=1 UNIVERSIDAD® g
5 GERARDO BARRIOS

Lideres en Gestion del Conocimiento e e v

Vicerrectoria de Investigacion
y Proyeccidon Social

Proteinas Multifuncionales en
Enfermedades Humanas

Informe Técnico de Investigacion

José Félix Rojas Cabeza

El Salvador, 2022



Editorial Universidad Gerardo Barrios
Proteinas Multifuncionales en Enfermedades Humanas.
I? Edicion

José Félix Rojas Cabeza

Informe Técnico de Investigacion 2022

Vicerrectoria de Investigacion y Proyeccion Social

ISBN

Todos los derechos reservados. Esta publicacion no puede ser reproducida, ni parcial ni
totalmente, ni registrada en/o transmitida por un sistema de recuperacion de informacion,
en ninguna forma ni formato, por ningun medio, sea mecanico, fotocopiado, electrénico o
cualquier otro sin el permiso previo y por escrito de la editorial.

editorial @ugb.edu.sv

© Universidad Gerardo Barrios, 2022


mailto:editorial@ugb.edu.sv

indice

N LI {@] 10X 0 [ ] TS 3
JUSTIFICACION ...ttt ettt ste et et eete et e e eee e, 5
(@72 1 = I V@ 1 SRR 6
(@ o J L= LAY o I CT=T =T o= | S 6
ODbjetivos ESPECITICOS ..oviiiiiiii i e 6
IMETODOS ...ttt e e e e e e e ettt e e e e e e e e s s s bbb e e e e e e e e e s s nsnbbrreeaeaaeeeaanns 6
Bases de datos, servidores y herramientas bioinforméaticas utilizadas ....... 7
Seleccién de un listado proteinas moonlighting asociadas a enfermedades
UMANAS .. 8
Odds Ratio (Razon de Probabilidades) .........ccoouuuiiiiiiiiciiiieiiee e, 9
RESULTADOS. ... .ttt ettt et e e e e e e e s e e e e e e e e e s annbrbreeeeaaens 12
Seleccidn de proteinas moonlighting afiliadas a enfermedades humanas 15
Razon de Probabilidades (Odds ratio) .........cceeeeeeeeiiieeiiiiiiiee e 16
Cdédigos de Ontologia de Genes de Proteinas Moonlighting .........cccccco...... 18
Analisis de funcionalidad de proteinas moonlighting ........cccccccoviiiiiinennnn. 19
Lo LTS o LT ] =T = Tod oo o o 1S 24
DOCKING CON CIUSPIO 2.0 .. ..ttt 26
DISCUSION Y CONCLUSIONES .....ooiiiiiiieiiieieie et 27
Interaccion entre proteinas moonlighting humanas...........ccccccceeeeiiiiiinnee. 27
Interaccién entre proteinas moonlighting asociadas a enfermedades
NUMANEAS ... e r e e e e e e e e e ee e e e e e e e e eeeennes 28
Andlisis de codigos GO, funcionalidad de proteinas moonlighting y redes de
LN =Y = o] o1 oY o 1 29
ANALISIS eI DOCKING ...eiiiiiieiiiiiieeiee e 36
ComeNtarios fINAIES .......ouiei e 37
e = N [ 1 TP 38
AGRADECIMIENTOS ... e e e e e e eaas 44
e NN | 1 44



INTRODUCCION

La finalidad de este trabajo es mejorar conocimientos actuales sobre los
mecanismos moleculares por los cuales las proteinas multifuncionales intervienen
en enfermedades humanas. Especificamente para identificar causas de efectos
secundarios, o encontrar usos de medicamentos para fines no descritos
anteriormente.

Esto requiere mejorar la comprension actual de la funcién bioquimica y celular de
las proteinas multifuncionales, mejorar los procedimientos para identificar la funcion
a partir de la secuencia o la estructura y mejorar las anotaciones de bases de datos
proteicas (secuencias y estructura), asimismo, comprender la amplia variedad de
funciones de las proteinas(1).

Las proteinas multifuncionales son centrales como rutas bioquimicas de muchas
enfermedades, por lo tanto, el desarrollo de tratamientos nuevos se vera favorecido
al entender como alcanzan distintas ubicaciones celulares(1-3) o como afectar una
sola funcién como diana terapéutica(3,4).

Si bien las proteinas multifuncionales pueden ser una de las causas de las
reacciones adversas a medicamentos, también es posible especular que dichas
proteinas también pueden ser dianas terapéuticas Uutiles(5). Especialmente
considerando casos como peptidilprolil isomerasa de Legionella pneumophila,
originalmente identificada como un potenciador de infectividad de macroéfagos; es
un factor de virulencia importante en ciertas bacterias intracelulares, y les ayuda a
entrar al macrofago uniéndose a colageno tipo 1V(6). Posteriormente, se llegé al
desarrollo de varios inhibidores sintéticos de la adhesividad de Mip, incluidos
algunos compuestos de cicloheximida novedosos con actividad antimicrobiana
contra L. pneumophila(7).

Luego, la ataxia telangiectasia mutada (ATM) quinasa se llama asi porque las
mutaciones en esta proteina causan ataxia telangiectasia, una enfermedad
neurodegenerativa poco comun. Esta quinasa es una proteina multifuncional y
ahora se ve como un objetivo terapéutico(8).

A medida que aumenta el nimero de proteinas multifuncionales y se identifican
diferentes sitios activos multifuncionales, es probable que las funciones moleculares
de estas proteinas revelen algunas de ellas como objetivos relevantes para el
desarrollo de nuevos agentes farmaceéuticos(5).



La forma de demostrar que la proteina es multifuncional debe ser necesariamente
experimental(3,9), lo que representa una limitacion de este tipo de estudios.
Ademas, existen reportes de que resultados experimentales inesperados suelen ser
descartados por los investigadores, debido a que los datos experimentales de
protedbmica contienen muchos falsos positivos, estimados en alrededor del
209%(9,10).

El estudio de las proteinas multifuncionales se complica, debido a la existencia de
muchos factores que afectan la funcion de una proteina: celulares, niveles de
expresion, moduladores alostéricos, modificaciones postraduccionales, secuestro y
otros factores pueden afectar el nivel de funcién de la proteina(2,11). En el caso de
las proteinas multifuncionales, factores celulares como estos también pueden
afectar el tipo de funcion de la proteina (Fig. 1)
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Figura 1. Factores que pueden afectar la funcién de una proteina multifuncional.
Modificado de Jeffery, 2019(12).

Recientemente se han utlizado las siguientes aproximaciones que utilizan
secuencias, estructuras, interactdbmica, algoritmos y programas para investigar
multifuncionalidad(9): Busquedas de homologia remota utilizando Psi-Blast(13),
Deteccion de motivos y dominios funcionales, Analisis de datos de bases de datos
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de interaccién proteina-proteina (PPI1)(9,14), Andlisis de coincidencia de la consulta
de la secuencia con una base de datos 3D (ej. algoritmos como PiSITE(15) o
Phyre2(16)), Analisis de correlacion de mutaciones entre aminoacidos mediante
algoritmos como MISTIC2(17). En el trabajo se pretende retomar algunas de estas
técnicas para estudiar la interaccion de proteinas moonlighting humanas asociadas
a enfermedades con otras proteinas, buscando esclarecer los mecanismos
moleculares de enfermedades(18-20).

JUSTIFICACION

La protedmica ha cambiado de un enfoque en moléculas individuales a una
perspectiva integrada, en la cual las proteinas emergen como actores dinamicos
con multiples funciones, en lugar de especialistas mono-funcionales(21).

Este trabajo pretende mejorar los conocimientos actuales sobre el involucramiento
de las proteinas multifuncionales en los mecanismos moleculares de enfermedades
humanas. Especificamente en términos de identificar causas de posibles efectos
secundarios o reutilizar medicamentos para fines no descritos anteriormente.

Para esto se requiere mejorar la comprension actual de funciones bioquimicas y
roles celulares de proteinas multifuncionales, para mejorar los programas que
identifican funciones a partir de secuencia o estructura, y mejorar las anotaciones
de las bases de datos de secuencia y estructurales. Asi como la comprension de la
amplia diversidad de funciones de las proteinas(22).

Al ser las proteinas multifuncionales centrales para el papel de muchas
enfermedades, el desarrollo de nuevos tratamientos se veria favorecido al abordar
preguntas como el mecanismo por el que alcanzan distintas ubicaciones
celulares(22,23) o como afectar una sola funcién como diana terapéutica(2,23).

Si bien las proteinas multifuncionales pueden ser una de las causas de las
reacciones adversas a medicamentos, también es posible especular que dichas
proteinas también pueden ser dianas terapéuticas utiles(4).

A medida que aumenta el numero de proteinas multifuncionales y comienza a
identificarse el numero de sitios activos multifuncionales, es mas que probable que
las importantes acciones en que participan estas proteinas conviertan a algunas de
ellas en objetivos relevantes para el desarrollo de nuevos agentes farmacéuticos(4).



OBJETIVOS

Objetivo General

Examinar la relacién entre proteinas multifuncionales y enfermedades humanas,
tomando en cuenta los mecanismos moleculares de la enfermedad y su interaccion
con dianas farmacoldgicas.

Objetivos Especificos
- Revisar si se pueden agrupar los mecanismos moleculares en que
intervienen las proteinas multifuncionales asociadas con enfermedades.
- Revisar bases de datos de interaccion de proteinas para hacer analisis de
interaccion local entre las proteinas asociadas encontradas en el mapeo.

METODOS

Generalidades:

Los métodos utilizados involucraron el uso de informacién previamente existente a
través de Bases de datos, servidores, y herramientas bioinformaticas, para realizar
un listado de las proteinas moonlighting humanas y un listado de las proteinas
moonlighting humanas asociadas a enfermedades. Luego se determind mediante
una prueba t de dos muestras si las proteinas moonlighting humanas tienen mas
funciones que el promedio de las proteinas moonlighting de otros organismos.
Ademas, se determind si las proteinas moonlighting son mas propensas a estar
involucradas a enfermedades con una razén de probabilidades. Posteriormente se
cred un repositorio de informacion sobre las funciones de los genes de proteinas
moonlighting relacionados con enfermedades humanas utilizando GoTrapper.
Finalmente, se hizo un analisis de enriquecimiento con GOnet.

Esquema
/ Bases de datos, \
/ Servidores bioinformaticos, } Lista de PMAEH
/ Herramientas bioinformaticas /
/
{
\
\ Razon de probabilidades (Odds Ratio)
\
\ Andlisis de funciones de PMAEH — Redes de interaccion

* Prot. Moonlighting Asociadas a Enf. Hum. (PMAEH)



Comentarios para aclarar esquema

Bases de datos, servidores y herramientas bioinformaticas: se utilizd
informacion disponible para ser sistematizada y encontrar nuevos conocimientos de
proteinas moonlighting involucradas en enfermedades humanas. Resulta en un
Listado de proteinas moonlighting asociadas a enfermedades humanas

Célculo de Razon de Probabilidades (Odds Ratio): Resalta que las proteinas
moonlighting humanas tienen mas probabilidades de estar involucradas en
enfermedades.

Anadlisis de funciones de proteinas moonlighting asociadas a enfermedades:
Se encontraron Redes de interaccion de proteinas moonlighting humanas que
deben interrogarse para generar mas informaciéon. Queda claro que las proteinas
multifuncionales interactian entre si frecuentemente, y que esas redes de
regulacion tienen informacion clave para entender cémo se mantiene la
homeostasis y alterarla a través de medicamentos.

Bases de datos, servidores y herramientas bioinforméaticas utilizadas
Se utilizaron o evaluaron las siguientes bases de datos:

Tabla 1. Bases de datos, servidores y herramientas bioinforméticas a evaluarse o
utilizarse

Nombre Tipo Referenc | Enlace
ia

APID Base de | (24) http://cicblade.dep.usal.es:8080/APID/
datos

BioGRID Base de | (25) (26) | https://thebiogrid.org/
datos

Drugbank Base de | (27) (28) | hitps://go.drugbank.com/
datos

Gene Ontology | Base de | (29) (30) | http://geneontology.org/
datos

HGMD Base de | (31)(32) | hitp://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
datos

IMEX Base de |(33) https://www.imexconsortium.org/
datos

InterPro Base de | (34) (35) | https://www.ebi.ac.uk/interpro/
datos

MultitaskProtD | Base de | (36) http://wallace.uab.es/multitaskll/

BII datos



http://cicblade.dep.usal.es:8080/APID/
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OMIM Base de | (37) https://omim.org/
datos
PDB Base de | (38) https://www.rcsb.org/
datos
PISITE Base de | (15) http://pisite.hgc.jp/cgi-bin/top.cqi
datos
TTD Base de | (39) (40) | http://db.idrblab.net/ttd/
datos
STRING Base de | (41) https://string-db.org/
datos
GOnet Herramien | (42) https://tools.dice-database.org/GOnet/
fa
GOTrapper Aplicacion | (43) https://qgithub.com/BioGeneTools/GOT
rapper
ClusPro 2.0 Servidor (44) https://cluspro.bu.edu/
Docking
PPI

Seleccion de un listado proteinas moonlighting asociadas a enfermedades
humanas

Se tomO una estrategia que consistid en seleccionar un conjunto de proteinas
multifuncionales humanas, tomadas de la base de datos de proteinas
multifuncionales MultitaskProtDB-11(36), y verificar la interaccion de proteinas de
interés relacionadas con enfermedades humanas con otras proteinas metabdlicas
de interés.

De los recursos evaluados para revisar la interaccion proteina-proteina (PPI), se
determind que el mas adecuado era STRING(41), basado en Cytoscape(45).
STRING cuenta con mas de 932,000,000 de interacciones(46), por lo que supera
las otras opciones consultadas para realizar los analisis.

El andlisis se realizé de la siguiente manera: Se tomé un listado de proteinas a las
que se unen las proteinas moonlighting de MultitaskProtDB-II, segun las
interacciones descritas en BioGRID(25,26), para examinar las principales proteinas
interactivas que presentan, y si comparten algunas de ellas.
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Odds Ratio (Razén de Probabilidades)

Este tipo de test, también llamado “razén de probabilidades”, es una estadistica que
cuantifica la fuerza de la asociacion entre dos eventos, A y B (47,48). El
procedimiento seguido involucra definir una matriz de confusion, mostrada a
continuacion, y obtener la informacién asociada de la misma.

Tabla 2. Matriz de confusién

Test Proteina Proteina No
Moonlighting Moonlighting

Grupo

Asociada a Enfermedad 127 44

No Asociada a| 5732 70045

Enfermedad

Los resultados se pueden verificar en este enlace de la universidad de Hong Kong.
Extraccion de codigos GO

Una vez que se obtuvieron las proteinas humanas asociadas a
enfermedades, se incluyeron en GOTrapper(43) (Fig. 2), y se utilizé la opcién de
“‘within” para encontrar términos asociados en dentro de una sola lista de genes.
También se utilizé threshold = 4, para obtener los codigos GO mas generales.
Noétese que la salida del archivo colocaba los cédigos GO como Unicos y unia los
genes que tenian el codigo GO especifico.

id GO_id GO_category # Background_Genes Genes Gene Il Score GO_term

BSTZ, CDH1, CRYAB, TYMP, ENO1, 684, 995, 1410, 1880, 2023, 3141, 58234 protein homodimerization

0 1 CorrED iF £ HLCS, HES1, HSP... 3280, 3320, ... activity

ALAD, ANPER, ANXA2, ARG1, BST2, 210, 290, 302, 383, 684, 2683,

1 2 GO0:0043312 BP 450 BAGALT1, GFI, .. 2821, 2934, 314... 7.9366 neutrophil degranulation
X ACTB, ADK, ASS1, CFTR, EGFR, 60, 132, 445, 1080, 1956, 2068, -

2 3 GOD:0005524 MF 1512 ERCCZ, GK, GSK3B,.. 2710, 2832, 30... 9.5622 ATP binding
e RCC1, ERCCZ, FGF1, FGFZ, PLK1, 1104, 2068, 2246, 2247, 5347, .

3 4 GO:0051301 BP 634 PPPICC, RAN, RP.. 5501, 5901, 6185, 234179 cell division

4 5 GD-0019901 ME 727 ACTB, COKN1A, ATFZ, CTNNB1, DNM2, 60, 1026, 1386, 1499, 1785, 1956, 3.5053 protein kinase binding

EGFR, GSK3B,... 2832, 3320, ..

Figura 2. Encabezado de salida de GOTrapper con umbral de 4.

Posteriormente se utilizé un script en Python para generar un diccionario que le
asignaba los cddigos GO correspondientes a cada gen (Fig. 3).


https://www2.ccrb.cuhk.edu.hk/stat/confidence%20interval/CI%20for%20ratio.htm

GO _DIC = {}
for search gene in tabla 1["Gene Symbol"]:
temporary list = []
for i in range (len (GO tool["Genes"])):
if search gene in GO tool["Genes"][1]:
temporary list.append(GO tool["GO id"][i])
GO DIC[search gene] = temporary list

Figura 3. Codigo utilizado para asignar los codigos GO a cada gen

Luego las funciones biologicas se anotaron manualmente consultando
QuickGO(49). Esto quedo registrado en un archivo adjunto en el anexo.

Andlisis de funciones de proteinas moonlighting asociadas a enfermedades

Se asignaron categorias a cada enfermedad manualmente, consultando OMIM(50)
y MedGen(51). Las categorias utilizadas fueron: "anemia”, "atherosclerosis",
"autoimmune”,  "blood", “cancer", “circulatory”, "dermatitis", "genetic",
"Hypertension”, "immune", "Keloid", "metabolic", "myopathy", "necrosis",
"neoplasia”, "nervous", "bone", "retinal degradation"”, "virulence". Se decidi6 no
tomar estos grupos para examinarlos precisamente, por razones de tiempo. Sin
embargo, los genes de cada grupo quedan registrados en un archivo adjunto en el
anexo.

También se identificaron en MultitaskProtDBII los genes humanos involucrados con
enfermedades, se colocaron los 127 genes en string, tomando en cuenta textmining,
databases e interacciones experimentales, y se identificaron 7 grupos de interaccién
(enlace). Luego los 7 grupos se examinaron con GONet(42), tomando la opcién de
“GOTerm annotation”, sin los términos asociados a los genes, para interpretar mas
claramente la funcién de cada grupo.

Es interesante mencionar que GONet también puede utilizarse para analisis de
enriquecimiento, en caso de que se desee revisar los niveles de expresion de los
genes en cierto tipo especifico de tejido.
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https://version-11-0b.string-db.org/cgi/network?networkId=bLIojYZtCBoP

Redes de interacciéon de proteinas moonlighting humanas

El andlisis se realiz6 de la siguiente manera:
1. Se identificaron en MultitaskProtDBII los genes humanos involucrados con
enfermedades,
2. Se colocaron los 127 genes en string, tomando en cuenta textmining,
databases e interacciones experimentales,

Se identificaron 7 grupos de interaccion (enlace),

4. Se descargaron de BioGRID los datos de las proteinas de interés de cada
grupo,

5. Se convirtieron en .csv,

Se incorporaron a RStudio,

7. Se tomaron las columnas 8 y 9 del .csv, que contienen los genes que
interactian con la proteina de interés. Notese que las columnas 8 y 9
corresponden al Gene Symbol de los interactores.

8. Las columnas 8 y 9 del .csv se colocaron en un vector de interacciones,

9. Se seleccionaron los valores unicos de ese vector de interacciones,

10.Finalmente, se exportaron que un archivo tipo .csv,

11.Se utilizo6 STRING para generar las redes de interaccion. Las redes se
crearon mostrando la red completa, solamente con interaccidn experimental,
y con el nivel mas alto de confianza.

w

o

HMGBE1 read. csvifile
", header TRUE
colnames (HMGBL) [1
MAPK1 read. csvifile
", header TRUE
colnames (MAPKL) [1

interacciones s.character (HMGB1
. character (HMGB1
. Character (MAPK1
. character (MAPK1

int_ung 7 unique(interacciones

write.csv(int_ung 7, file=". /results/in

Figura 4. Codigo utilizado para generar el archivo que se colocé en STRING para
generar la red del grupo enf_7.
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RESULTADOS

Una inspeccion inicial de las proteinas moonlighting humanas mostré una tendencia
a interactuar entre si. Se observaron 4 grupos principales: El grupo 1 se caracterizé
por proteinas ribosomales, y factores de transcripcion (MDM2, TP53, ...). El grupo
2 se encarga de la propagacion de sefiales de fosforilacion de Serina/Treonina
quinasas. SMAD4 media la asociacion diferencial con diferentes proteinas, mientras
gue RAS se encarga de GTPs. En resumen, el grupo 2 tiene que ver con enviar
sefales de fosforilacion en el ndcleo. El grupo 3 contiene principalmente proteinas
relacionadas con el metabolismo de la glucosa, el grupo 4 tiene que ver con
proteinas involucradas en la sintesis de RNA de transferencia, y otros genes que se
muestran sin ser parte de un grupo especifico. Posteriormente se realizé un
agrupamiento de los genes de proteinas moonlighting relacionados con
enfermedades humanas, y se observd mediante una prueba t de dos muestras que
las cantidades de funciones de proteinas moonlighting no son mayores en humanos
gue en todo el conjunto. Sin embargo, un Odds ratio (Razén de Probabilidades)
indicé que las proteinas moonlighting son mas propensas a estar involucradas en
enfermedades que otras proteinas. Posteriormente se obtuvieron los cédigos GO
(ontologia de genes) para tener un repositorio de informacion sobre las funciones
de los genes de proteinas moonlighting relacionados con enfermedades humanas
con la(s) enfermedad(es) reportadas para dicho gen. Luego se realiz6 un
agrupamiento de los genes moonlighting asociados a enfermedades humanas, y se
obtuvieron grupos diferentes a los de proteinas moonlighting humanas. El grupo
1 enf era demasiado extenso para sistematizar la informacion, el grupo 2_enf
contenia las proteinas ribosomales del grupo 2 de proteinas multifuncionales
humanas, pero los factores de transcripcion quedaron en otro grupo (4_enf),
mientras que algunas de las proteinas involucradas en sintesis de RNA de
transferencia quedaron en el grupo 3_enf. El grupo 5_enf tiene genes involucrados
en adhesiéon celular, y metabolismo energético. El grupo 6 _enf tiene genes
involucrados en sefalizacién celular al ndcleo (RAN) y regulacion del ciclo celular.
Finalmente, el grupo 7_enf tiene genes involucrados en regulacién de transcripcion,
y la via MAP del ciclo celular (proliferacion, diferenciacién, regulacion de la
transcripcion y desarrollo).
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Se realizé una busqueda en la base de datos MultitaskProtDB-Il para seleccionar
un listado de proteinas moonlighting que puedan estar implicadas en enfermedades
humanas. Del total de proteinas moonlighting registradas en la base de datos, que
cuenta con 694 proteinas moonlighting, se han escogido 171 para formar parte del
listado, por corresponder a Homo sapiens.

Seleccion de proteinas moonlighting humanas

La primera fase del analisis involucro verificar si habia alguna interaccion entre
proteinas moonlighting humanas. Esto se verificé utilizando STRING para
determinar si habia interacciones entre las proteinas obtenidas. La red obtenida
tenia la siguiente configuracion: Se mostré la red completa, se requirieron
evidencias experimentales de interaccion, y un nivel de interaccion de alta confianza
(score > 0.700). En el andlisis se observaron 4 grupos con cinco interacciones o
mMAs entre proteinas de este tipo, y varios grupos con cuatro 0 menos interacciones

(Fig. 5, Tabla 2).
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Figura 5. Grupos de interaccion entre proteinas moonlighting humanas (enlace). Es
importante destacar que la distancia entre nodos no esta relacionada con

semejanza entre las estructuras.
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https://version-11-0b.string-db.org/cgi/network?networkId=bawGTo4oeyxh

La cantidad de interacciones por proteinas es alta. En el Grupo 1 se encuentran
TP53 (Tumor protein p53), MDM2 (un protooncogén), y RPL11 (Una proteina
ribosomal); la cantidad de interacciones va de 1,379 a 129. En el grupo 2 se
encuentran varias SMAD (Transductores de sefal de TGF-), RAN (un oncogén) y
NUP153 (una nucleoporina); la cantidad de interacciones va de 380 a 51. En el
grupo 3 Destacan GAPDH, y 2 Enolasas. Interesantemente, las interacciones
reportadas incluyen interaccion entre ENO1 y GAPDH.

Tabla 3. Grupos de interaccion entre proteinas moonlighting humanas. La columna
de la izquierda contiene la notacién abreviada de la proteina. La de la derecha
contiene el numero de interactores a la fecha, de acuerdo con una revision manual

de BioGrid.
Gl G2 G4 G8 G15
HMGB 13 28
1 312 | NUP50 0 EPRS 6 CRYAB | 127 | NACA2 |21
14 29 23
PIAS1 | 129 | NUP153 |9 QARS 5 HSPB4 | 70 CALR 5
1,37 21 14
TP53 9 RANBP2 | 5 AIMP1 7 G9 G16
MDM2 RANGA |20 24 CTNNB | 73
* 601 |P1 0 LARS 5 HK1 168 |1 0
22 22 65
RPL11 | 370 | RAN 9 KARS 4 Hk2 80 CDH1 9
EEF1A 13
1 510 |RCC1 7 G5 G10 G17
26 20 34
RPS3 |406 |SMAD4 |6 HSPE1 6 NUBP1 |59 AP2M1 |5
RPS7* 16 71 RALBP | 14
* 267 | SMAD1 8 HSPD1 9 NUBP2 | 92 1 8
10 | HSP90OA |52
RPS13 | 321 | SMAD7 3 B1 7 G111
38 | HSP90A |99
RPS14 | 337 |[SMAD3 |0 |Al 5 MAPK1 | 364
32 1,36
RPL5 |320 |SMAD2 |3 G6 EGFR |0
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RPL7 |333 |SMAD6 |51 |NME1l 1 G12
RPL10 | 458 | G3 NQO1 65 | FGF1 39
RPL13
A 220 | GPX4 52 | ADK 26 | FGF2 39
11
RPL22 | 296 | ENO2 0 G7 G13
43 66
RPL23 | 359 | ENO1 3 PPP1CC |5 NUP98 | 140
18 62
RPL26 | 179 | TPI1 8 |YWHAZ |5 NUP62 | 220
33 85
RPLPO | 291 | GAPDH |1 CFTR 9 G14
18 TMSB4
PGK1 2 X 40
TPPP 22 ACTB | 497

* Q00987 se cambid a A7UKYO (uniprot_Id_1, en R). Ambas corresponden a la
proteina MDM2. La primera esta mejor descrita, pero la segunda es la que esta
reportada en MultitaskProtDBII.

** P62081 en la base de datos esta como “40S ribosomal protein S7”, el nombre
utilizado es RPS7.

Interaction

Figura 6. Ejemplo de interaccién entre

GAPDH [ENSP00000229239] ENO1 [ENSPO0000234590]
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Has both Alpha-enolase; Multifunctional en: E N O 1 y GA P D H e n Ia b ase d e d atos
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and nitrosylase as its role in glycolysis, plays a pa
activities, thereby playing a role in glycolysis and nuclear processes such as growth control ST R I N G
functions, respectively. Participates in nuclear events including and allergic responses. May also { .
transcription, _RNA transport, DNA reul\calio_n and apoptosis. «> \m_ravas_cu\ar and pericellular fibrir . .
W e ey, sempesveszme Estas  interacciones  se  calcularon
such as SIRT1, HDAC2 and PRKDC. Modulates the organization such as leukocytes and neurons. ¢ .
and of the Facil the CHP1- immunoglobulin production; Belor d d
dep:nderlw‘l“r,r‘licrolubule and mem‘blane associations throu [...] family ¢ toman o referenCIaS e ensayos
. - . .
Evidence suggesting a functional link: bi oguimicos como entrecruzamiento

Neighborhood in the Genome:
Gene Fusions:
Cooccurence Across Genomes:

(cross-linking), inmunoprecipitacion vy
e Y08 s e e pUrificacion por afinidad en tandem,
etc. (fig. 6). Notese que en “Show” se
muestran las  referencias que
documentan las interacciones
Seleccién de proteinas moonlighting afiliadas a enfermedades humanas
Posteriormente se seleccionaron proteinas humanas con enfermedades asociadas
de la base de datos utilizada(36), obteniéndose 127 proteinas.

Association in Curated Databases:
Co-Mentioned in Pubmed Abstracts:
Combined Score:

Se hizo un analisis preliminar de las cantidades de funciones por proteina, mediante
una prueba F, para confirmar que las varianzas son diferentes. Luego, una prueba
t de dos muestras (two sample t test) indicé que las cantidades de funciones de
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proteinas moonlighting no son mayores en Homo sapiens que en todo el conjunto.
Estos datos estan en el archivo de R utilizado para analisis de datos, adjunto como
anexo.

var.test(fcn_go_count, fcnh_go_count, alternative
t.test(fcn_go_count, fcnh_go_count, war.egqual F

F test to compare two variances

data: fcn_go_count and fcnh_go_count
F = 0.34379, num df = 2775, denom df = 683, p-value < 2.2e-16
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1
95 percent confidence interval:
0.3047263 0.3862018
sample estimates:
ratio of variances
0.3437924

welch Two Sample t-test

data: fcn_go_count and fcnh_go_count
T = -5.5646, df = 802.2, p-value = 3.582e-08
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-5.942732 -2.843410
sample estimates:
mean of x mean of y
5.911023 10. 304094

Figura 7. Prueba F y Prueba t de dos muestras de Welch.

Razdn de Probabilidades (Odds ratio)

Ya ha sido descrito anteriormente que hay una gran proporcion de proteinas
moonlighting relacionadas con enfermedades(4). En este trabajo se realiz6 un Odds
ratio con los datos mas recientes. Se observdé que 74% de las proteinas
moonlighting humanas estan relacionadas con enfermedades.

Interesantemente, las cifras difieren de la bibliografia consultada debido a que se
han reportado nuevas proteinas moonlighting, y se han incluido muchas proteinas
nuevas tanto a OMIM como a UniProt. Los calculos fueron realizados con epiR(52)
y a mano(48,53).

En la tabla 3 se muestra que las proteinas moonlighting son mas propensas a estar
involucradas en enfermedades humanas que el grupo general de proteinas.

Tabla 4. Resultados de analisis estadistico odds ratio, que muestra el grado de
significacion, con un intervalo de confianza de 95%.
n proporcion
Numer rotein moonlightin involucr n
umero de proteinas oonlighting involucradas e 197 24.969
enfermedades
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Numero de proteinas moonlighting No involucradas en

enfermedades a4 25.731
Total 171 100.000
Numero de proteinas humanas en UniProt y 5732 7564
OMIM
Numero de proteinas humanas en UniProt y no 70045 92.436
OMIM
Numero de proteinas humanas en UniProt* 75777 100.000
IC 95%
Estimadores de Riesgo Estimador (Inferior, Superior)
Riesgo absoluto en el grupo tratamiento 0.74 0.65 0.83
Riesgo absoluto en el grupo control 0.08 -0.02 0.17
Reduccidn absoluta de riesgo (ARR) -0.67 -0.76 -0.58
Riesgo Relativo (RR) 9.82 8.96 10.76
Reduccion del Riesgo Relativo (RRR) -8.82 -9.76 -7.95
Odds ratio
Probabilidades en el grupo tratamiento 2.11 1.73 2.48
Probabilidades en el grupo control 0.15 -0.12 0.42
Odds ratio 35.27 25.01 49.75
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Cdédigos de Ontologia de Genes de Proteinas Moonlighting

Gene Ontology (GO) es una importante iniciativa de bioinformatica para unificar la
representacion de atributos de genes y productos de genes en todas las
especies(30,54). Mas especificamente, el proyecto tiene la intencidbn de mantener y
desarrollar un vocabulario controlado de atributos de genes y productos de genes;
anotar genes y productos génicos, y asimilar y difundir datos de anotacion; y
proporcionar herramientas para un facil acceso a todos los aspectos de los datos
proporcionados por el proyecto, para permitir la interpretacion funcional de los datos
experimentales utilizando GO, por ejemplo, a través del analisis de enriquecimiento.

Una vez obtenido el listado, se observé que habia una cantidad importante de
codigos GO(29,30) asociados a la funcién canonicay a la principal de cada proteina
moonlighting asociada a una enfermedad. Debido a que la cantidad de codigos GO
asociados a cada proteina era bastante elevada (Fig. 8), se utiliz6 GOTrapper(43)
para filtrar automaticamente los GO, con un umbral de 4, para obtener los mas
generales de la jerarquia, descartando los especificos. Esto que disminuyé la
cantidad de cédigos GO asociados a cada gen (ver anexos) de 1100 a 359. Sin
embargo, hubo 5 genes que no fueron reconocidos: NACA2, XOR, SMN1 e IDH. En
estos casos se colocaron todos los cédigos GO de la base de datos de proteinas
moonlighting. Como ejemplo: ANPEP, disminuy6 de 25 codigos GO a 6 (Fig. 8)

Uniprot _|Gene Symbol | Disease Go_io Go_io Molecular function

P15144 [ANPER [1] “Urinary Bladder Neoplasms, Dermatitis, Allergic Contact\n" |G0:0046718 |viral G0:D008233 [ peptidase activity

60:0043312 | new G0:0038023 [signali activity
GO:0008270 [zinc ion binding
G0:D042277 [pept
entry Into host cell | G0:0045982 |prat dimerization activity
G0:0051020 | GTP:
G0:0003682 [chroma

P18754 |RCC1 [2] "Raynaud disease\n” G0:0007088 |regulation of
G0:0007052
60:0051301 | ce!
60:0051262 |pro
G0:0000082 | 61/5 tran:

tin binding

of mitotic cell cycle

"Phosphogh ir ficie [ lluk
PODSSE [PGK1 Z‘ “Phosphoglycerate kinase defidency, hepatocelllar

. GO:0061621 |canonical glycolysis G0:0016651 [oxidoreductase activity, acting on NAD{P)H
reinoma, Renal cell carcinomaln

GO:0001666 | response to hypoxia G0:0005524 [ATP binding
60:0043467 |regulation of generation of precursor d energy

GO:0016525 | negat
60:0006034 [gluco:
60:0062013 [ posi
AlA528 [7W10 [4] "Osteosarcomatn” GO:0007088 |regu
60:0007093 [mitor
G0:2001251
60:0010256 | endor
G0:0033045 | regu
G0:1901591 | ney

60:0051301 [ce

60:0051656
60:0000070
G0:0030010

Il molecule metabolic process

Figura 8. Ejemplo de los cinco primeros genes de la tabla. Para evitar
incompatibilidad con GOTrapper se colocaron los cédigos en inglés: Uniprot es el
codigo de la proteina en Uniprot, Gene Symbol se refiere a la abreviatura tradicional
de la proteina, Disease se refiere a la enfermedad a la que la proteina esta asociada.
GO_ID al cddigo de referencia de ontologia de gen de los procesos biolégicos o
funciones moleculares de cada proteina (ejemplo: RCC1 es una proteina que tiene
5 cbdigos GO asociados con procesos biologicos de division mitética o celular, y
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tres cédigos GO de funcion molecular: union a cromatina, a ATPasa, y a actividad
de hetero dimerizacion de proteinas). Notese que NACAZ2 tiene un color diferente
porque fue uno de los 5 genes para los que se colocaron todos los GO. Los GO
tachados corresponden a la categoria de compartimiento celular, que no se
encontré en ningun otro caso.

El procedimiento empleado fue el siguiente:
1. Se import6 la tabla donde se iban a incorporar los GO,
2. se importo la tabla resultante de aplicar GOTrapper con threshold de 4,
3. se realizé un diccionario que contenia el Gene Symbol de cada proteina
moonlighting con sus funciones GO, que finalmente
4. se agregaron a la tabla con los GO.

Analisis de funcionalidad de proteinas moonlighting

Posteriormente se realizé un analisis de interaccion utilizando STRING, para
determinar las interacciones con las 127 proteinas moonlighting relacionadas con
enfermedades humanas. En este caso el andlisis se realiz6 con el nivel mas alto de
confianza (0.900), y tomando en cuenta soOlo bases de datos (amarillo), datos
minados de texto (azul) y experimentales (morado).

LDLRAP1
Grupo 1_enf @ o '(-\LARS Grupo 3_enf

o
/\/
-
N

ATF2

“%
N /-\ f\ MDM2
N Oy

: CDKN1A Grupo 4_enf
\/ f\ HSP90AB1

m

o

= Grupo 5_enf
GSK3B _ cTnng1

RPL7 @ ——ﬂ

Grupo 2_enf
RPS14'K\V J

(23

CDH1

_69
—/

%%

Grupo 6_enf
RAN RCC1

Grupo 7_enf
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Figura 9. Red de interaccion de proteinas moonlighting humanas ligadas a

enfermedades (enlace). 123 proteinas

Tabla 5. Grupos de interaccion entre proteinas moonlighting humanas relacionadas
a enfermedades. La columna de la izquierda contiene la notacion abreviada de la
proteina. La de la derecha contiene el nUmero de interactores a la fecha, de acuerdo
con una revision manual de BioGrid.

Gl _enf G2_enf G4 _enf

CDKN1A* 335 | RPL5 320 | ATF2*™ 227
CFTR 859 | RPL7 333 | MDM2 601
CYCS* 86 | RPL10 458 | TP53 1,379
DNM2* 173 | RPL11 370

EGFR 1,360 | RPL22 296 | G5_enf

HSP90AAL 995 | RPL26 179 | CDH1 659
HSP90AB1 527 | RPS3 406 | CTNNB1 730
LDLRAP1* 30 RPS7 267 | GSK3B* 577
NOS3*" 88 RPS14 337

NUP62 220 G6_enf

PLK1 374 | G3_enf RAN 229
PPP1CC 665 | AIMP1 147 | RCC1 137
RANBP2 215 | KARS 224

SMAD1 168 | LARS 245 | G7_enf

SMAD2 323 | QARS 295 | HMGB1 312
SMAD3 380 MAPK1 364
SMAD4 266

SMADG6 51

SMAD7 103

TGFBR1* 211

ZW10* 73

* No aparecen en la red de interaccion entre proteinas moonlighting humanas.

' Proteina sindnima con PAK3. * Proteina sinénima con NANOSS3.
sinénima con GDNF.

1

* Proteina
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Posteriormente, se analizaron las funciones GO de cada grupo en GOnet(42). Los
codigos GO pueden corresponder a procesos biolégicos, funciones moleculares o
compartimientos celulares, y todos dan cierta informacion. Para mayor claridad en
las imagenes, se muestran sin términos no conectados a los genes.

A continuacion, se muestra el analisis para el primer grupo obtenido en el analisis
de asociacién (Fig. 10).

/ exacelular

cnaresin /| o

nervous systom /
proceas /

circulatory \
system process X/ \ cell junction
v/ / organization

aaaaaaaaaa

pppppp

carbohydrate
‘metadolic
process

Tipid metabolic
/ process:
small molecule
‘metabolic

process.

celi-cell signaling

cell dhision

| / aging

protein targeting

Figura 10. Procesos biolégicos asociados a los genes del Grupo 1_enf. (enlace)

GOnet permite la visualizacion de la jerarquia de términos, asi como las relaciones
del gen con cada término GO, por lo gue se escogié esta opcidn sobre otras para el
analisis. El modo de uso fue andlisis de anotacion de términos GO (mapeado de
entradas proporcionadas a subconjuntos GO).

En la figura 10 se observan los genes parte del grupo 1_enf. Los genes (figuras
ovaladas, color albaricogue) se conectan con los procesos bioldgicos con los que
estan involucrados (figuras cuadradas, color verde claro). Por ejemplo: LDLRAP1
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(izquierda) esté involucrada con transporte mediado por vesiculas, organizaciéon de
membrana, morfogénesis celular, procesos metabolicos de lipidos y procesos
metabdlicos de moléculas pequefas.

I o transmembrane
isomerase activity transporter
activity

ZW10

ATPase activity

M/

enzyme regulator
activity

7 // hﬂ | //
NN L

RNAbinding

swAD3 ——
—
RN ¢
transcription ion binding
factor binding

e
\< 1\ \ \ /
\ TGFBR1
cytoskeletal
ubiquitin-like protein binding
protein binding .
\
DNM2
PPP1CC
NUP62
LDLRAP1 GTPase activity
| NOS3
CcYCs
structural |
molecule activity
1
|
|

phosphatase
activity

DNAbinding

kinase activity

lipid binding

protein binding, |
bridging |

/
oﬁd:r;gv‘gétase
Figura 11. Mecanismos moleculares asociados a los genes del Grupo 1_enf.
(enlace)

Los procesos mas comunes en cada gen se observan cerca del centro (Fig. 10):
Procesos del sistema inmune, procesos homeostaticos, crecimiento, procesos
biosintéticos, procesos metabdlicos de compuestos de nitrdgeno celular, desarrollo
de estructuras anatomicas, diferenciacion celular, respuesta al estrés, transduccién
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de sefial, reproduccion, procesos simbibticos, procesos de modificacion celular de
proteinas, organizacion de la mitocondria, ensamblado de complejos que contienen
proteina. Otros procesos tienen menos conexiones, como locomocioén (locomotion,
arriba, centro) y envejecimiento (aging, abajo, centro), que se relacionan con solo
dos genes. De igual manera se pueden revisar las funciones moleculares (Fig. 11),
o las localizaciones celulares (Fig. 12).
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Figura 12. Compartimientos celulares asociados a los genes del grupo 1 _enf.

(enlace)
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Los mecanismos moleculares (Fig. 11) mas comunes son de union (i. e. regulacion
de la transcripcidon): a enzimas, a RNA, a iones y a proteinas citoesqueléticas.
También es interesante notar que el grupo de SMAD (izquierda, arriba) muestra
actividad de factor de transcripcion de union a DNA, y union a DNA, junto con ZW10.
Las otras actividades enzimaticas tienen que ver con metabolismo energético:
oxidorreductasa, fosfatasa, GTPasa, cinasas (derecha). La mayoria de los
mecanismos restantes también son de union a DNA, a factores de transcripcion, a
proteinas similares a ubiquitina, y a lipidos. El resto de las funciones son: actividad
de molécula estructural, actividad isomerasa y transporte transmembrana.

Finalmente, se investigo la localizacion celular (Fig. 12) de las proteinas expresadas
por los genes del grupo 1_enf. Mientras mas oscuro es el color verde, menor el p
valor: asi podemos estar seguros que las proteinas SMAD se asocian a su complejo;
y que la mayoria de las proteinas estan en el citosol; NOS3, ZW10 y SMAD6 estan
en nudcleo. También se observan muchas interacciones en zonas como
nucleoplasma, membrana nuclear, centrosoma, membranas de organulos y nuclear.

Las tres imagenes anteriores nos permiten entender detalles de los productos
genéticos del Grupo_1lenf.

Redes de interaccion

Luego de seguir el procedimiento indicado para los 7 grupos indicados en la
ilustracion 13 y la tabla 4, se lleg6 a las siguientes redes de interaccion, mostradas
a continuacion (Tabla 5y Fig. 13).

Tabla 6. Redes de interacciones de proteinas para los grupos de proteinas
moonlighting humanas asociadas a enfermedades
Grupo Enlace Interacciones Genes

Gl enf * - 4612
G2_enf enlace 1029 1063
G3 _enf enlace 478 551
G4 _enf enlace 1735 1790
G5_enf enlace 1612 1612
G6_enf enlace 297 318
G7_enf enlace 624 636

* Para el momento de la redaccion del trabajo, STRING soportaba maximo 2000
interacciones, lo que impidio la realizacion de la red de interacciones para el grupo
1.

Este grupo correspondia a proteinas ribosomicas de tipo L y S. Se observan hacia
el centro, arriba-medio (Fig. 13). Se pueden notar algunos nodos que concentran
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muchas interacciones que comunican la red de proteinas ribosémicas con otros
elementos: destaca CDC5L (Cell division cycle 5 like protein) en el centro de la
imagen, que une al grupo con el resto de interactores de la parte inferior.
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Figura 13. Red de interaccion de proteinas del grupo 2_enf. (enlace), 1029
interacciones.

Arriba al centro, MRPL3 (Mithocondrial Ribosomal Protein L3) comunica al resto de
las proteinas ribosomales mitocondriales con el grupo principal. Las otras
interacciones ocurren por cumulos de varios interactores, como el formado por FBL
(Fibrilarina) y dos proteinas nucleolares (56 y 58), en la parte inferior izquierda, y
cuatro ubiquitina-ligasas (AMFR, ATXN3, PARK2, HUWEL1), que junto con UBC
unen al grupo principal con el resto de las proteinas ubicadas en la parte inferior.
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Es importante notar que los procesos bioldgicos en los que estan involucrados mas
componente de este grupo son biogénesis ribosomal, traduccion, targeting de
proteinas, procesos simbioticos y procesos catabdlicos que contienen bases
nitrogenadas. Los compartimientos celulares en los que mas componentes se
encuentran involucrados son: nucleo, nucleoplasma, ribosoma, nucleolo, y citosol.
Las funciones moleculares més relevantes son unién a RNA mensajero y ribosomal,
y como constituyente estructural del ribosoma y unién a enzimas (RPL11, RPL5,
RPS7 y RPS3).

Docking con ClusPro 2.0

ClusPro 2.0(55) gener6 varios modelos para cada pareja de receptor y ligando,
segun la formacion de sitios de unién o interaccion con baja energia. Las
interacciones modeladas fueron de TP53 (Morado y azul) con ATF2 (Rojo y Verde)
y TP53 (Morado y azul) con MDM2 (Rojo y Verde) (trabajo niumero 580167). El
trabajo de TP53 y ATF2 dio 22 modelos de docking, mientras que el de TP53 y
MDM2 dio 30 resultados. Los datos de cada interaccion estdn como archivos
adjuntos. Abajo se observan los 2 modelos que muestran la interaccidbn con menor
energia.

TP53 Cadena Ay MDM2 Cadena A TPS53 Cadena Ay ATF2 Cadena D

Figura 14. Ejemplos de Docking de TP53 Cadena A con MDM2 Cadena A, y ATF2
Cadena D modelado con ClusPro 2.0 en un solvente balanceado.

La interaccion de TP53 y de MDM2 se ha documentado anteriormente en 11
ocasiones en Homo sapiens (PMIDs: 24207125, 21857681, 19255450, 19234109,
18316739, 18172499, 17470788, 17438265, 17080083, 16432196, 926727)y en 2
rutas curadas. Se puede verificar haciendo clic en la linea morada entre TP53 y
MDM2 en el siguiente enlace, correspondiente a la fig. 9. En la misma consulta de
STRING mencionada anteriormente no se encontraron interacciones de TP53 y
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ATF2 en humanos, aunque hay numerosos reportajes en otras
especies.

Una revisidn manual de la interaccion de TP53 y ATF2 da 8 resultados: Algunas
fuentes no fueron relevantes(56)(62), pero otras aportan ciertas ideas sobre los
mecanismos de accién en que se involucra la interaccion de estas dos proteinas:
Implicacién en “Angiosarcoma cutdneo”(56); activacion de RAS-GTPasa(57);
proteinas que interacttan con DNA o mRNA(59); genes de "resistencia a los
farmacos" en el carcinoma hepatocelular (60); papel de ATF2 en el aumento
independiente de TP53 en la expresion de KIN (proteina de uniébn a RNA y DNA)
después de la irradiacion gamma(61); activacion de p38 MAPK y el aumento de las
actividades de unién al DNA de ATF-2 y p53 median la sobreexpresion de
ciclooxigenasa-2 en la senescencia prematura en fibroblastos pulmonares IMR-
90(63).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se menciond anteriormente, la proteémica cambié de un enfoque en
moléculas especificas a una perspectiva integrada, donde las proteinas son actores
dinamicos con varias funciones(21). Esto trae varios retos: obtener informacién
utilizable sobre la gran cantidad de secuencias e interrelaciones accesibles
actualmente, y manejar otros factores que limitan la usabilidad de la informacién
disponible.

Interaccién entre proteinas moonlighting humanas

Al hacer la revision de literatura, se encontrd que las proteinas moonlighiting de E.
coli tienen mas interacciones fisicas con un numero mayor de clases funcionales
distintas (64). Ademas, la misma fuente (64) menciona que tienden a interactuar
entre si, por lo tanto se decidié hacer una revision de la interaccién entre proteinas
moonlighting humanas.

Aparentemente, hay una tendencia en las proteinas moonlighting de humanos a
interactuar entre si (Fig. 5, Tabla 2). Una posible explicacion yace en que la
inversion metabdlica para producir una proteina es alta, lo que daria una ventaja
selectiva a especies que puedan utilizar una enzima para mas de una funcion.
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Un caso bien conocido de proteinas moonlighting humanas es el siguiente:
alrededor de una docena de enzimas ubicuas fueron adoptadas para jugar un
segundo papel en las células especializadas de la lente del ojo (12). Ademas,
hallazgos recientes (12) indican que factores celulares que afectan la funcion de
proteinas moonlighting soportan esta hipotesis de “economia metabdlica”.

Es decir, la reutilizacion de una estructura preexistente, con plegamiento, estructura
y estabilidad seleccionados evolutivamente, puede cambiar de funcién con alguno
de los cambios indicados en la ilustracion 1 (unién a compuestos pequefos:
sustratos, productos, cofactores u otros ligandos; otras proteinas, o complejos
multiprotéicos; union a RNA o DNA, modificaciones post-traduccionales;
oligomerizacién) para permitir la seleccion de una proteina que cumpla mas de una
funcion.

La posibilidad de modular distintas funciones con cambios que requieren poca
energia es una ventaja adaptativa considerable, lo que favoreceria a un organismo
capaz de utilizar proteinas multifuncionales. Otra posible ventaja de la
multifuncionalidad, ademéas de la reutilizacion de secuencias previamente
seleccionadas, tiene que ver con un requerimiento de menor cantidad de genes (i.
e. el organismo podria ejecutar mas funciones con la misma cantidad de genes que
otro que no presente multifuncionalidad de proteinas).

Otro elemento a considerar es que la tasa evolutiva de una proteina esta dictada
por su nivel de expresion (65), lo que deja a proteinas expresadas constitutivamente
en una posicién favorable en términos de ser seleccionada como proteina
multifuncional.

Interaccién entre proteinas moonlighting asociadas a enfermedades humanas

No se observaron suficientes evidencias para afirmar que el nUmero de clases
funcionales de proteinas moonlighting en humanos es distinto al del resto de los
organismos (Fig. 7).

Dos eventos son independientes si y solo si, el odds ratio es igual a 1, es decir, las
probabilidades de un evento son las mismas en presencia o ausencia del otro
evento. Si el odds ratio es mayor que 1, entonces A (la proteina es moonlighting) y
B (la proteina esta vinculada a una enfermedad) estan asociados (correlacionados)
en el sentido de que, en comparaciéon con la ausencia de B, la presencia de B
aumenta las probabilidades de A, y simétricamente la presencia de A aumenta las
probabilidades de B. Por el contrario, si el OR es menor que 1, entonces Ay B estan
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correlacionados negativamente y la presencia de un evento reduce las
probabilidades del otro evento (47,48).

Es posible que, una alteracion que impida las funciones de una proteina
multifuncional perturbe varios sistemas, y tenga consecuencias mas serias que la
pérdida de funciéon de una proteina con una sola funcion. Aunado esto a que la
mayoria de las proteinas moonlighting son parte de procesos constitutivos (lo que
resalta su importancia fisiolégica), una perturbacion en este tipo de proceso puede
ser mas seria que una perturbacion que involucre una sola funcién.

Observando la tabla 3, se puede notar que el riesgo absoluto en el grupo tratamiento
(0.74) y control (0.08) es menor que 1, lo que implica que es significativo. Asimismo,
se puede notar que la reduccién absoluta de riesgo no contiene 1 en el intervalo de
confianza, lo que implica que el valor es significativo. El riesgo relativo (9.82)
corresponde al nUmero de veces que ambos grupos difieren. La reduccién del riesgo
relativo (-8.82) corresponde a la cantidad de veces que una proteina normal esta
relacionada con una enfermedad, comparada con las proteinas moonlighting.

Los resultados obtenidos sugieren que las proteinas moonlighting son propensas a
estar involucradas en enfermedades humanas (Tabla 3). Esto coincide con la
sugerencia de que el fenomeno de multifuncionalidad no es un fenédmeno extrafio,
y que su estudio detallado puede explicar mecanismos moleculares de
enfermedades y efectos colaterales de algunos medicamentos(4).

Andlisis de codigos GO, funcionalidad de proteinas moonlighting y redes de
interaccion

Los cddigos GO obtenidos a través de la herramienta GONet(82) se utilizaron para
analizar las anotaciones de los distintos grupos examinados (grupo 1_enf: Fig. 10,
11, 12. Resto de los grupos: enlace).
También se examinaron las proteinas multifuncionales presentes tanto en la red de
proteinas multifuncionales humanas tenian ciertas caracteristicas en comun, que se
presentan en la tabla a continuacion:

Tabla 7. Caracteristicas comunes entre proteinas multifuncionales humanas y
proteinas multifuncionales humanas relacionadas a enfermedades

. Procesos Funciones Compartimientos
Proteinas en | . , .
Grupo comun biolégicos moleculares | celulares
compartidos compartidas | compartidos
CFTR, EGFR, Complejos que
1 enf HSP90AAL, contienen
- HSP90AB1, - - proteinas
NUP62, (G0:0032991)
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NUP98,

PPP1CC,
RANBP2,
SMAD1,
SMAD2,
SMAD3,
SMADA4,
SMADG6,
SMAD7
Procesos
catabdlicos
compuestos que
RPL10, contienen
RPL11, nucleobases Constituyente | Citosol
5 ent RPL22, (G0O:0034655) estructural del | (GO:0005829)
- RPL26, RPL5, | Procesos ribosoma Ribosoma
RPL7,RPS14, | simbioticos (GO:0003735) | (GO:0005840)
RPS3, RPS7 (G0:0044403)
Targeting de
proteinas
(GO:0006605)
Traduccion
(G0O:0006412)
Proceso .
metabdlico  de Citosol
aminoacidos (G0:0005829)
AIMP1, KARS, Complejos que
3_enf || ARs, QaRs | Celulares : contienen
’ (G0O:0006520) .
Proceso proteinas
metabdlico  del (G0:0032991)
tRNA
(G0O:0006399)
Proceso de Citosol
modificacion de L (G0O:0005829)
proteinas Unlgn a Complejos que
celulares enzimas contienen
4_enf | MDM2, TPS3 | 55.0006464) ﬁ%ggliiige? proteinas
CI.Cl,O. celular (GO:0043167) (G0O:0032991)
mitotico Nucleolo

(GO:0000278)

(GO:0005730)
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Autofagia
(G0:0006914)
Diferenciacion
celular
(G0O:0030154)
Ensamblamiento
de complejos
que  contienen
proteinas
(G0:0065003)
Procesos
simbidticos
(G0:0044403)
Respuesta al
estrés
(G0O:0006950)

Nucleoplasma
(GO:0005654)

Adhesion celular
(GO:0007155)
morfogénesis

Membrana
celular plasmatica
X 2
(GO 000.099, ) (G0O:0005886)
Diferenciacion .
Complejos que
CDH1 celular contienen
>t | crNNB1 goag?z?;?j:) de - proteinas
g (G0:0032991)
uniones .
Espacio
celulares extracelular
(G0O:0034330) (GO:0005615)
Procesos
simbidticos
(G0:0044403)
Segregacion de Complejos que
cromosomas contienen
(G0O:0007059) proteinas
Organizacion del Unién a iones (G0:0032991)
6_enf | RAN, RCC1 citoesqueleto Envoltura nuclear

(G0O:0007010)
Procesos
simbidticos
(G0O:0044403)

(GO:0043167)

(G0O:0005635)
Nucleoplasma
(GO:0005654)
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Division celular
(G0:0051301)

7_enf

HMGB1,
MAPK1

Diferenciacion
celular
(G0O:0030154)
Muerte  celular
(G0:0008219)
Procesos
homeostaticos
(G0:0042592)
Procesos del
sistema inmune
(G0O:0002376)
Respuesta al
estrés
(G0O:0006950)
Transduccién de
sefial
(G0O:0007165)
Transporte
mediado por
vesiculas
(G0:0016192)

Union a
enzimas
(G0:0019899)
Unidén a iones
(G0:0043167)
Union a
factores de
transcripcion
(G0O:0008134)
Unién a DNA
(GO:0003677)

Complejos
contienen
proteinas
(G0O:0032991)
Endosoma
(GO:0005768)
Membrana
plasmética
(G0O:0005886)
Nucleoplasma
(GO:0005654)

que

Es importante notar que este cuadro solamente marca los elementos comunes de
los genes comunes entre los dos grupos mencionados, buscando facilitar la
comprension de los procesos comunes entre las proteinas moonlighting humanas
gue interactian entre si, y las proteinas moonlighting humanas relacionadas con
enfermedades.

Podemos ilustrar la limitacion del cuadro considerando el grupo 4_enf (ATF2,
MDM2, TP53): En la fig. 15 se puede notar que existen 4 procesos biol6gicos
comunes a los tres genes del grupo: ciclo celular mitético, procesos de modificacion
de proteinas celulares, diferenciacion celular, respuesta al estrés. Ademas, hay
muchos procesos bioldgicos en los que estan involucrados dos de los tres genes.
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Figura 15. Procesos biolégicos asociados a los genes del grupo G4 _enf.

El mismo examen puede hacerse para las funciones moleculares (Fig. 16, donde se
observan solamente dos funciones comunes: union a iones y a enzimas) o
compartimientos celulares (Fig. 17, donde se observa que soOlo comparten
localizacion en el nucleoplasma).
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Figura 16. Mecanismos moleculares asociados a los genes del grupo G4 _entf.
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Figura 17. Compartimientos celulares asociados a los genes del grupo G4 _enf.
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Finalmente, se puede revisar la red de proteinas con la interactian las proteinas del
grupo 4_enf (fig. 18). Se puede notar que esta red de interaccion también llega a las
proteinas estructurales ribosémicas del grupo 2_enf (Centro, hacia arriba), se ven
las proteinas del grupo 5 _enf (abajo, centro), y algunas SMAD del grupo 1_enf
(abajo, derecha). Interesantemente, MAPK1 del grupo 7_enf (abajo, izquierda),
aparece separada de HGMB1, que a su vez aparece interactuando con TP53
(centro, hacia la derecha). No se observan proteinas de grupo 3_enf, ni del grupo
6_enf.

A pesar de gue se observan separaciones en la red de interaccion, debe tomarse
en cuenta que solo se muestran las conexiones con score de interaccion por encima
de 0.9. Esta decisién se tomé para disminuir la cantidad de nodos que se mostraban
en la figura y hacerla mas comprensible. A pesar de eso, sin tener familiaridad con
las proteinas que aparecen en la red, dificilmente puede hacerse una interpretacion
mas detallada.
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Figura 18. Red de interaccion de proteinas del grupo G4 enf. (enlace) 1735
interacciones.

Parte de los temas que quedan por explorar serian analisis de enriquecimiento de
los genes de interés en un caso especifico de enfermedad, utilizando los datos de
GONet o datos experimentales, o investigar cambios en el interactoma durante
procesos patoldgicos. También pueden tomarse en cuenta analisis de
enriguecimiento de tejidos especificos para observar perfiles de expresibn mas
manejables en contextos fisiolégicos mas comprensibles.

Andlisis del Docking
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En este caso no se contaba con motivos especificos de interaccién, y se utilizo
ClusPro2.0 como “prueba de concepto” para encontrar interacciones documentadas
con anterioridad (MDM2-TP53 y ATF2-TP53). La parte valiosa del uso de este
recurso fue el desarrollo de familiaridad y aprendizaje involucrados, que pueden
utilizarse en contextos educativos para ilustrar ejemplos de interaccion proteina-
proteina con interpretaciones fisiolégicas sencillas.

Uno de los temas por completar que seria de interés en cuanto a la interaccion entre
proteinas moonlighting es realizar el andlisis de los modelos propuestos por ClusPro
2.0 para pares de proteinas de interés e identificar los aminoacidos de interaccion,
con la finalidad de revisar si coinciden con reportes de variantes asociadas a
enfermedades, como la seccion de Pathology/Biotech de UniProt.

Comentarios finales

Tomando en cuenta los resultados observados se pueden ver esbozos de una
amplia red de interacciones, que empieza con proteinas moonlighting humanas, y
de estas algunas se relacionan con enfermedades. Asi, las proteinas moonlighting
parecen parte de una gran red de interacciones de procesos fisiolégicos de gran
importancia, que suelen ser constitutivos.

La alta cantidad de interacciones que muestran las proteinas moonlighting humanas
sugiere que son “encrucijadas” metabdlicas, donde confluyen muchos procesos
fisiologicos.

La anotacion de un repertorio funcional de proteinas humanas y de otras especies
ha impactado en los campos de la bioquimica y la genética, y posiblemente seguira
influyendo en preguntas cientificas basicas y aplicadas, desde el problema del
genotipo al fenotipo hasta nuestra comprension de patologias humanas y el disefio
de farmacos.
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