto al tipo de reaccién que catalizan como respecto al sus-
trato que transforma.

» Catalizan diferentes reacciones (hidrélisis, polimerizaciones, redox, trasferencias de gru-
pos, condensaciones, etc.)

= Su concentracion final es objeto de control genético.

Estructura de las enzimas

Las enzimas son proteinas globulares formadas por una o més cadenas polipeptidicas plega-
das creando una “hondonada” donde encaja el sustrato y tiene lugar la reaccion. Esta zona
de la enzima se denomina centro activo y sélo unos pocos aminoécidos estan implicados en él
[11]. La proximidad de los aminodcidos en el centro activo esta determinada por la estructura
terciaria, aunque también pueden ocupar posiciones adyacentes en la estructura primaria.
En una enzima con estructura cuaternaria, los aminoacidos del centro activo pueden encon-
trarse incluso en diferentes cadenas. En esta estructura tridimensional se forman cavidades,
llamadas “sitio activo”, las cuales muestran afinidad por las moléculas especificas (sustratos)
que se convertiran en productos[46].
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Sitio Activo

Region especifica de la enzima que es ocupada por el sustrato, este interacciona con la enzima
mediante enlaces débiles; en este sitio ocurre la activacion del sustrato y se realiza la reaccién
[10]. Como cualquier catalizador, al finalizar la transformacién del sustrato y liberarse el
producto del sitio activo, la enzima regresa a su estado original y puede involucrarse en un
nuevo ciclo de catélisis [46]. Dentro de todo el conjunto de enzimas las hay que presentan
una alta especificidad, aceptando tan sélo un tipo de moléculas sobre las que realizar la
catalizacién, y siendo capaces de discriminar incluso entre moléculas isoméricas; por otro
lado, otras enzimas con un menor nivel de especificidad catalizan reacciones utilizando como
sustratos moléculas que presenten una cierta similitud.

La interaccion entre enzima y sustrato se realiza a través de enlaces de naturaleza débil entre
la molécula de sustrato y el centro activo. Cuanto mayor sea el nimero de estos enlaces, mayor
serd la especificidad de la enzima, y mayor también su capacidad de discriminar entre dos
sustratos estructuralmente proximos. Lo anteriormente referenciado puede evidenciarte en
la figura 2-3.

g : La enzima cambia su forma Productos
Sustrato cuando se une el sustrato
( Sitio activo

El sustrato accede Complejo Complejo Los productos salen
al'sitio activo del enzima  apzimalsustrato enzima'productos del sitio activo

Figura 2-3.: Unién de la enzima con el sustrato
[10]

2.1.4. Sitio Alostérico

Lugar o punto de una enzima que al unirse con efector o modulador desencadena un cambio
que puede alterar propiedades cataliticas o de unién. A su vez, existen bolsas o bolsillos los
cuales tienen contenidos residuos identificados que al unirse con un modulador alostérico
desencadena cambios. La importancia del alosterismo es que constituye un medio a través
de la cual la célula realiza la regulacion de la actividad de enzimas o proteinas que dependen
de condiciones variables o alterables que son necesarias en cada momento [30].

El sitio alostérico carece de actividad catalitica, pero se une a una molécula efectora o modu-



2.1 Proteina 21

ladora que puede inhibir (modulador o efector negativo o inhibidor) o estimular (modulador
o efector positivo o activador) la actividad enzimdtica, mediante modificaciones en la con-
formacién del sitio activo haciéndolo menos o mas afin al sustrato, respectivamente; cuando
ingresa la primera molécula de sustrato aumenta la afinidad del sitio activo por el sustrato
de las otras subunidades, este efecto dirigido por cambios conformacionales favorables se
denomina cooperatividad [10].

Inhibicién alostérica Activacién alostérica
Enzima 1 Enzima 2
Sitio -
. Ito

activo P
" alostérico ~ Sitio ®
AN activo alterado
e el Activador

Sustrato Sustrato

2/ O /b’

Sitio activo alterado Sitio activo

Figura 2-4.: Union de la enzima con el sustrato en el sitio alostérico
[12]

2.1.5. Adenosin Triphosphate (ATP)

Es un nucledtido fundamental en la obtencién de energia celular. Estd formado por una base
nitrogenada (adenina) unida al carbono 1 (C_1) de un azicar de tipo pentosa, la ribosa,
que en su carbono 5 (C_5) tiene enlazados tres grupos fosfato [47], figura 2-5. Se produce
durante la fotorrespiracion y la respiracion celular, y es consumido por muchas enzimas en la
catalisis de numerosos procesos quimicos. Cada proceso dentro de una especie, incluyendo la
sintesis de ADN y proteinas, contraccion muscular, transporte activo de nutrientes, actividad
nerviosa, mantenimiento de osmosis, o fijacién de carbono, requiere una fuente de ATP [48].
La molécula de ATP, al ser un ligando, puede actuar como regulador alostérico, comportando-
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se como inhibidor de la actividad enzimatica en mayores concentraciones y como activador
en menores proporciones [11, 13].
En la figura 2-5, la imagen superior fue tomada de: [49] y la imagen inferior de: [50].

NH,
O o o0 N X
I I I <’ | N
HO—P—0—P—0—P—0 )
| | | N N
OH OH OH 0

OH OH

Figura 2-5.: Estructura molecular Adenosin Triphosphate (ATP)

2.2. Bioinformatica

La bioinformatica surge debido a la problematica dada en fendmenos tan complejos como
la genética, la simulacién del efecto de medicinas, la prediccién de enfermedades, etc. Todas
estas actividades manejan gran cantidad de informacion y variables, de alli surge la necesi-
dad de apoyarse con las nuevas tecnologias [51].

La bioinformatica estructural consiste, entre otras cosas, en realizar una simulacion del com-
portamiento de biomoléculas, principalmente proteinas y sus entornos, en diferentes situa-
ciones.

La simulacién con las biomoléculas puede establecer la capacidad de una droga para inhibir
algunas enzimas o la posibilidad que dos proteinas puedan interactuar entre ellas. De este
modo la bioinformatica contribuird a un cambio en el paradigma del diseno de drogas per-
mitiendo una mayor rapidez en su descubrimiento y en el proceso de optimizacién [35].

El paradigma del descubrimiento de nuevas drogas o farmacos consiste en encontrar una
molécula pequena capaz de unirse e inhibir/activar eficientemente un blanco macromolecu-
lar especifico, generalmente una proteina. La caracteristica principal que debe poseer una
droga es la de unirse fuertemente a la proteina blanco. Para las tareas mencionadas ante-
riormente, se han desarrollado diversas herramientas.
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A continuacién, en la tabla 2-2, adaptada de [30], se describen algunas herramientas cono-
cidas en el campo de la bioinformética para predecir sitios activos y/o alostéricos.

Tabla 2-2.: Herramientas en el campo de la bioinformatica para predecir sitios alostéricos
y/o activos

Sotware Caracteristicas

Capaz de generar conjuntos de estructuras de proteinas a partir de
dos estructuras de entrada y predecir bolsas alostéricas en proteinas.
Se muestra usando un conjunto de datos de pares estructurales que
ExProSE | dos métodos ampliamente utilizados para generar conjuntos no pueden
abarcar grandes cambios conformacionales. Al agregar restricciones
adicionales que representan moduladores potenciales,

ExProSE puede predecir sitios alostéricos.

Extrae informacién de la estructura tridimensional de la proteina,
basandose en pardmetros geométricos, contenidos en tres pasos:
Foocket el primero identifica grupos de esferas a determinando la estructura
pocke de la proteina, el segundo reconoce las bolsas alostéricas y elimina las
que no son de interés y, finalmente se da puntuacion y se categorizan

las bolsas identificadas.

Identificacién de residuos criticos, empleando el modelo conformacional
de proteinas, que identifican los residuos superficiales e interiores que
ESTRESS | pueden actuar como puntos de acceso alostérico, permitiendo un andlisis
que incorpore directamente la informacién de la estructura y dindmica
de las proteinas 3D

Deacon Active Site Profiler es un software para la creacién de perfiles de
sitios activos, fue desarrollado previamente para reconocer secuencias

de proteinas con una similitud de sitio activo a un conjunto de consultas,
permitiendo la extraccién de caracteristicas de la secuencia estructural
DASP de un sitio funcional y la conservacién o variacién de esas caracteristicas
en la familia de proteinas. E1 DASP esta conformado por dos métodos
iterativos y automatizables para agrupar proteinas en grupos funcional-
mente relevantes han demostrado una gran capacidad en la identificacién

de estudios de las superfamilias de proteinas.

2.2.1. DASP3

Es una herramienta disenada para la creacion de perfiles de sitios activos para cualquier
familia de proteinas y, cabe destacar que no requiere informaciéon 3D de la proteina, sino
que, emplea dos protocolos para el analisis de sitios funcionales, el primero crea firmas de
sitios funcionales o perfiles de proteinas de estructura conocida (Active Site Profiler - ASP),
el segundo, usa el perfil de sitio activo para buscar secuencias que contienen fragmentos simi-
lares [16].Considerando el buen desempeno del DASP3 para la identificacién de sitios activos
y la similitud de los problemas de identificacién de sitios activos y de sitios alostéricos, en
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este trabajo se evalia y se presenta una metodologia para utilizar el DASP3 para identificar
sitios alostéricos [30]. Durante el desarrollo de procesos de busqueda iterativos que agrupan
proteinas en grupos isofuncionales, se identificaron tres limitaciones del algoritmo DASP.
Se exploraron tres mejoras para resolver estas limitaciones de busqueda iterativa: longitud
minima de motivo utilizable, proceso de alineacién de motivo dentro del perfil y longitud de
motivo utilizada en la bisqueda [16].

2.2.2. Docking

Docking es una técnica para realizar el acoplamiento molecular de proteina-proteina o de
proteina-ligando. Cuando se trata de un acoplamiento proteina-ligando, el objetivo es prede-
cir la posicién y orientacién de un ligando cuando estd unido en el sitio activo y/o alostérico
de una proteina o enzima [17]. Se emplea en la investigacién farmacéutica, permitiendo el di-
seno de medicamentos por computadora [52, 17], incluida la identificacién de sitios de unién
cripticos o alostéricos, la mejora de las metodologias tradicionales de deteccién virtual, y la
prediccién directa de las energias de unién de moléculas pequenas[53].

Para la realizacion del acoplamiento de proteinas y ligandos se encuentran disponibles varias
aplicaciones de software que calculan el sitio, la geometria y la energia de moléculas pequenas
o péptidos que interactiian con proteinas, como son: AutoDock4 y AutoDock Vina , rDock
, FlexAID , FMap, Molecular Operating Environment y Glide .

AutoDock4

AutoDock es software libre, de cédigo abierto, con un conjunto de herramientas de aco-
plamiento automatizadas. Esta disenado para predecir como las moléculas pequenas, como
sustratos o candidatos a farmacos, se unen a un receptor de estructura 3D conocida [54]. Las
distribuciones actuales de AutoDock constan en dos generaciones de software: AutoDock 4
y AutoDock Vina .

AutoDock4 consta principalmente de dos programas [54]:

= Autodock realiza el acoplamiento del ligando a un conjunto de cuadriculas que descri-
ben la proteina objetivo.

» Autogrid calcula previamente estas cuadriculas o rejillas (lugar donde se realizara el
docking en la proteina).

AutoDock 4 comprende tres mejoras significativas [54]:
1. Los resultados de acoplamiento son més precisos y confiables.
2. Opcionalmente, puede modelar la flexibilidad en la macromolécula objetivo.

3. Permite el uso de AutoDock en la evaluacién de interacciones proteina-proteina.
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AutoDock 4.0 no solo es mas rapido que las versiones anteriores, sino que permite que las
cadenas laterales en la macromolécula sean flexibles. El acoplamiento rigido es mas répido,
y el acoplamiento flexible de alta calidad se puede realizar en aproximadamente un minuto.
Se pueden realizar hasta 40,000 acoplamientos rigidos en un dia en una CPU [54].

AutoDockTools (ADT)

Es una interfaz grafica de usuario (GUI) gratuita, para el empleo de AutoDock, posee compa-
tibilidad con los formatos de AutoDock4 y Autogrid. Puede usarse para configurar, ejecutar
y analizar acoplamientos AutoDock e isocontour de mapas de afinidad AutoGrid, asi como
calcular superficies moleculares, mostrar cintas de estructura secundaria, calcular enlaces de
hidrégeno, entre otros [55, 54].

Instalacion AutoDock4 con AutoDockTools

A partir de la estructura tridimensional se procedié a realizar el Docking. Para la realizacién
del docking fue necesario preparar el entorno para correr Autodock4:

—_

. Instalar python

2. Instalar MGL Tool 1.5.6 (interfaz gréfica de usuario a utilizar AutoDockTools/ADT)
3. Instalar AutoDock 4.2.3

4. Instalar Cygwin (provee un entorno linux en windows)

5. Después se descargaron los PDB de la molécula y el ligando ATP

6. Se guardaron en una misma carpeta llamada Dockingl, junto con autogrid4.exe, auto-
dock4.exe, AD4 _parameters.dat y AD4.1_bound.dat como se observa en la figura 2-6.

T » Este equipo > Camila Gonzalez (C:) » Dockingl
autodockd.exe autogridd.exe AD4.1_bound.dat  AD4_parameters. 3wvb.pdb ATP.pdb

dat

Figura 2-6.: Carpeta Docking con archivos necesarios para correr AutoDockTools
(Autor)
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2.2.3. |-TASSER

[-TASSER es un método informatico para predecir la estructura terciaria de la proteina a
partir de su estructura primaria (secuencia de aminodcidos) [56]. Cuenta con un servidor en
linea construido en el Laboratorio Yang Zhang de la Universidad de Michigan , Ann Arbor ,
que permite a los usuarios enviar secuencias y obtener predicciones de estructura y funcion.
Se puede descargar un paquete independiente de I-TASSER en el sitio web de I-TASSER
http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER. Constantemente ha sido calificado como el
mejor método de prediccién de CASP (Critical Assessment of protein Structure Prediction):
experimento mundial para la prediccién de la estructura de la proteina, se realiza cada dos
anos desde 1994 [57]. Ademads de ser capaz de predecir pliegues correctos y modelos de alta
resolucion [58].

Funcionamiento I-TASSER

Teniendo en cuenta una secuencia de aminoacidos con longitud de entre 10 a 1.500 residuos
[-TASSER [56]:

1. Genera modelos atomicos tridimensionales a partir de multiples alineamientos de ros-
cado y simulaciones iterativas de ensamblaje estructural.

2. La funcién de la proteina se infiere haciendo coincidir estructuralmente los modelos 3D
con otras proteinas conocidas.

3. El resultado de una ejecucion del servidor contiene predicciones de estructura secun-
daria y terciaria completas y anotaciones funcionales en los sitios de unién a ligandos,
nimeros de la Comisién de enzimas y términos de ontologia génica.

2.2.4. Swiss-PdbViewer (también conocido como DeepView)

Ha sido desarrollado desde 1994 por Nicolas Guex. Es una aplicacién con una interfaz amiga-
ble con el usuario, permite analizar varias proteinas al mismo tiempo. Las proteinas pueden
superponerse para deducir alineamientos estructurales y comparar sus sitios activos o cual-
quier otra parte relevante. Las mutaciones de aminodacidos, los enlaces H, los dngulos y las
distancias entre los atomos son faciles de obtener gracias a la interfaz grafica y de menu
intuitiva. Ademas en el panel de control se cuenta con distintas técnicas de Modelado Mo-
lecular y Minimizacién de la Energia. Esta estrechamente vinculado a SWISS-MODEL, un
servidor de modelado de homologia automatizado desarrollado dentro del Instituto Suizo de
Bioinformatica (SIB) en el Grupo de Bioinformética Estructural en el Biozentrum en Basilea.
Trabajar con estos dos programas reduce en gran medida la cantidad de trabajo necesario
para generar modelos, ya que es posible enhebrar una secuencia primaria de proteina en una
plantilla 3D y obtener una respuesta inmediata de qué tan bien la estructura de referencia
aceptara la proteina enhebrada antes de enviarla [59].
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Figura 2-7.: Icono Swiss-PdbViewer
[59]

2.2.5. UCSF Chimera

Es un programa para la visualizacion interactiva y el analisis de estructuras moleculares y
datos relacionados, incluidos mapas de densidad, trayectorias y alineaciones de secuencias. Se
pueden generar imagenes y animaciones de alta calidad. Mediante las herramientas de Chi-
mera es posible comparar diferentes conformaciones e incluso diferentes proteinas mediante
la transformacién de una estructura a otra, muestra secuencias individuales y alineaciones
de secuencias multiples, permite preparar estructuras para el acoplamiento u otros calculos
agregando hidrégenos, asignando cargas parciales entre otras tareas relacionadas [60].

UCSF
Chimera

Figura 2-8.: Icono UCSF Chimera
[60]

2.2.6. Avogadro

Es un software libre, de cédigo abierto e intuitivo, que permite editar y visualizar moléculas.
Se utiliza en quimica computacional, la bioinformatica, las ciencias de los materiales y otras
areas relacionadas [61]. Por otro lado, mediante el software de Avogadro, es posible realizar
minimizacion de energia a las moléculas para que estas conserven una distancia 6ptima
entre sus atomos, mejorando la estructura mediante un minimizador de energia mecanica
molecular. Una extension del programa permite preparar archivos de estimulo para realizar
calculos. La principal ventaja del software es permitir visualizar las moléculas desde diferentes
angulos y también desplazarlos en el espacio usando los comandos del programa.
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Desde el punto de vista didactico, al facilitar la visualizacion de atomos en tercera dimension
conduce a un mejor aprendizaje del mundo a nivel molecular. La gran capacidad interactiva
del software fomenta un aprendizaje activo ya que se puede ver desde diferentes perspectivas
la forma de cada compuesto, rotar las moléculas y acomodar cada enlace, ademés de poder
realizar y comprobar sus propios enlaces de manera mucho més atractiva y dindmica [62].

Figura 2-9.: Icono Avogadro
[61]

2.3. Desviacién cuadratica media (RMSD)

En bioinformatica es la medida entre dos poses (describe el modo de unién de un ligando
en un sitio de unién a proteinas) de la misma molécula con el ligando acoplada en la misma
estructura de la proteina. El calculo de RMSD se puede aplicar a otras moléculas no proteicas,
como las moléculas orgdnicas pequenas. Esto es particularmente relevante para comparar
ligandos con la estructura de la proteina, pues el RMSD mide la distancia promedio entre
atomos de 2 estructuras de ligando a través de la ecuacién simple [63]:

n

1
RMSDup) = | ~ > (air = bia)* + (aiy — byy)” + (a2 — biz)? (2-1)

i=1

donde a;, se refiere a la posicion en el eje x del i-ésimo atomo de la molécula a, y b;, se refiere
a la posicion en el eje z del i-ésimo atomo de la molécula b. La variacion de los subindices
{z,y, z} denota las coordenadas cada dtomo.

La medida del valor RMSD con la primera pose como referencia es bastante util para en-
trenar, probar y comparar diferentes funciones de puntuacién. Por ejemplo, en docking, es
posible determinar la deformacién que ha sufrido el ligando para acoplarse a la proteina, en
el mismo sitio de unién [63].

Para el analisis del valor RMSD en la herramienta de AutoDockTools (ADT), se obtienen
de entre 3 y 10 conformaciones (posiciones en la que se acomoda el ligando en la proteina),
en donde cada conformacién posee un valor RMSD que es promediado con la primera con-
formacién, tomando como referencia que un valor menor a 2 A, es bueno, es decir, el ligando
es estable dentro de las conformaciones (no tuvo que esforzarse para acomodarse dentro de
la proteina).
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*En el presente trabajo la unidad de medida para el valor RMSD es tomada en angstrom

(A).






3. ldentificacidon de proteinas mediante
realizacion de perfil alostérico

En este capitulo se identificaron 3 proteinas que poseen actividad alostérica con el ATP,
para elaboracién de perfil alostérico (ASP) mediante la herramienta DASP3 y se compar6
con las proteinas de homo sapiens localizadas en la base de datos NCBI. En el diagrama de
bloques de la figura 3-1, se presentan de manera general los pasos para la elaboraciéon del
perfil alostérico.

*

Busqueda NCBI
3-proteinas (Archivo
FASTA)

I
‘—> Protocolo 1 IS -EEEN Protocolo 2 IS @
f—"

Residuos Lista Eleccion
clave de 3-proteinas

proteinas
‘

Posicion
residuos
clave

Figura 3-1.: Diagrama bloques con procedimiento para identificar proteinas mediante
DASP3, Imagen de Autor

Donde:

= Protocolo 1: describe la creacion de una firma de sitio funcional para cada proteina
a la que se le conoce su estructura y su sitio alostérico en interaccién con ATP, segui-
damente se genera una alineacion de los residuos para crear el perfil de sitio alostérico
(ASP).

= Protocolo 2: la herramienta DASP3 crea una matriz de puntuacion especifica de po-
sicion (PSSM) a partir del ASP y busca en la estructura primaria de las proteinas
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(archivo FASTA) descargada de la base de datos del NCBI las secuencias de aminoéci-
dos del homosapiens (estructura primaria de las proteinas) para proteinas con firmas
de sitio funcional relacionadas.

A continuacion se presentan de manera mas detallada el procedimiento para la elaboracién
del perfil alostérico en el DASP3.

3.1. Revisidn de proteinas para elaboracion de perfil
alostérico

Para creacién de perfil alostérico en el DASP3 se requieren 3 proteinas para posteriormente
identificar los residuos clave de cada proteina, por lo que inicialmente se realizé una busque-
da en la literatura de las proteinas en Homo sapiens que interactian con el ligando ATP en
el sitio alésterico. Para ello se ha recurrido al repositorio UniprotKB [64], donde es posible
identificar proteinas de Homo sapiens que interactiian con ATP, aun asi, se revisan cada una
de ellas en diversos articulos para realizar la seleccion de 3 proteinas, que segun la literatura,
efectivamente cuenten con sitio alostérico e interactien con la molécula ATP. A continua-
cién, se presenta descripcién de las proteinas (todas con una funcién bioldgica diferente),
elegidas para la elaboracién de perfil alostérico en el DASP:

Cytosolic 5’-nucleotidase: Activada alostéricamente por varios compuestos, incluido el ATP.
Las estructuras en esta proteina proporcionan datos estructurales para el diseno de farma-
cos dirigidos tanto al sitio activo como al sitio alostérico del gen ¢N-II. Los inhibidores de
nucleotidasas podrian, por ejemplo, usarse como complemento a los andlogos de nucleési-
dos en terapias contra el cancer para reducir la desfosforilacién no deseada de los analogos
de nucledsidos activados (fosforilados) en tumores resistentes. También podrian usarse para
minimizar la degradacién de los farmacos antivirales e inmunosupresores basados en nucleési-
dos [65]. Posee un papel fundamental en el metabolismo celular de las purinas y actia sobre
analogos de nucledsidos antitumorales y antivirales, por lo que es de importancia terapéutica
potencial [66].

ATP-dependent 6-phosphofructokinase,platelet type: Activada alostéricamente por ADP, AMP
o fructosa 2,6-bisfosfato e inhibida alostéricamente por ATP o citrato. Actia como el prin-
cipal regulador de la glucdlisis y cataliza la formacién de fructosa-1,6-bisfosfato (F16BP)
dependiente de Mg-ATP a partir de fructosa-6-fosfato (F6P) en células procariotas y euca-
riotas. La estructura de Pfk esta involucrado en la regulacién alostérica; puede servir como
guia para desarrollar moduladores de la actividad de Ptk como posibles farmacos antitumo-
rales, ya que la inhibicién de esta reduce la formacién de tumores [67, 68].
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Endoplasmic reticulum chaperone BiP: La actividad de esta chaperona estd regulada por el
acoplamiento alostérico inducido por ATP de los dominios de unién a nucleétidos (NBD)
y unién a sustrato (SBD) [69]. Es una chaperona del reticulo endopldsmico que desempena
un papel clave en el plegamiento de proteinas y el control de calidad en la luz del reticulo
endopldsmico [70].

Seguidamente se efectué una busqueda en el repositorio Protein Data Bank (PDB) con el fin
de descargar la estructura terciaria de las proteina identificadas. E1 PDB es una Base de datos
de la estructura tridimensional de las proteinas y acidos nucleicos. Se tienen datos, obtenidos
regularmente por cristalografia de rayos X o Resonancia Magnética Nuclear (RMN), enviados
por bidlogos y bioquimicos de todo el mundo [71].

3.2. Residuos que interactaan con el ligando ATP

Para la creacién del perfil alostérico el algoritmo DASP3 requiere 3 residuos clave de cada
proteina que interactian con el ligando.

En la base de datos de UniProtKB, se cuenta con la herramienta PDBe, la cual permite
conocer las posiciones de los residuos que interactian con el ligando ATP.

En la figura 3-2, se observan los aminoacidos de la proteina cytosolic purine 5’-nucleotidase,
que interactian con el ligando ATP.
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Figura 3-2.: Aminoacidos cytosolic purine 5’-nucleotidase con PDB 2XCW
[64]
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A partir de los aminoacidos identificados mediante PDBe, se eligieron en las secuencias

los tres residuos que méas se conservan (es decir, la inclusién de todos los aminodcidos,

permitiendo la integracién de cada uno de ellos, en cada intervalo, esto mediante diversas

iteraciones combinando de manera alterna los residuos en el DASP3, hasta lograr crear ASP),

en las proteinas elegidas, para llevarlos al DASP.
La tabla 3-1 muestra las posiciones y los residuos elegidos, que se llevaron al DASP3, de las

proteinas encontradas en la revisién bibliografica.

3.3.

Tabla 3-1.: Proteinas utilizadas para realizacion de ASP mediante DASP3
Proteinas PDB Residuos relevantes
Cytosolic purine 5’-nucleotidase 2XCW | ARG 144, ASN 154, ARG 456
ATP-dependent 6-phosphofructokinase | 4XYJ | GLY 127, SER 130, SER 173
Endoplasmic reticulum chaperone BiP | 6ASY | THR 37, LYS 96, ARG 367

Creacion del perfil alostérico e identificacion de
Proteinas mediante DASP3

Teniendo en cuenta el procedimiento realizado en [30], junto con los protocolos 1y 2:

Se instalé la herramienta de DASP3, se descargaron los archivos PDB (Estructura
terciaria) de las proteinas elegidas para realizacién de perfil alostérico y la secuencia
FASTA (Estructura primaria) de las proteinas de homo sapiens encontradas en NCBI.

Se guardaron los archivos PDB, en una carpeta donde el nombre seran las dos letras
del medio de la proteina. Por ejemplo, el archivo pdblfa9.ent, correspondiente a la
proteina 1FA9, debe estar almacenado en la carpeta “fa”.

Se ingresaron al DASP3 los PDB y los residuos clave de las proteinas seleccionadas.

Como resultado, el DASP3 indico que las posiciones de los residuos ingresados fueron
aceptados y se pudo generar un ASP (Allosteric Site Profiler).

Mediante el ASP, es decir, con la informacién sobre el sitio alostérico de las 3 estruc-
turas tridimensionales conocidas, se utilizo el archivo FASTA descargado del NCBI,
para identificar secuencias donde la estructura secundaria o terciaria o cuaternaria de
las proteinas son desconocidas mediante el comando de la figura 3-3, en el sistema
operativo de linux.
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$ ./dasp3.sh.—i Prusha/ATPinputB.txt —p/home/agonzalez73/mario.duarte’\@uan.edu.co
/CarpetasTIG,/ Software/dasp3.master/PDBFiles/ —-r 10 -o Prueba/outputHomo.res —d
/home/agonzalez73/mario.duarte\@uan.edu.co/Software/dasp3.master/FastaFiles /Homos
apiens.fasta -c 0.0001 —-v > Prueba/Homo_terminal.txt

Figura 3-3.: Comando en linux para comparacién de ASP con archivo FASTA

Donde:
s —i: Es el nombre del archivo de entrada.

= —1: El radio para su inclusién en la firma del sitio activo, este argumento se puede
variar acorde al requerimiento del analisis.

= —: Es el valor de corte para buscar en la base de datos de secuencias.
= —p: Es la ruta a la base de datos pdb, es decir, pdbDatabase.

= —0: Nombre del archivo para incluir el perfil del sitio alostérico.

= —d: La base de datos a utilizar para la busqueda de secuencia.

= —v: Lugar donde se almacenara la salida de manera detallada desde el DASP3.

3.3.1. Seleccidn de proteinas identificadas mediante el DASP3

El DASP3 es determinista, por lo que al realizar el perfil alostérico con las mismas proteinas
y pasarlo por el mismo archivo FASTA, se obtuvieron los mismos resultados, esto se verifico
comparando los diferentes archivos de texto obtenidos tras la realizacién del protocolo 2.
El DASP3 proporcioné los resultados en un archivo de texto, con un P-valor(entre mas
negativo, mas similar es la proteina al perfil creado de acuerdo a los criterios de la matriz
PSSM) y cédigos por cada proteina, por lo que se buscé cada codigo en el NCBI, se organizd
y se eliminaron las secuencias repetidas, es decir, la misma proteina, bajo diferentes codigos
y/o cadenas.

A partir del Anexo A, donde se describen proteinas del NCBI organizadas por exponente y
nombre encontradas mediante el DASP3, y a base de los siguientes criterios se eligieron 3 de
las proteinas identificadas mediante perfil alostérico:

= En la literatura no se reportan sitio alostérico en interaccion con el ATP.
» Eleccién de menor P-valor (exponente més negativo).

= Asesoramiento por parte del grupo de investigacién instituto de errores innatos del
metabolismo (IEIM) de la universidad Javeriana.

Se eligieron las estructuras primarias (FASTA) de las siguientes proteinas:
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1. Galactine-9: Es un miembro de la familia galactina de unién a S-galactdsido, induce la
agregacion de ciertos tipos de células. En [72], evaluaron la contribucién de la galactine-
9 a la agregacion de células de cancer de mama, asi como la relacién entre la expresion
de galactine-9 en el tejido tumoral y la metéstasis a distancia en pacientes con cancer
de mama. Deduciendo que galactine-9 es un posible factor prondstico con potencial
antimetastasico en cancer de mama. En [73], sugieren que Galactine-9 induce apoptosis
a través del Ca 2+-calpain-caspase-1, y juega un papel en la inmunomodulacion de las
respuestas inmunes mediadas por células T. En [74], sugieren que la misma proteina
Galactine-9, pero en ratones, regula la inflamacién inducida por LPS (lipopolisacéridos)
y los protege de la reaccién de Shwartzman al atraer PMN (polimorfonucleares) que
produce PGE (prostaglandina E2). Se ha demostrado que esta proteina desempefia una
actividad antiinflamatoria ademas de que puede actuar como un agente anticancerigeno
induciendo apoptosis en especies de cancer epitelial y tumores malignos hematolégicos.

2. BCL-2 like protein 12: Es una proteina que en humanos estd codificada por el gen
BCL2L12. La expresion de esta proteina produce resistencia y/o detencién de la apop-
tosis. Contribuye a las caracteristicas biolégicas tumorales clasicas de glioblastoma,
como la resistencia a la apoptosis intensa y la necrosis florida, y puede proporcionar
un objetivo para mejorar la respuesta terapéutica de este cancer letal [75]. En [76],
se prueba la hipdtesis de que el factor de necrosis tumoral aumenta BCI2L12 para
suprimir la expresion de interleucina 10 en las células B periféricas de pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal (EII). Los datos sugieren que BCI2L12 puede ser un
objetivo terapéutico para el tratamiento de la EIl. En estudios recientes demostraron
que Bcl2-like protein 12 (Bcl2L12), se asocié con la patogénesis de T-H2-sesgado in-
flamacién en el intestino, facilitando la polarizacién de T-H-2. Por lo tanto, se planteo
la hipdtesis de que Bcel2LL12 también podria estar asociado con la patogénesis del asma
alérgica [77]. La BCL2 like protein 12 juega un papel en la supresién del desarrollo
y la funcién de las células T reguladoras Foxp3 + (funcién de supresién inmune) en
pacientes con artritis rematoide. Por tanto, se sugiere que la inhibicion de Bcl2LL12
puede tener potencial terapéutico en el tratamiento del artritis rematoide [78].

3. Fumarate hidratase, mitochondrial: Esta localizada en la matriz mitocondrial y existen
en formas mitocondriales y citosdlicas [79].En las mitocondrias, la Fumarate hidratase
es esencial para la respiracion celular como parte del ciclo del acido tricarboxilico
(TCA), mientras en el citosol, en virtud de su actividad enzimética, participa en la
respuesta al dafio del ADN [80]. Estén presentes en una amplia variedad de organismos,
incluidas bacterias, levaduras, mohos, plantas, invertebrados y mamiferos [81]. Las
mutaciones en la Fumarate hidratase, predisponen a los individuos a la leiomiomatosis
hereditaria y al cancer de células renales [82]. Se distribuyen sobre todos los organismos
y juegan papeles importantes en la produccion de energia, la reparacion del ADN y
como supresores de tumores [79, 82, 80]. Ademds de ser objetivos importantes tanto
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en el estudio de los trastornos metabdlicos humanos como como posibles objetivos
terapéuticos en enfermedades tropicales desatendidas y tuberculosis [83].






4. Verificacion de proteinas identificadas
en NCBI

En el presente capitulo se describe la metodologia para verificar si efectivamente las proteinas
elegidas del NCBI, mediante creacién de perfil alostérico en el DASP3, tienen acoplamiento
en el sitio alostérico con el ligando ATP.

Para la realizacién de las simulaciones, inicialmente se realizé busqueda en la base de datos de
protein Data Bank, para verificar si las proteinas elegidas contaban con un PDB, ademas se
tuvo en cuenta que la estructura estuviera completa y que la resolucion con la que se obtuvo
la estructura tridimensional de la proteina fuera buena (resolucién menor a 3 Angstrom (A)).
Con respecto a la BCL2-Like-protein 12, inicamente se encontro la estructura primaria de la
proteina, por lo que fue necesario estimar la estructura terciaria por medio de herramientas
computacionales. Para estimar la estructura geométrica, se emplea el software I-TASSER,
el cual predice la estructura terciaria y la funcién de la proteina.

Al tener elegidas las proteinas con el PDB correspondiente, se elaboré un procedimiento
para realizacién del Docking (tomando como referencia [55, 84]), este se presenta de manera
general en el diagrama de bloques de la figura 4-1.
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Figura 4-1.: Diagrama de bloques con procedimiento simplificado para realizacién de Doc-
king en AutoDockTools, imagen de Autor

A continuacién se detalla el procedimiento descrito en la figura 4-1.
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4.1. Preparacion de proteinas y ligandos

Teniendo preparado el entorno para correr Autodock4 (procedimiento presentado en el se-
gundo capitulo del presente trabajo) y los PDB de las proteinas se realiza la preparacién de
las mismas: Endoplasmic reticulum chaperone BiP, Cytosolic purine 5’-nucleotidase, ATP-
depent 6- phosphofructokinase, BCL2-Like-protein 12, Galactine-9, Fumarate hydratase, mi-
tochondrial y del ligando ATP.

4.1.1. Preparacion proteinas

Mediante USCF Chimera se eliminan las cadenas repetidas, las moléculas de agua y los
compuestos que no conforman la molécula, dejando tinicamente la proteina. Se guardaron
como PDB, y se dispusieron en Swiss-PdbViewer para una minimizacién de energia a los
PDB de las moléculas, esto con el fin de que la distancia entre un atomo y el otro sea el
optimo, consiguiendo evitar choques y deformaciones en cada estructura.

En la tabla 4-1, se presentan los nombres de las proteinas tomados de la base de datos Protein
Data Bank (PDB) preparadas mediante USCF Chimera para la realizacién de Docking.

Se realizo reconstruccién geométrica a la proteina BCL2-like-protein 12, mediante - TASSER,
donde se obtuvo un C-score: -2.26.

Cabe aclarar que el puntaje C esta establecido en I-TASSER entre -5 y 2, donde un puntaje
C de mayor valor significa un modelo con una alta confianza y viceversa.

El método para obtener las estructuras fue por difracciéon de rayos x, con una resolucién
menor a 3 Angstrom (A).

= Mediante la entrada read molecule del ment de ADT es posible cargar el archivo PDB
de la proteina anteriormente minimizada. En la figura 4-2; se observa la proteina en
el entorno de AutoDockTools. Es posible observar la proteina representada en lineas,
tubos, esferas, cintas y en superficie. Se utilizé en cintas como se observa en la figura
4-2, esto por comodidad de usuario.
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Tabla 4-1.: Estructuras de proteinas listas para realizacion de Docking

Codigo Nombre
PDB proteina
9XCW Cytosolic pumne
5’-nucleotidase
GASY Endoplasmat'zc reticulum
Chaperone bip
AXY] ATP-depent- 6.—
phospofructokinase
3WV6 Galactine-9
Reconstruccién BCL2-like-
geométrica protein 12
F
5D6B umarate hydratase,

mitochondrial

Estructura
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Figura 4-2.: Proteina en AutoDockTools, imagen de Autor

= Después de tener la proteina predispuesta en el entorno de desarrollo ADT, se procede
agregar los hidrégenos polares y se eliminan los no polares, para disminuir el gasto
computacional y conservar las cargas calculadas de la proteina. Cabe aclarar que los
hidrégenos polares son hidrogenos que estdan unidos a atomos electronegativos como
oxigeno y nitrégeno mientras los no polares son hidrégenos unidos a los atomos de
carbono.

» Para equilibrar el modelo enzimético se agregan las cargas de Kollman' y se procede
a guardar la molécula, permitiendo el ordenamiento de los nodos, permitiendo que el
algoritmo genere un arreglo de los elementos con la extensién .PDBQT.

4.1.2. Preparacion ligando

Para la preparacion del ligando se descargo la estructura 2D del banco de datos de proteinas

RCSB.

» En el software de Avogadro se carga el PDB del ligando ATP (Adenosin Trifosfato) en
dos dimensiones como se observa en la figura 4-3.

» Se realizé una minimizacién de energia (figura 4-4), hasta que las fuerzas sobre cada
atomo fueron cero (0).

LCargas derivadas del potencial molecular electrostatico que se ajustan en un conjunto de puntos alrededor
de la molécula.
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Figura 4-3.: ATP 2D en Avogadro, Imagen  Figura 4-4.: ATP minimizada en Avogadro,
de Autor Imagen de Autor

= En el entorno de desarrollo de AutoDockTools se carga el PDB correspondiente al ATP
y se agregan todos los hidrégenos para agregar correctamente las cargas.

» Se computan las cargas de Gasteinger?, pues son las més favorables a utilizar con el
ligando, para equilibrar el modelo enzimético.

= Se eliminan los hidrégenos no polares y se procede a guardar el ligando con extension
.PDBQT

4.2. Eleccion rejilla para elaboraciéon de Docking

Para definir el espacio para la realizacion del Docking fue necesario la generacion de mapas
con la informacion correspondiente a esta delimitacién para asi ser ingresado al ejecutable

de AutoGrid.

= En el ment de ADT se selecciona Grid, para la eleccién de la macromolécula, y se
seleccionan como tipo de busqueda el ligando ATP seleccionando grid, Set Map Types
4-5.

= Se buscaron los residuos (aminoédcidos) donde se presenta interaccion alostérica de las
proteinas predicho por el DASP. Para seleccionar el sitio donde se desea elaborar el
Docking, se cuenta con un recuadro con el nombre de la proteina, la cadena y los
aminodacidos que la componen 4-5.

2Permiten el equilibrio de electronegatividad para el sistema molecular, en caso de que no tener cargas
parciales disponibles.
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Figura 4-5.: Seleccién de puntos de la proteina en AutoDockTools, imagen de Autor

= Se defini6 el tamano del gridboxr para la realizacion del Docking, encerrando el sitio
alostérico. Se guardo de la siguiente manera: Grid, grid box, file, close saving Dimen-
siones aproximadas de: 40 x 40 x 40 Angstrom (A) alrededor del sitio alostérico.
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Figura 4-6.: Tamano rejilla en AutoDockTools, imagen de Autor

» En Grid output, se procede a guardar la delimitacion propuesta con la extension .gpf,
para ser ingresado al correr el ejecutable Autogrid.

4.3. Docking

El estudio de Docking Molecular utilizé el algoritmo genético Lamarckiano (LGA), este
permite descartar las conformaciones menos favorables y adecuar las que si lo son para la
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generaciéon del célculo de los resultados. El protocolo LGA aplica un tamano de poblacién de
150 conférmeros, mientras que un maximo de 2.500.000 evaluaciones de energia se utilizaron
para las 100. Las mejores conformaciones fueron escogidas de las soluciones de energia mas
bajas, es decir las energias de unién mas negativas.

= Mediante el panel de control de ADT se selecciona Docking, macromolecule, set rigid
filename, para elegir la proteina, es decir, la molécula que va permanecer rigida (no se
van a mover los enlaces de la proteina).

= Para elegir el ligando se dirige al panel de control de ADT y selecciona: Docking, ligand,
choose y elige el ligando.

= Para elegir los parametros de busqueda se utilizo un algoritmo genético lamarckiano
(LGA) en: Docking, search Parameters,genetic algorit, aceppt. Aqui es posible elegir la
exhaustividad con la que se va a realizar la busqueda del Docking, por tanto se eligio
un algoritmo largo para obtener mejores resultados, al elegir un algoritmo largo en
algunos Docking se tardo hasta dos horas, un algoritmo de bisqueda corto o medio se
tardara un menor tiempo, es decir de entre 5 y 15 minutos.

= En Docking, Docking parameters, es posible visualizar los parametros ingresados para
el Docking, estos se dejaron de manera preseleccionada por el programa.

= Se procede a guardar lo realizado mediante: Docking, output, Lamarckian, save con la
extension .dpf

= Para que el programa eliga el lugar donde se realizard el Docking se ingresa: Run,
autogrid y se ingresan los siguientes pardmetros (archivo con extensién .gpf, generado
al realizar la delimitacién de rejilla) 4-7:

74 Run AutoGrid X
Macro Name: |DESKTOP-336EORF macros
Host Mame: IDESKTOP-33EEORF
Working Directory: C:\Docking? Browse
Program Pathname: |C.IDuck:ng1Haut:-gnd4.exe Browse
Parameter Filename: |C:.-'Docking1hﬁ.TF’_gpf Browse
Log Filename: C:/Docking1/ATP.glg Browse
Nice Level |0
Cmd : |C:.-'Ducking1fautngrid4.exe -p C:/Docking1/ATP gpf - C:/Docking1/ATP.glg &
Launch Cancel

Figura 4-7.: Parametros para ejecutar Autogrid en AutoDockTools, imagen de Autor
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= Click en launch y esperar, esto generara un archivo con extension .glg

= Al tener preseleccionada el area donde se realizara el Docking se procede a correr
autodock seleccionando: Run, Autodock 4-8.

7& Run AutoDock x
Macro Name: |DESKTOP-336EORF macros
Host Mame: |DESKI'DP—335EORF
Working Directory: C:\Docking1 Browse
Program Pathname: [C:IDuckingﬁautudnckd.exe Browse
Parameter Filename: |C:IDocking1a’ATP.dpf Browse
Log Filename: |C:fDocking1.l’ATF'_dIg Browse
Add Optional Flags? " Yes ™ No
Nice Level: |20
Cmd : IC:fDockingﬂaulnduckd.exe -p C:/Docking1/ATP.dpf -l C:/Docking1/ATP dig &
Launch Cancel

Figura 4-8.: Parametros para ejecutar Autodock4 en AutoDockTools, imagen de Autor

» Click en launch y esperar, esto generara un archivo con extensién .dlg, donde sera
posible observar los resultados del Docking realizado.
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identificadas mediante DASP3

Se realiz6 el Docking tanto a las proteinas empleadas para realizar el perfil alostérico me-
diante el DASP3 (Endoplasmic reticulum chaperone BiP, Cytosolic purine 5’-nucleotidase
y ATP- depent 6- phosphofructokinase) como a las identificadas del NCBI por medio del
DASP3 (BCL2-Like-protein 12, Galactine-9 y Fumarate hydratase, mitochondrial). Lo an-
terior se realizé para poder comparar las energfas de unién (Kcal/mol) y valores RMSD (A)
en cada caso.

Se presentan acoplamientos moleculares y un anélisis de interacciones de los complejos pro-
teina-ligando, donde es posible observar los aminoacidos en el bolsillo donde interactian en el
sitio de union. También se presentan los valores RMSD correspondientes a cada acoplamiento
proteina-ligando.

5.1. Acoplamientos moleculares de los complejos
proteina-ligando

El acoplamiento molecular permite predecir la energia de afinidad en el sitio de unién de
una proteina con el ligando, donde podra actuar como activador y/o inhibidor.

A continuacion se presentan algunos acoplamientos en forma solida de las proteinas en ADT.
En la figura 5-1, se observan las proteinas con algunos de sus respectivos bolsillos, es decir,

el lugar de unién de la proteina con el ligando ATP, con las que se realizé entrenamiento al
DASP3.



48 5 Resultados y discusion de proteinas identificadas mediante DASP3

: : Endoplasmatic
ATP-depent-6- Cytosolic purnne 5'- -
phosphofructokinase nucleotidase I‘thculur%;:;lapcrone

Figura 5-1.: Bolsillo proteinas entrenamiento DASP3 obtenidas mediante ADT, imagen de
autor

De igual manera en la figura 5-2, se observan algunos bolsillos de las proteinas que se eligieron
del NCBI mediante la realizaciéon de ASP en el DASP3.

: : . Fumarate hydratese,
Galactine-9 BCL2-like-protein 12 Ry e
Figura 5-2.: Bolsillo proteinas elegidas del NCBI a partir de DASP3 obtenidas mediante
ADT, imagen de autor

En las figuras 5-1, 5-2, se observan las proteinas a las que se le realizé Docking en repre-
sentacién solida con el ligando ATP. En cada proteina se obtuvieron 10 conformaciones y
en cada conformaciéon se distingue un bolsillo donde el ligando se acomoda dentro de la
proteina.

5.2. Analisis de interacciones

Mediante un anélisis de interacciones (funcién de Docking en AutoDockTools) se pueden ob-
servar los aminoacidos en el sitio alostérico con el ligando, estos se describen en los Docking
correspondiente a cada proteina mediante tablas, descritas en las dos siguientes subsecciones,
donde se presentan, el sitio de unién con su correspondiente energia (cudnto més negativa
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es la energia de unién mayor es la afinidad de unién de la proteina con el ligando).

En las figuras 5-3,5-4,5-5, se presentan algunas de las interacciones obtenidas tras el Docking
molecular.



50 5 Resultados y discusiéon de proteinas identificadas mediante DASP3

Figura 5-3.: Interacciones BCL2-Like-Protein 12 obtenidas mediante AutoDockTools, ima-
gen de Autor
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Figura 5-4.: Interacciones Fumarate obtenidas mediante AutoDockTools, imagen de Autor
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-

Figura 5-5.: Interacciones Galactine-9 obtenidas mediante AutoDockTools, imagen de Au-
tor

5.3. Energias de unién y valores RMSD de proteinas
elegidas para creacidn de perfil alostérico
Para la creacion de perfil alostérico en el DASP3 se eligieron las siguientes proteinas:

Endoplasmic reticulum chaperone BiP, tabla 5-1, Cytosolic purine 5’-nucleotidase, tabla 5-2
y ATP- depent 6- phosphofructokinase tabla 5-3, pues presentan un sitio de unién conocido
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con el ligando ATP.

Considerando que al realizar el Docking se obtienen las energias de unién y valores RMSD,
se realizé el Docking a las proteinas empleadas para el entrenamiento del DASP3, de tal
manera que las energias y valores RMSD computados se desempenian como un patrén de
referencia para la existencia de un sitio alostérico que interactia con el ATP.

5.3.1. Endoplasmic reticulum chaperone BiP

Se realizé Docking a la proteina Endoplasmic reticulum chaperone BiP, con PDB 6ASY,
realizando rejilla mediante Autogrid, en los aminoacidos seleccionados para ser ingresados al
DASP3.

Tabla 5-1.: Conformaciones con residuos conocidos en interaccién con ATP, Endoplasmic

reticulum chaperone BiP

Proteina Energia de unién (Kcal/mol) RMSD (A) | Sitio de unién

THR 38, TYR 39, ILE 61, GLY 227,
GLU 293, LYS 296, ARG 297, GLY 364,
SER 365, ARG 367, ASP 391

GLY 36,THR 37, THR 38, TYR 39,
LYS 96, GLU 201, GLY 227, ARG 297,
SER 300, GLY 364, ARG 367, ASP 391
ASP 34, GLY 36, THR 38, TYR 39,
GLY 227, LYS 296, ARG 297, SER 300,
GLY 364, ARG 367, ASP 391

ASP 34, THR 38, TYR 39,ILE 61,

GLY 227, LYS 296, ARG 297 GLY 364,
SER 365, ARG 367, ILE 368, ASP 391
ASP 34, THR 38, TYR 39, GLY 227,
ASP 224, GLY 225, GLU 256, LYS 296,
ARG 297, GLY 363, GLY 364, SER 365,
ARG 367, PRO 390, ASP 391, VAL 394
ASP 34, THR 38, TYR 39, ILE 61,
GLY 227, ARG 297, SER 300, GLY 364,
ARG 367, ILE 368, ASP 391

ASP 34, GLY 36, THR 37, THR 38,
TRY 39, LYS 96, GLU 201, GLY 224,
GLY 226, GLY 227, GLU 293, ARG 297,
GLY 363, GLY 364, ASP 391, VAL 394
ASP 34, GLY 36, THR 37, THR 38,
TRY 39, ILE 61, GLY 227, GLY 255,
GLU 256, LYS 296, ARG 297, GLY 363,

-5.77 0.0

-5.64 0.0

-4.76 0.0

-4.39 1.93

-4.25 0.0

-4.04 1.58

-3.52 0.0

Endoplasmic reticulum

chaperone BiP

PDB 6ASY

GLY 364, SER 365, ARG 367, ASP 391

-3.34

1.47

THR 38, TYR 39, GLY 227, GLU 293,
LYS 296, ARG 297, GLY 364, SER 365,
ARG 367, ASP 391

-1.92

0.0

LEV 35, GLY 36, THR 37, THR 38,
TYR 39, LYS 96, GLUM 201, GLY 226,
GLY 227, GLY 228, GLY 364, ARG 367,
ASP 391
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En la tabla 5-1, se presentan energias entre -1.92 y -5.77. Es de notar que, para la confor-
macién del ligando con mayor energia de unién (-5.64), los residuos con los que se obtuvo
el perfil alostérico (posiciones: 37,96,367) también fueron estimados, al realizar el Docking,
como los residuos que interactiian con el ligando.

5.3.2. Cytosolic purine 5’-nucleotidase

Se realizo Docking a la proteina Cytosolic purine 5 -nucleotidase, con PDB 2XCW, realizando
rejilla mediante Autogrid, en los aminoacidos seleccionados para ser ingresados al DASP3.

Tabla 5-2.: Conformaciones con residuos conocidos en interacciéon con ATP, Cytosolic pu-
rine 5’-nucleotidase

Proteina Energias de unién (Kcal/mol) | RMSD (A) Sitio de unién
ARG 144, ILE 152, ASN 154, PHE 354,
-5.13 0.0 LEU 358, LYS 362, GLN 453, ARG 456,
TYR 457
448 161 ARG 144, ASN 154, PHE 354, LEU 358,
LYS 359, LYS 362, GLN 453
s . ARG 144, ILE 152, ASN 154, PHE 354,
LEU 358, LYS 362, GLN 453, TYR 457
Y 0 ARG 144, ILE 152, PHE 354, LEU 358,
LYS 362, GLN 453, ARG 456, TYR 457
36 0.0 ARG 144, ASN 154, ILE 152, LEU 358,
LYS 359, LYS 362, GLN 453
3.03 176 ARG 144, THR 147, ILE 152, ASN 154,
PHE 354, LEU 358, LYS 362, GLN 453
ASP 145, ARG 144, ILE 152, ASN 154,
Cytosolic purine -2.38 1.61 PHE 354, LEU 358, LYS 359, LYS 362,
5’-nucleotidase GLN 453
s 00 ARG 144, ASP 145, ILE 162, PHE 354,

LEU 358, LYS 362, GLN 453, TYR 457
PDB 2XCW o5 00 ARG 144, ILE 152, PHE 354, LEU 358,

LYS 362, GLN 453, ARG 456, TYR 457
ARG 144, ILE 152, PHE 354, LEU 358,
LYS 362, GLN 453, ARG 456, TYR 457

-0.93 0.0

En la tabla 5-2, se presentan energias entre -0.93 y -5.13. Es de notar que, para la confor-
macién del ligando con mayor energia de unién (-5.13), los residuos con los que se obtuvo el
perfil alostérico (posiciones: 144,154,456) también fueron estimados, al realizar el Docking,
como los residuos que interactiian con el ligando.

5.3.3. ATP-depent 6-phosphofructokinase

Se realizo Docking a la proteina ATP-depent 6-phosphofructokinase, con PDB 4XYJ, rea-

lizando rejilla mediante Autogrid, en los aminoacidos seleccionados para ser ingresados al
DASP3.



5.4 Energias de uniéon y RMSD para proteinas identificadas por el DASB3

Tabla 5-3.: Conformaciones con residuos conocidos en interacciéon con ATP, ATP-depent

6-phosphofructokinase

Proteina Energia de unién (Kcal/mol) | RMSD (A) Sitio de unién

TYR 64, CYS 98, PHE 101, ARG 102,
GLY 129, SER 130, THR 132, GLY 133
SER 32, GLY 33, GLY 34, ARG 102,
GLY 127, ASP 128, GLY 129, SER 130,
THR 132, SER 173, ASP 175, ASP 177,
ARG 219

GLY 34, ARG 97, ARG 102, ASP 126,
998 00 GLY 127, GLY 129, SER 130, THR 132,
ATP-depent-6- SER 173, ASP 177, ASP 175, ARG 219,
phosphofructokinase ARG 310

GLY 33, ARG 97, ARG 102, GLY 127,
-1.69 1.43 ASP 128, GLY 129, SER 130, THR 132,
PDB 4XYJ SER 173, ASP 175, ASP 177, ARG 219

-3.46 0.0

-2.86 0.0

En la tabla 5-3, se presentan energias entre -1.69 y -3.46. Es de notar que, para la conforma-
cién del ligando con la energia de unién (-2.28), los residuos con los que se obtuvo el perfil
alostérico (posiciones: 127,130,173) también fueron estimados, al realizar el Docking, como
los residuos que interacttian con el ligando.

5.4. Energias de unién y RMSD para proteinas
identificadas por el DASP3

Se presentan energias de unién y valores RMSD de las proteinas: BCL2-Like-protein 12,
Galactine-9 y Fumarate hydratase, mitochondrial, identificadas del NCBI por medio de crea-
cién de ASP en el DASP3.

5.4.1. Docking BCL2- like-protein 12

Se realiz6 un Docking con la rejilla cubriendo toda la proteina (Docking “ciego”) BCL2- like
protein 12, tabla 5-4, para conocer los lugares de la proteina donde, de acuerdo al Docking,
se presenta mayor energia de unién con el ligando ATP.

Se observa que la conformacién con mayor energia de unién (mayor afinidad) se presenta en
los residuos con posiciones: 51, 53, 54, 98, 99, y 102. Lo anterior evidencia la correspondencia
entre el sitio estimado por el Docking y el sitio 1 estimado por el DASP3.

Los sitios de union predichos por el DASP3 son:
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1. Sitio 1: ELGLREDT correspondiente a las posiciones 90 a la 97 de la secuencia FAS-
TA.

2. Sitio 2: KLVRLSSDSF correspondiente a las posiciones 237 a 247 de la secuencia
FASTA.

Tabla 5-4.: Conformaciones de Docking cubriendo toda la BCL2-Protein 12 en interaccién

con ATP
Proteina Energias de unién (Kcal/mol) | RMSD (A) Sitio de unién
093 0 ARG 51, GLY 53, LYS 54, LEU 98,
ARG 99, ALA 102
-1.50 0.0 ARG 261, PRO 262, ARG 264, GLY 268
-1.47 0.0 ARG 51, LEU 98, ARG 99, LEU 134
i 0w ARG 51, LEU 98, ARG 99, ALA 102,
CYS 137, LEU 138, SER 141
BCL2- -1.31 0.0 ARG 3, ARG 50, ARG 52
ke protein 12 oo 00 ARG 120, LEU 142, GLY 164, PRO 167
GLY 168
-0.93 0.0 ARG 51, LYS 54, LEU 98, ARG 99
Docking -0.38 0.0 ARG 73, SER 113, PRO 152, ARG 153
- - GLU 222, ASN 225, GLN 226, ALA 283
cleso 050 00 LEU 286, SER 287, ARG 288
0.8 00 PRO 194, LUE 241, SER 242, PHE 246,
GLY 294, GLY 295, THR 296, LEU 297

En consecuencia, se realizé un Docking dirigido tinicamente a la region del sitio 1, con los
residuos estimados por el DASP3. En la tabla 5-5, se muestran los sitios de unién con sus
respectivas energias y valores RMSD, para las posibles conformaciones del ligando. Algunas
conformaciones presentan mayor energia de union al compararlas con las energias de union
obtenidas para las proteinas de entrenamiento del DASP3 (tablas 5-1, 5-2 y 5-3). Adicional-
mente, el valor RMSD es cero para todas las conformaciones, lo cual indica que la estructura
geométrica del ligando es muy estable dentro de todas las posibles interacciones estimadas.
Por lo tanto, se puede asegurar que el sitio 1, identificado por el DASP3, muy posiblemente
es un sitio alostérico para el ligando ATP con la proteina BCL2-Like-protein 12.

Seguidamente se realizé Docking dirigido inicamente a la region del sitio 2 con los residuos
estimados por el DASP3. En la tabla 5-6, se muestran los sitios de unién con sus respectivas
energias y valores RMSD, para las posibles conformaciones del ligando.

La tabla 5-6, presenté una menor energia de unién tanto en el Docking completo de la
proteina como en la delimitacién propuesta, con una maxima energia de unién de -2.21.
Teniendo en cuenta las energias de unién de las proteinas de entrenamiento (tablas 5-1, 5-2
y 5-3), posiblemente el sitio 2 no sea un sitio de unién para el ligando ATP en la proteina
BCL2-Like-protein 12.
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Tabla 5-5.: Conformaciones del ATP con la proteina BCL2-Protein 12 en el sitio 1 estimado
por el DASP3

Proteina Energias de unién (Kcal/mol) | RMSD (A) Sitio de unién
ALA 42, GLY 43, GLU 90, LEU 91,
4.13 0.0 GLY 92, LEU 93, ARG 94, ASP 96
THR 97
ARG 40, TRP 41, GLY 43, GLU 89,
-3.75 0.0 GLU 90, LEU 91, GLY 92, LEU 93,
ARG 94
530 00 LEU 39, ARG 40, GLU 89, GLU 90
LEU 91, GLY 92, ARG 94
514 0.0 ARG 40, TRP 41, GLU 89, GLU 90,
LEU 91, ARG 94
000 00 ARG 40, TRP 41, GLU 89, GLU 90,
ARG 94, ASP 96, THR 97
o0t 00 GLU 89, GLU 90, LEU 91, GLY 92,
BCLY- ARG 94
like protein 12 179 0.0 ARG 40, GLU 89, GLU 90, ARG 94,
GLU 95, ASP 96
133 0.0 GLU 89, GLU 90, LEU 91, GLY 92,
Docking LEU 93, ARG 94
0007 Lo 00 TRP 41, ALA 42, GLY 43, GLU 90,
LEU 91, GLY 92, ARG 94
082 0w ARG 40, ALA 42, GLU 89, GLU 90,
ARG 94, GLU 95

Tabla 5-6.: Conformaciones del ATP con la proteina BCL2-Protein 12 en el sitio 2 estimado
por el DASP3

Proteina | Energia de unién (Kcal/mol) RMSD (A) Sitio de unién
GLN 187, LEU 190, LEU 238, LEU 241,
-2.21 0.0 SER 242, GLY 292, LEU 293, GLY 294,
LEU 297
Ly 00 GLN 187, LEU 190, LYS 191, LEU 238,
SER 242, GLY 292, LEU 293, GLY 294
L2 . GLN 187, LEU 190, LEU 241, SER 242,
LEU 297, THR 296
s " GLN 187, LEU 190, LYS 191, LEU 238,
LEU 241, SER 242
001 " LEU 190, LEU 238, LEU 241, SER 242,
GLY 292, LEU 293, GLY 294
001 0 LEU 238, LEU 241, SER 242, GLY 292,
BCL2 like LEU 293, GLY 294, LEU 297
Protein 12 041 17 LEU 190, LEU 238, LEU 241, SER242,
LEU 297
LEU 190, LEU 241, SER 242, LEU 238,
044 0.0 LEU 293
Docking 0.97 0.0 LYS 237, LEU 238, LEU 241, GLY 292,
237-247 LEU 293, GLY 294
56 00 LEU 190, LEU 241, SER 242, LEU 238,
LEU 297
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5.4.2. Docking Galactine-9

Se realizé un Docking con la rejilla cubriendo toda la proteina (Docking “ciego”) Galactine-9,
tabla 5-7, para conocer los lugares de la proteina donde, de acuerdo al Docking, se presenta
mayor energia de unién con el ligando ATP. Presentando mayor afinidad en los residuos
como son: 7,8,22,204,207,323, 36, 265, 309. Evidenciando mayor energia de unién en algunos
residuos del sitio 1 y del sitio 2 predichos por el DASP.

Los sitios de unién predichos por el DASP3 son:

1. Sitio 1: TVLSSSGTRFA correspondiente a las posiciones 36 a la 46 de la secuencia
FASTA.

2. Sitio 2: HLFEYYHRLRNLP correspondiente a las posiciones 293 a la 305 de la se-
cuencia FASTA.

En consecuencia, se realizé un Docking dirigido inicamente a la region del sitio 1 con los
residuos estimados por el DASP3.

En la tabla 5-8, se muestran los sitios de unién con sus respectivas energias y valores RMSD,
para las posibles conformaciones del ligando.

Tabla 5-7.: Conformaciones Docking cubriendo toda la Galactine-9 en interaccién con ATP

Protefna | Energias de unién (Kcal/mol) | RMSD (A) Sitio de unién
174 0.0 GLN 7, ALA 8, GLN 22, THR 204,
LYS 207, THR 323
193 00 THR 36, LYS 265, MET 266, VAL 269,
ASP 290, GLN 292
-1.09 0.0 PHE 240, LYS 265, MET 266, PHE 268,
VAL 269
070 w0 GLY 229, ASN 230, ILE 232, GLN 250,
Calactingo TRP 255, ARG 309, GLU 311
0.31 0.0 PHE 66, GLN 94, LYS 95
-0.4 0.0 PRO 192, MET 193,PRO 194, ILE 196
005 " PHE 240, LYS 265, MET 266, VAL 269,
ARG 270
002 w0 GLN 148, TYR 191, PHE 195, ILE 196,
Docking THR 197, THR 198, VAL 321
. -0.58 0.0 TYR 191, THR 197, THR 323
c1eso or w0 SER 12, GLN 141, GLY 291, GLN 292,
' ' ARG 264

En la tabla 5-8, algunas conformaciones presentan una energia de unién (-5.61), ain mas
negativa que las energias de unién obtenidas para las proteinas de entrenamiento del DASP3
(tablas 5-1, 5-2 y 5-3). Adicionalmente, el valor RMSD es menor a 2 A para todas las con-
formaciones, lo cual indica que la estructura geométrica del ligando es muy estable dentro
de todas las posibles interacciones estimadas.

Por tanto, el DASP3 muy posiblemente identificé el sitio 1 como un posible sitio alostérico
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Tabla 5-8.: Conformaciones Galactine-9 con ATP en el sitio 1 predicho por el DASP3

Proteina | Energia de unién (Kcal/mol) | RMSD (A) Sitio de unién
561 0.0 SER 39, SER 40, SER 41, GLY 42,
PHE 66, PHE 93, GIN 94, LYS 95
a3 " PHE 66, GLY 69, MET 91, PHE 93,
GIN 94, LYS 95
o 50 PHE 66, GLU 67, ASP 68, GLY 69,
PHE 93, GIN 94, LYS 95
SER 40, SER 41, GLY 42, THR 43,
-2.66 0.0 GLU 66, GLU 67, ASP 68, GLY 69,
LYS 96
Galactine-9 234 0.0 SER 39, SER 40, GLY 42, LYS 95
oo Lol PHE 66, GLU 67, GLY 69, GLY 70,
MET 91, PHE 93, GIN 94, LYS 95
161 0.0 GILN 94, LYS 9
Docking -1.47 0.0 PHE 66, MET 91, GIN 94, LYS 95
36-46 116 0.0 PHE 66, GLY 69, GLY 70, PHE 93,
GIN 94, LYS 95
101 0.0 SER 39, SER 40, GLY 42, LYS 95

para el ligando ATP con la proteina Galactine-9.
Seguidamente se realizé Docking dirigido tinicamente a la region del sitio 2 con los residuos

estimados por el DASP3. En la tabla 5-9, se muestran los sitios de unién con sus respectivas
energias y valores RMSD, para las posibles conformaciones del ligando.

Tabla 5-9.: Conformaciones Galactine-9 con ATP en el sitio 2 predicho por el DASP3

Protefna | Energias de unién (Kcal/mol) | RMSD (A) Sitio de unién
aar 00 ALA 282, HIS 283, HIS 299, ARG 302,
ASN 303, LEU 304, PRO 305
oot . PRO 9, LEU 11, PRO 205, SER 206
LEU 279, GLU 281, ALA 282
a3 . ALA 282, HIS 283, HIS 299, ARG 302
ASN 303, PRO 305
PRO 9, LEU 11, TRP 277, LEU 279
-1.41 0.0 LYS 236
Lo " SER 228, HIS 231, LEU 301, ARG 302
ASN 303, THR 306
006 w0 LEU 11, SER 206, LEU 279, GLU 281
Galactine-9 ALA 282
oor 00 ALA 282, HIS 283, ARG 302, ASN 303
' ’ LEU 304
0.9 0.0 TYR 10, LEU 11, SER 206, TRP 277
. LEU 279
Docking
903-305 0.56 0.0 PRO 9, TYR 10, LEU 11, TRP 277,
LEU 279, LYS 286
013 0w PRO 205, SER 206, GLU 281, ALA 282,
HIS 283, LYS 286

2 A, lo que indica, que el DASP3 posiblemente identificé otro sitio alostérico de unién para

En la tabla 5-9, se presenta la mayor energia de unién de -3.37, con un valor RMSD menor a




60 5 Resultados y discusion de proteinas identificadas mediante DASP3

el ligando ATP con la proteina Galactine-9.

5.4.3. Docking Fumarate hydratase, mitochondrial

Se realizé un Docking con la rejilla cubriendo toda la proteina (Docking “ciego”) Fumara-
te hydratase, mitochondrial, tabla 5-10, para conocer los lugares de la proteina donde, de
acuerdo al Docking, se presenta mayor energia de unién con el ligando ATP.

En la tabla 5-10 se presentan bajas energias de unién, es decir, son més positivas en com-
paracién con el docking “ciego” realizado en la Galactine-9 (Tabla 5-7), a pesar de esto,
entre sus mejores energias de unién, se encuentran algunos residuos del sitio 1 y del sitio 2,
predichos por el DASP3.

Los sitios de unién predichos por el DASP3 son:

1. Sitio 1: TLGQEFSG correspondiente a las posiciones 243 a la 250.
2. Sitio 2: KVAAKVAALTGLP correspondiente a las posiciones 292 a la 304.

En consecuencia, se realizé un Docking dirigido inicamente a la region del sitio 1 con los
residuos estimados por el DASP3. En la tabla 5-11, se muestran los sitios de unién con sus
respectivas energias y valores RMSD, para las posibles conformaciones del ligando.

Tabla 5-10.: Conformaciones Docking cubriendo toda la Fumarate hydratase, mitochondrial
en interaccién con ATP

Proteina Energia de unién (Kcal/mol) | RMSD (A) | Sitio de unién
THR 85, ARG 87, THR 90, ASP 134,
-0.60 0.0 LYS 414
-0.11 0.0 LEV 507, GLY 508, PRO 509, LYS 510
s 00 GLN 253, GLN 254, TYR 257, ARG 261,
SER 334
Fumarate hydratase, 0.67 0.0 GLN 254, TYR 257, ARG 261, SER 334
mitochondrial 0.71 0.0 GLN 253, TYR 257, ARG 261
1.08 0.0 ARG 261, ALA 264
oo 00 GLN 254, ARG 261, SER 334, CYS 333,
LYS 337
Docking ciego 1.45 0.0 TYR 257, ARG 261
1.73 0.0 THR 260, ARG 261
2.68 0.0 HIS 391, VAL 392

La tabla 5-11, presenta la mayor energia de unién en -2.19, siendo mas positiva que las
energias de unién obtenidas para las proteinas de entrenamiento del DASP3 (tablas 5-1, 5-2
y 5-3) con un valor RMSD de 0.0 en todas las conformaciones. A pesar de que el DASP3
identificé el sitio 1 como un sitio alostérico para el ligando ATP con la proteina, es menos
probable, que el sitio 1 de la Fumarate hidratase, mitochondrial, sea un sitio de union.
Seguidamente se realizé Docking dirigido inicamente a la region del sitio 2 con los residuos
estimados por el DASP3. En la tabla 5-12, se muestran los sitios de unién con sus respectivas
energias y valores RMSD, para las posibles conformaciones del ligando.
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dicho por el DASP3

Tabla 5-11.: Conformaciones ATP con Fumarate hydratase, mitochondrial en el sitio 1 pre-

Proteina Energia de unién (Kcal/mol) RMSD (A) | Sitio de unién
o1 00 LEV 242, GLN 246, GLU 247, GLY 250,
TYR 251, LYS 337, ASP 341
L 00 LEV 242, GLN 246, GLU 247, SER 249,
GLY 250, LYS 337
167 0.0 GLU 247, SER 249, GLY 250, TYR 251,
GLN 253, GLN 254, LYS 337
sl 00 LEV 242, GLU 247, GLY 250, TYR 251,
GLN 253, GLN 254, LYS 337
Fumarate hydratase, LEV 242, GLN 246, GLU 247, SER 249,
mitochondrial 1.24 0.0 GLY 250, TYR 251, GLN 253, LYS 337,
ASP 341
s 00 ARG 233, LEV 242, GLN 246, GLU 247,
Docking SER 249, GLY 250, LYS 337
243-250 113 0.0 LEV 242, GLN 246, GLU 247, SER 249,
GLY 250, GLN 253, LYS 337

dicho por el DASP3

Tabla 5-12.: Conformaciones ATP con Fumarate hydratase, mitochondrial en el sitio 2 pre-

Proteina Energia de unién (Kcal/mol) | RMSD (A) | Sitio de unién
ARG 101, GLU 105, VAL 106, GLN 108,
-3.35 0.0 ASP 109, LYS 292, ALA 295, LYS 296,
ALA 299
Lo 00 GLU 201, ALA 294, ALA 205, ALA 208,
ALA 299, PHE 305, VAL 306
0.87 0.0 ALA 294, ALA 295, ALA 298, LEV 303,
PRO 304, PHE 305, VAL 306, THR 307
~0.69 0.0 GLU 105, VAL 106, ASP 109, LYS 292,
LYS 296, ALA 299
o 00 GLU 291, ALA 294, ALA 295, ALA 208,
Fumarate hydratase, PHE 305, VAL 306
mitochondrial 2025 0.0 ALA 205, ALA 298, ALA 299, GLY 302
o6 0w GLU 105, VAL 106, GLN 108, ASP 109,
LYS 292, ALA 295, LYS 296, ALA 299
Docking 0.05 0.0 ARG 101, GLU 105, LYS 292, ALA 295,
992-304 LYS 296, ALA 299, LEU 300
003 00 GLU 291, ALA 294, ALA 295, ALA 298,
PRO 304, PHE 305, VAL 306, THR 307

La tabla 5-12, presenta la mayor energia en -3.5, con un valor RMSD de 0.0 en todas las
conformaciones, por lo que, el DASP3 posiblemente identificé un sitio alostérico de unién
con el ligando ATP con la proteina Fumarate hydratase, mitochondrial.
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5.5. Comparacion energias de uniéon de proteinas
identificadas del NCBI con proteinas de
entrenamiento en el DASP3

Las mayores energias de uniéon de las proteinas del NCBI, anteriormente descritas e iden-
tificadas mediante el perfil alostérico en interaccién con el ligando ATP, se encuentran con
valores entre -5.61 Kcal/mol y -2.19 Kcal/mol, con un valor RMSD menor a 2 A.

A diferencia, las mayores energias en el presente analisis de las proteinas de entrenamiento
para el DASP3 estén entre -5.77 Kcal/mol y -3.46 Kcal/mol.

Considerando que mientras més negativa es la energia de uniéon y menor es el valor RMSD,
mayor certeza hay que el ligando sea un activador o inhibidor alostérico en ese sitio de unién
de la proteina y comparando las energias de interacciéon para las proteinas de entrenamiento
(Endoplasmic reticulum chaperone BiP, tabla 5-1, Cytosolic purine 5’-nucleotidase, tabla
5-2 y ATP- depent 6- phosphofructokinase tabla 5-3) con las energias de unién de las pro-
tefnas obtenidas mediante los algoritmos del DASP3 (BCL2-Like-protein 12, tablas: 5-4,
5-5, 5-6, Galactine-9, tablas: 5-7,5-8,5-9, Fumarate hydratase, mitochondrial, tablas: 5-10,
5-11, 5-12), es posible afirmar que los sitios de interaccién, identificados por el DASP3, son
un potencial sitio alostérico de la proteina con el ligando ATP.



6. Conclusiones

En el presente trabajo se abordé la identificacién de sitios alostéricos en interaccién con el
ligando ATP en proteinas del Homo sapiens. Se planteé y verificé un procedimiento, utili-
zando herramientas computacionales, para encontrar sitios alostéricos que interactiian con
un determinado ligando a partir de la estructura primaria de las proteinas.

Dando cumplimiento a los objetivos planteados al inicio del presente documento se selec-
cionaron tres (3) proteinas de Homo sapiens a las que se le conoce su actividad alostérica
e interaccién con el ligando ATP, para elaborar un perfil alostérico (ASP) empleando la
herramienta DASP3. A partir de la informacién de la estructura primaria de las proteinas de
Homo sapiens, descargado del NCBI, el DASP3 identificé proteinas con sus respectivos sitios
de unién donde posiblemente existe un sitio alostérico con el ligando ATP. Posteriormente,
se realizé Docking para confirmar, computacionalmente, que las proteinas identificadas por
el DASP3 cuentan con un sitio alostérico modulado por el ATP.

El protocolo propuesto mediante el DASP3 esta encontrando sitios alostéricos que pueden
interactuar virtualmente con el ligando ATP, por lo que podria actuar como modulador, lo
que en un futuro podria ser integrado en tratamientos terapéuticos como el cancer.

De acuerdo al trabajo realizado en el DASP se concluye que es posible emplear algoritmos
computacionales, creados para identificacion de sitios activos, para identificar sitios alostéri-
COS.

El programa de AutoDockTools cuenta con més de un criterio de seleccién y proporciona
mas de una conformacion, lo que lleva a elegir de entre las mejores energias y el mejor RMSD
de cada una de ellas, ademas de presentar residuos similares pero no iguales en cada pose
del ligando, por tanto, se requiere realizar una verificacién en laboratorio.

6.1. Recomendaciones para trabajos futuros

Las recomendaciones, basadas en los resultados obtenidos son:

» Indagar sobre nuevas proteinas de Homo sapiens (archivo FASTA) para realizar el
protocolo 2 con el DASP3, que cuenten con informacion suficiente a la hora de conocer
su funcionalidad en procesos vitales del ser humano.

= Realizacién de dindmica molecular con el fin de visualizar y analizar en el tiempo las
conformaciones obtenidas mediante AutoDockTools.
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» Verificacién, a proteinas del NCBI, a las que no se le realizdé docking, para conocer
cuales de ellas pueden contar con un sitio alostérico en interaccién con el ligando ATP.

» Realizacién del procedimiento propuesto con otros ligandos para conocer nuevos mo-
duladores alostéricos en proteinas.



A. Lista de proteinas identificadas
mediante el DASP3

A.0.1. pdb con exponente -5

Submitted name: 7,8-dihydro-6-hydroxymethylpterin-pyrophosphokinase
Seq pdb—6Q19—L PASSED. Final pValue = 3.017228564675582E-5
Submitted name: Alpha/beta hydrolase

Seq pdb—6Q0E—L PASSED. Final pValue = 2.690435849927383E-5
Submitted name: UDP-glycosyltransferase 79A6

Seq pdb—6FG2—E PASSED. Final pValue = 5.348127578040633E-5 ;E,G
Fumarate hydratase, mitochondrial

Seq pdb—5UPP—A PASSED. Final pValue = 7.311472156930086E-5 ;AB
Seq pdb—6EBT—A PASSED. Final pValue = 7.714058322177067E-5 ;AB
Seq pdb—5D6B—A PASSED. Final pValue = 7.265035171450406E-5

Seq pdb—3E04—A PASSED. Final pValue = 7.166859894670971E-5 ;AD
Histone-lysine N-methyltransferase EHMT1

Seq pdb—5VSF—A PASSED. Final pValue = 1.6421081048321003E-5 ;AB
Seq pdb—5VSD—A PASSED. Final pValue = 1.6421081048321003E-5 ;AB
Seq pdb—5TUZ—A PASSED. Final pValue = 1.6421081048321003E-5 ;AB
Seq pdb—3SW9—A PASSED. Final pValue = 2.1339852751578386E-5 ;AB
Seq pdb—3HNA—A PASSED. Final pValue = 2.4254309569480813E-5;AB
Seq pdb—5TTG—A PASSED. Final pValue = 2.4254309569480813E-5 ;AB
Seq pdb—5V9J—A PASSED. Final pValue = 2.4254309569480813E-5 ;AB
Seq pdb—6MBP—A PASSED. Final pValue = 1.6421081048321003E-5 ;AB
Seq pdb—6MBO—A PASSED. Final pValue = 1.6421081048321003E-5 ;AB
Tumor necrosis factor ligand superfamily member 13B

Seq pdb—5Y9J—L PASSED. Final pValue = 8.359797426216899E-5

Seq pdb—6FXN—I PASSED. Final pValue = 8.359797426216899E-5;GERPN
PTB domain-containing engulfment adapter protein 1

Seq pdb—6ITU—A PASSED. Final pValue = 4.988050180301146E-5
Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase

Seq pdb—5BV7—L PASSED. Final pValue = 6.275669533945528E-5
Guanylate cyclase soluble subunit alpha-1



66 A Lista de proteinas identificadas mediante el DASP3

Seq pdb—4NI2—B PASSED. Final pValue = 6.078299781209105E-5
Platelet-derived growth factor subunit B

Seq pdb—4QCI—A PASSED. Final pValue = 4.574670510024468E-5 ;AL
Beta-lactamase

Seq pdb—6AZZ—B PASSED. Final pValue = 8.902280498783742E-5;B,E
Galectin-9

Seq pdb—3WV6—A PASSED. Final pValue = 8.081078453906514E-5 ;AB
Immunoglobulin heavy constant gamma 1

Seq pdb—4DAG—L PASSED. Final pValue = 3.215742986200315E-5
Heat shock-related 70 kDa protein 2

Seq pdb—5FPN—A PASSED. Final pValue = 3.814714015870882E-5;A-B

A.0.2. NP con exponente -5

eukaryotic peptide chain release factor subunit 1 isoform 2
Seq NP_001351089.1 PASSED. Final pValue = 8.954932752946462E-5
Seq NP_001278904.1 PASSED. Final pValue = 8.954932752946462E-5
Seq NP_001243231.1 PASSED. Final pValue = 8.954932752946462E-5
Seq NP_001278903.1 PASSED. Final pValue = 8.954932752946462E-5
Seq NP_001269114.1 PASSED. Final pValue = 9.897835774781682E-5
bcl-2-like protein 12 isoform 3

Seq NP_001035758.1 PASSED. Final pValue = 2.6365167659979937E-5
Seq NP_619580.1 PASSED. Final pValue = 2.725832778274344E-5
1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase isoform 2 [Homo sapiens]
Seq NP_055855.2 PASSED. Final pValue = 1.685269072898643E-5
dual 3’,5’-cyclic-AMP and -GMP phosphodiesterase 11A isoform 4
Seq NP_058649.3 PASSED. Final pValue = 4.287432780204796E-5
leucine-rich repeat-containing protein 10

Seq NP_963844.2 PASSED. Final pValue = 1.0338992741430656E-5
zinc transporter ZIP10 precursor

Seq NP_001120729.1 PASSED. Final pValue = 3.8511335192856176E-5
Seq NP_065075.1 PASSED. Final pValue = 3.8511335192856176E-5
lysosomal acid glucosylceramidase isoform 1 precursor

Seq NP_001005741.1 PASSED. Final pValue = 3.358247584374615E-5
Seq NP_001165283.1 PASSED. Final pValue = 2.3987705523696532E-5
Seq NP_001005742.1 PASSED. Final pValue = 3.358247584374615E-5
Seq NP_000148.2 PASSED. Final pValue = 3.358247584374615E-5
PTB domain-containing engulfment adapter protein 1 isoform a
Seq NP_001362862.1 PASSED. Final pValue = 9.259392788615386E-5
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Seq NP_001362866.1 PASSED.
Seq NP_001362855.1 PASSED.
Seq NP_001362872.1 PASSED.
Seq NP_001362863.1 PASSED.
Seq NP_001362869.1 PASSED.
Seq NP_001362864.1 PASSED.
Seq NP_001362881.1 PASSED.
Seq NP_001362870.1 PASSED.
Seq NP_001362880.1 PASSED.
Seq NP_001362858.1 PASSED.
Seq NP_001362857.1 PASSED.
Seq NP_001362865.1 PASSED.
Seq NP_001362856.1 PASSED.
Seq NP_001362861.1 PASSED.
Seq NP_001362871.1 PASSED.
Seq NP_001362859.1 PASSED.
Seq NP_001362868.1 PASSED.
Seq NP_001362860.1 PASSED.
Seq NP_001362854.1 PASSED.
Seq NP_001362867.1 PASSED.
Seq NP_001239598.1 PASSED.
Seq NP_001239597.1 PASSED.
Seq NP_057399.1 PASSED. Final pValue = 9.500021584219442E-5 cell division cycle-

Final pValue = 9.259392788615386E-5
Final pValue = 9.500021584219442E-5
Final pValue = 9.471048765999192E-5
Final pValue = 9.259392788615386E-5
Final pValue = 9.471048765999192E-5
Final pValue = 9.259392788615386E-5
Final pValue = 6.37606891810356E-5

Final pValue = 9.471048765999192E-5
Final pValue = 8.503799526508495E-5
Final pValue = 9.500021584219442E-5
Final pValue = 9.500021584219442E-5
Final pValue = 9.259392788615386E-5
Final pValue = 9.500021584219442E-5
Final pValue = 9.259392788615386E-5
Final pValue = 9.471048765999192E-5
Final pValue = 9.500021584219442E-5
Final pValue = 9.259392788615386E-5
Final pValue = 9.500021584219442E-5
Final pValue = 9.500021584219442E-5
Final pValue = 9.259392788615386E-5

Final pValue = 4.7601595756768124E-5

Final pValue = 5.268672388966307E-5

associated protein 3 isoform 4

Seq NP_001317948.1 PASSED. Final pValue = 4.2124772871557096E-5
Seq NP_001284533.1 PASSED.

Final pValue = 6.34764310935441E-5

heat shock-related 70 kDa protein 2

Seq NP_068814.2 PASSED. Final pValue = 3.839415911000301E-5
heat shock cognate 71 kDa protein isoform 1,2

Seq NP_006588.1 PASSED. Final pValue = 3.150760260410084E-5
Seq NP_694881.1 PASSED. Final pValue = 2.5511230970706225E-5
keratin, type I cytoskeletal 23 isoform 2

Seq NP_001269362.1 PASSED. Final pValue = 1.6452220944923376E-5

immediate early response gene 2 protein
Seq NP_004898.2 PASSED. Final pValue = 5.386411271332673E-5

galectin-9B

Seq NP_001036150.1 PASSED. Final pValue = 1.3380030368604777E-5
Seq NP_001354221.1 PASSED.

Final pValue = 6.421104751228931E-5

Seq NP_002299.2 PASSED. Final pValue = 3.0801036207096144E-5
Seq NP_033665.1 PASSED. Final pValue = 3.517353089803895E-5
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A.0.3. SP con exponente -5

1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase

Seq sp-QIY2I7.3—FYV1_HUMAN PASSED. Final pValue = 1.685269072898643E-5
Dual 3’,5-cyclicc-AMP and -GMP phosphodiesterase 11A

Seq sp-QIHCRI.2—PDE11_ HUMAN PASSED. Final pValue = 4.287432780204796E-5
Galectin-9B

Seq sp-Q3B8N2.3—LEGIB_HUMAN PASSED. Final pValue = 6.421104751228931E-5
Seq sp-000182.2—LEG9_HUMAN PASSED. Final pValue = 3.517353089803895E-5
Leucine-rich repeat-containing protein 10

Seq sp-Q5BKY1.1—LRC10_ HUMAN PASSED. Final pValue = 1.0338992741430656E-5
PTB domain-containing engulfment adapter protein 1

Seq sp-QIUBP9.1—GULP1_HUMAN PASSED. Final pValue = 9.500021584219442E-5
Immediate early response gene 2 protein

Seq sp-QIBTL4.1—IER2_ HUMAN PASSED. Final pValue = 5.386411271332673E-5
Lysosomal acid glucosylceramidase

Seq sp-P04062.3—GLCM_HUMAN PASSED. Final pValue = 3.358247584374615E-5
Bcl-2-like protein 12

Seq sp-QIHB09.1—B2L12_ HUMAN PASSED. Final pValue = 2.725832778274344E-5
Heat shock-related 70 kDa protein 2

Seq sp-P54652.1—HSP72_ HUMAN PASSED. Final pValue = 3.839415911000301E-5
Seq sp-P11142.1—HSP7C_HUMAN PASSED. Final pValue = 3.150760260410084E-5
Zinc transporter ZIP10

Seq sp-QIULF5.2—S39AA _ HUMAN PASSED. Final pValue = 3.8511335192856176E-5

A.0.4. XP con exponente -5

1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase isoform X1,X2,X3,X5,X6,X7,X10,X12,X16
Seq XP_011509081.1 PASSED. Final pValue = 1.806782122375991E-5

Seq XP_011509080.1 PASSED. Final pValue = 1.806782122375991E-5

Seq XP_011509082.1 PASSED. Final pValue = 1.802956016742831E-5

Seq XP_011509083.1 PASSED. Final pValue = 1.751775584329631E-5

Seq XP_011509084.1 PASSED. Final pValue = 1.4880529289473295E-5

Seq XP_011509086.1 PASSED. Final pValue = 1.8119801706319804E-5

Seq XP_011509088.1 PASSED. Final pValue = 1.600383853310069E-5

Seq XP_011509085.1 PASSED. Final pValue = 1.8158318489133522E-5

Seq XP_011509090.1 PASSED. Final pValue = 1.6218595472734882E-5
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Seq XP_011509092.1 PASSED.
Seq XP_016860011.1 PASSED.
Seq XP_016859796.1 PASSED.
Seq XP_016859795.1 PASSED.
Seq XP_016859731.1 PASSED.
Seq XP_016859730.1 PASSED.
Seq XP_016859062.1 PASSED.
Seq XP_016859063.1 PASSED.
Seq XP_016859060.1 PASSED.
Seq XP_016859061.1 PASSED.
Seq XP_016859058.1 PASSED.
Seq XP_016859059.1 PASSED.
Seq XP_016859057.1 PASSED.
Seq XP_016880112.1 PASSED.
Seq XP_011522897.1 PASSED.
Seq XP_011522298.1 PASSED.
Seq XP_011522299.1 PASSED.
Seq XP_011541100.1 PASSED.
Seq XP_011513349.1 PASSED.
Seq XP_011509808.1 PASSED.
Seq XP_011509806.1 PASSED.
Seq XP_011509809.1 PASSED.
Seq XP_011509807.1 PASSED.
Seq XP_005246746.2 PASSED.
Seq XP_011509637.1 PASSED.
Seq XP_011509091.1 PASSED.
Seq XP_011509089.1 PASSED.
Seq XP_011509087.1 PASSED.

Final pValue = 1.0134816553518826E-5
Final pValue = 1.2514296621935248E-5
Final pValue = 7.812442145702932E-5
Final pValue = 9.500021584219442E-5
Final pValue = 9.777017113011406E-5
Final pValue = 9.777017113011406E-5
Final pValue = 1.0134816553518826E-5
Final pValue = 1.0134816553518826E-5
Final pValue = 1.5062284322722307E-5
Final pValue = 1.0134816553518826E-5
Final pValue = 1.6144876624657342E-5
1.6335882948010914E-5
1.6362015468994565E-5
Final pValue = 3.806605119775409E-5
Final pValue = 1.6452220944923376E-5
Final pValue = 2.2073967521280148E-5
Final pValue = 2.646230613855295E-5
Final pValue = 3.150760260410084E-5
Final pValue = 1.1284933148490655E-5
Final pValue = 3.8511335192856176E-5
Final pValue = 3.8511335192856176E-5
Final pValue = 1.2514296621935248E-5
Final pValue = 3.8511335192856176E-5
Final pValue = 3.8511335192856176E-5
Final pValue = 7.812442145702932E-5
Final pValue = 1.494277466095815E-5
Final pValue = 1.5967904347712528E-5
Final pValue = 1.7476883027172704E-5

Final pValue =
Final pValue =

glucokinase regulatory protein isoform X2

Seq XP_011531065.1 PASSED.

Final pValue = 4.760307687795723E-5

fumarate hydratase, mitochondrial isoform X1

Seq XP_011542434.1 PASSED.

Final pValue = 5.3789643151161664E-5

PTB domain-containing engulfment adapter protein 1 isoform X7

Seq XP_006712652.1 PASSED.

Final pValue = 7.740689245327022E-5

keratin, type I cytoskeletal 23 isoform X1

Seq XP_005257257.1 PASSED.

Final pValue = 1.6452220944923376E-5

galectin-9C isoform X3,X2,X1

Seq XP_005256827.1 PASSED.
Seq XP_006721955.1 PASSED.
Seq XP_005256826.1 PASSED.

Final pValue = 4.054753494130673E-5
Final pValue = 3.3582448375834235E-5
Final pValue = 4.44607820600521E-5
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A.0.5. Diferentes con exponente -5

GBA

Seq ASU47376.1 PASSED. Final pValue = 3.438503109209894E-5
Adenomatous Polyposis Coli, partial

Seq SMR98740.1 PASSED. Final pValue = 4.2556569571945425E-5
unknown, partial

Seq AAX93242.1 PASSED. Final pValue = 5.797239708004366E-5
human factor FVIII, partial

Seq ABR22588.1 PASSED. Final pValue = 6.57881229162231E-5
Seq ABR22587.1 PASSED. Final pValue = 6.57881229162231E-5
glucocerebrosidase

Seq AAC51820.1 PASSED. Final pValue = 3.358247584374615E-5
Seq AAC63056.1 PASSED. Final pValue = 3.358247584374615E-5
Ul1l5s

Seq AMDS82145.1 PASSED. Final pValue = 3.6264228253928864E-5
immunoglobulin light chain variable region, partial

Seq AMB38645.1 PASSED. Final pValue = 8.670913898843688E-5
Seq AAB36577.1 PASSED. Final pValue = 2.0178993322097413E-5
Seq AAD16668.1 PASSED. Final pValue = 8.152996382212678E-5
Seq AAD16665.1 PASSED. Final pValue = 2.0892576205147034E-5
Seq AAK94814.1 PASSED. Final pValue = 8.52869121765942E-5
Seq ACJ71719.1 PASSED. Final pValue = 5.791549855004366E-5
Seq ACF34422.1 PASSED. Final pValue = 2.2913912925383106E-5
Seq ACF34441.2 PASSED. Final pValue = 9.777694633872572E-5
Seq ABU90630.2 PASSED. Final pValue = 4.710652420778833E-5
Seq ABU90629.2 PASSED. Final pValue = 8.420854263934053E-5
Seq ABU90558.2 PASSED. Final pValue = 9.530583484702515E-5
Seq ABU90561.1 PASSED. Final pValue = 7.585424678214293E-5
Seq ASL06614.1 PASSED. Final pValue = 3.49527689404245E-5
Seq ASL06612.1 PASSED. Final pValue = 8.592190196322964E-5
Seq AVN89174.1 PASSED. Final pValue = 4.5356718258406416E-5
Seq AVN88957.1 PASSED. Final pValue = 5.7180344894876843E-5
Seq AVN88922.1 PASSED. Final pValue = 1.5345796166902273E-5
Seq QBK47554.1 PASSED. Final pValue = 4.7777356138888433E-5
Seq QBK47550.1 PASSED. Final pValue = 4.422037041909841E-5
Seq QBK47546.1 PASSED. Final pValue = 2.974042964221615E-5
Seq QBK47536.1 PASSED. Final pValue = 4.9943576319290616E-5
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Seq QBK47559.1 PASSED. Final pValue = 4.188450826806323E-5
Seq QBK47513.1 PASSED. Final pValue = 5.6861831990731426E-5
Seq QDF62259.1 PASSED. Final pValue = 5.505513007941506E-5
Seq QDF62268.1 PASSED. Final pValue = 2.8288118099338076E-5
Seq QDF61469.1 PASSED. Final pValue = 9.391791165865672E-5
KTAA1265 protein

Seq BAA86579.2 PASSED. Final pValue = 3.8511335192856176E-5
phosphodiesterase 11A, isoform CRA_b

Seq EAX11051.1 PASSED. Final pValue = 6.0006588260334786E-5
Seq EAX11049.1 PASSED. Final pValue = 5.949879464406791E-5
Seq EAX11047.1 PASSED. Final pValue = 5.9517657622120557E-5
Seq EAX11050.1 PASSED. Final pValue = 4.2864382346976056E-5
Seq EAX11048.1 PASSED. Final pValue = 4.2978213530852194E-5
GULP, engulfment adaptor PTB domain containing 1, isoform CRA _a
Seq EAX10914.1 PASSED. Final pValue = 9.500021584219442E-5
Seq EAX10917.1 PASSED. Final pValue = 9.500021584219442E-5
Seq EAX10915.1 PASSED. Final pValue = 9.500021584219442E-5
Seq EAX10913.1 PASSED. Final pValue = 9.500021584219442E-5
mitochondrial ribosomal protein L28, isoform CRA_d

Seq EAWS85831.1 PASSED. Final pValue = 2.649229050503486E-5
immediate early response 2, isoform CRA a

Seq EAWS84360.1 PASSED. Final pValue = 5.386411271332673E-5
Seq EAWS84358.1 PASSED. Final pValue = 5.386411271332673E-5
Seq EAWS84359.1 PASSED. Final pValue = 5.386411271332673E-5
TATA box binding protein like 2, isoform CRA _b

Seq EAWS80676.1 PASSED. Final pValue = 1.1206068898569054E-5
hCG2038865, partial

Seq EAWT75594.1 PASSED. Final pValue = 7.426238411525289E-5
phosphatidylinositol-3-phosphate/phosphatidylinositol 5-kinase, type III, isoform
CRA d

Seq EAW70444.1 PASSED. Final pValue = 1.618565376740841E-5
Seq EAW70449.1 PASSED. Final pValue = 1.0106443272647293E-5
Seq EAWT70447.1 PASSED. Final pValue = 1.676719731416803E-5
solute carrier family 39 (zinc transporter), member 10, isoform CRA _a
Seq EAW70116.1 PASSED. Final pValue = 3.8511335192856176E-5
Seq EAW70118.1 PASSED. Final pValue = 3.8511335192856176E-5
Seq EAWT70119.1 PASSED. Final pValue = 3.8511335192856176E-5
fumarate hydratase, isoform CRA _d

Seq EAW70093.1 PASSED. Final pValue = 5.3789643151161664E-5
Seq EAW70090.1 PASSED. Final pValue = 8.835128397805136E-5
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heat shock 70kDa protein 8, isoform CRA _a

Seq EAW67540.1 PASSED. Final pValue = 3.150760260410084E-5
Seq EAW67541.1 PASSED. Final pValue = 2.5511230970706225E-5
Seq EAW67539.1 PASSED. Final pValue = 3.150760260410084E-5
Seq EAWS80864.1 PASSED. Final pValue = 3.839415911000301E-5
Seq EAWS80865.1 PASSED. Final pValue = 3.839415911000301E-5
eukaryotic translation termination factor 1, isoform CRA _b
Seq EAW62132.1 PASSED. Final pValue = 8.954932752946462E-5
centaurin, gamma 3, isoform CRA _d, partial

Seq EAW54027.1 PASSED. Final pValue = 2.4584930738759115E-5
Seq EAW53103.1 PASSED. Final pValue = 5.899107685216637E-5
glucosidase, beta; acid (includes glucosylceramidase), isoform CRA _a
Seq EAW53101.1 PASSED. Final pValue = 5.899107685216637E-5
Seq EAW53102.1 PASSED. Final pValue = 5.899107685216637E-5
Seq EAW53100.1 PASSED. Final pValue = 5.899107685216637E-5
BCL2-like 12 (proline rich), isoform CRA_d

Seq EAW52517.1 PASSED. Final pValue = 2.725832778274344E-5
lectin, galactoside-binding, soluble, 9 (galectin 9), isoform CRA_b
Seq EAW51045.1 PASSED. Final pValue = 3.517353089803895E-5
Seq EAW51043.1 PASSED. Final pValue = 3.0801036207096144E-5
Seq EAW51039.1 PASSED. Final pValue = 3.3582448375834235E-5
Seq EAW51037.1 PASSED. Final pValue = 3.0801036207096144E-5
Seq EAW51044.1 PASSED. Final pValue = 3.517353089803895E-5
Seq EAW51042.1 PASSED. Final pValue = 3.806605119775409E-5
Seq EAW51040.1 PASSED. Final pValue = 3.712407456216204E-5
Seq EAW51038.1 PASSED. Final pValue = 3.3582448375834235E-5
epididymis secretory sperm binding protein

Seq AD0O22260.1 PASSED. Final pValue = 3.150760260410084E-5
Seq AD0O22186.1 PASSED. Final pValue = 3.150760260410084E-5

A.0.6. Proteinas con exponente -6

Endoplasmic reticulum chaperone BiP

Seq pdb—6ASY—A PASSED. Final pValue = 4.191388541439982E-6 ;AB
Seq pdb—5E84—A PASSED. Final pValue = 6.444205151809317E-6 ;A-F
ras GTPase-activating protein 1 isoform X1

Seq NP_002881.1 PASSED. Final pValue = 6.833919766438436E-6

Seq XP_011541827.1 PASSED. Final pValue = 6.285236229648092E-6
Endoplasmic reticulum chaperone BiP



Seq sp—P11021.2—BIP_HUMAN PASSED. Final pValue = 4.389587090197981E-6

Seq NP_005338.1 PASSED. Final pValue = 4.389587090197981E-6
Ras GTPase-activating protein 1; Short=GAP

Seq sp—P20936.1 —RASA1_HUMAN PASSED. Final pValue = 6.833919766438436E-6

immunoglobulin lambda 3 light chain, partial

Seq ABU90710.1 PASSED. Final pValue = 8.996601584183286E-6
leucine rich repeat containing 10, partial

Seq EAW97231.1 PASSED. Final pValue = 9.593302196159977E-6

RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1, isoform CRA _b

Seq EAW95932.1 PASSED. Final pValue = 6.91532862316812E-6
Seq EAW95933.1 PASSED. Final pValue = 6.91532862316812E-6

heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa), isoform CRA _a

Seq EAW87620.1 PASSED. Final pValue = 4.389587090197981E-6

thyroid hormone receptor associated protein 1, isoform CRA _a, partial

Seq EAW51437.1 PASSED. Final pValue = 4.123649990276631E-6

A.0.7.

Cytosolic purine 5’-nucleotidase Seq XP_024303678.1 PASSED. Final pValue = 2.484018155478276F

7

Seq XP_024303676.1 PASSED.
Seq XP_024303673.1 PASSED.
Seq XP_024303679.1 PASSED.
Seq XP_024303677.1 PASSED.
Seq XP_024303675.1 PASSED.
Seq XP_024303672.1 PASSED.
Seq XP_016871456.1 PASSED.
Seq XP_016871463.1 PASSED.
Seq XP_016871455.1 PASSED.
Seq XP_006717786.1 PASSED.
Seq XP_006717784.1 PASSED.
Seq XP_005269703.1 PASSED.
Seq XP_005269702.1 PASSED.

A.0.8.

XP con exponente -7

Final pValue = 3.067738116476186E-7
Final pValue = 3.067738116476186E-7
Final pValue = 3.067738116476186E-7
Final pValue = 2.484018155478276E-7
Final pValue = 3.067738116476186E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 2.484018155478276E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7

NP con exponente -7

Cytosolic purine 5’-nucleotidase

Seq NP_001338126.1 PASSED.

Final pValue = 3.293361137911282E-7



74

A Lista de proteinas identificadas mediante el DASP3

Seq NP_001338124.1 PASSED.
Seq NP_001338122.1 PASSED.
Seq NP_001338120.1 PASSED.
Seq NP_001338118.1 PASSED.
Seq NP_001338116.1 PASSED.
Seq NP_001338114.1 PASSED.
Seq NP_001338112.1 PASSED.
Seq NP_001338110.1 PASSED.
Seq NP_001338108.1 PASSED.
Seq NP_001338106.1 PASSED.
Seq NP_001338123.1 PASSED.
Seq NP_001338121.1 PASSED.
Seq NP_001338119.1 PASSED.
Seq NP_001338117.1 PASSED.
Seq NP_001338115.1 PASSED.
Seq NP_001338113.1 PASSED.
Seq NP_001338111.1 PASSED.
Seq NP_001338109.1 PASSED.
Seq NP_001338107.1 PASSED.
Seq NP_001338105.1 PASSED.
Seq NP_001338125.1 PASSED.

A.0.9.

Final pValue = 2.484018155478276E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 2.484018155478276E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 3.293361137911282E-7
Final pValue = 2.484018155478276E-7

Diferente con exponente -7

Phosphofructokinase, muscle type
Seq ALQ33712.1 PASSED. Final pValue = 5.173211151585745E-7

A.0.10.

Pdb con exponente -8

Cytosolic purine 5-nucleotidase

Seq pdb—50PP—A PASSED. Final pValue = 9.392245081743423E-8

Seq pdb—50PN-—A PASSED. Final pValue = 9.233242971031568E-8

Seq pdb—50PK—A PASSED. Final pValue = 9.079084849781615E-8

Seq pdb—50P0O—A PASSED. Final pValue = 9.809520055863562E-8

Seq pdb—50PM—A PASSED. Final pValue = 8.594773560829318E-8

Seq pdb—50PL—A PASSED. Final pValue = 4.7409133608626E-8

Seq pdb—5CQZ—A PASSED. Final pValue = 4.7868477861627694E-8 ;AB
Seq pdb—5L4Z—A PASSED. Final pValue = 4.511819953439645E-8
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Seq pdb—5L50—A PASSED. Final pValue = 4.8532874996255676E-8
Seq pdb—5K7Y—A PASSED. Final pValue = 4.749364024616417E-8
Seq pdb—2XCV—A PASSED. Final pValue = 4.695083748945954E-8
Seq pdb—2XJF—A PASSED. Final pValue = 4.694928913738752E-8
Seq pdb—5CR7—A PASSED. Final pValue = 4.803279949099185E-8;A-B
Seq pdb—6DE2—A PASSED. Final pValue = 3.764154914551416E-8
Seq pdb—6DEO—A PASSED. Final pValue = 4.501125117013394E-8
Seq pdb—6DDY-—A PASSED. Final pValue = 4.85545685987217E-8
Seq pdb—6DDQ—B PASSED. Final pValue = 3.6838721226642753E-8
Seq pdb—6DDO—B PASSED. Final pValue = 3.715976104347154E-8
Seq pdb—6DDL—B PASSED. Final pValue = 4.501125117013394E-8
Seq pdb—6DDK-—B PASSED. Final pValue = 3.6838721226642753E-8
Seq pdb—6DE3—A PASSED. Final pValue = 3.6838721226642753E-8
Seq pdb—6DDH—A PASSED. Final pValue = 4.657806140888786E-8
Seq pdb—6DE1—A PASSED. Final pValue = 3.715976104347154E-8

Seq pdb—6DDC—A PASSED.
Seq pdb—6DDZ—A PASSED.
Seq pdb—6DDB—A PASSED.
Seq pdb—6DDX—A PASSED.
Seq pdb—6DDQ—A PASSED.
Seq pdb—6DDO-—A PASSED.
Seq pdb—6DDL—A PASSED.
Seq pdb—6DDK—A PASSED.
Seq pdb—6DDC-—B PASSED.
Seq pdb—6DDB—B PASSED.

Seq pdb—6DD3—A PASSED.

Seq pdb—6FXH—A PASSED.

Final pValue = 4.695083748945954E-8
Final pValue = 4.424364029175766E-8
Final pValue = 4.657806140888786GE-8
Final pValue = 4.760257057366274E-8
Final pValue = 3.6838721226642753E-8
Final pValue = 3.715976104347154E-8
Final pValue = 4.501125117013394E-8
Final pValue = 3.6838721226642753E-8
Final pValue = 4.695083748945954E-8
Final pValue = 4.657806140888786E-8
Final pValue = 4.805667251796739E-8
Final pValue = 3.793922380371164E-8

Seq pdb—6FIU—A PASSED. Final pValue = 4.884889374858706E-8
Seq pdb—6FIR—A PASSED. Final pValue = 4.7868477861627694E-8
Seq pdb—6FIW-—A PASSED. Final pValue = 4.884889374858706E-8
Seq pdb—6FIS—A PASSED. Final pValue = 4.884889374858706E-8

A.0.11. XP con exponente -8

Cytosolic purine 5’-nucleotidase

Seq XP_024303671.1 PASSED. Final pValue = 3.434509659007881E-8
Seq XP_024303669.1 PASSED. Final pValue = 3.979098950120248E-8
Seq XP_024303670.1 PASSED. Final pValue = 3.793922380371164E-8
Seq XP_016871436.1 PASSED. Final pValue = 3.374767980686374E-8
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Seq XP_011537839.1 PASSED. Final pValue = 2.415686658394379E-8
Seq XP_005269694.1 PASSED. Final pValue = 3.7072240722463464E-8

A.0.12. NP con exponente -8

Cytosolic purine 5-nucleotidase

Seq NP_001338101.1 PASSED. Final pValue = 3.979098950120248E-8

Seq NP_036361.1 PASSED. Final pValue = 3.793922380371164E-8 Seq NP_001338104.1 PAS-
SED. Final pValue = 3.21550009726979E-8

Seq NP_001338102.1 PASSED. Final pValue = 3.979098950120248E-8

Seq NP_001338099.1 PASSED. Final pValue = 3.979098950120248E-8

Seq NP_001338103.1 PASSED. Final pValue = 3.536366286184223E-8

Seq NP_001338100.1 PASSED. Final pValue = 3.979098950120248E-8

Seq NP_001338098.1 PASSED. Final pValue = 3.793922380371164E-8

Seq NP_001127845.1 PASSED. Final pValue = 3.793922380371164E-8

A.0.13. Diferentes con exponente -8

Cytosolic purine 5’-nucleotidase

Seq sp—P49902.1—5NTC_HUMAN PASSED. Final pValue = 3.793922380371164E-8
5’-nucleotidase, cytosolic I1

Seq EAW49657.1 PASSED. Final pValue = 3.7277148333186105E-8

Seq EAW49656.1 PASSED. Final pValue = 3.7277148333186105E-8

epididymis secretory sperm binding protein

Seq ADO22399.1 PASSED. Final pValue = 3.793922380371164E-8

A.0.14. NP con exponente -10

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type

Seq NP_001341677.1 PASSED. Final pValue = 2.547475093908801E-10
Seq NP_001341676.1 PASSED. Final pValue = 2.547475093908801E-10
Seq NP_001341674.1 PASSED. Final pValue = 3.1993154099066494E-10

A.0.15. XP con exponente -12

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type
Seq XP_024303806.1 PASSED. Final pValue = 8.32111590220752E-12
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Seq XP_006717512.1 PASSED. Final pValue = 9.309036324916555E-12

A.0.16. NP con exponente -12

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type

Seq NP_001310000.1 PASSED. Final pValue = 8.32111590220752E-12
Seq NP_001332873.1 PASSED. Final pValue = 8.32111590220752E-12
Seq NP_001310001.1 PASSED. Final pValue = 8.32111590220752E-12
Seq NP_001309996.1 PASSED. Final pValue = 8.948962769572405E-12

A.0.17. XP con exponente -13

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type

Seq XP_016883861.1 PASSED. Final pValue = 1.7049700549276855E-13
Seq XP_016883858.1 PASSED. Final pValue = 1.8850577817101274E-13
Seq XP_016883859.1 PASSED. Final pValue = 1.7049700549276855E-13
Seq XP_016883857.1 PASSED. Final pValue = 2.8418938195606875E-13
Seq XP_024307853.1 PASSED. Final pValue = 2.9191490986984033E-13
Seq XP_006724074.1 PASSED. Final pValue = 2.8418938195606875E-13
Seq XP_005261194.1 PASSED. Final pValue = 1.7049700549276855E-13

A.0.18. NP con exponente -13

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type
Seq NP_001002021.2 PASSED. Final pValue = 2.9191490986984033E-13

A.0.19. Diferentes con exponente -13

phosphofructokinase, liver type
Seq EAX09439.1 PASSED. Final pValue = 2.9191490986984033E-13

A.0.20. NP con exponente -15

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type
Seq NP_001229268.1 PASSED. Final pValue = 3.3865502132049093E-15
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A.0.21. XP con exponente -16

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type
Seq XP_024304788.1 PASSED. Final pValue = 1.1189882351887075E-16

A.0.22. XP con exponente -17

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type

Seq XP_024304790.1 PASSED.
Seq XP_024304789.1 PASSED.
Seq XP_016874958.1 PASSED.
Seq XP_011536789.1 PASSED.
Seq XP_005269033.1 PASSED.
Seq XP_005269036.1 PASSED.
Seq XP_005269031.1 PASSED.

A.0.23.

Final pValue = 8.88067739606044E-17

Final pValue = 9.471854340563292E-17
Final pValue = 6.914907396511316E-17
Final pValue = 6.279814725953219E-17
Final pValue = 8.927914714316217E-17
Final pValue = 9.890708347609185E-17
Final pValue = 8.927914714316217E-17

NP con exponente -17

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type
Seq NP_000280.1 PASSED. Final pValue = 8.88067739606044E-17

Seq NP_001341671.1 PASSED.
Seq NP_001341673.1 PASSED.
Seq NP_001341672.1 PASSED.
Seq NP_001160159.1 PASSED.
Seq NP_001160160.1 PASSED.
Seq NP_001350548.1 PASSED.
Seq NP_001160158.1 PASSED.
Seq NP_001341669.1 PASSED.
Seq NP_001341675.1 PASSED.
Seq NP_001341670.1 PASSED.
Seq NP_001341665.1 PASSED.
Seq NP_001341664.1 PASSED.
Seq NP_001341666.1 PASSED.
Seq NP_001341668.1 PASSED.
Seq NP_001341667.1 PASSED.

Final pValue = 8.88067739606044E-17
Final pValue = 8.88067739606044E-17
Final pValue = 8.88067739606044E-17
Final pValue = 8.88067739606044E-17
Final pValue = 8.88067739606044E-17
Final pValue = 6.054902261571896E-17
Final pValue = 9.890708347609185E-17
Final pValue = 5.44009418386607E-17
Final pValue = 7.417485168749869E-17
Final pValue = 7.86933778260881E-17
Final pValue = 8.927914714316217E-17
Final pValue = 8.927914714316217E-17
Final pValue = 9.890708347609185E-17
Final pValue = 9.890708347609185E-17
Final pValue = 9.890708347609185E-17
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A.0.24. Pdb con exponente -17

3’-hydroxy-N-methyl-(S)-coclaurine 4’-O-methyltransferase
Seq pdb—4OMT-—A PASSED. Final pValue = 8.88067739606044E-17

A.0.25. Diferentes con exponente -17

phosphofructokinase, muscle type

Seq sp—P08237.2—PFKAM_HUMAN PASSED. Final pValue = 8.88067739606044FE-17
Seq AAA82938.1 PASSED. Final pValue = 8.88067739606044E-17

Seq ALQ33710.1 PASSED. Final pValue = 6.054902261571896E-17

Seq ALQ33711.1 PASSED. Final pValue = 5.705384831708226E-17

Seq ALQ33709.1 PASSED. Final pValue = 8.88067739606044E-17

Seq EAW57975.1 PASSED. Final pValue = 8.88067739606044E-17

Seq EAW57973.1 PASSED. Final pValue = 6.054902261571896E-17

Seq EAW57974.1 PASSED. Final pValue = 8.88067739606044E-17

A.0.26. NP con exponente -19

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type
Seq NP_002617.3 PASSED. Final pValue = 1.370194177255313E-19
Seq XP_005261192.1 PASSED. Final pValue = 1.3684043402506835E-19

A.0.27. Diferentes con exponente -19

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type
Seq sp—P17858.6—PFKAL_HUMAN PASSED. Final pValue = 1.370194177255313E-19
Seq EAX09440.1 PASSED. Final pValue = 1.370194177255313E-19

A.0.28. Pdb con exponente -22

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type

Seq pdb—4XYJ—A PASSED. Final pValue = 3.4297395794338135E-22

A-H Seq pdb—4WL0—A PASSED. Final pValue = 4.031039527962828E-22;A-D
Seq pdb—4XYK-—A PASSED. Final pValue = 3.4297395794338135E-22;AD
Seq pdb—4RH3—A PASSED. Final pValue = 4.048324653014709E-22;A-D

Seq pdb—4XZ2—A PASSED. Final pValue = 4.031039527962828E-22;A-D
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Seq pdb—4U1R—A PASSED. Final pValue = 4.048324653014709E-22;A-D

A.0.29. NP con exponente -22

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type
Seq NP_002618.1 PASSED. Final pValue = 3.826864806085976E-22
Seq NP_001309997.1 PASSED. Final pValue = 3.243140616242221E-22

A.0.30. XP con exponente -22

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type
Seq XP_005252523.1 PASSED. Final pValue = 3.4398784209562515E-22
Seq XP_005252522.1 PASSED. Final pValue = 4.02094988605949E-22

A.0.31. Diferentes con exponente -22

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type

Seq sp—Q01813.2—PFKAP_HUMAN PASSED. Final pValue = 3.826864806085976E-22
Seq EAWS86497.1 PASSED. Final pValue = 4.622209507155341E-22

Seq EAWS86496.1 PASSED. Final pValue = 3.7576810422708697F-22

Seq EAWS86495.1 PASSED. Final pValue = 5.187340604601118E-22
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