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“‘Annotation is not a routine activity. On the contrary, this is exciting research, somewhat akin
to detective work, which has the potential of teasing out deep mysteries of life from genome
sequences’.

Koonin E.V. y Galperin M.Y.

“One of the most startling results of the genomic revolution is what we don’t know, rather than
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RESUMEN

Moonlighting es la capacidad de algunas proteinas para ejecutar dos o mas funciones
bioquimicas. En general, las proteinas multifuncionales se identifican experimentalmente por
casualidad (serendipia). Por esta razén, seria util que la Bioinformatica pudiera predecir esta
multifuncionalidad, sobre todo debido a la gran cantidad de secuencias de proteinas
provinientes de los proyectos genoma. En el presente trabajo, analizamos y describimos
varios enfoques que utilizan secuencias, estructuras, interactémica y algoritmos y programas
bioinformaticos corrientes para tratar de superar este problema. Entre estos enfoques estan:
a) la busqueda de homologia remota utilizando Psi-Blast, b) la deteccién de motivos vy
dominios funcionales, c) utilizar la informacién contenida en las bases de datos de
interactomica (PPIs), d) el analisis de correlacién de mutaciones de aminoacidos mediante
algoritmos como MISTIC. Los programas disefiados para identificar un motivo o dominio
funcional detectan principalmente la funcién candnica pero generalmente fallan en la
deteccidn de la funcion moonlighting, en todo caso Pfam y ProDom son los mejores métodos.
La busqueda de homologia remota por Psi-Blast combinado con los datos de las bases de
datos interactomica (PPls) presentan el mejor rendimiento. La informacién estructural y
analisis de correlacion de mutacion nos pueden ayudar a mapar los sitios funcionales. El
analisis de correlacion de mutacion sélo se puede utilizar en situaciones muy especificas
dado que se requiere la existencia de un multialineamiento de numerosas secuencias de
proteinas de una familia funcional, pero esta estrategia puede sugerir como tuvo el proceso
evolutivo de adquisicion de la segunda funcién. En los analisis del presente trabajo se ha
utilizado la base de datos de proteinas multifuncionales MultitaskProtDB
(http://wallace.uab.es/multitask/), publicada anteriormente por nuestro grupo. Finalmente,
indicar que un gran porcentaje (76%) de las proteinas multifuncionales humanas estan
implicadas en enfermedades y que el 47% son dianas de farmacos existentes. Esto aumenta

el interés por los métodos para la prediccion de proteinas moonlighting.



RESUM

Moonlighting és la capacitat d'algunes proteines per executar dos o més funcions
bioquimiques. En general, les proteines multifuncionals s'identifiquen experimentalment per
casualitat (serendipia). Per aquesta rad, seria util que la Bioinformatica pogués predir
aquesta multifuncionalitat, sobretot a causa de la gran quantitat de seqiéncies de proteines
provinents dels projectes genoma. En el present treball, analitzem i descrivim diversos
enfocaments que utilitzen sequéncies, estructures, interactomica i algoritmes i programes
bioinformatics corrents per intentar superar aquest problema. Entre aquests enfocaments
estan: a) la recerca d'homologia remota utilitzant Psi-Blast, b) la deteccié de motius i dominis
funcionals, c) utilitzar la informacié continguda en les bases de dades de interactomica
(PPIs), d) l'analisi de correlaci6 de mutacions d'aminoacids mitjangant algoritmes com
MISTIC. Els programes dissenyats per identificar un motiu o domini funcional detecten
principalment la funcid candnica perd generalment fallen en la deteccid de la funcio
moonlighting, en tot cas Pfam i ProDom sén els millors métodes. La recerca de homologia
remota per Psi-Blast combinat amb les dades de les bases de dades interactomica (PPIs)
presenten el millor rendiment. La informacio estructural i analisi de correlacié de mutacio ens
poden ajudar a mapar els llocs funcionals. L'analisi de correlaci6 de mutacié només es pot
utilitzar en situacions molt especifiques, doncs es requereix l'existéncia d'un
multialinemaiento de nombroses sequéncies de proteines de una familia funcional, pero
aquesta estrategia pot suggerir com va el procés evolutiu d'adquisicio de la segona funcié. En
les analisis d'aquest treball s'ha utilitzat la base de dades de proteines multifuncionals
MultitaskProtDB (http://wallace.uab.es/multitask/), publicada anteriorment pel nostre grup.
Finalment, indicar que un gran percentatge (76%) de les proteines multifuncionals humanes
estan implicades en malalties i que el 47% sb6n dianes de farmacs existents. Aixd augmenta

l'interés pels métodes per a la prediccié de proteines moonlighting.



SUMMARY

Multitasking or moonlighting is the capability of some proteins to execute two or more
biochemical functions. Usually, moonlighting proteins are experimentally revealed by
serendipity. For this reason, it would be helpful that Bioinformatics could predict this
multifunctionality, especially because of the large amounts of sequences from genome
projects. In the present work, we analyse and describe several approaches that use
sequences, structures, interactomics and current bioinformatics algorithms and programs to
try to overcome this problem. Among these approaches are: a) remote homology searches
using Psi-Blast, b) detection of functional motifs and domains, c) analysis of data from
protein-protein interaction databases (PPls), d) mutation correlation analysis between amino
acids by algorithms as MISTIC. Programs designed to identify functional motif/domains detect
mainly the canonical function but usually fail in the detection of the moonlighting one, Pfam
and ProDom being the best methods. Remote homology search by Psi-Blast combined with
data from interactomics databases (PPIls) have the best performance. Structural information
and mutation correlation analysis can help us to map the functional sites. Mutation correlation
analysis can only be used in very specific situations —it requires the existence of multialigned
family protein sequences - but can suggest how the evolutionary process of second function
acquisition took place. The multitasking protein database MultitaskProtDB
(http://wallace.uab.es/multitask/), previously published by our group, has been used as a
benchmark for the all of the analyses. Finally, a large percentage (76%) of the human
moonlighting proteins are involved in human diseases and 47% are targets of current drugs.

This augments the interest in methods for predicting moonlighting proteins.



ABREVIATURAS

Blast = Basic Local Alignment Search Tool

Blocks = Base de datos de regiones de secuencia de aminoacidos relacionables con funcion
DFI = Differential Fluorescence Induction

ESG = Extended Similarity Group

GAPDH = Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

GO = Gene Ontology

GOA = Gene Ontology Anotation

GOC = Gene Ontology Consortium

HMMER de HMM = Hidden Markov Models

HP = Hypothetical Protein

IDP = Intrinsically Disordered Protein

IDR = Intrinsically Disordered Region

InterPro = Servidor de diversos programas de prediccidon de regiones de secuencia de aminoacidos
relacionables con funcién

IVET = In Vivo Expression Technology,

MISTIC = Mutual Information Server to Infer Coevolution

NMR = Nuclear Magnetic Ressonance

OMIM = Base de datos Human Mendelian Inheritance in Man

PDB = Protein Data Bank

Pfam = Protein Families

PFP = Protein Function Prediction

Pfyre = Protein Homology/Analogy Recognition Engine

PISITE = Protein Interaction Sites

ProDom = Protein Domains

Prosite = Servidor de Protein domain database for functional characterization and annotation
ProtLoc = Protein Localisation

PsiBlast = Position Specific lterated BLAST

Psort = Prediction of Protein Sorting Signals and Localization Sites in Amino Acid Sequences
PSSM = Position Specific Scoring Matrices

SCOTS = Selective Capture of Transcribed Sequences

STM = Signature-Tagged Mutagenesis

Transmem = Predictor de regiones transmembranas de proteinas
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I. INTRODUCCION

I.LA. PROTEINAS MOONLIGHTING O MULTIFUNCIONALES

Las proteinas moonlighting o multifuncionales son, como su nombre indica, proteinas que
presentan mas de una funcion y normalmente la segunda sin relacion alguna con la primera.
La primera funcion descrita para una proteina recibe el nombre de funcién candnica vy la
segunda(s) funcién(es) es la moonlighting. El orden funcional es un orden histérico, de la
fecha de su identificacion, y no implica especial relevancia funcional. La adquisicion de la
segunda funcién no implica en ningun caso la pérdida de la funcién candnica. En muchos
casos se observa que la funcidn candnica corresponde a una enzima o proteina del
metabolismo primario y la funcion moonlighting corresponde a una funcién mas compleja, de
adquisiciéon posterior (por ejemplo ser proteina del cristalino). La multifuncionalidad no tiene
necesariamente que estar asociada a dos dominios independientes de la proteina. Por
supuesto que subyacente hay una cuestion fundamental en la que no entraremos ahora:
¢,como definimos y detectamos una funcion biolégica? Porque los éxitos de la ingenieria
genética han llevado a hacer pensar que la funcién es una caracteristica absoluta y
trasladable a cualquier otra célula, organismo o sistema, lo cual no es cierto y la funcién de

una proteina depende del contexto proteico en que se encuentre (Kriston et al., 2010).

Las proteinas moonlighting son de reciente descubrimiento. Historicamente las primeras
proteinas moonlight son la aldehyde dehydrogenase identificada como proteina estructural
en el cristalino del ojo, por Wistow & Piatigorsky en 1987, y la neuroleukin, una citoquina
identificada por Chaput et al., en 1988 y que resultdé ser la phosphoglucose isomerase.
Siempre se descubre como en esos casos por “serendipity” (hallazgo realizado por
casualidad). Al identificar el gen/proteina relacionada con alguna funcién resulta ser una
proteina ya conocida que presenta otra funcién, generalmente mas ancestral y mas basica,
por ejemplo es muy corriente que corresponda a una funcién del metabolismo primario.
Cuando por primera vez aparecen las proteinas moonlight en un tratado de Bioquimica
general, lo son en la ultima versién del Lehninger (capitulo 16, pagina 624), en que han sido
incorrectamente traducidas como “enzimas del claro de luna”...

El genoma humano aparentemente contiene tan sélo unos 20.000 genes y mecanismos
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como el splicing alternativo permite dar lugar a muchas mas proteinas, pero el moonlighting
afiade mas capacidad funcional. EI moonlighting esta extendido por todas las ramas de la
Vida, de forma que en procariotas no hay splicing alternativo pero si hay moonlighting.
Diversas revisiones sobre el tema de las proteinas moonlighting son: Wool, 1996; Jeffery,
1999, 2003, 2004 and 2009; Piatigorsky 2007; Gancedo and Flores, 2008; Nobeli et al.,
2009; Huberts and van der Kiel, 2010; Copley, 2012; Jeffery, 2013, 2014; Henderson and
Martin, 2014.

La multifuncionalidad suele estar asociada a las siguientes caracteristicas (Figura 1):

- Localizacion celular: Por ejemplo, la proteina PutA de E. coli es la pyrroline-5-carboxylate
proline dehydrogenase si esta asociada con la membrana plasmatica y factor de
transcripcion cuando esta en el citoplasma de la bacteria. En algunos casos no se ha
identificado la funcién moonlighting pero su presencia en una localizacién anémala sugiere
que probablemente la presentara. Por ejemplo la enolasa de Plasmodium falciparum se
ecuentra también en nucleo o asociada a citoesqueleto pero se desconoce su probable
funcion adicional en esa localizacion.

- Intracelular/secretada: La phosphoglucose isomerase, es un enzima de la glucdlisis en el
citoplasma y también neuroleukin, un factor de crecimiento nervioso, cuando es secretada.
La enolasa de microorganismos patdgenos, es un enzima de la glucélisis en el citoplasma y
un factor de virulencia por unirse al plasminégeno del huésped cuando es secretada.

- Expresion diferencial: La neurophilin inducida por el Endothelial Growth Factor estimula la
produccion de células sanguineas en las células endoteliales mientras que, inducida por la
semaphorin Ill, da lugar al crecimiento correcto del axén en neuronas.

- Oligomerizacién: la glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), como
tetramero y en citoplasma, es un enzima de la glucdlisis y, como mondmero y en el nucleo,
es la uracil-DNA glycosylase. La pyruvate kinase es quinasa como tetramero y factor de
unién a hormona tiroidea como mondémero.

- Utilizar distintos sitios de union: La proteina ribosomal S10 de E. coli ademas de unirse
al rRNA16s interviene en regulacion de transcripcion via union al terminador de transcripcion
NusB.

- Modificacion postraduccional: La phosphoglucose isomerase fosforilada en la Ser185 no
actua como enzima sino como Autocrine Motility Factor.

- Presentar “partners” de interaccion inesperados: Por ejemplo la proteina Arg5 (el

12



enzima N-acetyl glutamate kinase) de levadura se une a varias regiones del DNA y ha

resultado ser un factor de trascripcion.

- En funcion de la concentracion de algun metabolito: la aconitase a elevada

concentracion de hierro en vez de enzima del ciclo de Krebs es una proteina Iron-Responsive

Element-Binding.

(c)

Inside and outside the cell

Expression by different cell types

(d)

ol

Binding of a cofactor

(f)
o &b

Complex formation

"o 88

Oligomerization

¢ o

2

Multiple binding sites

(9)

Figura 1. La multifuncionalidad estd asociada a diferentes caracteristicas, procesos,
localizaciones celulares, modificaciones post-traduccionales, etc, de las proteinas

En los casos descritos suele estar experimentalmente demostrada la segunda funcién en una

0 en unas pocas especies. En principio no se puede universalizar la funcién moonlighting a

mas de una especie si no se ha demostrado experimentalmente. Mas adelante, en

Resultados y Discusion se volvera sobre este punto.

Existen varios términos para describir las proteinas multifuncionales. Uno de sus

descubridores, G. Piatigorsky, acuiié el de “Gene sharing” pero no se ha impuesto porque el
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splicing alternativo también implicaria compartir un gen pero dando lugar a diferentes
polipéptidos mientras que en el moonlighting es un polipéptido el que presenta mas de una
funcién. Ademas existen casos en que existen dos genes para la misma proteina pero
regulados por diferentes promotores por lo que son expresados de forma diferente dando
lugar a un caso de moonlighting sin compartir gen. El término Moonlighting se debe a
Constance Jeffery (Jeffery, 1999) pero ella lo utiliza de forma mas restrictiva que el de
multitasking, multifuncionalidad. Segun Jeffery el término moonlighting estaria restringido a
aquellos casos de las proteinas multifuncionales en que la segunda funcién no proviene de la
fusidbn de genes, ni en la de dos dominios claramente diferenciados, ni presentar dos
diferentes actividades cataliticas en el mismo centro activo, aunque si acepta el presentar
dos actividades enzimaticas en diferentes centros activos. De hecho muy pocos
investigadores en el tema aceptan la definicion tan restrictiva de C. Jeffery, y que ademas y
desde un punto de vista evolutivo puede ser muy dificil de determinar dado que en la mayoria
de casos no se puede conocer si una doble funcionalidad proviene evolutivamente de una
mas o menos lejana fusion de genes de proteinas (o de la regidn correspondiente a dominios
de proteinas) o por mutaciones en un polipéptido. Lo fascinante e importante de estas
proteinas es la capacidad de realizar funciones diferentes a partir del mismo polipéptido, no

el que provengan de fusiones de genes o dominios.

Otro término también utilizado es el de proteinas promiscuas (Noveli et al., 2009). Pero este
término que se utiliza bastante mas en el caso de enzimas con mas de una actividad
enzimatica, en el caso de la multifuncionalidad estricta crea algunos problemas. Por ejemplo
una quinasa seria una proteina promiscua pero no seria una proteina moonlighting ni
multifuncional puesto que realiza la misma funcién, fosforilar una proteina diana, en
diferentes dianas que a su vez estaran involucradas en diferentes rutas metabdlicas. El ideal
de proteina moonlight seria aquella que pertenece a dos clases funcionales muy diferentes,
por ejemplo ser enzima y factor de transcripcion (que como se vera mas adelante, se trata
del par funcional mas abundante tras el andlisis de nuestra base de datos de proteinas
moonlighting).

En todo caso NO serian verdaderos casos de moonlighting los siguientes:

- Variantes de proteinas por el mecanismo del splicing alternativo o producto de una

protedlisis que de lugar a fragmentos con diferentes funciones biolégicas.
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- Aquellas enzimas que presentan una amplia_gama de substratos (p.e., superfamilia

aldehido deshidrogenasas, los citocromos Pa4s0). Incluso enzimas muy especificos suelen
presentar otras funciones secundarias, “adventicias”’, pero o6rdenes de magnitud mas
ineficientes.

- Algunos factores de transcripcion que pueden unirse a diferentes promotores.

- Una enzima que interviene como tal en diferentes rutas (p.e., ribulose-phosphate 3-

epimerase actua en la ruta de las pentosas fosfato y en el metabolismo del formaldehido).

- Como se ha mencionado anteriormente, para algunos autores (p.e., C. Jeffery) una proteina

producto de la fusibn de 2 genes (p.e., la HisB de E.coli producto de la fusion del

imidazoleglycerol-phosphate dehydratase y la histidinolphosphatase) no seria un verdadero
caso de moonlighting dado que ambas funciones, aunque por separado, ya preexistian. Sin
embargo para otros muchos autores (p.e., J. Thornton) si lo seria dado que se trata de una
multifuncionalidad. También los autores mas restrictivos (p.e., C. Jeffery) consideran que no
deberia considerarse un verdadero caso de moonlighting una proteina con dos actividades
enzimaticas diferentes en el mismo centro activo, mientras otros como J. Thornton si pues se
trata de multifuncionalidad. Thornton las considera ejemplo de proteina “promiscua” (Nobeli
et al.,, 2009). Hay que mencionar que en muchos casos estas segundas actividades
enzimaticas promiscuas solo afectan al fenotipo si se producen en gran cantidad dado que
suelen ser bastante ineficientes (Copley, 2003). Jeffery ha propuesto que se utilice el término
moonlighting en sentido estricto de acuerdo con la definicidon suya y multitasking (multitarea o
multifuncional...) para el resto, incluyendo las provenientes de fusiones de genes o dominios.

Pero muchos autores, como es nuestro caso, las siguen utilizando indistintamente.

S| deberian considerarse verdaderos casos de moonligting aquellos en que las

modificaciones post-traduccionales estan relacionadas con la multifuncionalidad. p.e.,

algunas de las diferentes funciones de la GAPDH lo estan relacionadas con nitrosilacion,
fosforilacion y acetilacion. O la citrate synthase que fosforilada es enzima y defosforilada es
un componente estructural de los filamentos citoplasmaticos (Figura 2). O la proteina p53
que fosforilada en los residuos S46+T55 se une al TFf y fosforilada en los residuos S15+S20
bloguea la interaccioén con la proteina MDM2 (Figura 3). También serian verdaderos casos de
moonlighting aquellas proteinas que ocasionalmente se anclan en la membrana via union a

un acido graso y presentan una funcién alternativa.
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Moonlighting at his best!
Glyceraldehyde-3-P-dehydrogenase

vel e =
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Figura 2. La Glyceraldehyde-3-Phosphate-Dehydrogenase (GAPDH) es la proteina con mas
funciones, 14, descritas hasta el momento (en diferentes organismos)

El fendmeno del moonlighting esta muy ligado a la ancestralidad (“ancient enzymes”) de las
enzimas del metabolismo primario (glicdlisis, ciclo de Krebs, etc) (Sriram et al., 2005). Son
enzimas ademas muy conservados. Las Figuras 4 y 5 muestran que la mayoria de las
enzimas de la glicolisis y del ciclo de Krebs estan involucradas en dos o mas funciones.
Hasta el momento la enzima glyceraldehyde-3-P-dehydrogenase (GAPDH) es la proteina con
mas funciones identificadas hasta ahora, 14, (pero esas 14 funciones lo son en diferentes
organismos, es obvio que en E. coli no puede estar en el cristalino). Son las siguientes 14

funciones:
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Funciones de la Glyceraldehyde-3-P-deshydrogenase (GAPDH):

- Glyceraldehyde-3-P-DH (funcién candnica o principal)
- Uracyl DNA glycosylase (reparaciéon del DNA)

- Involved in endocytosis

- Microtubule bundling

- Phosphate group transfer

- Involved in apoptosis

- Involved in sperm motility

- Binds RNA and dianosine tetraphosphate

- Lens crystallin

- Vesicular transport

- Nuclear tRNA export

- Repair of basic sites in DNA

- Signaling molecule between stress factors and cellular apoptotic machinery
- Macrophage Lactoferrin Receptor

Probablemente la proteina reguladora de transcripcion p53 la superara pues no solo se le
conocen ya diversas funciones sino que presenta centenares de interacciones con proteinas
reguladoras, etc. Otras proteinas con multiples funciones son las hsp90a, hsp70, HMGB1,
aconitase, enolase, Cpn10, dihydrolipolamide dehydrogenase, ubiquitin y EFTu. En el
caso de la proteina mas abundante en la sangre, la albumina sérica, no sélo es un
transportador “universal” sino que representa el 13% de la proteina de la c6rnea y ademas su
“core” hidrofobico es un sitio activo para diversas catalisis (oxidacion NO; formacion S-
nitrotioles que preservan el NO, carboxylesterase, etc). Se ha propuesto una subclasificacion
de las proteinas moonlighting en Single Additional Function Moonlighting Proteins (SAFMPs)
y Multiple Additional Function Moonlighting Proteins (MAFMPs) segun tengan una sola o

multiples funciones adicionales (Henderson, 2014).
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P53: multiples interacciones a través de regiones
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Figura 3. La proteina p53 probablemente superara a la GAPDH en numero de funciones

Muchos virus presentan proteinas moonlighting, especialmente aquellos que contienen muy
pocos genes/proteinas en su genoma. Se trata de proteinas preferentemente dedicadas a la
evasion del sistema de defensa del huésped. Por ejemplo el virus del papiloma humano tan
solo tiene 8 proteinas. La proteina EG6 interacciona con la proteina humana p53 y el complejo
es degradado en el proteasoma. La proteina E6 también contribuye a la subexpresion de la
proteina humana SET7 que metila a la proteina p53. Si la p53 no esta metilada disminuye su
estabilidad. La proteina E6 interacciona también con proteinas relacionadas con regulacion
de la transcripcion, control de la proliferacion celular, apoptosis, adhesion, estabilidad del

cromosoma, reconocimiento por el sistema inmune, polarizacion celular y estructura epitelial

(Tungteakkun & Duerksen-Hughes, 2008).
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Figura 4. Muchas enzimas del metabolismo primario presentan funciones moonlighting. Por
ejemplo la Glicélisis

Por otra parte la misma funcion moonlight puede ser producida por diferentes proteinas en
diferentes especies, incluso cercanas. En el caso de las proteinas del cristalino existen
diversos ejemplos (Piatigorsky, 2007) y también en enzimas citosélicos de patégenos (por
ejemplo GAPDH, enolase, phosphoglucomutase, phosphoglycerate kinase, DnakK,
peroxiredoxin y elongation factor Tuf, en que todas ellas son proteinas de union al

plasminégeno del huésped (Henderson and Martin, 2011; 2013).
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Figura 5. Muchas enzimas del metabolismo primario presentan funciones moonlighting. Por
ejemplo el ciclo de Krebs

I.B. REI”ERCUSI()N DE LA MULTIFUNCIONALIDAD EN DIFERENTES AMBITOS DE LA
BIOQUIMICA DE PROTEINAS

El fenomeno del moonlighting perturba la interpretacion de los experimentos de:

- Anotacion funcional gendémica: Inexactitudes o descripcion insuficiente en la misma.

- Experimentos de Knock-outs y Knock-downs para el analisis de la funcion génica.

- El mecanismo de “Enzyme recruitment” y el “non orthologous gene displacement”.

- Analisis metabdlico y prediccidn de rutas metabdlicas, etc.

- Analisis de redes de interactdémica. Por ejemplo interacciones con partners que pueden ser

considerados Falsos Positivos, analisis de redes de genes y por todo ello en Biologia de

Sistemas. Y la existencia de la multifuncionalidad incrementara la complejidad de las redes
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de interactémica.

- La accién de farmacos (“drug targeting”, efectos secundarios y toxicidad,

polifarmacologia...).

- Existen enfermedades por adquisicién de una segunda funcién por parte de una proteina

(“neomorphic moonlighting”). También ha sido involucrado en la aparicion de resistencia
bacteriana a los antibiéticos (p.e., la glutamate racemase de M. tuberculosis presenta como
funcién moonlighting la resistencia al antibiético ciprofloxacin). O por exceso de actividad
moonlighting de una proteina, p.e. GAPDH que presenta también actividad apoptética estaria
involucrada en Alzheimer, Parkinson e isquemia cerebral.

- En microorganismos patdogenos hay muchos ejemplos de proteinas o enzimas del
metabolismo primario (p.e., la enolasa de la glicdlisis...) que, localizados en la membrana,

presentan una segunda funcion como factor de virulencia para facilitar su unién a las células

del huésped.

- Ademas, el moonlighting daria lugar al denominado Conflicto Adaptativo (las mutaciones

beneficiosas para una funcion pueden ser desfavorables o deletéreas para la otra). Los
conflictos adaptativos se resuelven por duplicacién génica y evolucion independiente de los
paralogos. Esto ha dado lugar a superfamilias de proteinas (transportadores, reguladores de
transcripcion...).

- Finalmente y como se comentara en el Apartado IV.G. a lo largo del presente trabajo se ha

encontrado que el 76% de las enfermedades humanas con base genética corresponden a

proteinas moonlighting. Y que el 47% de las dianas farmacéuticas conocidas también son

proteinas moonlighting.
Todo ello hace que la prediccidon bioinformatica de las proteinas moonlghting sea un objetivo

importante.

I.C. CLASES FUNCIONALES QUE PRESENTAN LAS PROTEINAS MOONLIGHTING

Las proteinas moonlight presentan una amplia gama de pares de funciones. A partir de la
base de datos que hemos creado (Hernandez et al., 2014) y como se describira en el
capitulo IV.A. la combinacidn mas abundante es la de “enzyme” y “nucleic acid binding
protein” (incluye aqui los factores de transcripcién) siendo la segunda “enzyme” y “cell

adhesion”. En la Tabla 2 del apartado IV.A. de Resultados se detallan los pares de funciones.
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Pero pueden encontrarse practicamente todas las grandes clases funcionales, receptores,
proteinas del citoesqueleto, chaperonas, etc. Y suelen corresponder a dos funciones
realizadas en diferente compartimento celular, al menos en las células eucariotas. Pueden
presentar las dos actividades simultaneamente o en diferente momento del ciclo celular. En
todo caso las tres grandes clases funcionales mas representadas son: (a) enzimas, (b)
proteinas que se unen al DNA o RNA y (c) proteinas estructurales, generalmente citosolicas.
Desde un punto de vista estructural hay pocas proteinas de membrana, lo cual es légico
debido a la complicacién en el plegamiento y conformacion que tendria lugar por presentar
una o mas estructuras transmembrana y una segunda funcion en el citoplasma o en el
nucleo. Sin embargo, como ya se ha mencionado antes existen proteinas solubles
citoplasmaticas (e incluso nucleares) carentes de secuencia o péptido sefial ni de hélices
transmembrana, son exportadas a la membrana plasmatica de la célula (o a la pared celular
de microorganismos) y utilizadas como receptor de la célula del huésped. Por ejemplo la
histona H1 es utilizada como receptor para la proteina thyroglobulin (Brix et al., 1998). Y
muchos patodgenos utilizan enzimas de la glicolisis para unirse a la célula huésped o a la
matriz extracelular, p.e., la enolase, etc, que es utilizada por distintos patégenos (Henderson
and Martin, 2011; 2013). Es obvio que no utilizan el sistema ER-Golgi sino algun mecanismo
alternativo no convencional de secrecion. En el caso de la célula eucariota las proteinas
moonlighting pueden hacer uso de las interacciones selectivas con partners especificos o via
modificaciones post-traduccionales que faciliten su localizacién en diferentes compartimentos

celulares. Es por ejemplo el caso de la GAPDH (Tristan et al., 2011).

Por otra parte y ademas de presentar una segunda funcién, las proteinas multifuncionales
pueden contribuir a coordinar diferentes actividades celulares, facilitar el “switching” o las
conexiones entre diferentes rutas metabdlicas, proporcionar mecanismos regulatorios tipo
“feedback”, etc. Pueden corresponder a hubs en las redes metabdlicas y de interactomica.
Ya se ha mencionado anteriormente que muchas enzimas del metabolismo primario estan
involucradas en actividad moonlighting y por otra parte a partir de los datos de la
interactdmica se conoce que las proteinas con mayor numero de conexiones son las del

metabolismo energético y del mecanismo de la traduccién.

En general las proteinas moonlighting corresponden a genes de regulacion constitutiva lo

cual es légico dado que muchas son, al menos en su funciéon canodnica, proteinas del
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metabolismo primario (http://www.proteinatlas.org/humanproteome/housekeeping).

Se suele considerar, sin un soporte experimental y conceptual sélido, que la funcidon canonica
es la “verdadera” o mas “importante” y la moonlighting “secundaria”. Esto lo corroboraria el
que muchas actividades canodnicas correspondan al metabolismo primario, por ejemplo
glicolisis o ciclo de Krebs y la delecion del gen seria letal por lo que es dificil de determinar la

relevancia bioldgica de la funcién moonlighting.

I.D. IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS MULTIFUNCIONALES

Si ya es dificil identificar y demostrar la funcion biolégica de una proteina mucho mas lo es
demostrar una doble funcién! Ya se ha mencionado que se suelen descubrir por serendipia.
Sin embargo hay algunos indicadores que sugieren un posible caso de proteina moonlight y
son:

1) Encontrar un enzima en otro compartimento que “no toca”. P.e., lactate dehydrogenase,
phosphoglycerate synthase, aldolase y GAPDH han sido encontradas en nucleo, o sea cabe
la posibilidad de actuar como un factor de transcripcion; la lactate dehydrogenase en el
cristalino; o ser exportada y carecer de los motifs apropiados para secrecion (es el caso de la
enolasa en algunos microorganismos patégenos).

2) Que esté presente en mayor cantidad respecto a la necesaria para su papel catalitico en
la ruta en que participa como “funciéon candnica” (p.e., lactate dehydrogenase LDHB4 es el
5% de la proteina de oocito de ratdn; la albumina sérica es el 13% de las proteinas de la
cornea...).

3) Encontrar un fenotipo inesperado al noquear un gen.

4) Por interactémica: encontrar que la proteina interacciona con partners inesperados y no
tratarse de una proteina promiscua ni pegajosa (sticky, en la terminologia de interactomica
son aquellas proteinas que presentan muchisimas interacciones pero biolégicamente
irrelevantes).

5) Bioinformaticamente: p.e., combinando programas de prediccion de dominios/motifs + de
homologia, especialmente remota, PsiBlast/ByPass + A partir de la informacién contenida en
las bases de datos de Interactdémica (PPls), etc. Forma parte de los OBJETIVOS del

presente trabajo.
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I.LE. BASE ESTRUCTURAL Y EVOLUTIVA DE LA MULTIFUNCIONALIDAD

Incluso en las proteinas multifuncionales con estructura 3D conocida (101 proteinas a partir
de nuestra base de datos) hay muy pocos trabajos que describan, de forma precisa, la
localizacion (motifs funcionales, dominios) de la funcion moonlighting en la estructura de la
proteina. De hecho tras crear la base de datos contactamos por mail a los autores de los
trabajos para conocer si habian mapado las dos funciones y en general desconocian los
sitios funcionales, especialmente para la funcion moonlighting. En el apartado IV.E. en que
se comenta la posible conservacion evolutiva se describira algun caso concreto. Ya se ha
mencionado antes que la multifuncionalidad no tiene necesariamente que estar asociada a
dos dominios independientes de la proteina. En algunos casos en que se han mapado las
diferentes funciones, la multifuncionalidad puede estar relacionada con una minima parte de
la estructura y secuencia de la proteina como por ejemplo en los casos de las proteinas
chaperone GroEL (Yoshida et al., 2001), la Cpn60 (Henderson et al., 2013) o la GAPDH
(Sirover, 2014). Aunque en el caso de la GAPDH, que tan sélo tiene 37kDa, las diferentes
funciones estan relacionadas con ser mondmero o tetramero y con diferentres modificaciones
post-traduccionales. De hecho, aunque no se hayan mapado las funciones en la estructura
de una proteina, en diversos casos puede asumirse que la multifuncionalidad dependera de
muy pocos aminoacidos. Por ejemplo, la EFTu de Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma
genitalium presentan un 96% de identidad de secuencia pero se diferencian en su interaccién
con la fibronectina, lo que implica que esa interaccion depende de unos pocos aminoacidos

(Balasubramanian et al., 2009).

Aunque las funciones moonlight suelen estar en diferentes regiones/dominios de una
proteina también pueden solapar o estar contiguas con la regién funcional de la actividad
canonica. Es el caso de la proteina ribosomal S10 cuya funcién moonlight como proteina de
regulacion de transcripcion practicamente solapa con la de unién al rRNA (Figura 6) (Luo et
al., 2008). También se ha mencionado que las dos funciones pueden estar relacionadas con
cambios conformacionales en la proteina o en alguna de sus regiones. Por ejemplo la
proteina reguladora de transcripcion p53 (Figura 3) que presenta varios lazos involucrados
en diferentes interacciones con sirtuin, cyclin A, CBP y S100bb, y asi presentar diversas
funciones (Olfield et al., 2005).
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Figura 6. Estructura 3D de la proteina ribosomal S10 de E.coli que muestra los dos motivos
responsables de sus dos funciones (union a RNAR 16s y al factor de transcripcion NusB) y
su alineamiento con las secuencias ortélogas de diversas especies. Puede verse que el motif
de la funcidbn moonlighting (union al factor terminador de transcripcion NusB) esta mas
conservado que el de union al rRNA 16s

Diversos autores (Tompa et al.,, 2005) han propuesto que las proteinas moonlight
pertenecerian a la clase de las IDPs (Intrisically Disordered Proteins) y esto facilitaria la
interaccién con diversos partners, dando lugar a diferentes funciones. Sin embargo, como
describimos en el apartado IV.D., en la mayoria de casos las proteinas multifuncionales no
mostrarian un nivel de desestructuracion total o parcial (IDP o IDR) superior al de las demas
proteinas (Hernandez et al., 2012). Hay casos en que las dos funciones estan relacionadas
con un profundo cambio estructural de la proteina. Por ejemplo la human chemokine
lymphotactin presenta 2 formas: la Ltn10 como monomero y con un fold tipo chemokine
canénico y como dimérica y adoptando un fold distinto, Ltn40, que se une a
glucosaminoglicanos (Tuinstra et al., 2008).

25



Las proteinas moonlight son un ejemplo de que la Naturaleza reutiliza ampliamente
secuencias y estructuras de proteinas, hace bricolage molecular en vez de disefiar
continuamente “de novo”. Y también de que contrariamente a lo que opinan otros autores
(Jeffery, 2013) no se requieren largos periodos de tiempo, incluso miles o millones de afos
de evolucion, para adquirir una segunda funcién. En muchos casos, por ejemplo en algunas
proteinas del cristalino de los mamiferos, la adquisicion de la segunda funcion no conlleva
ningun cambio secuencial sino meramente de patron de expresioén (Cvekl and Piatigorsky,
1996). Aunque la evolucion, adquisicion, de la multifuncionalidad es un fendbmeno bastante
desconocido, en muchos casos se ha visto que requiere muy pocos cambios en la proteina.
Por ejemplo, la chaperona GroEL de Enterobacter aerogenes presenta una segunda
actividad toxina para insectos. Esta GRoEL difiere en tan sélo 11 aminoacidos de la de E.
coli, que no es toxina. Y mediante analisis mutacional se ha visto que tan sélo 4 aminoacidos
de los 11 son los responsables de la funcidon toxina (Yoshida et al., 2001). Y también,
nosotros sugerimos que el Non Orthologous Gene Displacement o de reclutamiento
enzimatico seria un mecanismo para obtener una funcién moonlighting a partir de una

proteina previa.

Una cuestion importante es ¢se conserva la multifuncionalidad de una proteina entre
especies? Este es un objetivo muy interesante. En general se considera que identificar una
proteina como moonlighting en un organismo no implica que lo haya de ser ni en especies
cercanas. Por ejemplo una pyruvate carboxylase de Saccharomyces cerevisiae presenta un
80% de identidad de secuencia con la de H. polymorpha. La primera carece de la funcion
moonlight (translocacién de peroxisoma) de la segunda. Pero a su vez la pyruvate
carboxylase de P. pastoris presenta un 80% de identidad de secuencia con H. polymorpha, y

en éste caso si conserva la funcién moonlight (Ozimek et al., 2006).

Una proteina puede ser multifuncional en dos especies presentando la misma funcién
canonica pero sin mantener la misma segunda funcion en otra especie. Por ejemplo, la
aconitase presenta como funcidon canénica el catalizar la conversién de citrato a isocitrato en
los diferentes organismos pero la funcidn moonlighting puede ser como “lron-Responsive

Element”, “DNA maintenance”, etc, dependiendo de qué especie se trate. Las proteinas de la
lente del cristalino o las Cpn60 presentan numerosos ejemplos similares. La demostracion de
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que presenten la misma funciéon moonlighting requiere analisis experimental, que puede ser
complicado. Sin embargo y como describiremos en el apartado IV.E. creemos que la
conservacion de secuencia, especialmente de “motifs” funcionales sugiere fuertemente que

habra conservacion de la multifuncionalidad.

La existencia de la multifuncionalidad incrementa la complejidad del interactoma de una
proteina moonlighting. Esa complejidad dependera de cuantas proteinas moonlighting haya,
pero se ha hecho muy pocos estudios de esto. En un trabajo se analizaron cuantas proteinas
humanas podian ser de union a DNA. Se expresaron 4000 proteinas humanas no
redundantes y el 22.4% unian DNA (Hu et al., 2009).

Como ya se ha mencionado anteriormente la multifuncionalidad afecta a la anotacién
funcional de las proteinas, y genes, lo cual tiene una gran importancia dada la enorme
cantidad de informacién que entra en las bases de datos procedentes de la gendémica. De
hecho, incluso en los casos en que se conoce que una proteina de una especie es
moonlighting, no esta anotada como tal en las principales bases de datos de secuencias
(ncbi, ebi...). Tan sélo en alguna base de datos, por ejemplo en UniProt (www.uniprot.org),
se describe esta informacién para unos pocos casos. Por ello era necesaria la creacion de un
base de datos de las proteinas multifucionales. Y el analisis de la base de datos que hemos
construido (ver Apartado IV.A.) muestra que la multifuncionalidad es un fenédmeno presente

en todos los reinos de la Vida.

I.F. INTENTOS PREVIOS DE PREDICCION BIOINFORMATICA DE
MULTIFUNCIONALIDAD A PARTIR DE LA SECUENCIA/ESTRUCTURA DE LAS
PROTEINAS

La mayor parte de este enfoque bioinformatico, a nivel internacional, ha venido siendo
realizado por el grupo, y una importante parte del mismo corresponde a los objetivos de la
presente tesis. Una primera aproximacion consisti6 en determinar si los programas de
analisis de “motifs” y dominios funcionales, concretamente Prosite, Blocks, ProDom, Pfam y
E-Motif eran capaces de identificar los 2 dominios relacionados con cada funcion, canoénica y
moonlight. Asimismo otro objetivo era averiguar si programas de prediccién de localizacion

celular que dan un listado de localizaciones y probabilidades (ProtLoc y psort) contribuian a
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la prediccion a partir de considerar las 2 localizaciones mas probables. Finalmente si
programas de homologia remota como PsiBlast y Sam presentaban en el listado de su output
dianas correspondientes a las dos o0 mas funciones. Esto se realizé con el pequefio numero
de proteinas moonlight conocidas en ese momento, unas 30 y fue publicado (Gémez et al.,
2003) (Figura 7). Estos analisis se han realizado también en la presente tesis para las 300

proteinas de nuestra base de datos y seran mas ampliamente comentados en el apartado de

Resultados.
MOONLIGHTING PROTEIN - [PROTLOCK | TRANSCOUT)
h.FsH protease (T thermophilus) BAASB0SY 1] (1| IS + + + + fic)
h.Chaperone activity " 001) + + + + + + + eyt + (ic)
b Uracyl-DNAglycosilase (Hs,) CAAIITIA] 00(f + + false
b Glyceraldehide 3-phosphate DH | i T O ke : i
o CFIR chlonde channel (H.s) XM_008320] | 0oy + + + + + + + + fmbr)
b Regulator of Na+ channels R = = +Hmbr) 1 ng) #
b Thymidine phosphorylase (H.s) P19971 | b 00[f + + + + + + + fic)
b PD-ECGF L oolf A e
b Neuropilin (H.s.) AAC12921.1 n 00[f + + + + false
b VEGFR, regulation of angiogenesis " 00[) + + + halse false x
h Aconitase (H.s.) NP_002188 h 00]) + + + + + + + fic)
b IRE-BP T P . o [ flses | flses
b Carbinolamine dehydratase (Rat) AST100] b ed2|f + + + + + + i)
h.Dimerization factor o Ze4B|) + + el +{c)
b Aspartate receptor (E.col) POTO17 " 001N + + + + + + false
b Maltose -binding protein receptor +{mbr) false *
5. PMS2 mismatch repair (H.s) XP_011589.94 | 00§ + + + + + + + +1n)
b Hypermutation of Ab V-chains +h) +In) *
h.PutA profine DH (S fyphamunum) P10503 | b 0o+ + + + + + fanc)
b Transcription factor false +ic) false + b
h.Pglycoprotein (H.s) P08183 " 00[f + . + + + + + + fmbr)
b.Requlator of cell-swelling channels N o0l + b} | fanc) k1
B Thrombin receptor (H.s) NM_005242 o Te111]] + + + + + false
b.Ligand for cell surface receptors false hise false +
b Thymidylate synthase (Hs) NM_OOTOTT | & 1e157[[ + + + + + + + fic)
h.DHFR L 1143l - . +eyt) +0) false + false -
h.BirA biotin syrthetase (E.cof) BABIB323Y | 2e34[ + + ¥ + fic)
h.Bio operon repressor b be26|) + + + + + false Bhke false + +
5 Lon protease (E.cob) L12340 " o[+ + + + + + + Y]
h.Chaperone activity L 074l + re r: = | tent T i
5 Phosphoglucose isomerase (H.s) PU6I44 |+ (1| I + + + + + +{ic)
b Simulation of cell migraton + +ert + ) false + false +
5 Inositol monophosphatase (M) Q57573 | | Tleb1(] + + + + + + + fic)
b Fructose-1,6-bisphosphatase L S04l + = . false vio) false +
h.Band3 anion exchanger (Mus) XP_008364 00[f + . + + + + + false
h.Regulator of glycolisis lmbr) |, fanc) ¥
Symbols: + tue positive; -tr o e

e , false -
PSI-BLAST: default parameters (BLOSUMB2, expected; 10, inclusion threshold: 0.002, database: non redundant (NCBI),

Figura 7. Tabla mostrando los primeros analisis de homologia remota (PsiBlast y SAM) y de
buscadores de motivos y dominios funcionales realizados en el grupo a partir del escaso
numero de proteinas moonlighting conocidas en aquel momento

Un grupo de investigadores (el grupo de Kihara) ha utilizado también el algoritmo PSIBLAST
para tratar de predecir bioinformaticamente la multifuncionalidad. Sugieren que es mejor
utilizar como matriz de alineamiento la Blosum 45 (Khan et al., 2012; 2014a and b) y la

anotacion restringida a las existentes en el Gene Ontology (GO) www.geneontology.org. Por
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su parte el grupo de investigacion de Brun describen una aproximacion basada en utilizar los
datos de interactomica y expresion génica y la teoria de grafos, pero también restringiendo el
analisis segun la anotacion funcional GO (Becker et al., 2012; Chapple et al., 2015a y
2015b). Sin embargo, utilizar tan sélo ejemplos en que la anotacion funcional sea la GO
restringe mucho las posibles anotaciones comparadas puesto que la base de datos GO tan
solo tiene incluidas en este momento 9500 anotaciones funcionales y existen muchisimas
mas. Lamentablemente las bases de datos de secuencias de proteinas (ncbi, ebi...) estan
llenas de anotaciones anarquicas, que no seguian criterios semanticos como GO. Existen
anotaciones tan imprecisas como “17 kilodalton protein”. Esto dificulta la comparacion

automatica de los resultados de programas de homologia remota y de interactomica.

Como se describira en el apartado IV.B.2. otra aproximacion que hemos realizado es utilizar
la informacion de las bases de datos de interactdmica de proteinas (PPIs) suponiendo que a
partir de los partners de interactomica que presenta una proteina pueden estar los
relacionados con la funcién moonlighting, y que ahora se desechan como falsos positivos,
Figura 8 (Gémez et al., 2011). Cotejando los partners de interactomica con los homadlogos
remotos hemos visto que aumenta la prediccidon bioinformatica de la multifuncionalidad de

una proteina.
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Known moonlighting

Database interacting

GO enrichment

Protein functions partners GO related functions P-value
Aconitase mtDNA maintenance ATP-dependent DNA GO:0017111: nucleoside-triphosphatase  (0.00461
helicase MER3 activity
GO:0030554: adeny! nucleotide binding  0.00648
GO:0001883: purine nucleoside binding  0.00664
82: nucleoside binding 0.00685
8133: translation factor activity, 0.00017
nucleic acid binding
Aldolase Vacuolar H +-ATPase assembly V-type proton ATPase GO:0008553: hydrogen-exporting 0.00361
subunit E 1 acti
0.00615
GO:0051117: ATPase binding 0.00677
GO:0046961: proton-transporting 0.00857
ATPase activity, rotational
GO:0016887: ATPase activity 0.00857
Enolase Bind to cytoskeletal structures Actin GO0:0034621: cellular macromolecular 7.54 x 107%
complex organization
GO:0032506: cytokinetic process 0.0053
GO:0007109: cytokinesis, completion of  0.0021
separation
Microtubule-associated G0O:0007017: microtubule-based process (.00286
protein 4 GO:0051488: activation of anaphase- 0.00314
promoting complex
GO:0000920: cytokinetic cell separation  0.00418
Glyceraldehyde-  Microtubule bundling Tubulin polymerization-  GO:0051015: actin filament binding 0.0071
3-phosphate promoling protein GO:0001948: beta-catenin binding 0.00594
dehydrogenase GO:0008017: microtubule binding 0.00251
Phosphate group transfer Phosphoglycerate GO:0017111: nucleoside-triphosphatase  0.00222
kinase | activity
GO:0016462: pyrophosphatase activity  0.00316
GO:0016772: transferase activity, 0.00104

Figura 8. Tabla mostrando los primeros analisis de bases de datos de interactomica con
objeto de determinar si muchos de los partners considerados falsos positivos eran

transferring phosphorus-containing
groups

identificables las funciones moonlighting de proteinas multifuncionales conocidas

En todo caso la prediccion bioinformatica de la funciéon de una proteina es dificil y como dice
Koonin “Annotation is not a routine activity. On the contrary, this is exciting research,
somewhat akin to detective work, which has the potential of teasing out deep mysteries of life

from genome sequences” (Koonin & Galperin, 2003). Predecir una segunda funcion es

todavia mas complicado.

I.G. CREACION DE UNA BASE DE DATOS DE PROTEINAS MOONLIGHT

Durante la mayor parte del desarrollo del presente trabajo y para varias publicaciones previas
o del mismo, se han utilizado como ejemplos de proteinas moonlighting aquellos que se
describian en los reviews del tema (Wool, 1996; Jeffery, 1999, 2003, 2004 and 2009;
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Piatigorsky 2007; Gancedo and Flores, 2008; Nobeli et al., 2009; Huberts and van der Kiel,
2010; Copley, 2012). En estos reviews se mencionaba que se conocian unas 80-100
proteinas moonlight, pero tan sélo se presentaban tablas con 20 o 30, y eso la que mas. Por
ello, ya bastante hacia el final de este trabajo decidimos recopilar a partir de la bibliografia las
proteinas moonlight conocidas, algo mas de 300 en ese momento (actualmente ya hemos
recopilado 650), y crear una base de datos de las mismas (http://wallace.uab.es/multitask/),
(Hernandez et al., 2014), que corresponde al Objetivo 1 de la presente tesis. A partir de
disponer de esta base de datos se han realizado mejores aproximaciones a la prediccion,
evolucion, etc, de las proteinas moonlight. Posteriormente a la publicacion de nuestra base
de datos el grupo de Jeffery ha publicado la suya (Mani et al., 2015), que es mas incompleta
y mas complicada de utilizacion (por ejemplo hay menos links o no los hay a las secuencias,

a UniProt, etc).

I.H. RELACI()N DEL MOONLIGHTING CON LA INFECCION POR MICROORGANISMOS
PATOGENOS Y CON PATOLOGIAS HUMANAS

Ya se ha descrito anteriormente que muchas proteinas del metabolismo primario (enolasa,
GAPHD...) de diversos microorganismos patdégenos son utilizadas como factores de
virulencia, por ejemplo para la adhesion al huésped (Henderson and Martin, 2011; 2013).
Pero ademas existe el mecanismo del moonlighting forzado (“enforced moonlighting”) o
secuestro de proteinas del huésped para forzarlas a una segunda funcién que facilite la
actividad del patégeno. Por ejemplo E. coli recluta la actina del huésped para facilitar la union
al epitelio intestinal del huésped (Backert et al. 2008). Y los virus son grandes especialistas
en secuestrar proteinas del huésped para nuevas funciones en contra del mismo. Es obvio
que poder predecir bioinformaticamente si una proteina es multifunctional seria de gran
ayuda para identificar dianas vacunales y farmacéuticas, lo cual tiene gran interés para el
grupo por cuanto una importante parte de su investigacion esta relacionada con la obtencién

de vacunas.

Ya se ha descrito que las proteinas del metabolismo primario son muy propensas a presentar
funcion moonlighting, probablemente por su ancestralidad. Pero otro hecho relacionado con
la patogenicidad y virulencia de microorganismos es que diferentes proteinas del

metabolismo primario tengan igual funcién moonlighting en relacién con la virulencia. Por
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ejemplo la enolase de cerca de 27 diferentes especies (Tabla 1) se une al plasminégeno del
huésped, pero en este caso todas ellas presentan una muy alta homologia de secuencia.
Pero a su vez la glyceraldehyde phosphate dehydrogenase de 18 especies también une
plasminégeno. O la phosphoglycerate mutase de 4 microorganismos. Y la triosephosphate
isomerase de 3 microorganismos, etc. Hay mas ejemplos en nuestra base de datos. Esto
implica que estas enzimas que no presentan similitud de secuencia comparten alguna
caracteristica conformacional, o algun motif no identificado. Entre los objetivos de otra tesis
del grupo esta el identificar qué motifs o dominios estarian involucrados, y conservados, en

esta interaccion con una proteina del huésped.

Las proteinas moonlighting también pueden estar relacionadas con las patologias humanas,
normalmente por alguna mutacion. Por ejemplo la GAPDH esta involucrada en
neurodegeneracion y Alzheimer, la PGl en anemia hemolitica, etc. (Sriram et al., 2005). Por
otra parte hay numerosos ejemplos de proteinas en que la funcidn moonlighting no es una
funcién “normal” y esta relacionada con diferentes patologias por una ganancia de funcién
toxica (gain-of-toxic-function). Jeffery ha acufiado el término de Funcion Neomodrfica
(Neomorphic Moonlighting Function) (Jeffery, 2011). Aunque no es un objetivo de la presente
tesis sino de otra del grupo, cabe mencionar que partir del analisis de las proteinas de
nuestra base de datos hemos encontrado que el 76% de las proteinas moonlighting humanas
de nuestra base de datos estan involucradas en patologias actualmente conocidas de
acuerdo con la base de datos OMIM (Hamosh et al., 2005) http://www.omim.org, y la Human
Gene  Mutation Database, http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac.index.php  (Cooper and
Krawczak,1998). Y que el 47% de las proteinas moonlighting humanas de nuestra base de
datos corresponden a dianas farmacéuticas de farmacos existentes, de acuerdo con las
bases de datos de dianas farmacéuticas The Therapeutic Target Database (Qin et al., 2014),
http://xin.cz3.nus.edu.sg/group/ttd/ttd/asp, y la DrugBank database (Wishart et al., 2008),
http://www.drugbank.ca. Todo esto complica el analisis de dianas farmacoldgicas, la toxicidad
de los farmacos, etc. Pero a su vez en algunos casos pueden representar una ventaja
farmacocinética si el farmaco (por ejemplo un anticuerpo monoclonal) no penetra en la célula
y sélo afecta a la actividad moonlighting, si esta es extracelular, o si el farmaco es especifico
para bloquear la interaccidbn con algun partner concreto presentaria menos efectos
secundarios (Butler and Overall, 2009). Por ejemplo, THC346, un derivado del deprenyl es
neuroprotector por impedir la S-nitrosilacion y por ello la interaccion de la GAPHD con la
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Siah1 (Hara et al., 2005).

I.I. ALGUNAS PREGUNTAS RELEVANTES ACERCA DE LAS PROTEINAS
MULTIFUNCIONALES

El fendmeno de la multifuncionalidad conduce a un cierto numero de preguntas importantes
tanto para la funcion como para la evolucion de proteinas que todavia no tienen respuesta.
En la presente tesis se tratara de obtener algunas respuestas o de estimar o especular sobre
otras. Algunas preguntas son por ejemplo:

(a) ¢ Qué ventaja evolutiva representa el que una proteina tenga mas de una funcion, a veces
ambas funciones indispensables, en vez de utilizar la duplicacién de un gen y evolucion
independiente del paralogo, lo cual evitaria el denominado “conflicto adaptativo™?. Como
Conflicto adaptativo se entiende que una mutacién que pueda mejorar una de las funciones
de una proteina moonlighting podria afectar negativamente a la otra funcién.

(b) ¢ Cual es la base estructural de la multifuncionalidad?

(c) ¢, Cual es el mecanismo que conduce a la aparicion de la segunda funcién?

(d) ¢ Hay conservacion filogenética de la multifuncionalidad?

(e) ¢ Cuantas proteinas moonlight hay?

(f) ¢Son “hubs” de redes de interactomica?

(g) ¢Son ejemplos de “non orthologous gene displacement”?

(h) ¢Por qué tantos casos de moonlighting o son de proteinas de adhesién y virulencia de
microorganismos patégenos y muchas de ellas enzimas de la glicolisis?

(i) ¢ Qué papel juegan las proteinas moonlighting en las enfermedades humanas?

(j) Cuantas proteinas moonlighting son posibles dianas terapéuticas y hasta que punto son
responsables de la toxicidad y efectos secundarios de muchos farmacos?

(k) Finalmente y es el objetivo fundamental de la presente tesis ¢es predecible

bioinformaticamente la multifuncionalidad?

Respecto a la primera pregunta la respuesta seria doble: (a) que con menos genes el
organismo puede llevar a cabo mas funciones y (b) la Vida mas que disefiar polipéptidos
enteramente nuevos suele reutilizar lo previamente existente, pues ya ha sido optimizado
para dar lugar a un plegamiento y conformacion estables y es mas facil anadir una funcion a

una estructura previa que en muchos casos, como ya se ha mencionado en el apartado |.E.,
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tan solo requieren unos pocos cambios en aminoacidos. La Vida precisa de numerosas
funciones bidlogicas. Una manera de obtenerlas es incrementando el numero de genes, pero
implica una mayor carga mutacional. Una segunda manera es el splicing alternativo. Es la
mas utilizada por los organismos eucariotas, pero conlleva una mayor complejidad del
mecanismo, existencia de proteinas estimuladoras y silenciadoras del splicing, etc. Y es un
mecanismo no presente en procariotas. Finalmente, sin aumentar el numero de genes ni una
complejidad excesiva estaria la multifuncionalidad a partir de cambios minimos en la
secuencia de la proteina. Cabe mencionar también que a partir de los resultados del primer
borrador y del Atlas del proteoma humano no parecen haber tantas proteinas como se
pensaba (se estimaba en por lo menos un millén) (Kim et al., 2014; Wilhelm et al., 2014;
Uhlen et al.,2015). Lo cual abundaria en optimizar al maximo las proteinas para conseguir el

numero de funciones bioldgicas necesarias.

Respecto al mecanismo que conduce a la aparicion de la segunda funcidon no se sabe pero
ya se ha mencionado anteriormente el caso de la chaperona GroEL en la que mutando 4
aminoacidos dan lugar a una segunda funcion toxina de insectos. Probablemente el primer
paso para la obtencion de una nueva funcioén seria la aparicion de nuevas interacciones con
otras proteinas. Finalmente tendrian lugar casos de Non Orthologous Gene Displacement o
de reclutamiento enzimatico. Y en otros casos aparecen por la fusion de genes o dominios de

proteinas dando lugar a una proteina multifuncional (Gancedo and Flores, 2008).

Respecto a la conservacion filogenética de la multifuncionalidad no se conoce apenas dado
que habria que realizar experimentacion en cada organismo del que se sospecha que
presente multifuncionalidad. A partir de multialineamientos vemos que hay una alta
conservacion de secuencia, en algunos casos altisima (mas del 90% de identidad). Y de
hecho en los casos de proteinas de la glicdlisis o del ciclo de Krebs relacionadas con
virulencia hay numerosos casos conocidos de presentar las 2 funciones en diferentes
especies de microorganismos patdégenos. Por ejemplo, la enzima de la glicdlisis enolasa es
proteina moonlight como unidén a plasmindégeno en 27 especies de microorganismos, con
otras funciones en 17 organismos mas (Tabla 1). Y la GADPH como unién a plasminégeno
en 18 especies y con otras funciones en 15 organismos mas En Material suplementario, las
Tablas S1 y S2 muestran todos los casos conocidos de proteinas que se repiten como
multifuncionales en diferentes especies (Tabla S1) y funciones moonlighting que se repiten
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en diferentes especies (Tabla S2). Todo esto indica que hay proteinas con una gran facilidad

para presentar mas de una funcion asi como funciones propensas a presentarse como

moonlighting en diferentes especies y en diferentes secuencias/estructuras de proteinas,

siendo una cuestion abierta la base estructural de esta facilidad y propension.

Tabla 1. Dos ejemplos de proteinas que son moonlighting en diferentes organismos

Protein name

Organism

Moonlighting function

Aconitase

Enolase

Homo sapiens
Paracoccidioides brasiliensis
Bos taurus

S. pneumoniae
Aeromonas hydrophila
Bacillus anthracis
Bifidobacterium animalis
Lactobacillus johnsonii
Mycoplasma fermentans
Neisseria meningitidis
Trichomonas vaginalis
Lactobacillus crispatus
Streptococcus pyogenes
Candida albicans
Onchocerca volvulus
Streptococcus oralis
Streptococcus mutans
Leishmania mexicana
Paenibacillus larvae
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium longum
Borrelia burgdorferi
Lactobacillus plantarum
Listeria monocytogenes
Mycoplasma pneumoniae
Staphylococcus aureus
Streptococcus anginosus
Streptococcus oralis
Taenia pisiformis
Lactobacillus plantarum
Streptococcus suis
Paracoccidioides brasiliensis
Lactobacillus johnsonii
Staphylococcus aureus
Streptococcus mutans
Streptococcus gordonii
Plasmodium falciparum
Echinococcus granulosus
Streptococcus suis
Plasmodium berghei
Enterococcus faecalis
Toxoplasma gondii
Homo sapiens

Mus musculus
Trachemys scripta
Petromyzon marinus

Iron responsive element

Plasminogen binding

Fibronectin binding

Laminin binding

Binding to salivary mucin

Adhesion to host (except the previous functions)

Promotes cell survival

Lens crystallin
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Las preguntas sobre cuantas proteinas moonlighting hay y si son hubs de redes de
interactdmica no tienen respuesta facil. Nosotros creemos que como dice C. Jeffrey (2004)
“Current moonlighting appear to be ony the tip of the iceberg”. Y respecto a si pueden
corresponder a hubs en las redes metabdlicas y de interactdmica ya se ha mencionado
anteriormente que muchas enzimas del metabolismo primario estan involucradas en
actividad moonlighting y por otra parte a partir de los datos de la interactémica se conoce que
las proteinas con mayor numero de conexiones son las del metabolismo energético y del
mecanismo de la traduccion. O sea, si habria muchos ejemplos de proteinas moonlighting
que correspondan a un hub. Es obvio que una segunda funcion podria hacer que una
proteina conectase dos rutas metabdlicas de una manera inesperada y relevante para las

aproximaciones de Biologia de Sistemas.

Respecto a si las proteinas moonlighting son ejemplos de “non orthologous gene
displacement” es de esperar que lo sean y represente una via evolutiva de llegar a ser
multifuncional, pero tan s6lo hemos encontrado 5 ejemplos de proteina moonlight y que a la
vez sea un caso de desplazamiento no ortdlogo (de acuerdo con los contenidos en la base
de datos de enzimas analogos (Omelchenko et al., 2010; Galperin et al., 2012). Sin embargo,
este pequefio numero de casos probablemente responde al insuficiente numero de ejemplos

actualmente conocidos de ambas clases, proteinas ortdlogas y moonlighting.

Respecto a por qué tantos casos de moonlightinglo son de proteinas de adhesién y
virulencia de microorganismos patdogenos y muchas de ellas enzimas de la glicdlisis, ésta
representa uno de las rutas metabdlicas mas ancestrales y el moonlighting representa la
reutilizacion de las moléculas y los procesos ya existentes. Y las proteinas relacionadas con
la adhesidén del patdégeno al huésped ha sido un campo muy estudiado por motivos de disefio
de vacunas y farmacos antimicrobianos, aparte de ser comparativamente mas facil su

analisis desde el punto de vista experimental.
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Il. OBJETIVOS

El Objetivo General del presente trabajo es determinar si los algoritmos y programas
bionformaticos existentes pueden contribuir a predecir las proteinas multifuncionales a partir
de su secuencia.

Los Objetivos Especificos son:
1.- Disefiar la primera base de datos de las proteinas multifuncionales conocidas.

2.- Determinar si los programas de analisis de homologia remota, especialmente PsiBlast,
permiten identificar posibles casos de multifuncionalidad.

3.- Determinar si las bases de datos de interaccién proteina-proteina (PPls) contienen
informacion util para identificar posibles casos de multifuncionalidad.

4.- Determinar si el solapamiento de los outputs de los programas de alineamiento de
secuencia con los de las bases de datos de interactomica mejoran la identificacion de
posibles casos de multifuncionalidad.

5.- Determinar si los programas de identificacion de motifs/dominios funcionales a partir de la
secuencia de una proteina revelan posibles casos de multifuncionalidad.

6.- Determinar si la multifuncionalidad esta relacionada con las regiones desestructuradas de
las proteinas y si éstas corresponden a IDPs (Intrinsically Disordered Proteins).

7.- Determinar si los programas de prediccidon de localizacién subcelular a partir de la
secuencia de una proteina representan una ayuda para identificar posibles casos de
multifuncionalidad.

8.- Determinar si los programas de correlacion mutacional en proteinas pueden ayudar a
mapar las funciones canonica y moonlighting de las mismas en los casos en que existe una
extensa familia de secuencias de proteinas a comparar mediante multialineamiento.
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lll. METODOS

llLA. BASES DE DATOS Y SERVIDORES

lllLA.1 BASES DE DATOS Y SERVIDORES UTILIZADOS

Ademas de la base de datos bibliograficos, de secuencias, etc, del Genbank ncbi
(www.ncbi.nlm.nih.gov) se han utilizado las siguientes bases de datos o en ausencia de ellas,
como en el caso de las proteinas moonlighting (hasta la creacion de la base de datos

MultitaskProtDB del presente trabajo) las tablas descritas en diferentes articulos.

Proteinas moonlight

Gran parte del trabajo se ha realizado utilizando las tablas de proteinas moonlight descritas
en las siguientes revisiones de proteinas moonlighting publicadas (Wool, 1996; Jeffery, 1999,
2003, 2004, 2009 and 2014; Piatigorsky 2007; Gancedo and Flores, 2008; Nobeli et al., 2009;
Huberts and van der Kiel, 2010; Copley, 2012). En estos reviews se mencionaba que se
conocian unas 80-100 proteinas moonlight, pero tan soélo se presentaban tablas con 20 o 30,
y eso la que mas. Entre todos estos trabajos habian sido descritas unas 60 proteinas
moonlight y en algunos casos sin especificar especie o referencias blibliograficas. Por ello, y
en una fase avanzada de la tesis, decidimos disefiar nuestra base de datos (ver apartado
[lI.LA.2), http://wallace.uab.es/multitask/ la primera existente y a partir de la cual se han

realizado muchos de los analisis que se describen en el apartado IV.
Bases de datos de Interactémica (PPlIs)

Las proteinas asociadas por interaccién (en adelante las denominaremos por su término
inglés “partner”) a las proteinas multifuncionales de la base de datos MultitaskProtDB se
identificaron en el servidor APID (Prieto et al., 2006)
(http://Ibioinfow.dep.usal.es/apid/index.htm). APID contiene la mayor parte de los datos de
las bases de datos de protedmica MINT, DIP, BIOGRID, IntAct, HPRD y BIND. Ademas
presenta las proteinas de acuerdo con la anotacion GO (Gene Ontology)
(www.geneontology.org) (Ashburner et al., 2000). Hemos considerado que los datos de
interactomica revelan la segunda funcién de una proteina moonlight si la base de datos PPI

identifica como partner una funcién molecular, o en algunos casos un proceso bioldgico (de
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acuerdo con la anotacién GO), si esta funcién coincide con la funcién moonlighting
esperada. Para filtrar los aciertos y mejorar la precision, es aconsejable realizar un analisis
de enriquecimiento de ontologia de genes utilizando el paquete GOStat R (Beissbarth y
Speed, 2004) como se ha descrito anteriormente (Gémez et al., 2011). Cabe indicar que en
el caso de los datos de interactdmica es conveniente utilizar bases de datos “no curadas”
(p.e., DIP, MINT y el servidor APID) porque en las curadas se ha eliminado muchas
interacciones consideradas falsos positivos y que en realidad pueden ocultar una segunda
funcién identificable por los partners. Las direcciones web de las principales bases de datos y

servidores de interactémica son las siguientes (Figura 9):

APID: http://bioinfow.dep.usal.es/apid/index.htm

MINT: http://mint.bio.uniroma2.it/mint

DIP: http://dip.doe-mbi.ucla.edu/Main.cgi

BOND: http://bond.unleashedinformatics.com/Action
HPRD: http://lwww.hprd.org

BioGrid: http://thebiogrid.org

IntAct: http://lwww.ebi.ac.uk/intact/main.xhtml

BIND: http://lwww.bind.ca

KEGG: http://www.genome.jp/kegg/

STRING: http://string-db.org

Expasy/Swiss-Prot (www.expasy.org/swissprot)

Se trata de una base de datos y servidor para el analisis de proteinas establecida en 1986 y
mantenida en colaboracion entre el Instituto Suizo de Bioformatica (SIB) y el Instituto
Europeo de Bioinformatica (EBI). Proporciona un alto nivel de anotacién, un nivel minimo de
redundancia de secuencias, un alto nivel de integracion con otras bases de datos
biomoleculares, y una extensa documentacion externa. También numerosos programas para

el analisis de estructura, funcion y evolucion de proteinas.
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UniProt (www.uniprot.org)

Se trata de una excelente base de datos de informacion de estructura, funcion y bibliografia
sobre proteinas en www.uniprot.org (The Uniprot Consortium, 2103). En algunos casos,

muy pocos, UNiProt describe la segunda funcién de la proteina.

InterPro (www.ebi.ac.uk/interpro/)

InterPro es un servidor para la identificacion de familias de proteinas, dominios, motivos
(“motifs”) y sitios funcionales (Mitchell et al., 2015). El analisis comparativo de las familias de
secuencias de proteinas muestra que algunas regiones han sido mejor conservadas que
otras durante la evolucion. Estas regiones son generalmente importantes para la funcion de
una proteina y/o para el mantenimiento de su estructura tridimensional. Permiten establecer
una “firma” para una familia de proteinas, o de dominios, que distingue a sus miembros de
todas las otras proteinas no relacionadas. Una firma de proteina se puede utilizar para
asignar una nueva proteina secuenciada a una familia especifica de proteinas y por lo tanto
para formular hipotesis acerca de su funcion. InterPro integra diversos subprogramas:
Prosite, Pfam, Prints, ProDom, Smart, TIGRfams, HAMap, PIRsf, Superfamily, CathGene 3D
y Panther. La ultima version de InterPro (Julio 2015) contiene 18.816 familias; 7.571

dominios, 851 sitios funcionales, 281 repeticiones y 16 modificaciones postraduccionales.

Blocks (http://blocks.fhcrc.org)

Blocks es una base de datos de alineamientos de “motifs” secuenciales relacionados con
dominios y sitios funcionales de proteinas (Henikoff et al., 1999). En principio es mas
aconsejable utilizar InterPro dado que Blocks no ha sido actualizada desde el afio 2006. Pero
precisamente por no haber sido actualizado, “curado”, para identificar preferentemente y
presentar unicamente el motif de mejor puntuacion permite que pueda indentificar otros

motifs relacionados con las funciones moonlighting.

Pfam (http://pfam.xfam.org/)

Pfam (Finn et al., 2011), es una base de datos y servidor (InterPro también lo incluye en su
servidor) que permite identificar familias y dominios de proteinas de forma mas o menos
restrictiva (PfamA es mas “curado” y restrictivo y PfamB menos). En nuestro caso hemos
comprobado que para la identificacién de proteinas moonlighting es mejor utilizar PfamB
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dado que al identificar dianas potenciales de forma menos restrictiva puede desenmascarar
las segundas funciones de las proteinas. Por defecto el servidor InterPro tan solo muestra el
‘output” PfamA. PfamB debe ser activado por el wusuario en la pagina

http://[pfam.xfam.org/search.

PDB (www.pdb.org)
El PDB (Protein Data Bank) es un archivo de estructuras tridimensionales de proteinas
conteniendo algo mas de 100.000 estructuras tridimensionales obtenidas por cristalografia de

rayos X o NMR (Resonancia Magnética Nuclear).

PIR (http://pir.georgetown.edu/)

Se trata de una base de datos de secuencias y estructuras de proteinas. La Protein
Information Resource (PIR) se establecid en 1984 como resultado de la obra de la Dra.
Margaret Dayhoff cuyo atlas de secuencias de proteinas y estructura fue la primera coleccién
completa de secuencias de proteinas. En 1974, Dayhoff cre6 el concepto de la familia de
proteinas y superfamilia, definido por la similaridad de secuencia, como un medio de

organizar y clasificar las proteinas.

SCOP (http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/)

La base de datos SCOP es una clasificacion jerarquica integral generada manualmente de
estructuras de proteinas conocidas, organizado en funcion de sus relaciones evolutivas y
estructurales. La base de datos se divide en cuatro niveles jerarquicos: Clase, Fold,
Superfamilia y Familia. Una clase compartiria una arquitectura de dominios. Un fold presenta
una importante similitud estructural. Una superfamilia de proteinas presenta un probable

origen evolutivo comun. Una familia de proteinas presenta un relacion evolutiva clara.

GENE ONTOLOGY (GO) (www.geneontology.org)

Una ontologia consiste en desarrollar un sistema jerarquico de vocabulario controlado y
estructurado para describir con precisidn conceptos y sus relaciones. En Biologia molecular
consiste en la descripcion de los productos génicos utilizando términos controlados. Esto
evita la anarquia que durante mucho tiempo ha existido en los descriptores de la funcién de
las proteinas (anotacién funcional). La ontologia la ha venido desarrollando un consorcio

(GOC) (Ashburner et al., 2000) que la actualiza mensualmente. La anotacion de acuerdo con
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GO se denomina GOA. GO representa un cuadruple descriptor: (a) Biological process en que
participa el producto génico, con dos subniveles: Broad (p.e., cell growth, development) y
More specific (p.e., pattern specification...); (b) Molecular function (= biochemical activity),
también con dos subniveles, broad (p.e., enzyme, transporter) y narrow (p.e., adenylate
cyclase); (c) cellular components (lugar de la célula en que el producto génico es activo) y (d)
biological phase (periodo o etapa en un biological process or cycle). Existen ademas una

serie de Evidence codes adicionales acerca del origen de la informacion:

- IMP = inferred from mutant fenotype

- IGI = from genetic interaction

- IPI = from physical interaction

- ISS = from sequence/structural similarity
- IDA = from direct assay

- [EP = from expression pattern

- IEA = from electronic annotation

- TAS = traceable author statement

- NAS = non-traceable author statement

- NR = not recorded

La base de datos GO contiene en 38.137 términos (23.928 procesos bioldgicos + 3.050
ubicaciones celulares + 9.467 funciones moleculares). EI numero de funciones moleculares
resulta todavia muy bajo lo que dificulta, como se describira mas adelante, la comparacién
entre las anotaciones de las bases de datos de secuencias (p.e., ncbi), mayoritariamente con
descriptores anarquicos y las bases de datos de interactdmica, mayoritariamente con
descriptores GO. Finalmente, al GO le faltaria un descriptor de niveles jerarquicos por
encima del celular (fisioldgico, fenotipico...). Un avance es su reciente incorporacion del

descriptor biological phase.
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lI.LA.2 DISENO DE UNA BASE DE DATOS, MultitaskProtDB, DE PROTEINAS
MOONLIGHT

Ademas de los ejemplos extraidos de la pequefia cantidad de articulos y revisiones sobre
proteinas multifuncionales (Wool, 1996; Jeffery, 1999, 2003, 2004 y 2009; Piatigorsky 2007;
Gancedo y Flores, 2008; Nobeli et al, 2009;. Huberts y van der Kiel, 2010; Copley, 2012) se
recogieron unas 300 proteinas multifuncionales a partir de una inspeccion del servidor NCBI
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). La mineria de datos de la literatura se ha
realizado utilizando los siguientes términos y palabras clave: moonlighting proteins; moonlight
proteins; multitask proteins; multitasking proteins; moonlight enzymes; moonlighting enzymes;
gene sharing. Una serie de ejemplos se han encontrado por casualidad de algunas
revisiones basadas en la funcion de la proteina, en la bibliografia de genomas secuenciados,

en UniProt, etc.

La base de datos ha sido disefiada usando MySQL. El servidor web se ha disefiado con PHP
y asistido por PHPRunner, una aplicacion que ayuda a generar cddigo PHP y crear archivos,
informes, listas y formularios que facilitan el desarrollo de las partes importantes de la web.
Estos archivos, informes, etc, también pueden ser generados usando un motor de busqueda
avanzada para permitir una busqueda mas precisa o restringida. Este tipo de procedimiento
sirve para limitar la busqueda al subconjunto de proteinas en las que uno realmente quiere

centrar el estudio.

lll.B. ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

lll.B.1. ALINEAMIENTO MEDIANTE LOS ALGORITMOS BLAST Y PSI-BLAST Y
REORDENAMIENTO MEDIANTE BYPASS

El alineamiento de secuencias es extraordinariamente util para el descubrimiento de
informacion funcional, estructural y evolutiva en las secuencias bioldgicas. Es importante
obtener el mejor alineamiento posible o alineamiento "Optimo" para descubrir esta
informacion. Las secuencias que son muy parecidas, o similares (en muchos casos también
se describen como “homdlogas”) en la terminologia del analisis de secuencias,
probablemente tienen la misma funcién, o una funcién bioquimica y estructura tridimensional

similar en el caso de las proteinas. Aunque en sentido estricto para que dos secuencias de
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dos diferentes organismos puedan ser definidas como homodlogas han de presentar un

ancestro comun, lo cual es muy dificil de establecer en la realidad.

El alineamiento indica los cambios que podrian haber ocurrido entre las dos secuencias
homdlogas y una secuencia ancestro comun durante la evolucion. Los genes homdlogos que
comparten un ancestro comun y la misma funcién en ausencia de cualquier evidencia de
duplicacién de genes se llaman ortdlogos. Cuando existe una evidencia de la duplicacion de
genes, los genes en un linaje evolutivo derivado de una de las copias y con la misma funcion
también se conocen como ortdlogos. Las dos copias del gen duplicado y su progenie en el
linaje evolutivo se conocen como paralogos. En otros casos, las regiones similares en
secuencia pueden no tener un ancestro comun, pero pueden haber surgido de forma
independiente por dos caminos evolutivos que convergen en la misma funcién, llamada

evolucion convergente.

En el presente trabajo hemos utilizado como algoritmos de alineamiento de secuencias el
Blast y en el caso de homologia remota el PsiBlast (Figura 10), ambos en el servidor del ncbi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Al contrario que en el caso de las bases de datos de
interactdmica, en la busqueda de funciones moonlight es conveniente utilizar bases de datos
curadas en el sentido de no redundantes, de lo contrario el listado de salida presentara, de
haberlas, numerosas secuencias homologas o isoformas de proteinas que arrinconan las
dianas interesantes a posiciones muy alejadas y obliga a los investigadores a rastrear largos
listados de dianas. Debido a este problema el grupo desarrollé anteriormente un programa,
ByPass (Gomez et al., 2008), en que mediante légica borrosa reordena el listado y sube a
posiciones superiores dianas que a pesar de ser verdaderos positivos han acabado en

posiciones alejadas (Figura 11).

45


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

REMOTE HOMOLOGUE SEARCH

Sequencel Sequence2 Sequence3  Sequenced Sequence5

\VAVAV,

each iteration=> a new PSSM matrix

Twilight zone <25% identity

Figura 10. Esquema del procedimiento de iteraciones sucesivas del algoritmo de homologia
remota PsiBlast

Como se ha indicado, el analisis de homologia remota en la base de datos no redundante
NCBI se hizo utilizando PSI-BLAST (Altschul et al., 1997), accesible en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. La busqueda se realizé con los siguientes ajustes y
con un maximo de 5 iteraciones con los siguientes parametros por defecto (Filter. “F”;
gap_extend: “1”7, expect: 10, and gap_open: 11). Un problema clasico con los programas de
homologia es debido a la gran cantidad de secuencias que presentan algunas familias de
proteinas, por ejemplo, las proteinas ribosomales, (y que son tipicas proteinas
multifuncionales) que saturan los “outputs” o listados de secuencias alineadas y dificultan, o
incluso esconden, la posible segunda funcién. Por ello es conveniente utilizar una base de
datos no redundante que permite ejecutar el PSI-Blast eliminando todas las entradas al
banco de secuencias que comparten la misma secuencia. Por ejemplo en nuestro caso nos
ha resultado muy util el Swiss-Prot. Otro problema es que como Psi-Blast agrupa los

resultados colocando los aciertos de acuerdo a sus puntuaciones matematicas (e-values), y
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no por sus “puntuaciones biolégicas”, la secuencia diana correcta puede encuentrarse no en
las primeras posiciones sino en las inferiores. Por ello, como ya se ha mencionado, el output
de salida del PSI-Blast ha sido reordenado por medio del programa ByPass (Gémez et al.,
2008) http://bypass.uab.cat/wiki. Bypass utiliza la légica borrosa para reorganizar los
resultados de salida del Blast o PSI-Blast y sube hacia posiciones superiores secuencias de
proteinas cuya funcién se puede identificar como posibles verdaderos positivos. El algoritmo
de logica borrosa combina 4 caracteristicas de la secuencia de las proteinas alineadas por
un Blast o PsiBlast para analizar las secuencias del output. Estas caracteristicas son: perfil
de hidropaticidad (Kyte y Doolittle, 1982), perfil de flexibilidad (Karplus y Schulz, 1985),

composicidon (porcentaje) de aminoacidos y longitud de la secuencia.

How to improve remote homology results?

Biological not significant
'5'-_ xIBfAL: Tofc - T T e 1 ERE hits

@ . sests that the aligmest moce vas below The tice
© . seses That 130 Aligmment e checked 23 1ha JevTis:

Sequeaces with forade HITIEA Uhan Uhrrsbald

Protein characteristics to compute:
* Amino acid composition

*Protein length

*Hydropathic profile

s Flexibility profile

Sequennes prodeting SIgRATicast aligments: (ita) W

ARSLIAR: DAY BAS FROTEDE® STRASYLGLRANTLTAANSE... 140D,

= BYPASS

Biological
significant hits
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Figura 11. El algoritmo ByPass, a partir de un output de Blast o PsiBlast sube a posiciones
superiores secuencias de posiciones inferiores, posiciones ambas establecidas previamente
por sus e-values

Finalmente, y como alternativa al PsiBlast, se han realizado algunos analisis de homologia

remota basados en perfiles por cadenas ocultas de Markov mediante el programa HMMER
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(Finn et al., 2011) http://hmmer.janelia.org/. El resultado es muy prometedor pero todavia

no se ha extendido el analisis HMMER a toda la base de datos.

lll.B.2. ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS

Los alineamientos multiples son utiles para la prediccidén de estructuras de proteinas, motifs y
dominios funcionales, identificar aminoacidos clave para la funcion de la proteina e
indispensables para el analisis filogenético. En este sentido, en el presente trabajo se ha
utilizado el alineamiento multiple para sugerir que la conservacion de secuencia entre
diferentes especies, especialmente de regiones o motifs involucrados en cada una de las
funciones, implicaria que la caracteristica de la multifuncionalidad se conserva
evolutivamente. Se ha utilizado el programa ClustalW en el servidor del European

Bioinformatics Institute, http://www.ebi.ac.uk/Tools/msalclustalol/.

lI.C. RASTREO DE BASES DE DATOS DE INTERACTOMICA

En el presente trabajo hemos propuesto que en las bases de datos de interactémica (PPI)
hay mucha informacién que permitiria identificar proteinas multifuncionales, en muchos casos
partners de interactomica descartados como Falsos Positivos por los investigadores
experimentales (Gomez et al., 2011). También hemos propuesto que combinar el analisis de
similitud de secuencia (por Blast o PsiBlast) con la informacion de las bases de datos de
interactomica facilita la prediccion de la funcién de las proteinas (Espadaler et al, 2008) y de
la multifuncionalidad (Hernandez et al. 2014b y 2015). Los partners de interactomica de una
proteina pueden sugerir la funcién o funciones de la misma por lo que se denomina
“culpabilidad por asociacion” (“guilty-by-association”), por lo menos al nivel de “Biological
Process” del GO. En el presente trabajo hemos considerado que las bases de datos de
interactomica revelan la segunda funcion de una proteina si la PPI identifica una Molecular
Function o, en algunos casos, un Biological Process de acuerdo con la anotacion del GO y
estd de acuerdo con la funcidn moonlight de la proteina de nuestra base de datos
MultitaskProtDB. A continuacién y para filtrar e incrementar la precision de la prediccion, es
aconsejable realizar un analisis de enriquecimiento GO. Para ello, para cada proteina
moonlighting protein incluida en APID se capturan los terminos GO de los partners de

interaccién y se calcula el “GO term enrichment” mediante el programa “GOStat R package”
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(Beissbarth and Speed, 2004). Esta funcion calcula valores p hipergeométricos por
sobrerepresentacion de cada término GO en la categoria especifica entre las anotaciones
GO. Este enriquecimiento se ha realizado en el servidor de GOstat, en
http://gostat.wehi.edu.au, utilizando los parametros por defecto que proponen los autores
en la web del servidor. En nuestro caso seleccionamos como indicadores de verdadera
funcién moonlight aquellos terminus GO con un p-value menor que 0.05, lo que nos permite
eliminar bastantes descriptores GO inespecificos (Gomez et al., 2011). La Figura 12 muestra
el esquema del procedimiento utilizado y la Figura 8 muestra en detalle cuatro ejemplos de

proteinas moonlighting.

Set of lighting p
experimentally identified

+

Subset of moonlighting proteins whose
organism has been subjected to

tomics lys

{

Identify all the interactomics partners
in APID
(MINT. DIP, 8IND,
BioGRID, HPRD, IntAct)

{

Identify the partners which match the known additional {(moonlighting)

functions according to GO descriptors (MF or 8P)

L

GO enrichment analysis of the positive matches

Gomez et al. Mol. BioSystems (2012) 7:2379-2382

Figura 12. Esquema del procedimiento de prediccion de posibles proteinas moonlighting a
partir de la informacion existente en las bases de datos de interactomica (PPIs). En el
presente trabajo se ha utilizado preferentemente el servidor de PPIs de APID
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lI.D. ANALISIS DE SECUENCIAS MEDIANTE PROGRAMAS DE IDENTIFICACION DE
MOTIVOS Y DOMINIOS (MOTIFS/DOMAINS) FUNCIONALES

La identificacién de motivos y de dominios funcionales (Figura 13) se ha realizado mediante
el servidor InterPro (Mitchell et al., 2015), accesible en
http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/pfaliprscan/ y descrito en el Apartado Ill.A.1. Se ha utilizado
también el programa Blocks http://blocks.fhcrc.org (Henikoff et al., 1999). Como ya se ha
mencionado anteriormente, aunque, en teoria, es mas aconsejable utilizar bases de datos
tipo InterPro; otras bases de datos como Blocks, que al tratarse de una base de datos no
curada, que aunque no se hayan actualizado desde el afo 2006, pueden servir para
identificar como perteneciente al motif, secuencias mas alejadas de un patrén candnico (que
es lo que esperariamos encontrar en muchos casos en las proteinas multifuncionales), pues
de la semilla con la que se ha generado la PSSM tiene mas diversidad de secuencias que
aquellas bases de datos en la que la mano del experto ha descartado secuencias que se
apartan excesivamente de lo que el “curador’ considera una proteina ajustada al canon de la
familia funcional. Pues las bases de datos curadas como InterPro se han programado para
una identificacién precisa del motivo/dominio principal reduciendo en la medida de lo posibles
los falsos positivos. La mayoria de los programas de busqueda de motivo/dominio se mueven
en un delicado equilibrio entre especificidad y sensibilidad, que en caso de la busqueda de
proteinas multifuncionales interesa que esté mas desplazado hacia la sensibilidad, aunque
implique sacrificar algo de sensibilidad. Todos estos métodos construyen sus patrones o
perfiles a partir de alineamientos multiples, pero el algoritmo mas corriente, Prosite, busca
patrones altamente conservados en un conjunto reducido de proteinas. Es por eso que
Prosite tiene dificultades en encontrar el patron secundario correspondiente a la funcién
moonlighting de la proteina, ya que estos patrones son muy diferentes de la secuencia de
consenso candnico y se descartan automaticamente. Por lo tanto, un programa como Blocks
qgue no es tan estricto en la seleccion de grupos de proteinas preseleccionados puede revelar
mas patrones relacionados con la funcién moonlighting. Otro programa, Pfam (Finn et al.,
2011) (también lo contiene el servidor InterPro) identifica mediante perfiles HMMs patrones
secuenciales comunes a diversas familias de proteinas. Pfam le da al usuario la posibilidad
de buscar un conjunto mas o menos restringido de dominios mediante dos subprogramas:
PfamA y PfamB. PfamA da una salida mas restringida, espurgada por eliminacion de las

dianas menos especificas. PfamB representa una salida menos restringida que contiene
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resultados menos especificos por lo que permite identificar posibles funciones moonlight que
son filtradas por PfamA. Sin embargo, y por defecto, InterPro s6lo muestran la salida PfamA.
PfamB tiene que ser activado por el usuario en http://pfam.xfam.org/search o calculado

localmente.

También se ha utilizado dos servidores mas: ELM y MinimotifMiner. ELM es un buscador de
motifs secuenciales eucariotas (http://lelm.eu.org) (Dinkel et al., 2014). Este servidor
contiene 200 motifs de secuencia de aminoacidos relacionados con modificaciones post-
traduccionales y su funcién y también con localizacién celular. El servidor MinimotifMiner
(http://minimotifminer.org) (Mi et al., 2012) también identifica motifs cortos relacionados

con interaccion y modificacidén post-traduccional.

lILE. ANALISIS DE CORRELACION DE MUTACIONES

Los analisis de coevolucion de aminoacidos permiten identificar aminoacidos clave para la
funcién y evolucién de proteinas por la existencia de mutaciones coordinadas; por ejemplo
identificar los aminoacidos clave para los sitios funcionales, etc. En el presente trabajo el
analisis se llevd a cabo utilizando el servidor Mistic (Mutual Information Server To Infer
Coevolution) http://mistic.leloir.org.ar (Simonetti et al., 2013). Mistic es un servidor web que
proporciona una representacion grafica de la informacién contenida en un multialineamiento
de secuencias. Este programa permite la estimacion de la relacion coevolutiva entre dos
posiciones de aminoacidos en una familia de proteinas a partir de las correlaciones
posicionales. De esta manera, el usuario puede identificar aquellas posiciones de los

aminoacidos estructural o funcionalmente relevantes (Hernandez et al., 2014b, 2015).

lI.F. PREDICCION DE QUE LAS PROTEINAS MOONLIGHTING PERTENEZCAN A LA
CLASE DE LAS PROTEINAS INTRINSICAMENTE DESORDENADAS (IDP)

Diversos autores consideran que el pertenecer a la clase de las proteinas intrinsecamente
desordenadas facilita la multifuncionalidad por poder adoptar diferentes conformaciones,
generalmente locales, para interaccionar con los diferentes partners en cada funcion (Tompa
et al., 2005). Para comprobar si las proteinas multifuncionales pertenecen a la clase de
proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP) hemos predicho las IDP a partir de sus
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secuencias de aminoacidos para un numero de proteinas multifuncionales conocidas.
Algunas de estas proteinas tienen su estructura 3D resuelta pero sus Regiones
Intrinsecamente Desordenadas (IDRs en inglés) no se encuentran bien definidas,
precisamente por ser desordenadas, por ejemplo la proteina p53 (Figura 3). Por esta razén,
los programas destinados a predecir IDP o IDRs pueden ser utiles para revelar datos
estructurales que no se pueden observar a partir de la cristalografia. Hay varios programas
para la prediccion de IDP/IDR, y que hemos utilizado en el presente trabajo. PrDos (Ishida y
Kinoshita, 2007); DisEMBL (Linding et al., 2003); DISOPRED (Ward et al., 2004) y IUPred
(Dosztanyi et al, 2005). Estos programas se pueden encontrar en los siguientes servidores

web:

PrDos: http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi
DisEMBL: http://dis.embl.de

Disopred: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/disopred/
lupred: http://upred.enzim.hu

ll.G. OTROS PROGRAMAS Y PREDICCIONES UTILIZADOS

Algunas predicciones adicionales que pueden colaborar o corroborar en la identificacion de

una funcion moonlight, aunque por ellos mismos no la identifiquen, son los siguientes

l1.G.1. PREDICCION DE LA SUBLOCALIZACION CELULAR

Dado que muchas proteinas moonlighting presentan cada funcién alternativa en distinto
compartimento celular se han utilizado programas cuyo output presenta las diferentes
localizaciones ordenadas de acuerdo con las correspondientes puntuaciones del método de
prediccién. Concretamente, en nuestro caso se realizé6 mediante dos programas, PSORT
((Nakai y Horton, 1999); en http://psort.hgc.jp/) y ProtLoc (Cedano et al, 1997) en
http://bioinf.uab.es/cgi-bin/trsdb/protloc.cgi). En principio, los dos resultados que
aparecen como mejor prediccidn podrian estar relacionados con las localizaciones del par de

funciones de la proteina moonlighting.
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l11.G.2. PREDICCION DE PRESENCIA DE HELICES TRANSMEMBRANA

Los programas para la prediccion de los tramos de secuencia de proteinas transmembrana
también pueden ayudar a predecir la localizacion de proteinas y en algunos casos corroborar
una posible funcion biolégica. Estos programas son bastante precisos, mas que aquellos
para la prediccion de la estructura secundaria de las proteinas en general. En el presente
trabajo hemos  utilizado el programa TranMem  (Aloy et al., 1997)

https://github.com/toniher/TransMem.
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IV. RESULTADOS

IV.A. DISENO DE UNA BASE DE DATOS DE PROTEINAS MOONLIGHT

Las Figuras 14 y 15 muestran la “Home page” y una pagina del contenido de la base de
datos MultitaskProtDB que hemos disefiado y que es la primera base de datos publicada
(Hernandez et al. 2014a). En Material suplementario S3 se encuentra el contenido total de la
base de datos. Las diferentes funciones han sido denominadas como “canonical” o
“moonlighting”, pero esto no indica relevancia funcional sino tan soélo el orden historico del

descubrimiento de cada funcion bioldgica.

http:wallace/uab.es/multitask/
Multitasking Proteins DataBase
(moonlighting proteins database)

Home DataBase Who we are Other Related References

Summary

j 4 ¢ Multitasking or moonlighting is the capability of some
(G) proteins to perform two or more biological functions.

* MultitaskProtDB is a repository of multitasking
(moonlighting) proteins found in the literature.
MultitaskProtDB collects these data enabling an easy access to
them and giving relevant information for each of the entries,
such as NCBI, EC and UniProt accession numbers, canonical
and additional biological functions, monomeric/oligomeric
states, PDB codes when available, and bibliographic
references.

Reference:

Hernandez, S., Ferragut, G, Amela, 1., Perez-Pons, J.A., Pinol, ]., Mozo-Villarias, A., Cedano, J. and Querol, E. (2014)
MultitaskProtDB: a database of multitasking proteins. Nucl. Acids Res. 42, D517-D520.

Figura 14. “Home Page” de la base de datos de proteinas moonlighting, MultitaskProtDB,
utilizadas en el presente trabajo
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]

MultitaskProtDB
Proteins ) )
Q=Y Details found: 288 Page10f15  Records Per Page: | 20 |
NCBI Code UniProt  Protein Name Canonical Function Moonlighting Function Organism PDB Oligomeric
10 Code State Reference

Homo sapiens

um/nucleoside

Hermandez etal. (2014) Nucileic Acids Res42: D517-D520

Figura 15. Ejemplo de la informaciéon presentada en una pagina de la base de datos
MultitaskProtDB

Al abrir la base de datos de la pagina web (http://wallace.uab.es/multitask/) se muestra una
gran tabla que contiene 288 entradas de proteinas multifuncionales. La web por defecto
aparece mostrando 20 entradas (dividido en 15 paginas), pero también permite seleccionar el
numero de entradas en 10, 30, 50, 100, 500 o todas. Independientemente del niumero de
entradas que se seleccione la pagina muestra la informacion sobre todas las proteinas
multifuncionales que contiene la base de datos. Hay 12 columnas de la tabla para
caracterizar cada proteina. De izquierda a derecha muestra lo siguiente: Columna 1 es un
botén clicando en el cual aparecen las caracteristicas principales que definen la proteina. La
Columna 2 (/D) permite la seleccién de entrada con el fin de exportar y manipular su
contenido, si es necesario. La Columna 3 indica el numero correlativo de la entrada en la
tabla. Las Columnas 4 (Cddigo) y 5 (UniProt), muestran los numeros de acceso de NCBI y
UniProt respectivamente, que estan vinculados a la informaciéon de las bases de datos

correspondientes. La Columna 6 muestra el nombre de la proteina. Las columnas 7 (Funcion
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Canonica) y 8 (Funcion moonlight) muestran las funciones canodnicas y la funcion adicional
respectivamente. La Columna 9 (Organismo) indica el organismo en el que la proteina
moonlighting ha sido identificada. La Columna 10 (PDB) vincula la proteina a la
correspondiente estructura tridimensional (3D) de la proteina en el PDB, si esta disponible.
La Columna 11 (Estado Oligomérico) indica su estado oligomérico dependiendo de si ha sido
determinado (hay proteinas cuya funcion moonlighting depende de si estan en estado mono
u oligomérico, por ejemplo la GAPDH). La Columna 12 (Referencia) proporciona un enlace a
la referencia bibliografica en PubMed. La pagina web también facilta pantallas de
visualizacion, impresion y busqueda. Por otra parte, se puede la exportar facilmente toda la
base de datos, o entradas seleccionadas, mediante la obtencion de un archivo en diferentes
formatos de datos para facilitar su posterior analisis, por ejemplo en Excel, Word, CSV o
XML.

Una vision general de la base de datos muestra que la mayoria de las proteinas
multifuncionales presentan dos funciones bioldgicas. Como era de esperar, la mayoria de los
pares de funciones de la proteina multifuncional corresponden a diferentes compartimentos
celulares cuando se trata de proteinas eucariotas (Tabla 2a). La Tabla muestra las
frecuencias de los 26 pares de funciones, candnica y moonlighting (de acuerdo a
descriptores generales como el del Gene Onthology, por ejemplo enzima y factor de
transcripcion; enzima y adhesiéon celular, etc.). El par mas frecuente es enzima-factor de
transcripcion (o proteina de uniébn a acidos nucleicos) con 66 de 288 proteinas
multifuncionales. Hay una falta de proteinas integrales de membrana, lo cual es logico
porque las proteinas monnlighting por lo general tienen cada funcién en diferentes
compartimentos celulares, lo que seria problematico para las proteinas de membrana. Sin
embargo, el segundo par de funciones mas abundante corresponde a enzima-proteina de
adhesion de microorganismos patogenos (46 de 288 proteinas multifuncionales). Como ya se
ha mencionado en la Introduccidn, es un hecho bien conocido que muchos patégenos utilizan
enzimas metabdlicos que no son proteinas de membrana como elementos de adhesion al
huésped. Esto requiere su secrecion o localizacién en la membrana a través de diferentes
mecanismos que se desconocen (Henderson y Martin, 2011 y 2013). Hay también un gran
numero de casos del par enzima/enzima y enzima-proteina estructural, en este ultimo debido
a las proteinas del cristalino de las que se conocen unas 30 que son ejemplos de proteinas

multifuncionales. En el caso de enzima/enzima tan sélo se consideran aquellas proteinas
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moonlighting que presentan dos actividades enzimaticas distintas en dos diferentes centros
activos. Se conocen muchas enzimas con dos actividades enzimaticas en el mismo centro
activo, pero no se suelen considerar casos de verdadero moonlighting, sino mas bien de

promiscuidad enzimatica (Nobeli et. al., 2009).

Pero si en vez de considerar globalmente todas las proteinas moonlighting se consideran tan
solo las 102 proteinas procariotas la tabla resultante, Tabla 2b, presenta algunas variaciones.

El numero total de proteinas moonlighting procariotas es de 102.

Como puede observarse las dos clases principales siguen siendo enzima-factor de
transcripcion y enzima/proteina de adhesion pero alterando las respectivas posiciones, cosa
esperable dado el gran numero de proteinas moonlighting bacterianas relacionadas con la

adhesion al huésped.

Finalmente, se ha obtenido la distribucion de los pares de funciones para las levaduras. Son
tan solo 22 proteinas moonlighting y no se muestra la tabla. Tan solo indicar que el par mas
abundante es el de enzima-factor de transcripcion, con 10 casos, seguido de enzima-enzima

y enzima-proteina estructural con 3 casos cada uno.

Algunos pares de funciones en la Tabla 2a presentan un asterisco. Son aquellos en que la
funcién moonlighting corresponde a lo que en el Gene Ontology (GO) se considera Biological
Process o incluso de categoria superior, no incorporada por GO (por ejemplo organismo,
sistema...). Corresponden a funciones supracelulares, fisiolégicas y mecanismos mas
complejos con muchos componentes adicionales y por ello mas dificiles de identificar y

separar las funciones de sus componentes.

Mas adelante, en el Apartado IV.E. se comentaran los aspectos evolutivos que aparecen tras

el analisis de las proteinas de esta base de datos.
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Tabla 2a. Numero de proteinas agrupadas de acuerdo con las principales clases
funcionales (Canénica/Moonlight) presentes en la base de datos de proteinas

moonlighting MultitaskDB

PAR DE CLASES FUNCIONALES

NUMERO DE PROTEINAS

Enzimal/Factor de transcripcion (o proteina DNA/RNA binding)* 66
Enzima/Proteina de Adhesion 46
Enzima/Enzima 41
Enzima/Proteina structural (ensamblaje citoesqueleto, cristalino...) 34
Ambas funciones Factor de transcripcién o proteina NA binding* 27
Chaperonal/Activador de Cltoquina* 8
Proteina estructural/Proteina estructural 7
Enzimallnhibidor enzimatico 6
Receptor/Receptor * 5
Enzima/Chaperona* 5
Activador enzimatico/Inhibidor enzimatico 5
Proteina estructural/ Proteina de Adhesion 5
Enzimal/Citoquina* 4
Enzima/Proteina apoptosis* 4
Enzima/Proteina de sefializacion* 4
Factor de transcripcion /Proteina estructural 3
Factor de transcripcion /Citoquina* 3
Enzima/Factor de Viruencia (no adhesina) 2
Chaperona/Proteina DNA binding 2
Chaperonal/Toxina 2
Factor de transcripcion/ Proteina de Adhesion 2
Proteina estructural/Proteina DNA binding* 2
Receptor/Enzima 2
Chaperonal/Proteina de biofilm 1
Proteina estructural/Proteina de membrana* 1
Enzima/Proteina de halotolerancia* 1
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Tabla 2b. Numero de proteinas procariotas agrupadas de acuerdo con las principales
clases funcionales (Candénica/Moonlight) presentes en la base de datos de proteinas
moonlighting MultitaskDB

PAR DE CLASES FUNCIONALES NUMERO DE PROTEINAS
Enzima/Proteina de Adhesion 46
Enzimal/Factor de transcripcion (o proteina DNA/RNA binding)* 18
Chaperonal/Activador de Cltoquina* 8
Enzima/Enzima 3
Ambas funciones Factor de transcripcién o proteina NA binding* 7
Enzima/Proteina structural (ensamblaje citoesqueleto, cristalino...) 5
Enzima/Chaperona* 3
Enzima/Proteina apoptosis* 2
Chaperonal/Toxina 2
Enzima/Factor de Viruencia (no adhesina) 2
Factor de transcripcion /Proteina estructural 1
Enzimallnhibidor enzimatico 1
Receptor/Receptor * 1
Enzimal/Citoquina* 1
Proteina estructural/Proteina DNA binding* 1
Chaperona/Proteina de biofilm 1
Proteina estructural/Proteina estructural 0
Activador enzimatico/lnhibidor enzimatico 0
Proteina estructural/ Proteina de Adhesion 0
Enzima/Proteina de sefalizacion* 0
Factor de transcripcion /Citoquina* 0
Chaperona/Proteina DNA binding 0
Factor de transcripcion/ Proteina de Adhesion 0
Receptor/Enzima 0
Proteina estructural/Proteina de membrana* 0
Enzima/Proteina de halotolerancia* 0
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IV.B. ANALISIS BIOINFORMATICO A PARTIR DE LA SECUENCIA DE LAS PROTEINAS

Todos los siguientes resultados se refieren al analisis de las proteinas multifuncionales
contenidas en la base de datos MultitaskProtDB. Como se ha mencionado anteriormente las
diferentes funciones han sido etiquetadas como candnica (la primera identificada) o
moonlighting (o multitarea o multifuncional), la funcion posteriormente determinada, pero
esto no tiene relevancia biolégica y simplemente se refiere al orden historico del
descubrimiento de la funcién bioldgica. Hay diferentes maneras de asignar una funcién a una
secuencia de la proteina cuya funcion es desconocida, pero los métodos mas utilizados lo
hacen por la aplicaciéon de la propiedad transitiva. Si una proteina de funcion desconocida
tiene un cierto grado de similitud con una anotada, entonces se asume que comparten la
misma funcion. Pero, si tenemos mucha informacion redundante (es decir, un gran conjunto
de secuencias relacionadas) esta redundancia puede ser utilizada para inferir funciéon por
medio de la extraccién de patrones o perfiles. En este caso, podemos usar estos patrones
(los denominaremos como “motifs” y dominios) para inferir la funcion. El patron extraido
también se puede utilizar para identificar los aminoacidos esenciales para su funcién. Otra
forma de identificar los aminoacidos importantes para la funcién de una proteina es por
medio del modelado de su estructura a nivel tridimensional. Y también identificar sus partners
de interaccion. Todas estas estrategias (alineamiento de secuencias, identificacion de motifs,
identificacion de partners, modelado 3D y sus combinaciones) han sido utilizadas en el

presente trabajo para inferir la funcién de las proteinas multifuncionales.

IV.B.1. ANALISIS DE HOMOLOGIA/ HOMOLOGIA REMOTA

Los algoritmos Blast, y especialmente Psi-Blast, pueden detectar proteinas multifuncionales
por presentar mas de un tramo que se alinea a dos (o mas) diferentes secuencias diana. Por
ejemplo, la Figura 16 muestra como ejemplo la enzima bifuncional dihydropteroate synthase
(DHPS) y 2-amino-4-hidroxi-6-hydroxymethyldihydropterine pyrophosphokinase (HPPK). Este
ejemplo también representa un caso de probable fusion de dos genes, o dominios, que

conducen a una proteina multifuncional.
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MAPPING THE SECOND FUNCTION:
SEQUENCE SIMILARITY

Color Protein name Uniprot Functions
Red 6-hydroxymethyl-7,8-dihydropterin Q1ENB6 DHPS /
pyrophosphokinase/ HPPK
7,8-dihydropteroate synthase
Black Folic acid synthesis protein FO P53848 DHPS /
HPPK
Blue Dihydropteroate synthase Q81vwsa DHPS
Green 2-amino-4-hydroxy-6- P26281 HPPK
hydroxymethyldihydropteridine
pyrophosphokinase
=z|g1m6|91m6 ARATH
sp|P53848 | FOL1l_YEAST
Identity: 34,38 %
HPPK and DHPS fi i
tr|QlENB6| QIENBS_ARATH DFTSLETT——=——~ TFEEV 14
sp|P53848|FOL1l_YEAST VGVSCIREPREIAMVNIPYLSSIHESSDIKFQLSSSONTPIEGKNTWKRA 300
S o i,
tr|QLENB6|QLENB6_ARATH VIALGSNVGNRMNNFKEALRLMK-DYGISVTRHSCLYETEPVHVTDQPRF 63
sSp|P53848|FOL1_YEAST FLAE‘GSNIGDRFKHIQMALQLLSREKTVKLRNISSIE‘ESEPMYFKDQI‘PF 350
L WaWRWaNaks s sas WWeRE T
tr|QLENB6|QLENB6_ARATH LNAATRGVTKLKPHEL LNVLKKIEKEMGREENGLRYGPRPLDLDILFYG— 112
sp|P53848 | FOL 1_YEAST M'NGCVEVETLLTPSELLKLCKKIEYELLORVKHFDNGPRTIDLDIVMFLN 400
sk, s, W W M WARas WANK * s WkR, swwRkzes
tr|Q1ENB6|QIENB6_ARATH -~ KHKTTSDKLI TPHERTWERP FVLAPLVDLLGTEDTDNDKIVAYWHS 158
sp|IP53848|FOL1l_YEAST SAGEDIIVNEPDLNIPHPRMLERTFVLEPLCELISPVHLHPVIAERPIVDE 450
: Lk KKK Ka KR _kAE Kk sks | 2. B
tr|QlENB6|QLENB6_ARATH L TFQAHERLGPF'*T LGKDGIIQRVIPIG——DHLWDFS—————— 199
sp|P53848|FOL1_YEAST LKQLYDKQHDEDTLWKLVP_‘PYRSGVEPRFLKFKTATKLDEFTGETNRIT 500
s e W ok sws
tr|QLENB6|QLENB6_ARATH —KKTYVMGILNLTEDS FSDGG-KFQSVDTAVS RVRSMISEG-———— VDII 242
splIP53848|FOL1l_YEAST VSPTYIMATFNATEDS FSDGGEHFADIESQLNDITKLCKDALYLHESVIT 550
L Wk W Wk AWk ANREN 2 s
tr|QLENB6|QLENB6_ARATH DIGAQSTRPMASRISS QEEIDRLI PVLKVVRGMAEMKG——KLISVDTENS 290
sp|P53848|FOL1l_YEAST DVGGCSTRENSIQASEEEEIRRSI PLIKATRESTELPQDKVILSIDTYRS 600
Kok KAkRk z ; K_okkk K kkzzk_zk ks Likohk:  x
tr|QLENB6|QLENB6_ARATH EVALEAIRNGADILNDVSGGSLDENMHKVVADS-DVPYMIMHMRGDPCTM 339
sp|P53848| E'OLlVXI-_‘AST NVAKEAIKVGVDIINDISGGLEDSNMFAVIAENPEICYILSHTRGDISTM 650
Sk RAds Wokk WA oKAR ok RN, keko. oz kzz # NRE A
tr|QLENB6|QLENB6_ARATH o NKENLEYNEICKDVATELYERVR 363
sSp|P53848|FOL1_YEAST NRLAHYENE‘ALGDSIQQEE’VH‘NTDIQQLDDLKDKTVLIRNVGQEIGERYI 700
= ws: ww
tr|QlENB6| QIENBS_ARATH EAELSGIPAWRIMIDPGIGFSKGI DHNLDIVMELPKIR EMAK 406
splP53848| FOLI_YEAST KAIDNGVKRWOQILIDPGL "AKTHKQNLQIIRHIPILKNYSHMNSNNSQ 750
sk L k: Kok kAkkowNak _kkak: _zh z: R
tr|QLENB6|QLENB6_ARATH KSIGLSHAPILIGPSRKRFLGDICGRPEASERDAATVACVTAGILKGANI 456
sp|P53848|FOL1l_YEAST VYVNLRNMPVLLGPSRKKFIGHITKDVDAKQRDFATGAVVASCIGFGSDM 800
SR s WIWIARRANAIAR sH_aEE N® W Nz: K Ks
tr|QlENB6|QLlENB6_ARATH IRVHNV'RDNVDAARLC DAMMTKRFKNVD 4 84
sp|P53848|FOL1l_YEAST VRVHDVENCSKSIKLADAIYKGLE—-——— 824
sgheRohey .3 sw, *e®g
tr|QlENB6 |Q1ENB6_ARATH tr|QLENB6 | QLENB6_ARATH
sp|P26281 |HPPK_ECOLI tr|QB1VWB | QB81VWB_BACAN
Identity: 32,91% Identity: 40%
HPPK function DHPS function
tr|Q1ENB6|Q1ENB6_ARATH MDFTSLETTTFEEVVIALGSNVGNRMNNFKEALRLMKDYGIS~-VTRHSCL 49
sp|P26281|HPPK_ECOLI = =  ====—====- MTVAYIAIGSNLAS PLEQVNAALKALGDIPESHILTVSSE‘ 40
Kk khAs . .
tr|Q1ENB6|Q1ENB6_ARATH YETE PVHVTDQPRE‘LNAAI RGVTKLKPHELLNVLKKIEKEMGREENGLRY 99
sp|P26281|HPPK_ECOLI YR’I‘PPLGPQDQPDYLNAAVALETSLAPEELLNHTQRIEaQQGRVRKAERW 90
W oW Rk Rk RN PR T ENE b
tr|QlENB6|Q1ENB6_ARATH GPRPLDLDILFYGKHKIISDKLII PHERIWERPFVLAPLVDLLGTEDIDN 149
sp|P26281|HPPK_ECOLI GPRTLDLDIMLFGNEVINTERLTVPHYDMKNRGFMLWPLFEIAPELVFPD 140
KAk EkARbosoks K ssak AR 2 ok Kok & oo
tr|Q1lENB6|Q1ENB6_ARATH DKIVAYWHSLSMHSGGIFQAWERLGESLLGKDGIIQRVIPIGDHLHDFSK 200
sp|P26281|HPPK_ECOLI GEM‘LR—-QILHTRAFDKLNKWD -------------- YDLRCGEYTLNLNE 21
* . * .
tr|Q1ENB6|Q1ENB6_ARATH KTYVMGILNLTPDSFSDGGKFQSVDTAVSRVRSMISEGVDIIDIGAQSTR 250
tr|Q81VW8 |Q81VW8_BACAN KTLIMGILNVTPDSFSDGGSYNEVDAAVRHAKEMRDEGAHIIDIGGESTR 71
- HH kK KKK KKK RIANAE s KKakK o 2 K KK KEEKK L xEK
tr|QlENB6|Q1ENB6_ARATH PMASRISSQEEIDRLIPVLKVVRGMAEMKGKLISVDTFNSEVALEAIRNG 300
tr|Q81VW8 |Q81VWS8_BACAN PGFAKVSVEEEIKRWPMI QAVSK EVKLP---ISIDTYKAEVAKQATEAG 118
= sk Wik koo W : LAS LA TR L L S L
tr|Q1ENB6|Q1ENB6_ARATH ADILNDVSGGSLDENMHKWADSDVPYMIM}{MRGDPCTMQNKENLEYNEI 350
tr|Q81VWS8 |Q81VWE BACAN AHIINDIWGAKAEPKIAEVAAHYDVPIILMHNR-======== DNMNYRNL 159
W Makks K s ss sk Kk RRE sokk K ks ok,
tr|QlENB6|Q1ENB6_ARATH CKDVATELYERVREAELSGIPAWRIMIDPGIGFSKGIDHNLDIVMELPKI 400
tr|Q81VWB |Q81VWE_BACAN MADMIADLYDSIKIAKDAGVRDENIILDPGIGFAKTPEQNLEAMRNL--- 206
*3 3gFR: s %3 NS KTAFMEARE N oAy 5 W
tr|Q1ENB6|Q1ENB6_ARATH REEMAKKSIGLSHAPILIGPSRKRFLGDICGRPEASERDAATVACVTAGI 450
tr|Q81VW8 |Q81VW8_BACAN =  =—===== EQLNVLGYPVLLGTSRKS FIGHVLDLP-VEERLEGTGATVCLGI 249
..... Kook KAk Hok s = R
tr|QlENB6|Q1ENB6_ARATH LKGANIIRVHNVRDNVDAARLCDAWTKRFKNVD 4 84
tr|Q81VWSB |Q81VWE _BACAN EKGCEFVRVHDVKEMS RMAKMMDAMIGKGVK-~-- 2B0
- T T Fo. KExE. X x

Figura 16. Ejemplo de que el programa Psi-Blast puede detectar proteinas multifuncionales
por alineamiento a dos (0 mas) diferentes secuencias diana. En este caso se trata de la
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enzima  bifuncional dihydropteroate  sinthase  (DHPS) 'y  2-amino-4-hidroxi-6-
hydroxymethyldihydropterine pyrophosphokinase (HPPK)

El programa de homologia remota Psi-Blast es especialmente adecuado para identificar las
proteinas multifuncionales porque, debido al algoritmo que utiliza PSSM e iteraciones
sucesivas redisefiando en cada iteracion la matriz de alineamiento, puede identificar tramos
de secuencia de aminoacidos conservados de diferentes dominios (Gémez et al., 2003; Khan
et al, 2012). Por supuesto también puede llevarnos a un resultado erréneo debido a la
“corrupcion” de la PSSM. Como también ocurre en las busquedas en bases de datos de
interactdmica (PPlIs, ver la siguiente seccién), el resultado del analisis de Blast o PsiBlast se
presenta como una larga lista de proteinas dianas vy, a priori, el investigador no sabe cual o
cuales de ellas seran verdaderos positivos. Esto requiere por parte del investigador un
posterior cuidadoso analisis de las diferentes predicciones y de los datos experimentales de

los que disponga.

En nuestro caso, como se ha indicado en métodos se alinearon las secuencias de las
proteinas de nuestra base de datos mediante el algoritmo PsiBlast. Se realizaron cinco
iteraciones, y las anotaciones funcionales se inspeccionaron con el fin de comprobar si las
dianas, o los tramos con alta similitud a diferentes proteinas diana, contenian anotaciones
que correspondian a la funcidon candnica y la funcion moonlighting de las proteinas de
nuestra base de datos. Un problema clasico con los programas de homologia se debe al gran
numero de secuencias de familias de proteinas, por ejemplo, de las proteinas ribosomales
que colapsan los resultados de los outputs y trasladan la funcién moonlighting a posiciones
muy alejadas en el listado (o incluso las ocultan si el investigador pone por defecto un umbral
de corte razonable, por ejemplo 100 secuencias). Utilizar bases de datos no redundantes y
manualmente curadas como SWISS-PROT, permite una mejora en el analisis Psi-Blast. O
en el caso de no realizar un analisis automatico como el que hemos llevado a cabo con toda
la base de datos, que el investigador seleccione las secuencias a utilizar en la segunda
iteracion. Como se ha descrito en Métodos, el programa Bypass (que traslada dianas a
posiciones superiores del output) también ayuda a identificar verdaderos aciertos, ya que
hemos encontrado que entre las secuencias que se han "movido hacia arriba" con mejores
puntuaciones por ByPass existen aciertos correspondientes a las funciones moonlight; sin

embargo, en la mayoria de los casos ByPass no las desplaza a exactamente a la primera y
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segunda posiciones. Por ello, utilizar Bypass para reordenar el output de PsiBlast, aunque
representa una ayuda no nos dispensa de tener que hacer un analisis manual cuidadoso del
listado del output. Hay ejemplos, tales como las enolasas, en el que la adaptacién a realizar
la funcion adicional (la unién al plasminégeno del huésped en este caso) puede ser un
proceso mas comun de lo esperado y a menudo solo implica el redisefio de una pequeia
porcién de la secuencia de la proteina. Por ello proteinas que presentan secuencias muy
similares pero solo con pequefios cambios locales una puede tener una funcidon moonlighting
y otra no. En estos casos programas como Bypass que hacen un calculo global de la
similitud entre las secuencias de aminoacidos de las proteinas analizadas, pueden fallar en la
deteccion de pequeiios cambios locales en ellas. En conclusion, dependiendo del tipo de
criterios utilizados por Bypass, no siempre podemos garantizar que el enriquecimiento en las
primeras posiciones en el listado de resultados correspondera a los casos de verdaderos

positivos de las funciones moonlighting.

En el presente trabajo hemos considerado como resultados positivos de Psi-Blast aquellos
que describen la funcion en un sentido amplio en cualquier posicion de la lista de resultados
obtenidos. Para los casos en los que la proteina moonlight es enzima y factor de
transcripcion (el par mas abundante que encontramos en MultitaskProtDB), podemos
considerar como una buena prediccion que la funcion moonlighting se prediga como
Transcription factor, en general, o incluso como Zinc finger domain. En la Columna 4 de la
Tabla 3 se muestran algunos ejemplos de proteinas identificadas por homologia remota (en
el Material suplementario se encuentra la Tabla S4 con todas las proteinas analizadas). De
las 288 proteinas moonlighting de la base de datos MultitaskProtDB, Psi-Blast identifica la
segunda funcion en aproximadamente el 41% de los casos cuando se considera un resultado
positivo. Como ya se ha mencionado consideramos una identificacién positiva en un sentido
mas amplio que en el estricto de la anotacién GO para Molecular function, en muchos casos
identificar el Biological process aporta informacién interesante sobre una posible funcion
biologica. Esta flexibilidad en la identificacion es debida a que las anotaciones en las bases
de datos de secuencias como NCBI, etc, son bastante ambiguas y anarquicas (por ejemplo
existen anotaciones como 17kDa protein...). Sin llegar a la anomalia de este ejemplo, el
analisis de las anotaciones presenta dificultades. Es de esperar que la especificidad en la
identificacion de la funcion moonlighting mejorara utilizando Blast/PsiBlast con anotacion GO

(por ejemplo existe Blast2GO (Gotz et al., 2008)). Aunque la anotacion GO compacta los
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aciertos a unas pocas categorias funcionales, reduciendo el numero de entradas, hemos
encontrado que la sensibilidad en la deteccion de algunas funciones moonlighting bajan.
Entre otros motivos hay que mencionar que las anotaciones Molecular function existentes en
la base de datos GO actual contienen tan s6lo unas 9500 funciones moleculares, por lo que
muchas o la mayoria de las 40.000 funciones esperables no se pueden encontrar en GO y

ademas muchos descriptores son muy vagos.

Por ultimo, cabe mencionar que tan solo una tercera parte de las 249 proteinas de nuestra
base de datos para las que hay datos de interactdmica son identificadas como moonlighting

por ambos métodos, PsiBlast e Interactomica (ver Tabla 4a y b y Apartado 1V.B.3)

Por supuesto hay un cierto numero de casos en que tan solo predice la funcion moonlight
mediante uno de los dos métodos, homologia remota e interactomica, o por ninguno, en la
Tabla 4 se presentan algunos ejemplos. Uno de los motivos es que las bases de datos de
interactdmica, PPIs, son muy incompletas, de hecho no existen datos para numerosas
especies. En nuestro caso de las 288 proteinas de la base de datos MutitaskProtDB tan solo
249 presentaban datos de interactomica. Por otra parte en un cierto numero de casos los
meétodos de interactdmica no pueden detectar algunas clases de proteinas, por ejemplo las
de membrana, las muy grandes o muy pequefas, etc, (Jensen & Bork, 2008). Y ya se ha
mencionado anteriormente las limitaciones de la anotacion por homologia asi como los

numerosos descriptores que no han seguido las normas semanticas.
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TABLA 3. Ejemplos de prediccion de las proteinas moonlighting combinando
interactémica y analisis de secuenciasmediante PsiBlast/ByPass

CANONICAL FUNCTION

MOONLIGHTING FUNCTION

PPI PARTNERS

(only some hits are shown)

PsiBlast/ByPass OUTPUT

(only some hits are shown)

Phosphoglucose

- Neurotrophic factor

- Neuroleukin

- GO:4842 Autocrine motility factor
receptor 2

gil 17380385
- Glucose 6 Phosphate isomerase

Pyruvate kinase

Tyroid hormone-binding rotein

receptor member nhr-111

- GO: 9914 Sex hormone binding
globulin

- GO: 5179 Atrial natriuretic factor

isomerase - Autocrine motility factor - GO: 31994 Insulin-like growth - Autocrine motility factor
- Nerve growth factor factor binding protein 3 - Neuroleukin
- GO:3707 Nucelar hormone
9il20178296

- Pyruvate kinase isozymes
- Cytosolic yhyroid hormone-binding

protein

Ribosomal protein S3

Apurinic/apirymidinic

- GO: 31571 DNA damage binding

protein 1

Gil290275

- Ribosomal protein S3

protein

(human) lendonuclease . . .
- GO: 3735 S27 ribosomal protein |- AP endonuclease DNA repair
gil173152; gi449015276
) ) GO: 6808 Nitrogen regulatory - Glutathione transferase-like protein
Ure2 Glutathione peroxidase

- Nitrogen catabolite repression

transcriptional regulator

PO ribosomal protein

DNA repair

G0:6281, FACT complex subunit
SSRP1

Vhs3 -
phosphopantothenoylcyst
eine decarboxylase
subunit Vhs3

Regulator of serine/threonine

protein phosphatase

GO:4724, Serine/threonine-protein
phosphatase PP-Z1

9254572327 |ref|XP_002493273.1|
Negative regulatory subunit of the

protein phosphatase 1 Ppz1p

Epsin

Organizing mitotic
membranes/influencing spindle

assembly

GO:7067, Cell division control

protein 2 homolog

9i|2072301|gb|AAC60123.1| mitotic
phosphoprotein 90

alpha-crystallin A chain

Heat-shock protein

GO:6986, Heat shock protein beta-
1

gi|1706112|sp|P02489.2| CRYAA_HUM
AN RecName: Full=Alpha-crystallin A
chain; AltName: Full=Heat shock protein
beta-4

Hexokinase

Transcriptional regulation

G0:16563, Metallothionein

lexpression activator

9i|254573908|ref| XP_002494063.1|
Non-essential protein of unknown
function required for transcriptional

induction

Ribosomal protein L7

[Autogenous regulation of

translation

GO:6414, 60S ribosomal protein
L7a

0i|339256006|ref| XP_003370746.1|
eukaryotic translation initiation factor 2C
2

PIAS1 (E3 SUMO-protein
ligase PIAS1)

Activation of p53

GO:7569, Cellular tumor antigen
p53

0i|58176991|pdb|1V66|A Chain A,
Solution Structure Of Human P53

Binding Domain Of Pias-1
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TABLA 4. Algunos ejemplos de prediccion simple (la funciéon moonlighting es
identificada sélo por PsiBlast/ByPass o por interactomica)

PPI PARTNERS

BYPASS OUTPUT

synthase

MOONLIGHTING
CANONICAL FUNCTION .
FUNCTION (only some hits are
(only some hits are shown)
shown)
DNA and RNA
DNA primase GO0:5658=alpha DNA No results
polymerase .
polymerase: primase
complex
gi|67477361|sp|P19971.2|]TYPH_HUMAN RecName:
Full=Thymidine phosphorylase; Short=TP; AltName:
Full=Gliostatin; AltName: Full=Platelet-derived endothelial
Thymidine phosphorylase [Platelet-derived cell growth factor; Short=PD-ECGF; AltName:
endothelial cell growth  [No results Full=TdRPase; Flags: Precursor;
factor gi]|123981106|gb|ABM82382.1| endothelial cell growth
factor 1 (platelet-derived) [synthetic construct];
gi|148672399|gb|EDL04346.1| endothelial cell growth
factor 1 (platelet-derived) [Mus musculus]
Dihydrofolate- 9i|254572255|ref|XP_002493237.1| Thymidylate
reductasethymidylate Nucleotide biosynthesis [No results synthase, required for de novo biosynthesis of pyrimidine

deoxyribonucleotides [Komagataellapastoris GS115]

GO:6457=protein folding

distribution of mtDNA
molecules into

lgenome maintenance

cPrx| (Peroxiredoxin Chaperon & : _
TSA1) Phospholipase aiPLA2 GO:6950=response to No results
stress
Maintenance of rho and
Acetohydroxy acid mitochondrial DNA (&
reductoisomerase (ILV5) implication in the GO:2=mitochondrial No results

nucleoids)
GO:0001104= RNA
Inositol P kinase Transc_rlptlonal polymerase_ll_ transcription No results
regulation cofactor activity

Mycolyl transferase

Fibronectin binding
proteins

No results

9i|13431273|sp|052972.1|A85C_MYCAV RecName:
Full=Diacylglycerol acyltransferase/mycolyltransferase
IAg85C; Short=DGAT; AltName: Full=Acyl-
CoA:diacylglycerol acyltransferase; AltName:
Full=Antigen 85 complex C; Short=85C; Short=Ag85C;
AltName: Full=Fibronectin-binding protein C; Short=Fbps
C; Flags: Precursor; gi|433633148|ref|YP_007266775.1|
Secreted antigen 85-C FbpC (85C) (antigen 85 complex
C) (Ag58C) (mycolyl transferase 85C) (fibronectin-binding
protein C) [Mycobacterium canettii CIPT 140070017];

Paramyxovirus

hemagglutinin

Neuraminidase

No results

gi|151935431|gb|ABS18756.1| hemagglutinin-
neuraminidase [Sendai virus];
9i|56378307|dbj|BAD74223.1| Hemagglutinin-
Neuraminidase protein [Sendai virus]
9i|152002457|dbj|BAF73483.1| Hemagglutinin-
Neuraminidase protein [Sendai virus];

i 193888390|gb|ACF28540.1| hemagglutinin-

neuraminidase [Human parainfluenza virus 3J;
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Cabe resaltar que algunos de los casos en que el programa de homologia remota PsiBlast no
identifica en su output la funcion moonlighting si lo hace el programa HMMER basado en
perfiles de modelos de Markov. Por ejemplo, en la Tabla 4 para la proteina I-Tevl
endonuclease, o la Thyimidine phosphorylase la funcibn moonlighting (transcriptional
regulator) es predicha por HMMER ya en la primera iteracion. En el presente trabajo no se
han analizado por HMMER el conjunto de proteinas de la base de datos, cosa que sera
realizada en el futuro. En parte es porque el servidor (hmmer.janelia.org) desde hace meses
presenta muchos problemas y muestra la siguiente informacion: Search Failed. We're sorry, it
looks like something went wrong with our search system. It may be a transient error, so

please feel free to try the search again. Alternatively, please contact us.

Es posible que la triple combinacién de PsiBlast, HMMER y bases de datos de interactémica
incremente la sensibilidad y especificidad de la prediccion bioinformatica de las proteinas

multifuncionales.

IV.B.2. BUSQUEDAS EN BASES DE DATOS DE INTERACTOMICA

En trabajos previos propusimos que combinar las busquedas en bases de datos de
interaccion proteina-proteina (PPI1) con el analisis de similitud de secuencias pueden ayudar
a predecir la funcion, candnica, de las proteinas (Espadaler et al, 2008) y que las bases de
datos de PPI deben contener informacién sobre las proteinas moonlighting y proporcionar
sugerencias para un posterior analisis experimental con el fin de demostrar sus propiedades
multifuncionales, Figura 17, (Gémez et al., 2011). Se ha descrito abundantemente que la
interactomica puede ayudar a predecir la funcion de una proteina por sus partners, de
acuerdo con la consideracion de "culpable por asociacion" (guilty-by-association). Por ello
nosotros propusimos que las proteinas asociadas a otra proteina por interactdmica podrian
sugerir también la funcion moonlighting de una proteina al menos a nivel de GO: Biological
Process (Gémez et al., 2011). Hay que resaltar que, en contraste con la anarquia existente
en las anotaciones presentes en las bases de datos de secuencias, y por ser de disefio mas
reciente, en las base de datos de interactomica (PPI) predomina la anotacion GO. En el
presente trabajo hemos considerado que las bases de datos de interactdmica revelan
correctamente una segunda funcion para la proteina moonlight si la base de datos PPI

identifica una funcion molecular (GO: Molecular Function) o, en algunos casos, un proceso
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bioldgico (GO: Biological Process) que esté de acuerdo con la funcion moonlighting que se
describe en nuestra base de datos MultiutaskProtDB. Luego, con el fin de filtrar los aciertos y
mejorar la precision, es recomendable realizar un analisis de enriquecimiento de ontologia de

genes utilizando GOstat, como se ha descrito en el Apartado 1ll.C. de Métodos.

Los términos GO asociados a la proteina diana son claramente significativos e identifican la
funcion moonligting

Known moonlighting Database interacling GO enrichment
Protein functions partners GO related lunctions P-value
Aconitase mtDNA maintenance ATP-dependent DNA GO:0017111: nucleoside-triphosphatase  0.00461
helicase MER3 activity

G0O:0030554: adenyl nucleotide binding  0.00648
GO:0001883: purine nucleoside binding  0.00664
(G0:0001882: nuclcoside binding 0.00685
GO:0008135: translation factor activity, 0.00017
nucleic acid binding

Aldolase Vacuolar H+-ATPase assembly V-1ype proton ATPase GO:0008553: hydrogen-exporting 0.00361
subunit E | ATPase activity
G0:0042623: ATPase activily, coupled  0.00615
GO:0051117: ATPase binding 0.00677
G0:0046961: proton-transporting 0.00857
ATPase activity, rotational
GO:0016887: ATPase activily 0.00857
Enolase Bind to cytoskeletal structures Actin (G0:0034621: cellular macromolecular ~ 7.54 x 107°
complex organization
(G0:00323506: cylokinetic process 0.0053
GO:0007109: cytokinesis, completion of  0.0021
scparation
Microtubule-associated ~ G0:0007017: microtubule-based process 0.00286
protein 4 GO:0051488: activation of anaphasc- 0.00314

promoling complex
G0:0000920: cytokinetic cell separation  0.00418

Glyceraldehyde-  Microtubule bundling Tubulin polymerization-  GO:0051013: actin filament binding 0.0071
3-phosphate promoting protein GO:0001948: beta-catenin binding 0.00594
dehydrogenase GO:0008017: microtubule binding 0.00251
Phosphate group transfer Phosphoglycerate GO:0017111: nucleoside-triphosphatase  0.00222
kinase 1 activity
GO:0016462: pyrophosphatase activity  0.00316
GO:0016772: transferase activity, 0.00104
transferring phosphorus-containing
groups

Figura 17. Algunos ejemplos de identificacion de proteinas moonighting a partir de la
informacion de bases de datos de interactémica (en este caso utilizando el servidor APID
(http://bioinfow.dep.usal.es/apid/index.htm)

El problema con las bases de datos de PPls, aparte del hecho de que en muchas especies
no se han realizado experimentos de interactomica, es la heterogeneidad de casos. Por
ejemplo la Figura 18 muestra dos ejemplos, en que identifica la funcién moonlight, pero que
en uno (proteina ribosomal S20) hay numerosas posibilidades y a priori no podemos saber
cual o cuales son verdaderos positivos, y otro (proteina ribosomal 50) en que identifica
directamente la funciéon moonlight. Por ello proponemos combinar los datos de PPls con el

analisis de homologia remota (ver siguiente apartado y la Tabla 3).
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Figura 18. Algunos ejemplos de algunas proteinas moonlighting y sus partners de
interactdmica presentes en las bases de PPls. Aparte del problema de que en muchos casos
no hay experimentacion en interactomica para la proteina o la especie de interés, la
informacion puede ser de muy diferente calidad, con muchos falsos positivos y falsos
negativos. Por otra parte hay proteinas con numerosos partners (proteina ribosomal 40s) o
con muy pocos (proteina ribosomal 50s).

La Columna 3 de la Tabla 3 muestra algunos ejemplos de identificacion de funciones
moonlighting a partir de las bases de datos PPIs. Debido a que el numero de proteinas de las
PPl asociadas por interaccion a la nuestra (la problema) puede ser alta, escoger los
Verdaderos Positivos no es una tarea facil si el investigador no tiene pistas adicionales. La
lista de aciertos tiene que reducirse adecuadamente al tomar en cuenta las otras
predicciones bioinformaticas como se describe a continuacién o con la ayuda de los datos

experimentales o clinicos que sugieran correlaciones interesantes. Hemos encontrado que
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mediante la combinacion de informacion de bases de datos de PPl y busquedas de
homologia remotas, la prediccion moonlighting mejora positivamente, en el sentido de que
incrementa la especificidad de la prediccion (menor numero de Falsos Positivos), aunque sea
a costa de una cierta perdida de sensibilidad (mayor numero de Falsos Negativos). Un
problema adicional es que muchas especies no han sido analizadas por interactomica, por lo
tanto, una serie de proteinas de la base de datos MultitaskProtDB no tiene proteinas
asociadas interaccionando en las bases de datos PPl (249 proteinas de MultitaskProtDB

corresponden a las especies con interactomica experimental descrita).

En nuestra opinién, el principal limite del nivel de prediccion de la multifuncionalidad de las
proteinas a partir de las bases de datos PPIs se debe principalmente a la baja sensibilidad de
los métodos de interactomica (es decir, dan lugar a muchos Falsos Negativos, especialmente

el método del doble hibrido) en lugar de una baja especificidad (es decir, Falsos Positivos).

IV.B.3. RESULTADO DE COMBINAR LA BUSQUEDA EN BASES DE DATOS DE
INTERACTOMICA CON EL ANALISIS DE HOMOLOGIA PSI-BLAST/BYPASS

Se realizaron busquedas de aquellas proteinas de la base de datos de proteinas
multifuncionales MultitaskProtDB de las que se tenian datos de interactomica en el servidor
APID. Como se indicé anteriormente, cada proteina moonlighting puede presentar un gran
numero de partners de interactomica y, a su vez, una gran lista de resultados de homdlogos
remotos a partir del algoritmo de PSI-BLAST. Hemos inspeccionado manualmente ambos
tipos de resultados de salida para comprobar si la interseccion de los dos conjuntos reduce la
lista de aciertos de candidatos y mejora la prediccion de proteinas multifuncionales de la
base de datos. Esta inspeccion manual es necesaria porque, como ya se ha descrito
anteriormente, existe un problema relacionado con los diferentes descriptores de anotacion
representados por los dos tipos de salida. La mayor parte de salida de resultados Blast/PSI-
Blast no corresponden a anotaciones semanticas sino que son ambiguas e incluso
anarquicas, mientras que muchas bases de datos de PPI, por ser recientes, ya utilizan
anotaciones GO. Este hecho complica la comparaciéon automatica de los resultados de
salida. En nuestro caso hemos considerado como resultados positivos aquellos en los que se
identifica una funcién, candnica y/o moonlighting, en cualquier posicién del output del Psi-

Blast/ByPass y que se corresponde con un partner de la base de datos PPI, como se
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muestra en los ejemplos de la Tabla 3, columnas 3 y 4 (y S4 en Material suplementario).
Actualmente estamos disefiando un programa que sea capaz de encajar e identificar
automaticamente dos o mas salidas de resultados. Por otra parte, también se ha mencionado
que el conjunto de anotaciones GO para Molecular function contiene tan solo alrededor de
9500 funciones moleculares, por lo que muchas de las anotaciones funcionales de las bases
de datos de secuencias no se pueden encontrar utilizando GO. De todos modos, el analisis
de homologia con anotacion GO, por ejemplo el Blast2GO (Gotz et al., 2008), facilitaran el
analisis ya que no se tendran en cuenta las anotaciones ambiguas y los descriptores de baja

calidad presentes en las bases de datos de secuencias actuales.

En nuestra opinion, la combinacion de los resultados de los outputs de homologos remotos a
partir de PSI-BLAST con los partners de interaccién contenidos en las PPls es el mejor
enfoque para reducir los en general largos outputs de ambos servidores y mejorar la
prediccién bioinformatica de posibles proteinas moonlighting. Como se ha mencionado
anteriormente este solapamiento tan sélo representa la tercera parte de las 249 proteinas
analizadas, pero lo ha hecho con un alto nivel de especificidad (Tablas 5a,b). En algunos
casos tan sélo se identifica el GO: Biological Process pero esto puede sugerir pistas para
revelar la funcion moonlighting experimentalmente o computacionalmente. Estas Tablas
muestran los resultados obtenidos y esperados de las predicciones simples (la funcién
moonlight es identificada tan solo por homologia remota o por interactémica) y dobles (la
funcién moonlight es identificada tanto por homologia remota como por interactomica). Es
sobre las 249 proteinas de MultitaskProtDB que de las que existen resultados de
interactomica, por falta de experimentacion en algunas especies o por escasez de datos para

algunas clases de proteinas (membrana, pequenas...), etc.

Tabla 5a. Frecuencias observadas (sobre 249 proteinas moonlight de base de datos
MultitaskDB)

PsiBlast Sl identifica PsiBlast NO identifica | Suma
PPIs Sl identifica 66 69 135 0.54216867
PPIs NO identifica 35 79 114 0.45783133
Suma 101 148 249

0.40562249 0.59437751
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Tabla 5b. Frecuencias esperadas (sobre 249 proteinas moonlight de base de datos
MultitaskDB)

PsiBlast Sl identifica PsiBlast NO identifica | Suma
PPIs Sl identifica 54.759 80.240 135
PPIs NO identifica 46.240 67.759 114
Suma 101 148 249
p = 0.0035912

Como puede observarse en la tabla, aproximadamente el 40% de las proteinas moonlighting
de la base de datos MutitaskProtDB tan solo son identificadas por el PsiBlast/ByPass y el
54% tan solo por interactomica. Por ambos a la vez el 27%. Un analisis mediante un test de
contingencia usando el test de X2 muestra que PPl y PsiBlast no estan identificando el
mismo subconjunto de proteina moonlighting ya que podemos observar una p de
aproximadamente 0.0036. Esto nos indicaria que la forma en la que ambos algoritmos
funcionan a la hora de encontrar la funcion moonlighting sigue vias muy diferentes, pues el

subgrupo de funciones encontradas son significativamente diferentes.

IV.B.4. BUSQUEDAS DE PATRONES DE SECUENCIA DE PROTEINAS
(MOTIFS/DOMINIOS) ESPECIFICOS DE FUNCION

La identificacién de diferentes motivos/dominios (motifs/domains) de secuencia de proteinas
vinculados a funcién usando InterPro u otros algoritmos deberia, en principio, ayudar a
identificar las proteinas moonlighting (Figura 19). Sin embargo, hay dos problemas
principales: (a) el numero relativamente bajo de motivos, dominios y firmas conocidas en la
actualidad (1300 Prosite y 1008 ProDom, solapando un cierto nimero de ambos) y (b), la
version actual de programas como Prosite, etc, han sido disefiados para una prediccion mas
precisa de los motivos/dominios principales y mas comunes (en general asociados a la
funcién candnica) pero no para identificar patrones secundarios y menos especificos (en
general asociados a la funcion moonlighting). Esto explicaria el hecho de que el uso de
InterPro sobre las proteinas de la base de datos MultitaskProtDB revela la funciéon candnica
de alrededor el 80% de ellos, pero la funcion moonlighting en sélo el 8% de los casos. Por
ejemplo, una proteina muy multifuncional es la glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
en que tanto el analisis por PSI-BLAST como de partners de interactémica si que identifican
varias funciones con buena puntuacion (“score”) y anotacién GO (Figura 20). Sin embargo la

actual versién de InterPro sélo identifica un motivo para la funcién candnica de esta proteina
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(Figura 21). En cambio el programa Blocks identifica mas funciones moonlighting, por
ejemplo en el caso de la proteina Arg 2, Blocks identifica las funciones canonicas y
moonlighting como las dos mejores puntuaciones del output (Figura 22). El hecho de que un
programa como Blocks, que no ha sido actualizado desde el afio 2006, sea mejor para la
deteccidn del patron de una funcidon secundaria, moonlighting, que programas mas recientes
como InterPro, nos hizo pensar que este fendmeno puede ser debido a un problema de la
relacion entre sensibilidad y especificidad. Las herramientas de deteccion de patrones se han
desarrollado tradicionalmente para tener una buena relacion entre la especificidad y
sensibilidad. Cuando se disefia un conjunto de datos que representen un buen gold-standard
para entrenar una herramienta como InterPro, generalmente se asume que todas las
proteinas incluidas en la base de datos solo tienen una funcién unica. Por lo tanto, si esta
suposicién no es cierta, como es el caso de las proteinas multifuncionales, el programa
comienza sesgado en términos de pérdida de la sensibilidad, de modo que las herramientas
tienden a detectar un bajo numero de funciones secundarias. En este sentido, la tendencia
de la utilizacién de muchas secuencias escogidas (“curadas”) para construir estos patrones
podria explicar por qué las herramientas obsoletas como Blocks son mas eficaces en la
deteccion de las funciones secundarias, multifuncionales. Si es asi, esto indicaria que para
detectar este tipo de funciones secundarias, herramientas como Blast o PSI-Blast puede ser
mas apropiada, ya que no dependen de la pre-existencia de patrones previamente
construidos con un conjunto de secuencias funcionalmente sesgadas. También pueden
existir otros factores adicionales, tales como el hecho de que muchas herramientas nuevas,
ademas de un conjunto de proteinas con funcidn conocida, incorporan un conjunto de falsos
positivos (la secuencia comparte el motivo, pero no tiene una funcién asociada). O sea, este
conjunto de falsos positivos contienen proteinas que llevan el patron asociado con la funcién
de la proteina, pero que en realidad no realizan esta funcion. Para comprobar si algunos de
los falsos positivos son en realidad erroneamente descartados para las funciones
moonlighting hemos comparado todo el conjunto de secuencias de falsos positivos en la
base de datos Prosite con nuestra base de datos de proteinas multifuncionales (Tablas S5 y
S6 en Material suplementario). Luego se comprobd si los patrones correspondientes a las
secuencias de falsos positivos mostraban un alto grado de homologia secuencial con
nuestras proteinas multifuncionales y si tenian una similitud con la funcién moonlighting de

estas proteinas. Este calculo nos llevo a la conclusion de que, al menos para Prosite, los
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falsos positivos son verdaderos falsos positivos, porque ninguna de esas funciones coincide

con la funcién moonlighting de la proteina.

COns
PATRONES DE MOTIFS & DOMAINS:
PROSITE

« Util para detectar * Baja especificidad
motivos y sitios activos {pequenas variaciones en el
funcionales patrén no se detectaran)
* Proporciona una * Muchos patrones y
respuesta clara si/no motivos son cortos (poco

informativo)
+Facil de utilizar
+» Bases de datos han sido
“curadas” por lo que suelen
identificar tan sédlo la
funcidn candnica

Hor-Dox-G-K-x-T-x(50,71)-D-1-P-G-H-y-D-x(45,55)-N-K-1-D

Figura 19. Pros y contras del primer programa existente de identificacion de motifs
funcionales, el Prosite (actualmente puede ejecutarse con varios mas, Pfam, ProDom, etc, en
la base de datos de InterPro (www.ebi.ac.uk/interpro/Tools/pfaliprscan/)
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promoting complex
G0:0000920: cytokinetic cell separation 000418
Glyceraldehyde-  Microtubule bundling Tubulin polymerization-  GO:0051015: actin filament binding 0.0071
3.phosphate promoting protein GO:0001948: beta-catenin binding 0.00594
dehydrogenase GO:0008017: microtubule binding 0.00251
Phosphate group transfer Phosphoglycerate GO:0017111: nucleoside-triphosphatase  0.00222
kinase 1 activity
GO:0016462: pyrophosphatase activity  0.00316
GO:0016772; transferase activity, 0.00104
transferring phosphorus-containing
groups

Binds to RNA, RNA polymerase ~ Heterogeneous nuclear  GQ:0003727: single-stranded RNA 000788
ribonucleoprotein Q binding
GO:0008266: poly(U) RNA binding ~ 0.00094

G0:0003723; RNA binding S1x107"
Decrease blood insulin levels Growth factor receptor-  GO:0043567: regulation of insulin-like  0.00593
bound protein 2 growth factor receptor signaling
pathway
Nuclear tRNA export Ataxin-1 GO:0050658: RNA transport 0.001658

G0:0050657: nucleic acid transport 0.001658
GO:0051236: establishment of RNA  0.001658

localization
Significant role in apoptosis TNF receptor-associated  G0:0042981: regulation of apoptosis 4,03 x 10~
factor 1 GO:0006915: apoptosis 193 x 107°
GO:0043065: positive regulation of 0.00053
apoptosis

GO:0006917: induction of apoptosis  0.00199

Figura 20. Una de las proteinas mas mulifuncionales conocidas es la glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH). Las bases de datos de interactomica identifican varias
de sus funciones moonlighting

A partir de los programas individuales ejecutados en conjunto o por separado por InterPro,
hemos encontrado y publicado previamente (Gomez et al., 2003) que ProDom tiene el mejor
rendimiento para identificar los dominios tanto candénico como moonlighting (Figura 7 de la
Introduccioén). Esto es probablemente debido al hecho de que se trata de una base de datos
construida a partir de perfiles secuenciales, que resultan ser mas flexible que los algoritmos
de busqueda de patrones especificos. Se han generado por un procedimiento automatico
que conserva una importante fuente de variabilidad y, ademas, tiene una mayor
representacion de familias de proteinas. La Figura 23 muestra una prediccion ProDom de los
dos dominios relacionados con ambas funciones, canonica y moonlighting, de una proteina
muy multifuncional en diversas especies, la aconitasa. Los programas de busqueda de
perfiles (es decir, Blocks, ProDom) proporcionan una buena puntuacion, y por otra parte, el

patrén no se limita tan soélo al evolutivamente conservado sitio activo, sino que se extiende
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incluso lejos de las regiones conservadas. Sin embargo, estos programas como Blocks vy

ProDom presentan un mal tratamiento de los huecos (gaps). Los programas de busqueda de

patrones, como Prosite, son mas utiles para la deteccion de sitios activos funcionales pero

presentan baja especificidad, por lo tanto no se detectaran pequefnas variaciones de un

patron. El potencial de identificar las funciones moonlighting por InterPro no supera el 10%,

incluso sumando todas las aplicaciones incluidas en él y teniendo en cuenta las anotaciones

correctas derivadas de los materiales suplementarios presentes en los descriptores de los

patrones. Cuando la posible funcién anotada corresponde a una nueva funcion, la

probabilidad de fallar en la prediccion de aplicar este método es muy alta, ya que ir desde el

nivel molecular hasta los niveles superiores (celulares, organismo, etc.) es arriesgado.

www.ebi.ac.uk/interpro/sequencesearch/iprscan5-520140715-210926-0981-39959587-pg v C I [ v O\I
Detailed signature matches & B pomains
= @ Bsite
B 1PRO20831 Glyceraldehyde/Erythrose phosphate dehydrogenase family
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[ 1PRO20828 Glya yde 3-phosphate dehydrog , NAD(P) binding domain
e ——————————————) » SM00B46 (Gp_ch N)
£ — — » PF00044 (Gp_an V)
[ 1PR0O20829 Glyc: yde 3-phosphate dehydrog , catalytic domain
—re————————u————— » PF02800 (Gp_dh <)
@ 1PrRO20830 Glyc yde 3-phosp dehydrog , active site
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500071
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Entry name finfo]
Accession [info]
Enty type finio]
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PATTERN
APR-1990 (CREATED); DEC-2004 (DATA UPDATE); JUN-2014 (INFO UPDATE). ATE).

Name and characterization of the entry
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Figura 21. Una de las proteinas mas mulifuncionales conocidas es la glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH). El programa InterPro, al menos en su version actual,
tan solo identifica la funcion GAPDH. El que muchos programas de identificacion de motifs,
como la version actual de InterPro, hayan sido espurgados de los motifs de menor score
hace que, en muchos casos, se pierda la posibilidad de identificar dos 0 mas funciones
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Pfam es uno de los programas que ejecuta InterPro. Pfam esta basado en el patron de
busqueda mediante Hidden Markov Models (HMM) Figura 24). Las familias incluidas en Pfam
(dominios de proteinas agrupados utilizando los Modelos Ocultos de Markov) se construyen
a partir de multiples alineamientos secuenciales, en muchos casos divididos en dominios
Pfam separados. La actividad biolégica de estas familias podria ser descrita como multiples
dominios que realizan juntos la funcion principal. A priori, estas caracteristicas podrian
implicar que los dominios Pfam seria una mejor herramienta para identificar las funciones
moonlighting. Nuestros resultados, a partir del analisis Pfam (por ejemplo via InterPro)
aplicado a nuestra base de datos muestran que los dominios Pfam son cuatro veces mas
eficaces en la deteccién de la funcibn moonlighting que otros métodos de motivos y de
dominios, pero la significacion estadistica de esta diferencia es baja, el valor p proporcionado

por una prueba de X? es 0,02.

Block Searcher Results
Go to hits

Hits

Query=Unknown Unknown Size=355 Amino Acids Blocks Searched=27288
Alignments Done= 10398239 Cutoff combined expected value for
hits= 1 Cutoff block expected value for repeats/other= 1

Combined Family Strand Blocks
E-value

IPB005522 Inositol polyphosphate kinase 1 50f5 7.4e-70
IPB005612 CBF/Mak2l family 1 1of 11 4.6e-08
IPB007759 DNA-directed RNA polymerase deltas 1 1 of 2 2.6e-07
IPB004855 Transcription factor IIA, alpha/bet 1 1 of 4 2.7e-06

Figura 22. Programas que han sido menos espurgados de los motifs de menor score como
Blocks (que no ha sido actualizado desde el afio 2006) permiten en muchas ocasiones
identificar mejor las dos funciones de una proteina moonlighting. La figura presenta un
ejemplo, la proteina Arg82, en que Blocks identifica las dos funciones en las dos posiciones
superiores por su puntuacion
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Otra consideracion importante es que parte de la mejora en la prediccion de la funcion
moonlighting por Pfam es debido a la informacion adicional de la funcién de un dominio dado

como documentacion complementaria (Figura 25).

>PD349383 (ProDom release )

Number of domains in family: 63

Commentary (automatic):

SUBNAME: BIOSYNTHESIS FULL=HOMOACONITASE MITOCHONDRIAL FULL=HOMOACONITASE
LYASE EC=4.2.1.36 HYDRATASE FLAGS: IRON

Length = 65

Score = 208 (84.7 bits), Expect = 2e-16

Identities = 36/47 (76%), Positives = 39/47 (82%)

Query: 18 LKGQNLTEKIVQSYAVNLPEGKVVHSGDYVSIKPAHCMSHDNSWPVA 64
L+GQ LTEKIVQ YAV LP GK V SGDYV+l P HCM+HDNSWPVA
Sbjct: 19 LRGQTLTEKIVQRYAVGLPPGKYVRSGDYVTISPHHCMTHDNSWPVA 65

>PDB1H055 (ProDom release )

Number of domains in family: 4

Commentary (automatic):

SUBNAME: LYASE METAL-BINDING IRON RECNAME:

Length =57

Score = 179 (73.6 bits), Expect = 6e-13

Identities = 34/53 (64%), Positives = 44/53 (83%), Gaps = 33/53 (62%)

Query: 576 GSSREQAATALLAKGINLVVSGSFGNIFSRNSINNALLTLEIPALIKKLREKY 628

GSSREQAAT++LAK + LVV GS GN FSRN++NNAL LE+P L+++LRE +
Sbjct: 2 GSSREQAATSILAKQLPLVVCGSIGNTFSRNAVNNALPLLEMPRLVERLREAF 54

Figura 23. Ejemplo de identificacion de los dos dominios funcionales de la aconitasa por el
programa ProDom. Este programa es un buen predictor de multifuncionalidad en los casos
en que la proteina presenta cada funcion en dominios bien definidos y presentes en la base
de datos de ProDom

Otro de los puntos que hemos explorado es la diferencia entre las bases de datos PfamA y
PfamB. PfamA es una base de datos manualmente curada que contiene un conjunto de
Modelos Ocultos de Markov de mas de 14.000 familias. La base de datos PfamB se
construye de forma automatica con grupos de secuencias producidas por el algoritmo ADDA
(Heger et al., 2005), y sus familias suelen provenir de alineamientos que contienen proteinas
con funciones bastante heterogéneas. Esta caracteristica nos animé a probar si PfamB era

una herramienta adecuada para predecir funciones moonlighting. Hemos probado las dos
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versiones utilizando el conjunto de proteinas de la base de datos MultitaskProtDB. PfamA
predice el 78% de las funciones canonicas, pero solo el 6% de las funciones moonlighting.
Con PfamB, encontramos 58 proteinas a partir del conjunto de proteinas de la base de datos
MultitaskProtDB que tienen alta homologia con al menos una familia PfamB, y el programa
caracterizé adecuadamente el 60% de las funciones candnicas y el 14% de las funciones de
moonlighting. Sin embargo, este método es dificil de automatizar, ya que el numero de
anotaciones a testar es muy alta, incluso seleccionando previamente los mejores ejemplos.
De esta manera, hemos hecho una pequena lista de anotaciones en cada familia PfamB,
dando prioridad a las secuencias de cadena mas larga con respecto a las de cadena corta
incluidas en el grupo original de secuencias semilla utilizadas para generar familias PfamB.
También hay que resaltar que alrededor del 80% de las proteinas identificadas por PfamB
como proteinas multifuncionales no fueron identificadas por PfamA, lo que nos habla que
realmente estan explotando conjuntos distintos de datos para inferir la funcién. Obviamente,
si tenemos alguna ligera idea de la funcion de las proteinas, la exploracion de los resultados
de salida de Pfam A o B puede proporcionar sugerencias sobre el proceso para encontrar la
funciéon moonlighting de nuestra proteina problema. En S7 del Material suplementario hay la

informacion Pfam recopilada para las proteinas de MultitakProtDB.
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HMM (NxSx20) Cons

* Incorpora + Computacionalmente
modularidad costoso

Figura 24. Pros y contras del programa de identificacion de familias funcionales Pfam
basado en cadenas de Markov

En la Figura 7 de la Introduccién, correspondiente al primer trabajo sobre proteinas
moonlighting del grupo, se muestra una serie de ejemplos en que a partir de programas de
identificacion de motifs y dominios en algunos casos se predicen las funciones moonlighting,
aunque en aquel momento el numero de proteinas moonlighting conocidas era muy
pequefio. En la Figura 39 (en la Discusion General del presente trabajo) se muestran y

discuten detalles adicionales sobre Pfam y otros algoritmos, programas y bases de datos.
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Figura 25. El programa Pfam presenta informacion suplementaria que puede facilitar la
identificacion de una segunda funcion moonlighting, como es el caso de la galactin

En cuanto al analisis mediante el servidor de motifs de secuencia de aminoacidos eucariotas

ELM (http://elm.eu.org) (Dinkel et al., 2014) relacionados con modificacion post-traduccional,

funcién y localizacién celular de proteinas no nos ha representado un incremento en la
prediccidn de la funcion moonlighting respecto a InterPro, Blocks, etc. Tampoco el servidor
Minimotif Miner (http://minimotifminer.org) (Mi et al., 2012) que predice cortos motifs
relacionados con interaccién y modificacion post-traduccional. En ambos casos da lugar a un
enorme listado de dianas, lo que no facilita identificar las que pueden estar relacionadas con
la funcion moonlighting. Hay filtros para reducir el numero de falsos positivos. En todo caso el
gran numero de motifs cortos de interaccion que muestran los servidores ELM y Minimotif
Miner cuando se pasa una proteina indica la gran facilidad para interaccionar que ofrece la
superficie de una proteina lo que facilitaria la adquisicién de nuevas funciones. De hecho
Keskin y Nussinov, 2007, ya mostraron que incluso sitios de union similares permiten la

interaccion con diferentes Partners.
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Ya se ha mencionado en la Introduccion una interesante paradoja y es que diferentes
proteinas del metabolismo primario tengan igual funcion moonlight en relacion con la
virulencia. Por ejemplo la enolasa de mas de 30 diferentes especies se une al plasmindégeno
del huésped, pero en este caso son todas enolasas con una alta homologia de secuencia.
Pero a su vez la glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase de 18 especies también une
plasminégeno. O la phosphoglycerate mutase de 4 microorganismos. Y la triosephosphate
isomerase de 3 microrgansmos, etc. Hay mas ejemplos en nuestra base de datos. Esto
implica que estas enzimas que no presentan similitud de secuencia comparten alguna
caracteristica conformacional, o algun motif no identificado. Tanto las enolasas, GAPDH, etc
son proteinas que pertenecen a complejos (glicolisis, Krebs...) por lo que estan adaptadas a
facilitar la interaccidén con otras. También ocurre con las proteinas ribosomales y también son
muy propensas a la multifuncionalidad. Esto facilitaria la facil adaptaciéon a una segunda

funcién, que obviamente pasa por una nueva interaccidn con otras proteinas y biomoléculas.

IV.B.5. ANALISIS DE CORRELACION DE MUTACIONES

Los estudios de redes de correlacion de mutaciones o de evolucion conjunta de los
aminoacidos cataliticos se han usado para predecir los residuos cataliticos clave de las
enzimas. Cualquiera que haya trabajado en ingenieria de proteinas sabe que pequeros
cambios en la secuencia de las proteinas a veces pueden tener resultados catastréficos. El
hecho de que tan solo se suelen publicar los mutantes que han prosperado lleva a la falsa
impresion de que redisefar u obtener otras funciones por mutaciones es un proceso sencillo.
Pero suele ocurrir que otros aminoacidos, a veces alejados del objeto de estudio, también
contribuyen al proceso de plegamiento y a la conformacién funcional final. Los programas de
analisis de correlaciéon de mutacién, como Mistic, pueden ayudar a identificar estos

aminoacidos.

Hemos comprobado si el algoritmo Mistic puede ayudar a predecir las proteinas
moonlighting. La principal limitacién de algoritmos como MISTIC es que requieren un gran
numero de secuencias alineadas mediante multi-alineamiento (Figura 26). Sin embargo el
numero de de proteinas moonlighting perteneciente a la misma familia es escaso, siendo
excepciones las enolasas y aldolasas. En el presente trabajo se analizé la matriz de

correlacion de los aminoacidos de las enolasas que tienen la funcién adicional de unirse a

83



plasminégeno, creando la matriz de correlacion de todas las enolasas contenidas en nuestra
base de datos (Figura 27). Para ello se alinearon un conjunto de secuencias enolasa con
menos del 35% de identidad de secuencia aminoacidica. Al mismo tiempo, hemos
comparado el mismo conjunto de enolasas pero eliminando todas las que se unen a
plasminégeno. Se utilizé la primera entrada en este alineamiento multiple como una
referencia de secuencia con el fin de facilitar la comparacion entre los dos alineamientos

multiples (Figura 28).

Correlaciones Cons

ANALYSIS DE CORRELACION DE MUTACIONES
p.e., PROGRAMA “MISTIC”

® Requiereel
multialineamiento de
unaamplia familia
de secuenciasde
proteinas (p.e.,
enolasas)

e Muy util para
identificacion de sitios
activos

e Puede ayudaren el

analisis evolutivo
¢ Puede encontrar

patronesno
relacionadosconla
funcién moonlighting

Figura 26. Pros y contras de los programas de correlacion mutacional, en este caso Mistic,
que permiten identificar los aminoacidos clave para la multifuncionalidad por comparacion
entre las proteinas que presentan una unica funcion con las que son moonlighting. El
programa requiere introducir el problema como un gran numero de secuencias multialineadas

Como se muestra en las interacciones relacionadas con la unién del plasminégeno en las
Figuras 29 y 30, las interacciones introducidas por una nueva funcionalidad distorsionan la
red previa de dependencias mutuas entre los residuos de aminoacidos. Aun asi, algunas

distorsiones también se extienden alrededor de la posicion 250, otra region implicada en la
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interaccién con plasmindgeno. Este patrén alterado de correlacidn se propaga a la posicion
280. El analisis de la estructura tridimensional de la proteina muestra que esta region esta
flanqueando claramente el lazo que interacciona con el plasminogeno. Es decir, la
adquisicion de nuevas funciones no parece estar confinada a los aminoacidos que
normalmente se asocian con el patrén de unidn, pero puede implicar, en algunos casos, los
cambios mas globales en la proteina. Estas observaciones abren una metodologia para
encontrar posiciones especificas donde se ha producido un cambio asociado a la adquisicién

de una nueva funcion.

Use of Misticin the case of the interaction of the bacterial enolase with plasminogen

Protein Data Bank
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Figura 27. La enzima de la glicolisis enolase presenta en un cierto numero de casos una
segunda funciéon como factor de virulencia de microorganismos por union al plasminégeno
del huésped. Se conocen los dominios estructurales involucrados en esta funcion por lo que
representa ser un buen ejemplo para comprobar si el programa Mistic permite identificarlos
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full set of enolases no moonlighting enolases

Figura 28. El output de Mistic muestra como un circulo la secuencia de la proteina, en este
caso de numerosas enolasas alineadas. El circulo de la izquierda se ha obtenido con el
conjunto de todas las enolasas alineadas y el de la derecha tan sélo con las enolasas que
presentan la funcion moonlighting (la union al plasminégeno del huésped)

La enolase presenta la conformaciéon para complementar al plasmindgeno, aunque
probablemente la enolasa original carece de algunos de los aminoacidos correctos para
permitir una union suficientemente fuerte. En este caso, el analisis mediante MISTIC muestra
que necesitamos solamente entre 5 a 8 mutaciones simultaneas para que ocurra la
adaptacion, pero esto requereria eventualmente involucrar a la reestructuracion de otras
regiones de la proteina que no estan directamente relacionadas con la funciéon recién
adquirida, a la vez que manteniendo la estructura y el plegamiento. La enolase tiene una
funcién secundaria, la adhesion al plasminégeno del huésped, que aparece muy a menudo
en diferentes microorganismos patégenos y esta proteina nos permite probar si la adquisicion
de una nueva multifuncionalidad es un fenémeno frecuente o no. Si esto se produce sélo
muy de vez en cuando, la repeticion de la misma funcion estara vinculada a la similitud entre

las diferentes proteinas, lo que indicaria que esta funcion ha surgido a partir de un ancestro
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comun de los microorganismos que contienen estas enolasas. En el caso contrario, si
ninguna de las proteinas comparten esta funcidn extra con cualquier secuencia
estrechamente relacionada podria significar que la multifuncionalidad es un evento frecuente
en la evolucion. El resultado de estos analisis es mas consistente con la segunda hipétesis.
Este no es un resultado concluyente, pero es una pista interesante en el sentido de que la
lista actual de proteinas multifuncionales es sélo una representacidn minima de lo que
podemos a esperar. Y en todo caso confirma lo que se ha mencionado anteriormente

(ejemplos de la GroEL, Cpn60, GAPDH...) de que para adquirir una segunda funcion se

requieren muy pocas mutaciones en la secuencia de una proteina.

Without

able 1. Comparison of putative plasmin(ogen)-binding sites

Organism Internal motif ~— C-terminal end |

S. pneumoniae
S. pyogenes

C. albicans

A. hydrophila
0. volvulus

F. hepatica

P. carnii
Human-alpha
Rat-alpha

X hydrophobic

W positively charged
negatively charged

X polar, but uncharged

X glycine

Figura 29. Ampliacién de la representacion de los circulos de la figura anterior en que se
muestra que el programa de correlacidon mutacional Mistic permite identificar las regiones en
los distintos dominios de las enolasas relacionadas con su funcién moonlighting

87



fpmparison of putative plasmin(ogen)-binding

Organism Internal motif Ceterminag

S. preumoniae
S. progenes
C. albicans

A. hydrophila
O. volvulus

F. hepatica

P. carnii
Human-alpha

Rat-alpha

*Parentheses indicate predicted quaterary structure

X hydrophobic
positively charged
negatively charged
polar, but uncharged

X glycine

Figura 30. Ampliacion de la representacion de los circulos output de la figura 28 en que se
muestra que el programa de correlacion mutacional Mistic permite identificar las regiones en
los distintos dominios de las enolasas relacionados con su funcién moonlighting)

IV.B.6. OTROS METODOS DE ANALISIS ESTRUCTURAL 3D NO DETALLADOS EN EL
PRESENTE TRABAJO

En los articulos publicados por el grupo pueden encontrarse dos aproximaciones
estructurales adicionales a la prediccion y mapado de las 2 funciones moonlighting mediante
programas de modelado estructural como el Pisite (Higurashi et al., 2009) y Phyre (Kelley &
Strernberg, 2009). No se describen en el presente trabajo dado que son objeto de otra tesis
doctoral (L. Franco). Si se desea obtener informacion adicional sobre estos métodos y su
aplcacion a la identificacion de proteinas moonlighting puede encontrase en los siguientes
articulos: Hernandez et al., 2014b y 2015.
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IV.C. PREDICCIC')N’DE LA LOCALIZACION CELULAR DE UNA PROTEINA Y DE LA
PRESENCIA DE HELICES TRANSMEMBRANA

En numerosos de casos de proteinas moonlighting (en la mayoria de casos en los
organismos eucariotas) presentan cada funcién en un compartimiento celular diferente. Por
lo tanto, los programas para la prediccion de la localizacion celular a partir de la secuencia de
la proteina pueden ayudar a predecir o corroborar una segunda funcion. Utilizamos dos de
estos programas: PSORT (Nakai y Horton, 1999) y ProtLoc (Cedano et al., 1997). El output
de ambos progamas predice posibles diferentes localizaciones en su salida de acuerdo con
sus puntuaciones respectivas. Esperabamos que las dos mejores puntuaciones podrian
sugerir diferentes funciones en diferentes localizaciones y verificamos si las dos principales
predicciones de localizacién correspondian a las funciones candnicas y moonlighting.
Aunque en algunos casos predicen correctamente las localizaciones correspondientes a

ambas funciones, los resultados no son lo suficientemente buenos para considerarlos fiables.

La Figura 31 muestra algunos ejemplos. En S8 de Material suplementario se pueden
encontrar otros muchos. En general no son predicciones en las que se pueda confiar para
predecir, ayudar, la segunda funcion. Una de las causas principales de este resultado es
que, como en el caso de los motifs Prosite, etc., al disefiar los programas de prediccidén se
buscaba optimizar la prediccion para la funcién candnica, en ningun caso se asumia que

podia haber mas de una localizacién valida.

La presencia de hélices transmebrana también predice localizacién celular y en muchos
casos relacionable con funcién (por ejemplo la presencia de 7 hélices transmembrana y
pertener a la clase GPRC), etc. Por otra parte, aunque son estructuras que se predicen muy
bien, de hecho muchas proteinas secretadas no las llevan, por ejemplo las moonlighting
relacionadas con virulencia. Por otra parte, como ya se ha mencionado en el Apartado IV.A.

hay muy pocas proteinas multifuncionales que sean proteinas integrales de membrana.
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PREDICCION LOCALIZACION CELULAR

PROTEINA E
IDENTIFICADORES
(Accession number,
GO)

FUNCION
MOONLIGHT

PREDICCION PSORT

PREDICCION
PROTLOC

Glycerol kinase

GO: Cellular Component;
GO:5737=cytoplasm;
GO:5634=nucleus;

o]

GK ATP-Stimulated
translocation protein
(ASTP) rat liver - ASTP

cytoplasm Certainty=
0.450(Affirmative) < succ>
microbody

er
binding of the
activated
glucocorticoid-
receptor complex. Bind
to

ane

(p ertainty
0.362(Affirmative) < succ>
mitochondrial matrix
spaceCertainty=
0.100(Affirmative) < succ>
lysosome (lumen)
Certainty=
0.100(Affirmative)

Anchored =>
4.21307800435645;
Intracellular =
4.45391934777734;
Nuclear =>
4.46492409260957;
Extracellular =>
6.17035570017687;
Membrane =>
7.0038254966959

Tuf E. Coli

Gene Ontology: Cellular
Component
GO:5737=cytoplasm
GO:5886=plasma membrane

Receptor for host
proteins

bacterial cytoplasm -
Certainty=
0.180(Affirmative) < succ>
bacterial periplasmic
space -- Certainty=
0.000(Not Clear) < succ>
bacterial outer membrane
—- Certainty= 0.000(Not
Clear) < succ> bacterial
inner membrane -
Certainty= 0.000(Not
Clear) < succ>

Intracellular =
10.6818195604223;
Anchored =>
14.6427428301124;
Extracellular =>
16.0950740945896;
Membrane =>
16.2776373795691;
Nuclear =>
18.9136333342684

S10 E. Coli

Gene Ontology: Cellular
Component

47 - GO:5737=cytoplasm 12 -

GO:5886=plasma membrane
7-GO:5739=mitochondrion

Antiterminator

bacterial cytoplasm -
Certainty=
0.180(Affirmative) < succ>
bacterial periplasmic
space - Certainty=
0.000(Not Clear) < succ>
bacterial outer membrane
—- Certainty= 0.000(Not

Intracellular =
10.6818195604223;
Anchored =>
14.6427428301124;
Extracellular =>
16.0950740945896;
Membrane =>
16.2776373795691;

Clear) < succ> bacterial
inner membrane —
Certainty= 0.000(Not
Clear) < succ>

Nuclear =
18.9136333342684

Figura 31. Ejemplo de prediccién de localizacién celular mediante los programas Psort y
ProtLoc para tres proteinas moonlighting. En rojo se indica las predicciones correctas.

IV.D. ; PERTENECEN LAS PROTEINAS MULTIFUNCIONALES A LA CLASE DE LAS
PROTEINAS INTRINSICAMENTE DESORDENADAS?

Algunos autores han senalado que existe una relacion entre las fluctuaciones
conformacionales y las funciones promiscuas de las proteinas. Esta promiscuidad seria
posible debido a las propiedades conformacionales de las regiones estructuralmente
desordenadas. En solucion las proteinas existen en una variedad de conformaciones y las
regiones estructuralmente desordenadas pueden alterar sus propensiones de estructura
secundaria, asi como la flexibilidad conformacional en respuesta a diferentes entornos o a los
partners con que interactuan (Tsai et al, 1999, 2001 y 2009; Ma et al. , 1999; Tompa et al,

2005; Amitai et al, 2007).
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Figura 32. Ejemplos de proteinas verdaderamente |Dps como control. Prediccion de
pertenecer una proteina a la clase de las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP)
mediante el programa PrDOS. En este caso se trata de dos proteinas conocidas por ser
IDPs, la proteina no histona HMG17 y la calpastatin. Como puede observarse la prediccion
es correcta

Antes de la prediccion IDR del conjunto de proteinas moonlighting mencionadas
anteriormente nos hicimos dos preguntas clave para determinar la fiabilidad de los
programas de prediccionn de proteinas IDP/IDR: (a) ¢Son las proteinas conocidas por ser
desordenadas correctamente predichas por estos programas? (b) ¢Producen los diferntes
programas de prediccion de IDP/IDR resultados similares? Ambas preguntas tienen
respuestas positivas. Por ejemplo, como se puede ver en la Figura 32, dos proteinas
desordenadas bien conocidas, la calpastatine y la proteina no histona HMG17, se predicen
correctamente como proteinas completamente desordenadas. Las Figuras 33 y 34 muestran
que los perfiles de IDP/IDR predichos utilizando diferentes programas para cuatro proteinas
moonlighting son los mismos. Estos ultimos cuatro ejemplos también sugieren que las
proteinas moonlighting no son mas internamente desordenadas que las proteinas no
moonlighting. Sélo 3 de las 24 proteinas moonlighting ensayadas (en Material suplementario

S9 se pueden encontrar las predicciones) muestran, hasta cierto punto, que podrian
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pertenecer a la clase de proteinas intrinsecamente desordenadas. De hecho, si se considera
que para pertenecer a esta clase se requieren tramos de al menos 40 aminoacidos de las
regiones desordenadas (Dyson, 2011) el numero aun seria menor. La Figura 35 muestra que
algunas de las principales proteinas multifuncionales, por ejemplo la proteina GAPDH,
carecen practicamente de regiones desordenadas, mientras que la proteina p53 si que
presenta grandes tramos de regiones IDR predichas, lo que permite incluir esta proteina en
la clase de proteinas IDP. Se puede concluir que la mayoria de las proteinas moonlighting no
pertenecen a la clase de proteinas IDP ya que los tramos de aminoacidos desordenados son
bastante cortos y, en muchos casos, estan localizados en las regiones N- y C-terminal del
polipéptido que, ademas, suelen corresponder con regiones muy moviles. Ademas de esto,
hemos comprobado si las regiones IDRs predichas coinciden con los lazos o tramos coil. La
mayoria de los IDRs coinciden con lazos y regiones coil y, de hecho, el programa de
prediccién de IDP/IDRs llamado DisEMBL predice tanto regiones IDP/IDR y lazos, y por lo
general coinciden. Las conformaciones locales alternativas pueden lograrse sin un gran
cambio en la estructura de la proteina. A favor de nuestra hipétesis de que las proteinas
moonlighting no son en general IDPs cabe mencionar que el analisis y mapado de las
estructuras de rayos X de cuatro proteinas moonlighting indica que utilizan diferentes
regiones para cada una de las actividades y que estas regiones corresponden a dominios o
motivos bastante complejos, no a tramos de aminoacidos desordenados (Jeffery, 2004). Por
supuesto, hay algunos ejemplos de proteinas moonlighting que son intrinsecamente
desordenadas, como la quimioquina linfotactina humana, human lymphotactin (Tuinstra et al,
2008, y ver los reviews de Tompa et al 2005; Tsai et al, 2009 y Copley 2012 para algunos
ejemplos), pero nuestro analisis sugiere que la mayoria de las proteinas moonlighting no
pertenecen a la clase de proteinas intrinsecamente desordenadas. De hecho, una proteina
moonlighting, la Proteina Ribosomal S10 de E. coli que fue considerada de la clase de las
IDPs en que sus conformaciones alternativas le permitirian interaccionar con el Factor de
Antiterminacién NusB, se ha demostrado recientemente que adopta el mismo pliegue global
en complejo con NusB y en el ribosoma (Figura 6). Este hecho excluye la posibilidad de que
su estructura esté extensivamente remodelada y, por lo tanto, S10 se une a ARN y a NusB
por diferentes regiones de la proteina. La unién a ARN se lleva a cabo por un largo bucle que

es la unica regién desplegada (Luo et al., 2008).
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Figura 33. Puede observarse que diferentes programas de prediccion de proteinas IDPs, en
este caso PrDOS y Disopred, dan una prediccion comparable, muy similares: en general las
proteinas moonliught no son IDPs.

Se sabe que las proteinas pueden evolucionar y adoptar nuevas funciones sin cambios
significativos en la secuencia. En este sentido, los resultados anteriores sugieren también
que puede que no se requiera la existencia de regiones completamente desordenadas. Los
lazos son lo suficientemente flexibles como para permitir la adaptacién a diferentes
interacciones. Las nuevas funciones podrian estar preferentemente relacionadas con
establecer interacciones adicionales utilizando secuencias existentes que mediante la
incorporacion de nuevos tramos de aminoacidos. En Material suplementario S9 se

encuentran los resultados de las predicciones de IDP/IDR.
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Figura 34. Diferentes programas de prediccion de IDPs dan resultados muy similares: en
general las proteinas moonlight no son IDPs. Puede observarse que la aplicacion de dos
programas de prediccién de proteinas IDPs, en este caso PrDOS y lupred, aplicados a dos
proteinas moonlighting apuntan a que éstas no pertenecen a la clase IDP
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LAS TRES MAS MULTIFUNCIONALES
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Figura 35. Puede observarse que la prediccién de proteinas IDPs a las tres proteinas mas
moonlghting conocidas (GAPDH, p53 y chaperonin 60) apuntan a que éstas no pertenecen a
la clase IDP

IV.E. (¢ SE CONSERVA EVOLUTIVAMENTE LA MULTIFUNCIONALIDAD?

Dos preguntas importantes que surgen de las caracteristicas estructurales y funcionales de
las proteinas moonlighting son: (a) si han incorporado las segundas funciones mediante la
incorporacion de dominios adicionales o tramos de aminoacidos durante el proceso evolutivo
y, (b) si una proteina es moonlighting en una especie implica que también sea moonlighting
en otra especie filogenéticamente cercana. Aunque el bajo numero de proteinas moonlighting
experimentalmente demostradas impide una respuesta precisa se pueden sugerir algunas
respuestas. Se llevaron a cabo una serie de analisis de multi-alineamiento de la secuencia de
una serie de proteinas moonlighting conocidas con proteinas homoélogas de otras especies
en busca de diferencias importantes en sus estructuras (reflejados como diferencias en la
longitud de la secuencia, en el grado de identidad o similitud de secuencia de aminoacidos).

Concretamente se alinearon las proteinas moonlighting aconitase, alpha crystallin A y B,
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neuropilin, carbinolamine dehydratase, thymidilate synthase de los organismos eucariotas
Rattus norvegicus, Homo, Mus musculus, Bos Taurus. Asimismo las proteinas moonlighting
aconitase, enolase, aldolase, G3PDH, glycogen synthase, pyruvate kinase, chaperone CIpB,
OmpR, thymidine phosphorilase, BirA, Lon protease, ribosomal protein S10 de diversos
organismos procariotas E. coli, B. subtilis, S. enterica, A. pleuropneumoniae, Thermus
thermophilus. La Figura 36 muestra como ejemplo el multialineamiento de cuatro aconitasas
eucariotas que presentan un altisimo nivel de conservacion de la secuencia en las diversas
especies, en tanto que experimentalmente la funcidn moonlighting tan sélo ha sido
demostrada en la aconitase humana. Cabe decir que como muchas proteinas moonlighting
presentan como funcidon candnica una correspondiente al metabolismo primario y las
enzimas de éste suelen estar muy conservadas, incluso entre taxones alejados, no es
descartable que a pesar de la conservaciéon evolutiva de secuencia no conserve la funcion

moonlighting.
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Figura 36. ElI Multialineamiento mediante ClustalW de diversas aconitasas eucariotas
muestra la existencia de un altisimo nivel de similitud. La humana es la unica en que se ha
demostrado experimentalmente que sea moonlight, ¢ lo son las demas?
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En todo caso estos resultados corroboran trabajos anteriores (Jeffery, 1999 y 2003), que
establecen que el proceso de evolucion hacia la multifuncionalidad en general no se debe a
la adquisicion de nuevos motivos o dominios funcionales, y también sugieren que las
proteinas pueden evolucionar y obtener nuevas funciones sin cambios significativos en la
secuencia (ya se han mencionado varias veces a lo largo del presente trabajo los ejemplos
de la GroEL, Cpn60, GAPDH, etc). Si las proteinas multifuncionales no son mas conservadas
que oftras, la adquisicion de nuevas funciones no sera faciimente detectable
bioinformaticamente por el analisis de sus ortélogos. Las nuevas funciones podrian estar
relacionadas mas con el establecimiento de interacciones adicionales a las secuencias
anteriores que mediante la incorporacion de nuevos tramos de aminoacidos. Esto concuerda
con los resultados de Kuhner et al., 2009, para Mycoplasma pneumoniae, que sugiere que
las proteinas que interactuan tienden a acomodar a mas ligandos por superficie de
interaccion y que la multifuncionalidad involucra interacciones mutuamente excluyentes. Y el
de Keskin y Nussinov, 2007, que muestran que un mismo motif de interaccion puede servir

para hacerlo con diferentes proteinas.

Un ejemplo interesante dado que se ha mapeado con precisidon las regiones implicadas en
sus dos funciones (su estructura 3D esta resuelta) es la Proteina Ribosomal S10 de E. coli.
Ademas de proteina ribosomal interviene en la regulacion génica via la interaccion con el
Factor de Antiterminaciéon NusB. La proteina S10 se une al ARNr y al Factor NusB por
diferentes regiones de la proteina. La union a ARN se lleva a cabo por un largo bucle que es
la unica regién desplegada (Luo et al., 2008). La Figura 37 muestra la estructura 3D de las
dos regiones funcionales y el alineamiento de los dos motivos implicados en 10 especies
bacterianas diversas (Gram positivo y Gram negativo; enterobacterias, etc). Como puede
verse el nivel de conservacion del Proline motif GPIPLPT correspondiente a la funcién
moonlighting es mucho mayor que el de union a rRNA 16s, de la funcion candnica, y eso
pese a corresponder a un lazo de la proteina, que suelen corresponder con regiones mas
variables en secuencia. Esto sugiere fuertemente que las proteinas S10 ortdélogas de las 10
especies presentaran también la funcion moonlighting. Sin embargo no se puede afirmar con
seguridad mientras no se demuestre experimentalmente, entre otras cosas por que también
depende del partner. Este caso representa un buen ejemplo de lo que la bioinformatica
puede aportar, la sugerencia de conservacion de multifuncionalidad para luego ser analizada
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experimentalmente. Pero nuestra hipotesis es que la multifuncionalidad se conserva

evolutivamente.

~=~MEKIRLXLKAYDHRVLDRSVVAIVEAVKRSGSEIRGPIPLPTKNKRYTVLRSPHVNKDSREQFEI
MONQRIRIRLKAFDYKLIDASTAEIVETAKRTCAQCVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYETL
MONQRIRIRLKAFDHRLIDQATAEIVETAKRTCGAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYEI
MONQRIRIRLKAFDHRLIDQATAEIVETAKRTCGAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYET
MONQRIRIRLKAFDHRLIDQOSTAEIVETAKRTGAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYEL
MONQRIRIRLKAFDHRLIDQOSTAEIVETAKRTCGAQOVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYET
MONQCRIRIRLKAFDHRLIDOSTAEIVETAKRTCAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYET
MONQRIRIRLKAFDHRLIDQSTAEIVETAKRTGAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYET
MONQRIRIRLKAFDHRLIDQSTAEILVETAKRTCAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHLNKDARDQYET
MAGQOKIRIRLKAYDHEAIDASARKIVETVVRICASVVGPVPLPTEKNVYCVIRSPHKYKDSREHFEM
MAKQKIRIRLKAFDHSLLDQOSALKIVETAKTTGAKVAGPVPLPTEKDIVTILRAPHKYKDAREQFETL
MAKQKIRIRLKAYDHRILDOSAEXKIVETAKRSCGASVSGPIPLPTEKSVYTILLAVHKYKDSREQFEM
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NusB loop interaccién RNA 16s

RVYSRLIDIISATPETVDSLMKLDLAPEVDVEVISMETX 104 Helicobacter pylori
RTHXRLIDIVEPTDKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG-—~ 103 Vibrio choleraec

RTHLRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG-~~ 103 Escherichia coli
RTHLRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG~--~ 103 Shigella dysenterxiac
RTHXRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISL 103 Salmonella enterica

RTHXRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISL - 103 Actinobacillus plcuropncumoniac
RTHXRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAAGCVDVQISL - 103 Yersinia pestis
RTHKRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG-—-- 103 Serratia marcescens
RTHKRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG--~ 103 Klebsiella pncumoniac
RTHXRLIDIIDPTPKTVDALMRIDLPASVDVNIQ-———— 101 Myccbacterium tubexrculosis
RTHKRLIDIISPSPKTVDALMRLDLPAGVDIEIXL--—-~ 102 Clostridium botulinum
RTHXKRLIDIVNPTPQTVDALMRLDLPSGVDIEIXL--—~ 102 Bacillus subtilis

-, s ww.ww. : swwwoww. .oww ww sz

El "Proline motif" GPIPLPT de la funcidén moonlight estd4 mucho mas conservado
que el motif de unién a rRNA de la funcidén canénica

Figura 37. Estructura 3D de la proteina ribosomal S10 de E.coli que muestra los dos motivos
responsables de sus dos funciones (union a RNAR 16s y al factor de transcripcion NusB) y
su alineamiento con las secuencias ortélogas de diversas especies. Puede verse que el motif
de la funcidbn moonlighting (union al factor terminador de transcripcion NusB) esta mas
conservado que el de union al rRNA 16s

Otro hecho que contribuye a confirmar la conservacién de la multifuncionalidad esta en que
una serie de enzimas como la enolase, la aconitase, etc, presentan similar funcion
moonlighting como proteinas de union al huésped en diferentes patéogenos. La tabla 1
muestra el caso de la enolasa y el Material suplementario S1 y S2 todos los casos conocidos

hasta la fecha.

Finalmente cabe sugerir otra estrategia para proponer el que haya conservacién de
multifuncionalidad: la interactdmica comparada. Si existe conservacion del interactéma, o sea

de los “partners” de interaccion para una proteina moonlighting de dos o0 mas especies,
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probablemente hay conservacion de multifuncionalidad (es la ortologia de interactoma). Lo
hemos tratado de analizar pero el escaso numero de especies con las que se ha realizado
experimentacion en interactomica, y el que en muchos casos estén filogenéticamente muy

alejadas, nos han impedido sacar las conclusiones pertinentes.

IV.F. PROTEINAS MOONLIGHTING EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Ya hemos descrito que una numerosa clase de proteinas moonlighting son las relacionadas
con la patogenicidad y virulencia de microorganismos patdégenos (para una revision ver
Henderson et al, 2011, 2013a, 2014). En nuestro caso estamos especcialmente interesados
en identificar genes involucrados en patogenicidad y virulencia para el disefio de vacunas. En
este sentido hemos realizado la anotacidn funcional de una serie de proteinas hipotéticas de
un cierto numero de patdégenos respiratorios y predicho aquellas candidatas a ser
moonlighting de acuerdo a los métodos bioinformaticos descritos en el presente trabajo. La
anotacion sugiere que algunas de las mismas serian posibles factores de virulencia

(adhesins, haemolysins, biofilm-related genes...).

Cuando el patégeno infecta al huésped expresa una serie de genes especificos, algunos de
los cuales pueden ser factores de virulencia, y por ello presentan interés para el disefio de
vacunas o kits de diagnodstico. Entre las estrategias experimentales para identificar estos
genes expresados diferencialmente se han desarrollado las de DNA arrays, protedmica
diferencial, In Vivo Expression Technology (IVET) (Mahan et al.,, 1993), Signature-Tagged
Mutagenesis (STM) (Hensel et al., 1995), Differential Fluorescence Induction (DFI) (Valdivia
and Falkow, 1997), Selective Capture of Transcribed Sequences (SCOTS) (Baltes and
Gerlach, 2004). Hemos escogido patdgenos respiratorios por su importancia, tanto en
humanos como en veterinaria y su facilidad de infectar otros huéspedes. Concretamente
hemos analizado las proteinas hipotéticas de las siguientes especies e las que se han
identificado los genes relacionados con el proceso de infeccion: Actinobacillus
pleuropneumoniae (Fuller et al., 2000b; Sheehan et al., 2003; Baltes and Gerlach, 2003,
2004; Moser et al., 2004; Hodgetts et al., 2004; Jenner and Young, 2005; Jacobsen et al.,
2005a,b,c; Deslandes et al., 2007; Wagner and Mulks, 2007; Hedegaard et al., 2007);
Pasteurella multocida (Fuller et al., 2000a; Hunt et al., 2001; Paustian et al., 2002; Harper et
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al., 2003; Boucher et al., 2005); Bordetella avium (Hot et al.,2003; Spears et al., 2003);
Staphylococcus aureus (Palmqyvist et al.,2002; Benton et al.2004); Haemophilus influenzae
(Herbert et al.,2002; Gilsdorf et al.,2004); Legionella pneumophila (Edelstein et al.,1999;
Polesky et al.,2001); Pseudomonas aeruginosa (Lehoux et al.,2002; Wang et al.,1996;
Woods et al.,2004); Streptococcus pneumoniae (Marra et al.,2002; Orihuela et al., 2004);
Chlamydia pneumoniae (Mahony et al.,2002); Yersinia pseudotuberculosis (Karlyshev et
al.,2001).

En las publicaciones que describen los analisis mediante las técnicas IVET etc, antes
mencionadas se describen 819 genes expresados en el proceso de infeccion (el listado
completo puede encontrase en nuestra pagina http://bioinf.uab.es/JCSB). La mayoria
presentan anotacién funcional (desconocemos si correcta 0 no) pero aproximadamente el
10% son unknown o hypothetical proteins. Los hemos reanotado funcionalmente y en 24 de
ellos podemos predecir el ser proteinas moonlighting, y la mitad de éstas son relacionables
con factores virulencia (las anotadas como porin, adhesin, transferring binding protein, sensor

histidin kinase, drug resistance transporter, etc.). Las Tablas 7 y 8 muestran los resultados.
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Tabla 7: Anotacién funcional de diversas proteinas hipotéticas de diversos
microorganismos patégenos respiratorios

NCBI CODE REANNOTATION
AAK19158 ref|[ZP_00874620.1| Pneumococcal vaccine antigen A
AAK74324 ref[YP_336405.1| Outer membrane porin, OprD family
AAK74615 ref[YP_441197.1| Sensor histidine kinase
AAK74938 ref[YP_139191.1| Protease
AKK75508 refINP_391047.1] Two-component sensor histidine kinase
AAK76264 gb]AAK94503.1| Glucan-binding protein B
NP_244983 gb|AAF68414.1|AF237928_1 Putative filamentous hemagglutinin
NP_872680 gb|AAC43485.1| Transferrin binding protein 1
ZP_00135039 | reflYP_823923.1| Acriflavin resistance protein
HI0894 ref|[ZP_00156756.2| COG0845: Membrane-fusion protein
P75830 ref|AP_001509.1| Macrolide transporter subunit, membrane fusion protein (MFP)
NP_878961 ref[NP_406637.1| Beta-lactamase induction signal transducer AmpG.
NP_879219 ref[YP_776657.1| Haemin-degrading family protein
NP_879893 ref[INP_882467.1| Adhesin

YP_001628663

ref|ZP_00944928.1| Tricarboxylate-binding protein

YP_001630768.

ref[YP_550179.1| Twin-arginine translocation pathway signal

YP_001630856

ref[YP_550179.1| Twin-arginine translocation pathway signal

YP_001632413

ref[YP_548917.1| Twin-arginine translocation pathway signal

SP0288 ref|ZP_01047380.1| Abortive infection protein

SP0703 ref|?\ll.3_698984.1| Intimin/invasin family protein

SP0958 ref[NP_835060.1| Bacitracin transport permease protein BCRB
SP1240 ref|ZP_00874693.1| Abortive infection protein

SP1926 refINP_979219.1| Drug resistance transporter, EmrB/QacA family
SP2143 ref|ZP_00602653.1| Glycoside hydrolase
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Tabla 8: Prediccién de posibles proteinas moonlighting de entre las proteinas

hipotéticas de diversos microorganismos patégenos

PUTATIVE BYPASS PRODOM
NCBI CODE
MOONLIGHTING FUNCTIONS
AAKT74326 Protease X X
Sensor Histidine Kinase X X
AAK74089 Metalloprotease X X
Fibronectin-binding X X
AF109148 Antigenic glutamine-binding X X
Sensory/regulatory system X
NP_002036 Receptor alpha interferon chain X
Calmodulin-binding membrane X
Interferon regulatory factor X
NP_002189 .
- Phosphate/Sulphate sodium permease X
NP_ 246423 Transmembrane permease X X
Oxidoreductase X
Membrane outer P2 precursor X
NP_246553 -
- Hydrolase AD-ribose pyrophophatase X
Hemolysin
NP_879578 Y X
- Adenylate cyclase X X
cyclolysin secretion protein X X
NP_879580.
RTX toxin transporter X X
Ppgpp synthetase Il X X
NP_880309
Guanosine-3',5'-bisdiphosphate 3'- X X
pyrophosphohydrolase
proline dehydrogenase X
NP_881353.
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase X X
penicillin-binding protein X
NP_881358
Glycosyl transferase X X
hemolysin X
NP_881613
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase X X
Choline binding protein X
NP_357945
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase X X
Uridine kinase X X
SP0288 Sodium extrusion protein X X
Protease X X
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IV.G. ¢ SON LAS PROTEiNAS’MULTIFUNCIONALES PROPENSAS A ESTAR
ASOCIADAS CON PATOLOGIAS HUMANAS?

Se han descrito una serie de ejemplos de proteinas moonlighting asociadas a enfermedades
humanas (Sriram et al., 2005;Jeffery, 2011). Nuestra base de datos MultitaskProtDB contiene
mas de un centenar de proteinas humanas, y en una proxima actualizacion de la misma unas
132. Una busqueda de cuantas proteinas moonlighting humanas corresponden con ejemplos
de proteinas ligadas a enfermedades descritas en las bases de datos Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim o en http://omim.org/) y Human
Gene Mutation Database (HGMD) (http://www.hgmd.org/) muestra que el 77% de ellas lo
estan (Figura 38). Esto sugiere que las proteinas moonlighting son muy propensas que la
media a estar involucradas en enfermedades. Aunque se desconoce todavia el alcance del
proteoma humano es poco probable que el 76% del mismo esté involucrado en patologias,
pero si las proteinas multifuncionales. También hemos encontrado que el 47% de las dianas

farmacéuticas conocidas son proteinas moonlighting.

Estas cuestiones seran tratadas mas ampliamente en otra tesis doctoral en desarrollo en el

grupo (L. Franco).
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Figura 38. Esquema mostrando que el 77% de las proteinas moonlighting humanas estan
relacionadas con enfermedades, que un 47% son dianas de farmacos existentes y que el
20% de las proteinas moonlighting en general son factores de virulencia de microorganismos
patdégenos

104



V. DISCUSION GENERAL

La prediccion de la funcién de una proteina es una tarea dificil. Tan solo vale la pena
recordar que tres proteinas con una gran importancia clinica, investigadas a lo largo de
muchos afos en numerosos grupos academicos o industriales, las proteinas relacionadas
con el Alzheimer, Prion y Corea de Huntington, a estas alturas se desconoce en detalle su
funcién biolégica. Y todavia es mas dificil cuando se trata de una proteina multifuncional
(Goémez et al, 2003 y 2011; Khan et al, 2012 y 2014a,b; Hernandez et al., 2014b, 2015). La
prediccién de proteinas multifuncionales es muy util para los investigadores en tareas como
la anotacion funcional de nuevos genomas, la interpretacion de los experimentos de noqueo
de genes en los que la eliminacion de un gen produce resultados fenotipicos inesperados, y
como hemos descrito, también para la identificacion de dianas terapéuticas y disefio de

farmacos y vacunas, los efectos secundarios de los farmacos, etc.

En el desarrollo del presente trabajo hemos creado la primera base de datos de proteinas
multifunciones existente (MultitaskProtDB) cuya actualizacion (mas del doble de proteinas y
afadiendo mas caracteristicas) esperamos enviar a publicar proximamente. La base de
datos MultitaskProtDB puede ser de gran ayuda a los investigadores para identificar las
caracteristicas de las proteinas multifuncionales y profundizar en su funcién bioldgica y en su

evolucion.

Desde el objetivo de la prediccion de las proteinas multifuncionales podemos indicar que a
nivel global, el algoritmo de homologia remota Psi-Blast es una muy buena herramienta, si
bien en la practica y utilizando tan sélo este algoritmo es dificil para el investigador identificar
las mejores dianas candidatas de la larga lista de dianas que salen en el output. Por otra
parte las anotaciones de los bancos de datos de secuencias de proteinas no siempre son
precisas y abundan las ambiguedades y anotaciones de baja calidad. Aunque no lo hemos
podido aplicar a toda nuestra base de datos, el algoritmo HMMER de analisis de secuencias
es muy prometedor y complementario al PsiBlast. Como hemos descrito, la combinacion de
diferentes algoritmos y bases de datos bioinformaticos y experimentales para el analisis de
secuencias de proteinas puede ayudar a reducir el numero de secuencias candidatas y

revelar posibles proteinas moonlighting. En nuestra opinidén, en este momento el mejor
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enfoque es combinar los andlisis de tipo PsiBlast (y probablemente HMMER) con los
resultados existentes en las bases de datos de interactdomica (PPIs). Por ahora este analisis
se ha de realizar por inspeccion manual, pero otro miembro del grupo (M. Huerta) esta
tratando de automatizarlo mediante una herramienta que esta disefiando (e incorporando
mas bases de datos, por ejemplo las de expresion génica, etc). Hemos determinado (Tabla
5a,b) que la combinacion de PsiBlast+PPlIs (y en un cierto numero de casos Pfam y ProDom)
conduce a la prediccion correcta de alrededor del 30% de las proteinas moonlighting, con un
buen nivel de especificidad (un menor numero de falsos positivos) y sensibilidad (un menor
numero de falsos negativos). Pero si consideramos los casos en que cualquiera de los dos
por separado, o PsiBlast o PPls, identifica la proteina la prediccion es muy alta pero en estos
casos aumenta la sensibilidad a costa de la especificidad. También hay que tener en cuenta
que en nuestro analisis haciamos uso de una base de datos de proteinas en que
previamente se ha demostrado que son moonlighting; llevar a cabo esta tarea para proteinas
desconocidas es mas dificil y como ya se sabe, en el actual “estado del arte” requiere
finalmente la determinacioén experimental. En todo caso PsiBlast identifica mejor las proteinas
moonlighting que son multidominio y en las que cada dominio presenta una funcion
independiente que aquellas en que las dos funciones estan solapandose. La Figura 39 de
una publicacién previa del grupo (Gémez et al., 2003) muestra una serie de ejemplos de

proteinas moonlighting multidominio y las predicciones boinformaticas de las mismas.
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Table V3: Moonlighting proteins that are multi-domain proteins.

[MOGNLIGHTING PROTEIN PSEBLAST "PRODOM BYPASS
Positives Accesion
nurnber
p.FEH protease (71hemephics) + 45231279 + +
h Chaperone activity T 2724524 = =
R UrCil-NA-glycosylase (Homo) - 935053 ¥
b Glyceraldehyde-3-phosphate DH - G653 - -
h.CFT Rehlonde channel (Homo) + 141453286 + ¥
b.Regulator of Na+channels = 1405353 ™ =
h.Thymidine phosphonyiase (Hamo) + 41136588 + +
b PD-ECGF = Fil 36553 -
. Neuropilin (Nom.) + 412978560 + +
b VEGFR, regulation of angogenesis = 372975560 = =
b Aconftase (Homo) + 013659555 + +
b IRE-EP = 096473 = =
. Carbinolamin denydratase (Ra) + 01423757 ¥ +
b Dimerization factor = GBI = -
B Thymidyiate Synthase (Hovnmo) ¥ 44507751 ¥ ¥
p.DHFR T | giie%as n ¥
B BirA biotin synthetase (&.cov) + 0113364376 * +
b Bio operon repressor . GIa97694 ~ re
p.Lon protease (f.’.'ooli) L1349 + 112349 + +
b.Chaperone activity Y PO re re

Syrbols: +tue positive; - tue negative; fake + fake -.
PSI.BLAST: default parameters (BLOSUNM6?, expected;10, inchssion threshold: 0.002, database: non redundant (NCBI)
3, b: Functionss of the moonlighting proteins.. ) One function, b), additional function

Figura 39. Tabla de una publicacién previa del grupo (Géomez et al., 2003) mostrando una
serie de ejemplos de proteinas moonlighting multidominio correctamente predichas por
PsiBlast, Bypass o ProDom

El equilibrio adecuado entre la sensibilidad y la especificidad es especialmente dificil en el
caso del analisis bioinformatico de las proteinas moonlighting. El grupo de Kihara (Khan et al,
2014a,b) ha enfocado el problema de encontrar las funciones moonlighting utilizando tan sélo
informacion de secuencias por anotacion en los términos de GO. Utilizando el algoritmo
PsiBlast, el método PFP (Protein Function Prediction) realiza una busqueda unica con un e-
value no restrictivo. Por el contrario, el método de ESG (Extended Similarity Group) utiliza la
primera busqueda para lanzar nuevas busquedas diferentes a partir de las secuencias
encontradas ampliando enormemente el espacio de secuencias exploradas en el siguiente
paso de la busqueda. Estos autores utilizan PSI-Blast con la matriz BLOSUM45 porque
consideran que puede capturar mejor los homologos remotos en las iteraciones iniciales, por
lo que esto incrementa la eficiencia de la busqueda de funciones moonlighting y evita la
degeneracion PSSM (Kahn et al, 2012;. 2014a, b). En nuestro caso, hemos querido utilizar el

algoritmo Psi-Blast para detectar las funciones moonlighting, pero con el fin de aumentar la
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capacidad de busqueda de homodlogos remotos hemos utilizado un mayor numero de
iteraciones, cinco por defecto. Nuestra estrategia es diferente, pero ambos tratamos de
aumentar la sensibilidad sin comprometer la especificidad. Por los resultados obtenidos
utilizando PSI-Blast, podemos ver que hay una hiper-saturacion de las funciones candnicas
que son, por otra parte, anotadas en las mas diversas formas. Estos descriptores tienen que
ser analizados mediante la concentracion de ellos en un numero reducido de expresiones,
aunque hay algunos descriptores muy abundantes (Figura 40, panel B). Hay tantas variantes

en la anotacion de la funcion de la proteina, que este hecho complica el analisis.
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Figura 40. El problema de la prediccion da las proteinas moonlighting. (A) El panel muestra
que las bases de datos que contienen una alta heterogeneidad de funciones como PfamB
permiten la identificacion de las funciones no candnicas que no se identificarian utilizando las
bases de datos de patrones con alta homologia secuencial (por ejemplo PfamA). Sin
embargo, esto implica que da lugar a una mayor tasa de falsos positivos comparando con
PfamA (como puede verse en el panel D). (B) Un intento de explotar la variabilidad de
anotacion en bases de datos no redundantes también presenta sus costes dado que la
hipersaturacion de anotaciones de funciones candnicas contiene toda clase de sinénimos.
(C) Revisar la documentacion suplementaria puede ayudar a identificar detalles relevantes
relacionados con la segunda funcién, moonlighting. (D) La relacién entre falsos positivos y
verdaderos positivos nos da una idea del compromiso entre especificidad y sensibilidad.
Como puede observarse cuando los scores se relajan, aunque todavia podamos encontrar
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nuevas funciones moonlighting, el numero de falsos positivos incrementa abruptamente

Para ilustrar el problema de la especificidad y la sensibilidad en la busqueda de las proteinas
monlighting, se utilizoé el programa PfamA y B. Estos dos algoritmos representan muy bien
todos los métodos que se basan en perfiles o HMM. En el caso de Pfam A, las puntuaciones
mas restrictivas son capaces de encontrar algunas funciones moonlighting con un bajo
numero de falsos positivos, pero la relajacion del umbral de corte aumenta la proporcion de
falsos positivos. En contraste con las familias de proteinas PfamA, los perfiles PfamB estan
compuestos por muchas mas familias de proteinas y que representan diferentes funciones.
Esta diversidad en las funciones que se encuentra en las familias de proteinas PfamB, y el
hecho de que las secuencias incluidas en las familias PfamB no estan presentes en los
perfiles PfamA, aumenta la sensibilidad del método PfamB en comparacion con la deteccidn
de la funcion por PfamA (Figura 40, panel A). Hay que tenerse en cuenta que este aumento
de la sensibilidad tiene un cierto coste en la especificidad, porque con valores de corte
restrictivos se disminuyen el numero de falsos positivos detectados (Figura 40, panel D). En
el analisis con PfamB, y como un parametro para describir la significacién estadistica, hemos
considerado la relacion entre el e-value de la familia PfamB dividido por la puntuacion de los
miembros de la familia PfamB, que proporciona el descriptor utilizado para la funcién. Lo que
se observa es que con valores mas restrictivos, mayor es la acumulacion de un elevado
numero de verdaderos positivos. Por el contrario, cuando este parametro se relaja, el numero
de falsos positivos aumenta rapidamente, creciendo cerca de diez veces mas rapido que en
el caso de los analisis realizados usando PfamA. En otras palabras, con el fin de conseguir
una mayor sensibilidad en la deteccion de las funciones de moonlighting con PfamB, hemos
tenido que sacrificar mucho de especificidad. Encontramos que cuando se relajo este
parametro de corte el numero de falsos positivos aumentd casi diez veces mas rapido que en
el caso de los analisis realizados usando PfamA. En todo caso, a partir de la experiencia
obtenida con el presente trabajo sugerimos utilizar ambos, PfamA y PfamB, y el investigador
que analiza manualmente los resultados puede tomar una decision basada en su experiencia

0 en datos experimentales adicionales.

No hay que olvidar que el objetivo de este trabajo ha sido fundamentalmente explorar
diferentes metodologias bioinformaticas que se pueden utilizar para buscar las funciones

moonlighting de las proteinas, no el calcular los parametros estadisticos. Al mismo tiempo,
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estamos tratando de encontrar posibles pistas que nos puedan hacer entender los
mecanismos subyacentes al proceso de evolucion de estas funciones moonlighting. Uno de
los problemas que surgen a partir del analisis de los datos es determinar si existe alguna
correlacion entre la puntuaciénn estadistica y la importancia biologica. En este sentido hay
que mencionar lo que dicen Bork y Koonin: Statistical and biological significance are not
equivalent (sometimes, biological important matches can have relatively low scores. The first
hit probably isn’t the most informative (in terms of function) (Bork & Koonin, 1998). Sin
embargo es importante determinar algunos parametros estadisticos para resumir la
distribucion de los datos sobre la importancia biolégica. Como ya ha descrito Kihara, el
meétodo estandar, curvas ROC, tiene un problema fundamental, que es el calculo del numero
de verdaderos negativos. Esta no es una tarea facil, especialmente si no se esta trabajando
con una base de datos disefiada especialmente para calcular estos parametros sin
problemas. Ademas, el calculo de una curva ROC es interesante si se esta desarrollando un
nuevo método en el que se desea establecer un punto de corte en la que el compromiso
entre sensibilidad y especificidad sea el principal objetivo. En nuestro caso, todavia no
estamos en esa fase sino que solo estamos utilizando los métodos ya existentes para
determinar su potencial para identificar las funciones moonlighting. En este sentido, es clave
analizar la relacién entre los verdaderos positivos y los falsos positivos mediante la
implementacion de un parametro de puntuacién (score) mas restrictivo. Aunque todas las
proteinas incluidas en la base de datos utilizada tienen al menos una funcién moonlighting,
podriamos considerar que si no se ha encontrado ni una sola funciéon (candnica o
moonlighting) podria considerarse como un falso negativo, sin embargo, realmente no

sabemos si esa suposicién es, de hecho, verdadera.

Por ejemplo, cuando se utiliza PfamA, no sabemos si una familia con la misma funcion de
ese perfil en realidad existe en la base de datos PfamA. Aunque un descriptor similar esta
presente, no podemos estar seguros de que esta funcién realmente corresponde a la misma
familia de proteinas, ya que también es posible que ésta llegara a la misma funcién, pero
utilizando un plegamiento y una conformacién 3D diferente, y que no se comparte con la
proteina problema. Por otra parte, no existen falsos negativos en la base de datos de perfiles,
por lo tanto, podriamos estar haciendo una suposicién falsa. Sin embargo podemos utilizar
este tipo de herramienta para extraer la informacién precisamente porque no tiene los

problemas asociados con el uso de las curvas ROC.
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En todo caso, los métodos basados en perfiles, que tienen en cuenta las regiones mas
grandes de la proteina que los métodos basados en patrones, parecen funcionar mejor,
sobre todo si las secuencias utilizadas para construir el perfil no se han refinado en exceso.
Este refinamiento elimina gran parte de la diversidad necesaria para encontrar los miembros

remotos de la familia funcional de las proteinas.

Como se ha comentado anteriormente, el objetivo de este trabajo no es tanto disefar nuevas
herramientas para la prediccion de las funciones moonlighting, sino mas bien explorar si las
herramientas existentes se pueden utilizar para identificar las proteinas multifuncionales.
Algunos de los métodos utilizados son dificiles de sistematizar o no son faciles de
implementar como métodos automaticos, ya que requieren la interpretacion de un lenguaje
muy ambiguo y lleno de sindbnimos. Nuestro objetivo es explorar si los métodos que utilizan
los sistemas de anotacion jerarquicos, mas apropiados para estos fines, funcionan o no. Por
otra parte, la evaluacion del acierto de la funcion encontrada con la verdadera funcion
moonlighting sigue siendo algo muy subjetivo, porque a pesar de que hace que sea posible
obtener resultados similares en busquedas sucesivas, si buscamos la misma proteina
problema ejecutando la busqueda en contra de la misma base de datos de secuencias, el
procedimiento que calcula las similitudes no esta exenta de un cierto grado de subjetividad.
Esto es inherente a la necesidad de la simplificacion requerida para parametrizar los
descriptores con el fin de compararlos por métodos bioinformaticos. Los diferentes métodos
para calcular estas similitudes nos dan una idea global de la similitud, pero sus resultados
pueden variar en funcion del método utilizado para anotar las predicciones correctas y
erroneas. Incluso si trabajamos con categorias predefinidas, tales como los términos de GO,
a menudo lo que hacen es imponer limitaciones en la definicién de la funciéon debido al
numero limitado de términos GO predefinidos (9500 para Molecular function). Esto provoca la
pérdida de algunos aspectos importantes de la funcion de la proteina a pesar de que
aumenta la posibilidad de una coincidencia entre el término predicho y los términos
semanticos originales. Los términos de los “troncos” en los arboles de GO son mas
inespecificos, y estos términos seran cada vez mas especificos, siempre y cuando se
encuentren cerca de las hojas del arbol de GO, por lo que la identificacion de las funciones

de los padres tendra poca o ninguna relevancia en algunos casos (Figura 40, panel C).

En los términos de GO, no toda la informacion de la funcién de la proteina se condensa. Por

ejemplo, en el caso descrito a continuacién, la de la proteina PIAS1, la segunda funcion esta
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relacionada con la activacion de la proteina p53. Cuando observamos la lista de resultados
obtenida, el subconjunto preseleccionado de funciones (que se detallan en el siguiente
parrafo) tomado de los descriptores de las proteinas incluidas en el grupo (seed of PfamB) de
PfamB, vemos una proteina con la misma funciéon que la proteina canénica, otra con una
funcion desconocida y la proteina Q54H95_DICDI que, al parecer, por las funciones descritas
en GO (IR-0005622 intracelular; 0005085 actividad del factor de intercambio de nucleotidos
de guanilo; 0051056 regulacion de la transduccion de sefales mediada por GTPasa),
mantiene una relacion muy remota para la activacion de la funcion de la actividad de p53,
como la funcién mas similar. Esta proteina podria estar relacionada con la regulacién de
algunas vias a través de un proceso de transduccion. Sin embargo, nada mas se puede
concluir de estos datos que esté relacionado con la funcién moonlighting (Figura 40, panel
C).

Sin embargo, si en lugar de utilizar el término GO expandimos la busqueda, podemos ver
que esta proteina tiene un patron interno comun en una familia de proteinas (CDC24 y
Cdc25), que a su vez pueden tener interacciones con la proteina p53. Ahora la funcién que
buscabamos esta mas cerca de la funcién moonlighting esperada y, al mismo tiempo, esta
proteina también esta implicada en la regulacién del ciclo celular. Y podemos identificar la
interaccién correcta entre 25.000 proteinas del proteoma humano, y también esta reconocida
como una proteina reguladora, por lo que practicamente se podria dar un 100% de
coincidencia. Hay que tener en cuenta que con el fin de encontrar la funcion correcta, era
necesario leer la documentacién complementaria asociada con el perfil. La identificacion de
la funcidon real no es posible sélo mediante la lectura del descriptor principal de la funcion
asociada con el codigo GO. Es por ello que otros investigadores podrian no encontrar el
descriptor correcto, ya que pueden haber abortado la busqueda en cualquier momento antes
de la localizacion de la referencia correcta en la lista de referencias del articulo (Figura 40,

panel C).

En resumen, podemos decir que la naturaleza del fendmeno moonlighting es tan variada que
sera dificil crear una unica herramienta para hacer frente a todos los problemas de la

busqueda de las funciones moonlighting.

Dos enfoques adicionales pueden ayudarnos a predecir una proteina como verdadera

moonlighting. Uno de estos enfoques es la alineacién de la secuencia problema con
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estructuras 3D conocidas del PDB, lo que ademas ayuda a mapar ambas funciones en la
estructura de la proteina. Esta aproximacion la hemos realizado mediante el programa
PISITE, pero es objeto de otra tesis del grupo. En todo caso puede encontrase la descripcion
del procedimiento y los resultados en dos recientes publicaciones del grupo (Hernandez et
al., 2014b, 2015). El otro procedimiento es el analisis de la correlacién de mutaciones de
aminoacidos, lo que puede sugerir pistas para la evolucion de la multifuncionalidad cuando
se comparan con ejemplos mono-funcionales en la familia. En nuestro caso lo hemos
aplicado, mediante el programa MISTIC, al caso de la enolasa (como se ha comentado en
Métodos se requiere una amplia familia de proteinas para incorporarlas al programa como un
multialineamiento). Como se ha descrito en el Apartado 1V.B.5., un interesante resultado es
que se necesitan tan sélo entre 5 y 8 mutaciones simultaneas en la enolasa para que la
adaptacién a la funcién moonlighting (unién a plasmindégeno en este caso) pueda ocurrir. Y
también se ha comentado en Resultados que esta proteina nos permite probar si la
adquisicion de una nueva funcion es un fendbmeno que ocurre con frecuencia o no. Si esto se
produce sélo muy de vez en cuando, la repeticion de la misma funcion estara vinculada a la
similitud entre las diferentes proteinas, lo que indica que esta funcidén ha surgido a partir de
un ancestro comun de los microorganismos que contienen estas enolasas. En el caso
contrario, si ninguna de las proteinas comparte esta funcion extra con cualquier secuencia
estrechamente relacionada, podria significar que la multifuncionalidad es un evento frecuente
en la evolucion. El resultado de estos analisis es mas consistente con la segunda hipétesis.
Este no es un resultado concluyente, pero es una pista interesante en el sentido de que la
lista actual de proteinas multifuncionales es sélo una representacion minima de lo que

podemos esperar.

Como se ha mencionado en la Introducciéon (Apartado I.I.) el fendbmeno de Ia
multifuncionalidad conduce a un cierto numero de preguntas importantes tanto para la
funciéon como para la evolucion de proteinas que todavia no tienen respuesta. Por ejemplo:
;qué ventaja evolutiva representa el que una proteina tenga mas de una funcién, a veces
ambas funciones indispensables, en vez de utilizar la duplicacién de un gen y evolucion
independiente del paralogo, lo cual evita el denominado “conflicto adaptativo™? o ¢ Cual es el
mecanismo que conduce a la aparicion de la segunda funciéon? o ;hay conservacion

filogenética de la multifuncionalidad? Aunque en el presente trabajo no se puede dar

113



respuesta a las mismas si merece dedicarles algunos comentarios. Vamos a ampliar lo

descrito en la Introduccion y sugerir algunas hipotesis adicionales.

Respecto a la primera pregunta ¢ qué ventaja evolutiva representa el que una proteina tenga
mas de una funcién? Ya se ha mencionado que existe una doble respuesta: (a) que con
menos genes el organismo puede llevar a cabo mas funciones y (b) la Vida mas que disefiar
polipéptidos enteramente nuevos suele reutilizar 1o previamente existente, pues ya ha sido
optimizado para dar lugar a un plegamiento y conformacion estables y es mas facil anadir
una funcién a una estructura previa que en muchos casos, como ya se ha mencionado en el
apartado |.E., tan soélo requieren unos pocos cambios en aminoacidos (Jeffery, 2015).
Aunque aparentemente “no falte” DNA, especialmente en organismos superiores, la sintesis
proteica representa un alto consumo de energia. Se ha establecido que en E. coli la
biosintesis de aminoacidos representa el 40% del gasto energético de la bacteria (s6lo el
triptéfano representa el 1.25%). Por otra parte, utilizar una proteina para mas de una funcion
podria generar el denominado conflicto adaptativo (dificultad de optimizar ambas funciones
en el contexto de una sola proteina). Normalmente este conflicto se resuelve duplicando el
gen y evolucionando por separado y este proceso ha dado lugar a superfamilias de enzimas,
transportadores, etc. La pregunta es: ¢ por qué las proteinas moonlighting no han separado
las dos, o mas, funciones en diferentes genes/proteinas? ;O representan un estadio
intermedio en vias de su separacién? Esto ultimo es poco probable dado el alto nivel de
conservacion de secuencia que suelen mostrar la mayoria de ellas. Por otra parte ya se ha
descrito (por ejemplo para la chaperona GroEL) que en muchos casos el numero de
mutaciones que conlleva la segunda funcién es minimo y no interfieren con la funcién
canodnica. De hecho, los resultados de la ingenieria de proteinas demuestran que la mayor
parte de las mutaciones resultan ser neutras (como ya sugirié Kimura en 1985), y ademas
existen las mutaciones compensatorias, que incluso nos han sugerido un método de predecir
las regiones responsables de la multifuncionalidad, como se ha mostrado en el Apartado
IV.B.5. sobre correlacion mutacional de aminoacidos. Finalmente, también se ha
mencionado anteriormente que la multifuncionalidad puede ser una manera de conectar
diferentes rutas metabdlicas a través de una sola proteina lo cual favoreceria la conservacion

de la misma.

Respecto a como aparece la segunda funcion no se sabe pero ya se ha mencionado
anteriormente el caso de la chaperona GroEL en la que mutando 4 aminoacidos dan lugar a
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una segunda funcion toxina de insectos. También tendrian lugar casos de Non Orthologous
Gene Displacement o de reclutamiento enzimatico (aspecto que esta siendo analizando por
otro doctorando del grupo, L. Franco). Y en otros casos las segundas funciones provienen de
la fusiébn de genes o dominios de proteinas preexistentes, dando lugar a una proteina
multifuncional (Gancedo and Flores, 2008). En nuestro caso nos planteamos mapar las 2 o
mas funciones en la secuencia/estructura de las proteinas de la base de datos. Dado que en
muy pocos casos los autores lo especificaban en sus publicaciones hicimos un mailing
masivo preguntandolo pero tan solo unos pocos respondieron diciendo que lo habian
determinado. Por ello otro doctorando (L. Franco) estd mapeando las funciones mediante
programas de superposicion de estructuras 3D de proteinas (p.e., mediante PISITE). Al no
ser objeto de la presente tesis no se detallan los resultados, pero pueden encontarse en dos

publicaciones recientes (Hernandez et al, 2014 y 2015).

Respecto a la conservacion filogenética de la multifuncionalidad no se conoce apenas dado
que habria que realizar experimentacion en cada organismo que se sospeche. En el
apartado IV.E., y a partir de multialineamientos, etc, hemos propuesto que hay bastante
conservacion, en algunos casos altisima (mas del 90% de identidad) como se ha mostrado
en las Figuras 36 y 37. Por otra parte, en los casos de proteinas de la glicdlisis o del ciclo de
Krebs relacionadas con virulencia hay numerosos casos conocidos que presentan ambas
funciones en diferentes microorganismos patdgenos. Por ejemplo la enolasa es moonlight en
44 especies de microorganismos y la GADPH en 33 especies (Tabla 1 y Material
suplementario S1 y S2). Asimismo en la Figura 37 puede verse como la proteina ribosomal
S10 de E. coli presenta conservados los dos motifs relacionados con las dos funciones en
otras especies en las que no se ha determinado si existe la bifuncionalidad; y el mas
conservado es el de la funcidn moonlighting (unién a NusB). Todo ello sugiere que la
multifuncionalidad se conservaria filogenéticamente, aunque la demostracion definitiva

requeriria su determinacion experimental.

Ya se ha descrito en la Introduccion que probablemente las proteinas moonlighting abunden
mas de lo que se cree. Nosotros creemos que como dice C. Jeffery (2004) “Current
moonlighting appear to be only the tip of the iceberg”. Recientemente a partir de la topologia
de los grafos de interactomica de proteinas el grupo de Brun (Chapple et al., 2015a) ha
predicho 340 proteinas moonlighting humanas. Una pregunta que cabe plantearse es la de

que si las proteinas multifuncionales abundan ¢ por qué son tan dificiles de encontrar? Ya se
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ha mencionado anteriormente que la funcion candnica de las proteinas multifuncionales en
muchos casos suele corresponder con una actividad del metabolismo primario. Pero la
funcién moonlighting no, o por lo menos es mas compleja y evolutivamente posterior, de
hecho suelen ser “nuevas” e “inesperadas”. Si se miran los pares de clases funcionales de la
Tabla 2 se puede observar que en 12 de los 26 pares (marcados con un asterisco) la funcion
moonlighting corresponde a funciones incluso de nivel superior al descriptor GO: Biological
Process. Son funciones muchas de ellas relacionadas con sistema, fisiologia, organismo, etc
que corresponden a mecanismos complejos, con muchos componentes, o en el caso de ser
factores de transcripcion intervienen en procesos regulatorios complejos y evolutivamente
avanzados. O por ejemplo, en el caso de microorganismos, mecanismos de formacion de
biofilms, supervivencia en condiciones anormales del medio, infeccion, etc, que no se
encuentran en los medios de cultivo “normales”. O sea, en muchos casos las funciones
moonlighting corresponden a funciones de facil identificacion funcional. En este sentido cabe
mencionar que los microorganismos modelo de célula/genoma minimos, los micoplasmas,
presentan, dependiendo de la especie, entre un 25-42% de sus genes sin funcidén conocida
(huérfanos). Y actualmente TreEMBL o UniProt contienen unos 47 millones de secuencias de
proteinas para buscar por alineamiento, anotacion transitiva, etc. O sea, determinar la
funcién o funciones de una proteina no es facil. Finalmente, un analisis reciente realizado
para otra tesis del grupo (L. Franco) ha encontrado que el 76% de las proteinas moonlighting
humanas estan involucradas en enfermedades, de acuerdo con la base de datos de las
mismas OMIM (Hamosh et al., 2005). Y que el 47% de los farmacos existentes tienen como
diana una proteina moonlighting. Estos datos sugieren fuertemente que las proteinas

moonlighting no son una excepcion sino que deben de ser muy abundantes.

Finalmente describimos nuestra sugerencia de Reglas para predecir bioinformaticamente

si una proteina puede ser moonlighting:

1.- Ejecutar el algoritmo PsiBlast en una base de datos no redundante, por defecto con 5
iteraciones. Comprobar cuidadosamente al menos las 20-30 primeras posiciones de la lista
de resultados. Alternativamente o adicionalmente a PSIBLAST ejecutar el programa
HMMER.

2.- Buscar proteinas asociadas a la proteina candidata en las bases de datos de

interactdmica no curadas. Aquellas proteinas que muestran similares partners de
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interactdmica en diferentes especies se refuerzan. Realizar un enriquecimiento mediante

programas como GOstat (o alternativamente, el que se realiza desde el servidor GO).

3.- La superposicion de los resultados de PSIBLAST y de interactémica (en la actualidad se
tiene que realizar de forma manual) refuerzan la prediccién y minimizan los falsos positivos.
La inspeccibn manual es mas precisa porque el investigador puede identificar mejor

relaciones ocultas para un sistema automatizado.

4.- Ejecutar una busqueda de motivos y dominios funcionales (PROSITE, PFAM A y B,
ProDom, etc.)., por ejemplo, mediante la base de datos InterPro. También mediante la base

de datos Blocks.

5.- La localizacién celular -experimental o por prediccién- pueden ayudar a predecir la
posibilidad de ser una proteina moonlighting. La presencia de hélices transmembrana y otras
sefales de trafico celular son muy informativas. La correspondencia entre los motifs/dominios
y las localizaciones celulares predichas pueden reforzar la identificacion de la

multifuncionalidad.

6.- Aunque no es uno de los objetivos de la presente tesis, en el caso de que la secuencia de
la candidata a proteina moonlighting presente homologia de secuencia con proteinas para
las que existan estructura 3D, utilizar programas de analisis de estructura y modelado como
Pisite y Phyre. Si ademas hay un gran numero de secuencias alineables por programas de

alineamiento muliple se pueden utilizar programas de correlacién de mutaciones como Mistic.

7.- Otros datos procedentes de diferentes fuentes experimentales son de gran ayuda. Por
ejemplo, los resultados inesperados de los experimentos de noqueo, efectos secundarios de

medicamentos, analisis de co-expresion génica, etc..

Y finalmente volver a recordar la frase de Koonin ya indicada en la Introduccion acerca de la
prediccion bioinformatica de la funcidn de una proteina “Annotation is not a routine activity.
On the contrary, this is exciting research, somewhat akin to detective work, which has the
potential of teasing out deep mysteries of life from genome sequences” (Koonin & Galperin,
2003).
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CONCLUSIONES

1.- Se ha creado la primera Base de Datos, MultitaskProtDB, de proteinas moonlighting o
multifuncionales. El analisis de las caracteristicas de las proteinas de la base de datos indica
que el par de clases funcionales (candnica/moonlighting) mas numerosos es enzima/factor

de transcripcion.

2.- Se ha comprobado que las bases de datos de interactomica (PPI) contienen informacién,
en muchos casos “partners” previamente considerados como falsos positivos, que permite

identificar proteinas multifuncionales.

3.- Se ha determinado que los programas de homologia remota como PsiBlast identifican
proteinas multifuncionales, especialmente aquellas en que la funcion esta localizada en

dominios estructurales diferentes.

4.- Desde el punto de vista de la prediccion bioinformatica la major estrategia es combinar el
analisis de homologia remota con los resultados existentes en bases de datos de
interactdmica (PPI) poco “curadas”. Un problema importante es que la anotaciéon funcional
existente en las bases de datos de secuencias contiene numerosas anotaciones de baja
calidad, cuando no erréneas debido a la denominada “catastrofe de la anotacion transitiva”.
El desarrollo de la anotaciéon de acuerdo a reglas semanticas como Gene Ontology (GO)

permitira mejorar este tipo de problemas.

5.- Los programas de identificacion de motifs o de dominios pueden ayudar a predecir las
proteinas multifuncionales. Los que mejor los identifican son ProDom, Blocks y PfamB. Al
igual que en el caso anterior la sucesiva “curacion” de los motifs/dominios para mejorar la
prediccién de la funciéon candnica ha ido en detrimento de la identificacion de la funcién
moonlighting. Por ello, programas menos “curados”, como en el caso de PfamB, o por estar

descontinuados, como en el caso de Blocks, pueden ser mejores predictores.

6.- Los programas que predicen localizacion celular con diversas puntuaciones de acuerdo
con las diferentes sublocalizaciones celulares pueden, en algunos casos, ayudar en la
prediccién pero lo hacen mejor para la localizacion de la funcién candnica que para la

moonlighting. Los programas de prediccion de helices transmembrana son mucho mejores
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pero en muchos casos las proteinas moonlighting asociadas a membrana o secretadas

carecen de tales estructuras.

7.- La prediccion de Proteinas (o Regiones) Intrinsecamente Desestructuradas (IDPs o IDRs)
indica que las proteinas moonlighting no presentan una mayor tendencia a pertenecer a la
clase IDP/IDR que el resto de las las proteinas. En los casos en que presentan regiones

desestructuradas éstas suelen corresponder con los grandes lazos de las proteinas.

8.- Desde el punto de vista de la conservacién de secuencia se ha determinado mediante
alineamiento multiple que las proteinas moonlighting estan altamente conservadas entre
diferentes especies, a veces alejadas filogenéticamente. Aunque en esto puede influir el
hecho de que muchas funciones candnicas corresponden a funciones del metabolismo
primario, que suelen estar conservadas filogenéticamente, el hecho sugiere que la funcién
moonlighting también estara conservada. Sin embargo esto no puede demostrase

bioinformaticamente y requiere la corroboracion experimental.

9.- Las proteinas moonlighting estd muy relacionadas con la patogenicidad de los
microorganismos (el 20% de las de la base de datos) y con patologias humanas (el 76% de
las proteinas moonlighting humanas corresponden a enfermedades genéticas descritas en la
base de datos OMIM). De las dianas farmacéuticas conocidas, un 47% corresponden con

proteinas moonlighting.

10.- Conclusiéon General: La Boinformatica puede, hasta cierto punto, predecir las proteinas
multifuncionales a partir de la secuencia de aminoacidos de las mismas. Sin embargo su
principal papel es el de sugerir o contribuir a corroborar una hipotesis o explicar unos
resultados inesperados. Pero la demostracion de la multifuncionalidad requiere del analisis

experimental complementario.
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