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Resumen

Las proteinas desempefian diversas funciones en diversos procesos bioldgicos.
Para que estas funcionen adecuadamente es necesario que se plieguen y
mantengan una estructura tridimensional, sin embargo, diferentes condiciones de
estrés pueden poner en riesgo a las proteinas y llevarlas a perder parcial o
totalmente su estructura. Las proteinas de choque térmico (Hsp) pertenecen a la
familia de las chaperonas moleculares, las cuales se encargan de mantener la
homeostasis de las proteinas. La Hsp70 es una de las proteinas mas estudiadas de
esta subfamilia, se caracteriza por ser una proteina muy conservada en los
organismos, cuyas actividades estan relacionadas con el plegamiento,
replegamiento y desagregacion de diversas proteinas. En este proyecto de
investigacion nos enfocamos en el estudio de la Hsp70 de humano y su capacidad
de interaccion con otras proteinas blanco también denominadas clientes. Por medio
de herramientas bioinformaticas, analizamos los residuos de algunas proteinas
cliente de la Hsp70, con la finalidad de identificar si hay similitud de los sitios de
interaccion de la Hsp70 con ciertas regiones de las proteinas cliente. A partir de una
basqueda en UniProt, identificamos diferentes proteinas que se han reportado que
interacttan con la Hsp70, los resultados de evaluar la interaccion proteina-proteinas
al acoplar la Hsp70 con diferentes clientes, muestra que los residuos involucrados
en la interaccién son principalmente aminoacidos con carga positiva y negativa. Las
regiones de las proteinas cliente a las que se une la Hsp70 son segmentos que no
forman a-hélices ni hojas [, es decir se unen a loops o regiones poco estructuradas.
Tomando en cuenta lo anterior, se modelaron las regiones intrinsecamente
desordenadas (IDPRs) en las estructuras tridimensionales de las proteinas cliente
previamente reportadas, ya que estas no estaban presentes en las estructuras
depositadas en el Protein Data Bank. Finalmente, observamos que la interaccion de
la Hsp70 con las IDPRs de los clientes no correlaciona como se esperaba. Lo
anterior nos lleva a considerar que la interaccion de la Hsp70 con el conjunto de
proteinas estudiadas no se debe al mal plegamiento, sino que puede que esté
involucrada la funcion de holdasa, sin embargo, no podemos asegurarlo. Ademas,
encontramos que el tipo de aminoacidos cargados y por ende las interacciones
electrostéaticas son determinantes en la interaccion de la Hsp70 con sus diferentes
sustratos.



1. Introduccién

Las proteinas son macromoléculas que desempefian un papel central en todos los
seres Vvivos, ya que estan involucradas en casi todos los procesos bioldgicos de los
organismos. En el cuerpo humano se han identificado aproximadamente 50,000
clases diferentes de proteinas sintetizadas en los ribosomas con longitudes de hasta
miles de aminoéacidos (Tunyasuvunakool et al., 2021). La mayoria de las proteinas
recién sintetizadas deben plegarse en una estructura tridimensional necesaria para
realizar su funcion. Por naturaleza las proteinas son estructuralmente dinamicas,
esto es que pueden adoptar diferentes conformaciones tridimensionales lo que les
permite realizar multiples funciones. Aunque su entorno comunmente es adecuado
para que puedan desempafiar su funcién, ciertas condiciones pueden suponer un
riesgo, por ejemplo, un exceso de la concentracion de las proteinas puede inducir
agregacion de las mismas; cambios de pH, temperatura y la radiaciéon UV, pueden
comprometer la estructura tridimensional funcional de las proteinas a tal grado que
pueden llegar a desplegarse parcial o totalmente, lo que conlleva a que deban ser
procesadas por los sistemas de reciclaje celular. Aquellas proteinas que pierden su
estructura tienden a entrelazarse con otras proteinas, formando agregados
inespecificos (Buchner, 2019; Ma et al., 2020).

La adaptacion molecular de las proteinas para que cumplan su funcién ocurre de
diversas maneras. Por una lado se debe considerar la parte intrinseca en la que
juega un papel fundamental el balance entre la hidrofobicidad y la distribucion de
cargas en su secuencia de aminoacidos, de tal manera que permita cierta
flexibilidad durante su funcion. Por otro lado, existen otros factores extrinsecos en
los que intervienen la interaccion de dos o mas proteinas o subunidades, ya sea
para cumplir un proceso de comunicacion entre ellas o para coordinar un control de
calidad en su papel funcional dentro de la célula. Por ejemplo, las chaperonas
moleculares que actlan en diversos mecanismos moleculares que contribuyen al
mantenimiento de la homeostasis de las proteinas o proteostasis (Buchner, 2019;
MacoSek et al., 2021).

Las chaperonas se asocian a diferentes factores estresantes y las mas conocidas
son las proteinas de choque térmico (Hsp, por sus siglas en inglés) las cuales fueron
descritas inicialmente tras notar que su expresion aumentaba después de inducir un
aumento de temperatura en células de Drosophila (Ritossa, 1962). Las Hsp se
dividen en diferentes subfamilias segun su tamafio que va de 20 a 110 kDa. Entre
las Hsp mas estudiadas se encuentran las Hsp70, una subfamilia muy conservada
en todos los organismos, y de las mas versatiles. En la célula eucariota en
condiciones fisiologicas, se expresan niveles basales de Hsp70, ya que participan
en una amplia gama de actividades, incluyendo el plegamiento de proteinas
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nacientes, la translocacion de polipéptidos en mitocondrias, cloroplastos y el reticulo
endoplasmico, entre otros procesos. En general, las Hsp70 evitan que diversos
factores proteotdxicos tengan efectos perjudiciales en las células, ya que
provocarian un desequilibrio de la homeostasis proteica (Rosenzweig et al., 2019).

Bajo estrés celular aumentan los niveles de expresion de las Hsp70, lo cual es
necesario para disuadir la agregacion de proteinas dafiadas por temperatura u otro
tipo de estrés proteotoxico. Ademas, cooperan con mecanismos de degradacion
celular para eliminar proteinas aberrantes y agregados de proteinas. Las Hsp70 se
han relacionado con diversas enfermedades neurodegenerativas, tales la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica y las enfermedades pridnicas, donde el
plegamiento incorrecto de una o mas proteinas especificas es la caracteristica
comun en estas patologias (Christopher G. Evans et al., 2010; Martin-Pefia et al.,
2018).

La expresion y sobreexpresion de las Hsp70 es fundamental. Esto lo han
demostrado algunos experimentos knockout en los genes que codifican a las Hsp,
correlacionando con la acumulacién de proteinas mal plegadas y que caracteriza a
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, Alzheimer o incluso diabetes
tipo 2 (Radons, 2016; Tittelmeier et al., 2020). Por lo tanto, la actividad biolégica de
las chaperonas resulta extremadamente relevante en este contexto. Se han
desarrollado diversos estudios in silico, in vitro e in vivo para dilucidar el mecanismo
del plegamiento incorrecto y el papel de las Hsp70 en estas enfermedades, con el
propésito de desarrollar terapias potenciales para enfrentar estas patologias
humanas (Gupta et al., 2020; Pratt et al., 2015).

Ha sido claro que las Hsp70 ejercen un papel fundamental en la homeostasis
proteica y actlan sobre una gran cantidad de sustratos. No obstante, aspectos en
su funcionamiento e interaccion molecular, asi como el papel del dominio de unién
a nucleétidos (NBD) en la unién y liberacion de sustratos, los mecanismos de
selectividad de proteinas blanco o por qué se requiere a las cochaperonas, no son
del todo claros. Por lo que comprender los aspectos funcionales especificos de la
interaccion de las Hsp70 humanas con la gama de sustratos es complejo pero
indispensable estudiar. En este proyecto de investigacion nos enfocamos al estudio
de la interaccion de la Hsp70 humana con diferentes proteinas que
experimentalmente se ha demostrado que interactia, centrandonos en el analisis
de los residuos interaccionantes desde un enfoque bioinformatico, mediante el uso
de herramientas como docking, modelado molecular, entre otros.
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2 Marco teorico

Las proteinas son macromoléculas biolégicas que realizan y/o median
practicamente todos los procesos bioldgicos centrales en los organismos Vivos.
Para realizar sus funciones biolégicas adecuadamente, las proteinas recién
sintetizadas deben plegarse en una estructura tridimensional adecuada, la cual es
dindmica por naturaleza, lo que les permite realizar multiples funciones en diferentes
ambientes celulares.

El interior de la célula esta repleto de proteinas y en ese entorno las proteinas
chocan unas con otras constantemente, lo que podria tener consecuencias
desfavorables que alteren su estructura funcional. Ademas, las proteinas mal
plegadas o aquellas que han perdido parte de su estructura debido a factores
externos pueden entrelazarse facilmente con otras proteinas, formando agregados
inespecificos de proteinas debido a la exposicion de las superficies hidrofobas. Esto
conduce al deterioro de las proteinas y puede provocar una variedad de
enfermedades humanas (Buchner, 2019; Ma et al., 2020).

Por lo tanto, para asegurar la funcionalidad Optima de las proteinas, tanto en
condiciones fisiolégicas como bajo condiciones ambientales cambiantes, se
requieren factores que disminuyan el impacto negativo o que funcionen como
control de calidad para enfrentar estos desafios. En este contexto, las chaperonas
moleculares resultan ser una solucion para afrontar los distintos desafios que
pudieran alterar la funcionalidad de las proteinas.

En 1987 John Ellis propuso el término “chaperona molecular” para referirse a una
clase especifica de proteinas cuya funcién es asegurar el correcto plegamiento de
otras cadenas de polipéptidos, ademas de su ensamblaje en estructuras
oligoméricas (Ellis, 1988). Hoy se ha demostrado que la actividad de las chaperonas
moleculares no sélo se limita a facilitar el plegamiento de otras proteinas, sino que
también tienen un papel fundamental en el plegamiento de un gran numero de
proteinas de novo, y estan involucradas en diferentes aspectos relacionados con el
mantenimiento del proteoma, incluyendo la correccion del plegamiento de proteinas,
disociacion de agregados de proteinas, transporte y degradacion proteica (Camberg
et al., 2013; Nishimura & Akiyoshi, 2020).

2.1 Chaperonas moleculares

Las proteinas contienen una buena parte de la informacion requerida para adoptar
su conformacion nativa codificada en su secuencia de aminoéacidos, sin embargo,
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no todas logran plegarse. En la sintesis de proteinas se pueden generar polipéptidos
desplegados, ademas, una vez que las proteinas alcanzan su conformacion nativa
existen condiciones estresantes que las pueden desplegar, tales como calor,
especies reactivas de oxigeno y distintas condiciones patoldgicas. Las chaperonas
moleculares son capaces de plegar proteinas desplegadas y/o mal plegadas,
previenen la formacion de agregados de proteinas y pueden reactivar estas
proteinas agregadas, ademas de involucrarse en la degradacion de proteinas
aberrantes al interactuar con proteasas especificas (Camberg et al., 2013; Macosek
et al., 2021).

Las diferentes proteinas de las células deben ser controladas cuidadosamente para
mantener el estado de homeostasis proteica. De tal forma, que una compleja red de
proteostasis ha evolucionado en todos los organismos vivientes para asegurar que
las proteinas se sinteticen en el momento y lugar adecuado. También evita que las
proteinas se plieguen de forma incorrecta, y aseguran que se eliminen las proteinas
mal plegadas, ya sea por autofagia o por degradacion mediada por el proteasoma.
Los componentes principales de la red de proteostasis son la presencia de
diferentes chaperonas moleculares, relacionadas con el sistema de ubiquitina-
proteasoma (UPS) y el sistema de autofagia que, en su conjunto, evitan la
acumulacion de agregados de proteinas que son potencialmente toxicos (Hipp et
al., 2019).

En la red de proteostasis, las chaperonas se pueden describir a partir de sus
funciones efectivas en el contexto celular ya que pueden actuar como holdasa,
foldasa, translocasa o disgregasa (Figura 1). Ademas, una chaperona no esta
limitada a una Unica actividad, pues en algunos casos una misma chaperona es
capaz de llevar a cabo mas de una de estas funciones (Macosek et al., 2021).

e Las chaperonas holdasas, son chaperonas usualmente independientes de
ATP que se asocian con proteinas no nativas durante un tiempo prolongado
para estabilizarlas y prevenir su agregacion. Aunque no participan en el
plegamiento directo de las proteinas, su actividad es indispensable ya que
protegen a las proteinas que son vulnerables a la agregacion. Un ejemplo de
holdasas, son las proteinas de choque térmico pequefias (sHsp, por sus
siglas en inglés) (Hall, 2020; Haslbeck et al., 2019).

e Las chaperonas foldasas, participan en la remodelacion estructural activa
de las proteinas recién sintetizadas no nativas en un proceso de ciclado entre
estados unidos a ADP y ATP. Los sistemas principales de foldasas incluyen
a las familias de proteinas Hsp70/DnakK, Hsp60/GroEL y Hsp90 (Hayer-Hartl

et al., 2016; Rosenzweig et al., 2019).
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e Las chaperonas translocasas, transportan proteinas nacientes a traves de
las membranas. Son muy importantes en procariontes donde
aproximadamente un tercio de todas las proteinas se exportan del citoplasma
y, por lo tanto, deben translocarse a través de la membrana interna (Bechtluft
et al., 2010; Vrontou & Economou, 2004).

e Las chaperonas disgregasas, permiten desenredar agregados insolubles y
replegar las proteinas, o en su caso fungen como guia para la degradacion
proteica al interactuar con componentes proteoliticos. La familia de proteinas
dependientes de ATP Clp/Hsp100 son uno de los principales sistemas de
chaperonas con actividad disgregasa (Rosano et al., 2011; Sousa, 2014).

™, —~—~————— 1. Translocasa
SecB
Polipeptido emergente 2 . .
del ribosoma .
Proteinas nativas
3. Holdasa 2. Foldasa
sHsp Estrés 2 Hsp70/DnakK
Hsp70/DnaK Hsp60/GroEL
Hsp%0 Hsp%0
Clp/Hsp100
1N ir 7)
. 3 ¢ sq )
I 4 _ b + )
g \v»
4
> % 4. Disgregasa Proteinas degradadas
Agregados de proteinas ) Clp/Hsp100
Proteinas desplegadas, mal plegadas Clp/Hsp100 + Hsp70
y no nativas Hsp90 + Hsp70

Figura 1. Funciones de las chaperonas en el control de calidad del proteoma. 1. Las proteinas recién
sintetizadas pueden ser liberadas y transportadas como proteinas desplegadas (funcion de
translocasa), 2. Pueden ser plegadas por chaperonas asociadas al ribosoma (funcion foldasa). Las
proteinas desplegadas y mal plegadas pueden surgir como consecuencia de diversas condiciones
de estrés celular. Algunas de ellas pueden ser remodeladas en proteinas nativas activas con ayuda
de chaperonas. 3. Algunas chaperonas pueden brindar proteccién contra la agregacion a la que son
propensas las proteinas no nativas que se acumulan (funcién holdasa). 4. Algunas chaperonas o
sistemas de chaperonas en conjunto pueden revertir el proceso de agregacion al solubilizar los
agregados (funcion disgregasa). Cuando las proteinas no pueden ser rescatadas por las
chaperonas, son dirigidas por chaperonas a proteasas compartimentadas o al proteasoma. Imagen
de autoria propia (Camberg et al., 2013). Creado con BioRender.com
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2.2 Proteina de choque térmico 70 (Hsp70) como modelo de estudio

Se eligio a las proteinas de choque térmico 70 (Hsp70) como modelo de estudio
debido a que sobresalen de entre las demés chaperonas moleculares por ser de las
mejor conservadas en todos los reinos de la vida y cruciales en el mantenimiento
de gran parte del proteoma. Ademas de ser unas de las chaperonas que mas han
llamado la atencion en los ultimos 50 afios.

Las Hsp son una gran familia de chaperonas moleculares muy conservadas
evolutivamente que se expresan constitutivamente en células procariotas y
eucariotas de forma ubicua en los diferentes compartimentos celulares. En
condiciones fisiolégicas su expresion se incrementa cuando las células se someten
a condiciones de estrés ambiental tales como: choque térmico, radiacién, estrés
oxidativo, hipoxia, entre otros. El descubrimiento de estas proteinas surgié como
resultado de generar estrés térmico en Drosophila y observar un incremento de la
expresion de genes que codifican estas proteinas (Ritossa, 1962). La mayoria son
chaperonas dependientes de ATP y se clasifican de acuerdo a su peso molecular,
e incluyen las Hsp pequefias Hsp10 (10kD), Hsp27 (20-30kD) y las Hsp grandes
Hsp 40 (40kD), Hsp 60 (60kD), Hsp 70 (70kD), Hsp 90 (90kD) y Hsp 110 (100 kD)
(Dubrez et al., 2020; Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2018; Hirsh & Junger,
2008).

La subfamilia de chaperonas moleculares Hsp70 juega un papel relevante en el
sistema de control de calidad de las proteinas celulares, su capacidad de unién a
una amplia gama de proteinas sustrato le permite ayudar en distintos procesos
celulares. Los miembros de la subfamilia Hsp70 se expresan en practicamente
todos los seres vivos, desde arqueobacterias, procariotas y eucariotas, incluyendo
plantas y mamiferos, y estan altamente conservadas con alrededor del 40-60% de
identidad entre los homélogos procariotas y eucariotas (Havalova et al., 2021;
Karunanayake & Page, 2021). Las Hsp70 estan codificadas en un numero variable
de genes en procariotas y eucariotas, por ejemplo, E. Coli expresa tres isoformas
de Hsp70 mientras que el genoma humano contiene 13 homélogos de Hsp70
(Tablal) las cuales se expresan en citosol, nucleo, reticulo endoplasmico y
mitocondrias. Ademas, la abundancia de cada isoforma esta regulada por los
requerimientos celulares (Rosenzweig et al., 2019).

Se ha considerado que las distintas isoformas de Hsp70 pueden desempeiar
funciones redundantes, como aquellas funciones basicas de mantenimiento de la
homeostasis proteica relacionadas con el plegamiento de proteinas o la
cooperacion con maquinarias de degradacion que son llevadas a cabo por cada una
de las Hsp70, no obstante, también poseen un alto nivel de especializacion, debido
principalmente a diferencias en su expresion espacio temporal (Daugaard et al.,
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2007). Algunas de estas Hsp70 son especificas de un compartimento celular, donde
desempeiian actividades Unicas y esenciales en el reticulo endoplasmico,
mitocondrias o plastidios (Figura 2), ademas de contar con cierta especificidad por
distintas proteinas blanco.

Particularmente, las Hsp70 tienen un gran numero de funciones de mantenimiento
celular (conocido como housekeeping), tales como el plegamiento de proteinas
recién sintetizadas, la translocacion de polipéptidos a diferentes compartimentos
celulares, montaje y desmontaje de complejos de proteinas, entre otros. También
tienen funciones en respuesta a condiciones de estrés, previenen la agregacion de
proteinas, solubilizan proteinas agregadas, repliegan proteinas desplegadas o mal
plegadas y cooperan con mecanismos de degradacion celular como el sistema de
ubiquitina-proteasoma (UPS) para eliminar proteinas aberrantes y agregados de
proteinas (Kabani & Martineau, 2008; Rosenzweig et al., 2019).
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Tabla 1. Proteinas de choque térmico 70 (Hsp70) humanas.

Proteina

HspA1A

HspA1B

HspAl1L

HspA2

HspAS5

HspA6

HspA7

HspA8

HspA9

HspA12A

HspA12B

HspA13

HspAl4

Gen

HSPA1A

HSPA1B

HSPA1L

HSPA2

HSPA5

HSPAG

HSPA7

HSPAS

HSPA9

HSPA12A

HSPA12B

HSPA13

HSPA14

Inducible
por estrés

Si

Si

No

No

No

Si

Si

No

No

No

No

No

Si

Localizacién celular

Citosol, nulcleo, membrana celular,
exosoma extracelular

Citosol, nucleo, exosoma extracelular

Citosol, nucleo

Citosol, nuacleo, membrana celular,
exosoma extracelular

Reticulo endoplasmético, exosoma
extracelular

Citosol, exosoma extracelular

Microparticulas de sangre, exosoma
extracelular

Citosol, nucleo, membrana celular,
exosoma extracelular

Mitocondria, nicleo

Intracelular, exosoma extracelular

Células endoteliales, intracelular,
plasma sanguineo

Reticulo endoplasmatico, exosoma
extracelular, microsomas

Citosol, membrana celular

ID UniProt

PODMV8

PODMV9

P34931

P54652

P11021

P17066

P48741

P11142

P38646

043301

B7ZLP2

P48723

QOVDF9

(aa)

641

641

641

639

654

643

367

646

679

675

685

471

509

Longitud

Tabla 1. Se muestran los 13 miembros de la familia Hsp70 expresadas en humano. Para cada una
de las proteinas se menciona el nombre, el gen que la codifica, si es que su expresiéon puede ser
inducida por factores de estrés tales como: calor, radiacion UV, infecciones virales, hipoxia, estrés
oxidativo, entre otros. Se menciona también la localizacién celular donde han sido identificadas y la
longitud de su secuencia de aminoacidos.
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Figura 2. Funciones de la proteina de choque térmico 70 (Hsp70). Las Hsp70 participan en una
amplia gama de funciones de mantenimiento homeostatico (housekeeping), incluido el plegamiento
de proteinas recién sintetizadas, el ensamblaje y desensamblaje de complejos de proteinas, la
translocacion de polipéptidos en mitocondrias, cloroplastos y el reticulo endoplasmico, proteccion de
las proteinas contra la protedlisis, la regulacion de actividad proteica y apoyan con el traspaso de
proteinas a otras chaperonas, como Hsp90 y las chaperoninas. Adicionalmente, las Hsp70 participan
también en actividades relacionadas con estrés celular, incluyendo el replegamiento de proteinas
mal plegadas o desplegadas, la prevencion de la agregacién de proteinas, la solubilizaciéon de
proteinas agregadas y la cooperacién con mecanismos de degradacion celular, como la autofagia.y
el sistema de ubiquitina-proteasoma (UPS), para eliminar proteinas aberrantes y agregados de
proteinas. Imagen de autoria propia (basado en Rosenzweig et al.,, 2019). Creado con
BioRender.com

La estructura 3D de las Hsp70 es muy similar al homologo de E. coli, denominado
Dnak, el cual se compone de 4 regiones altamente conservadas. 1. Un dominio de
union de nucledtidos N-terminal (NBD) en forma de V integrado por dos subdominios
o lI6bulos que encierran el sitio donde se une e hidroliza ATP. 2. Un enlazador
hidrofébico rico en glicina/fenilalanina que conecta el NBD con el dominio de unién
a sustrato (SBD). 3. Un SBD que se une a polipéptidos extendidos formado por un
subdominio de hoja beta (SBD) y un subdominio de hélice alfa (SBDa) que actua
como una tapa flexible y 4. Una cola C-terminal no estructurada de longitud variable
(Figura 3). EI NBD esta bien conservado en todos los miembros de la familia Hsp70,
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con la excepcion de HSPA12 que tiene un NBD més divergente. Las Hsp70
citosdlicas contienen una region C-terminal rica en glicina/prolina que alberga un
motivo altamente conservado EEVD que esta implicado en la unidon de
cochaperonas y otras Hsp. El motivo EEVD esta ausente en las Hsp70 especificas
de algun organelo, como la Hsp70-5 residente en reticulo endoplasmico o la Hsp70-
9 mitocondrial, ambas con una sefal de localizacion N-terminal (Burgess et al.,
2016; Mayer & Gierasch, 2019; Radons, 2016; Zuiderweg et al., 2017).

C-terminal

[\ e R

HspA1lL
Motivo de { HspA5 EEVD ¢ HspA2

localizacién | HspA% HspAé
HspA8
KDEL  HspA5

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura de los dominios conservados en la familia
Hsp70. Las Hsp70 se componen de un dominio de union a nucleétidos N-terminal (NBD, denominado
también dominio de unién a ATP), una regién flexible rica en glicina/fenilalanina, un dominio de unién
a sustrato (SBD) seguido de una regién C-terminal rica en glicina/prolina. Imagen de autoria propia
(basado en Guerrero-Rojas & Guerrero-Fonsecaz, 2018; Radons, 2016). Creado con
BioRender.com

6.4Union de la Hsp70 con diversas proteinas

Las Hsp70 se unen a diferentes sustratos de una manera que aparenta ser simple:
el SBD se une a secuencias cortas de polipéptidos, mismos que no estan del todo
definidos estructuralmente. Evidencia basada en DnaK ha demostrado que las
Hsp70 se unen a una variedad de péptidos de siete residuos de longitud. El uso de
bibliotecas de péptidos y diversos ensayos han mostrado que existe una preferencia
por los residuos hidréfobos y algunos aminoacidos de carga positiva, pero ain no
se sabe de un motivo de union claro (Clerico et al., 2015). Ademas, la capacidad de
controlar la gran variedad de procesos celulares en eucariotas es impulsada por la
capacidad de cooperar con mas de 30 cochaperonas de dominio J, las cuales son
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esenciales en la discriminacién de sustratos; es asi que, la Hsp70 y cochaperonas
tienen un papel crucial en el control de la calidad de las proteinas en las células
(Goloubinoff, 2017).

Por su diversidad o especificidad funcional las chaperonas moleculares, como la
Hsp70 también se han propuesto como blancos terapéuticos. Lo anterior, debido a
que cuando las proteinas escapan de los mecanismos de control de calidad de las
proteinas, las formas mal plegadas se acumulan y posteriormente se agregan.
Muchas enfermedades son consecuencia de la agregacion de proteinas celulares,
las mas estudiadas son las enfermedades neurodegenerativos como la enfermedad
de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica y la
enfermedad de Alzheimer (Tittelmeier et al., 2020), ademas de enfermedades
musculares como la miopatia por cuerpos de inclusion y las miopatias por
agregados de proteinas (Carlisle et al., 2018). Diversos estudios in-silico, in-
vitro e in-vivo se han desarrollado para estudiar el papel de la Hsp70 sobre el control
y prevencion del plegamiento incorrecto y la agregacion de proteinas, con la
finalidad de desarrollar terapias de induccidon farmacoldgica para prevenir la
progresion de alguna patologia (Gupta et al., 2020).

El analisis de la interaccién de las Hsp70 de humano con otras proteinas podria
contribuir a una mejor comprension de los mecanismos que subyacen a las
patologias, y podrian ayudar al desarrollo de terapias farmacolégicas dirigidas a la
actividad biologica de la proteina Hsp70.

2.4 Proteinas intrinsecamente desordenadas

Las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP, por sus siglas en inglés) y las
proteinas que contienen regiones intrinsecamente desordenadas (IDPRs, por sus
siglas en inglés) son de gran relevancia debido a que carecen de una estructura
secundaria o terciaria estable, sin embargo, son capaces de llevan a cabo una
amplia gama de funciones bioldgicas (Bondos et al., 2021). De modo que sugieren
cambios en el paradigma clasico (secuencia, estructura, funcion) en la funcién
bioloégica de las proteinas (Oldfield & Dunker, 2014) ya que las IDP/IDPRs se
encuentran abundantemente en todos los proteomas de diferentes especies, y su
presencia aumenta proporcionalmente con la complejidad de los organismo
(Uversky, 2019), las IDP/IDPRs han llamado la atencion ya que permiten tener cierto
grado de adaptaciéon conformacional debido a que incrementan su flexibilidad,
aunque también aumentan la probabilidad de que dichas zonas sean puntos que
promuevan la desnaturalizacion o agregacion (Ayyadevara et al., 2021).

Hasta ahora, se ha estimado que una tercera parte de las proteinas eucariotas
poseen IDPRs de méas de 30 residuos de longitud, aunque esto no significa no
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tengan una estructura. Mas bien significa que muchas proteinas que poseen IDPRs
tienen una estructura mayormente plegada con una region de desorden local o que
presentan enlazadores desordenados que unen distintos dominios proteicos
(Uemura et al., 2018; Wallin, 2017). Ademas, se puede considerar que las IDP
pueden poseer un cierto “desorden intrinseco” determinado por su secuencia, pues
tienen baja proporcion de residuos que promueven el orden (baja hidrofobicidad) y
alta proporcion de residuos que promueven el desorden (cargas netas altas)
(Bhattarai & Emerson, 2020). Las IDP también pueden tener “sensibilidad
ambiental” y es que condiciones como el pH, la temperatura, el estado redox y la
alta osmolaridad inducen cambios conformacionales en algunas IDP (Cuevas-
Velazquez et al., 2021).

Aunque estas proteinas carecen de una estructura estable, las IDP/IDPRs
participan en distintas funciones biologicas importantes relacionadas con
regulacion, reconocimiento y sefializacion, donde las interacciones con otras
proteinas tienen un papel crucial. Debido a que regulan distintos procesos celulares,
las IDP/IDPR normalmente funcionan adecuadamente. Si estas se expresan,
procesan o modifican incorrectamente son propensas a formar interacciones
promiscuas que a menudo se asocian con el desarrollo de diferentes patologias. De
hecho, la presencia de algunas IDP’s e IDPR largos se ha asociado con algunos
tipos de cancer, neurodegeneracion, diabetes, amiloidosis y enfermedades
genéticas (Kulkarni & Uversky, 2019). Algunos ejemplos de IDPs, son la proteina
alfa-sinucleina y la proteina Tau, las cuales son caracteristicas de algunas
enfermedades neurodegenerativas, donde estas proteinas constituyen los ovillos
neurofibrilares observados en el cerebro de los pacientes con enfermedad de
Parkinson y Alzheimer, respectivamente (Lermyte, 2020).

No obstante, no todas las IDPs se asocian a patologias. Particularmente la p53 que
consta de regiones no estructuradas y regiones estructuradas se clasifica como una
proteina nativa parcialmente desestructuradas o ligeramente plegada (Bell et al.,
2002), que al interactuar con diversas proteinas de union desempefia diferentes
funciones vitales para mantener la estabilidad gendmica y promover la reparacion
del ADN reduciendo la frecuencia de mutaciones que podrian ser cancerigenas
(Uversky, 2016). Paraddjicamente, algunas chaperonas moleculares que garantizan
el correcto plegamiento de otras proteinas presentan algun nivel de desorden
intrinseco. Son ejemplos los miembros de la familia de proteinas de choque térmico
de 90 kDa y la misma Hsp70 que presentan un enlazador de estructura flexible o
variable que vincula dos de sus dominios (Alderson et al., 2014; Gong et al., 2018;
Hoter et al., 2018; V. Sudnitsyna et al., 2012).
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2.5 LaHsp70y proteinas intrinsecamente desordenadas

Se ha propuesto que las IDP son propensas a formar agregados y se sabe que el
desorden esta relacionado con la susceptibilidad a la protedlisis, por tal motivo su
presencia y funcionamiento in vivo resulta de interés (Galea et al., 2006). Se sabe
gue las chaperonas moleculares interactian con distintas IDP’s, particularmente
Hsp70 actla sobre la proteina Tau inhibiendo su agregacion e incluso es capaz de
disminuir estos agregados que juegan un papel importante en la enfermedad de
Alzheimer (Dou et al., 2003; Kundel et al., 2018). Otro ejemplo es la capacidad de
Hsp70 para disminuir la agregacion téxica de la a-sinucleina relacionada con la
enfermedad de Parkinson (Burmann et al., 2020).

Son distintos los casos que sefialan que algunas IDP pueden necesitar la accion de
las chaperonas moleculares para su correcto funcionamiento. De ser cierto, esto
podria explicar como es que las IDP son estables en condiciones fisiolégicas. No es
claro si las IDP dependen de la asistencia de la Hsp70 o si la interaccion se lleva a
cabo con la IDPR, por lo que sigue siendo tema de estudio.

2.6 Herramientas bioinforméticas para el analisis de las interacciones entre
proteinas

La bioinforméatica se define como la aplicacion de herramientas de computacion para
el analisis e interpretacion de datos biologicos. Es un area interdisciplinaria donde
convergen la informética, las matematicas, la fisica y la biologia. Los alcances de la
bioinformética son muchos ya que: nos permite analizar y alinear secuencias del
genoma de cualquier organismo, analizar las variaciones y expresion de genes,
predecir la estructura y funcién de proteinas, analizar las interacciones proteina-
proteina, entre otras funciones (Kanehisa & Bork, 2003; Petrey & Honig, 2014).
Cabe mencionar que los métodos y herramientas bioinforméaticas involucran cierto
grado de incertidumbre por lo que no reemplazan a las técnicas de laboratorio
tradicionales, sin embargo, tienen la ventaja de ser mas rapidas y menos costosas.
De hecho, cada vez surgen mas estudios in silico (en referencia al silice del cual se
compone la estructura interna de las computadoras) debido a que la tecnologia
actual permite que las simulaciones se acerquen cada vez mas a los sistemas reales
(Ekins et al., 2007; Fermeglia et al., 2003; Liang et al., 2019).

Entre las herramientas de bioinformética mas tiles para estudiar la interacciones
entre distintas proteinas, se encuentran una gran variedad de programas y
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servidores en linea dedicados al modelado estructural de proteinas. Estas
herramientas facilitan la determinacion de estructuras tridimensionales de proteinas
para las que no se cuenta con informacion experimental proveniente de técnicas
como cristalografia de rayos X o Resonancia Magnética Nuclear (NMR, por sus
siglas en inglés) (Schwede, 2013). Ademas, existen diversos servidores dedicados
a simular el acoplamiento molecular (docking) para predecir la estructura de
complejos proteina-proteina, o proteina-ligando. A partir de las estructuras
tridimensionales individuales. Estas herramientas son Utiles para comprender
aspectos fundamentales sobre la red de interacciones entre proteinas involucradas
en el metabolismo celular (Petrey & Honig, 2014; Rodrigues & Bonvin, 2014).

De esta forma, diversas herramientas bioinformaticas se han usado para estudiar y
mejorar la comprension de los mecanismos moleculares involucrados con la Hsp70,
su papel en el plegamiento proteico, la translocacion y el desmontaje de agregados
de proteinas (Ko et al., 2015; Kothandan et al., 2017; Siam et al., 2020; Singh et al.,
2019). Muchos de los esfuerzos en investigacion han sido para establecer un perfil
de reconocimiento del sustrato por la Hsp70 a partir de datos experimentales
obtenidos de matrices de péptidos, en los cuales se determinan cuales son las
secuencias que se unen a la chaperona. Esto ha permitido desarrollar algoritmos
predictivos basados en secuencias para identificar probables sitios de union de la
Hsp70 presentes en otras proteinas (Rudiger et al., 1997; Van Durme et al., 2009).

Por otro lado, se han realizado otros estudios experimentales sobre la comprension
en la interaccion de la Hsp70 con sustratos bioldgicamente relevantes, asi como las
mutaciones que pueden afectar la union de la chaperona, y su relevancia en
distintas enfermedades denominadas chaperonopatias (Bross & Fernandez-
Guerra, 2016; Clerico et al., 2015). Este tipo de patologias son causadas por
chaperonas consideradas anormales (en estructura, localizacion, incluso
concentracion celular) que pueden estar afectadas por mutaciones o modificaciones
postraduccionales tales como adenilacién o AMPilacion, que mediante estudios en
modelos de Saccharomyces cerevisiae se ha observado que ocasiona alteraciones
en su funcionamiento, dando lugar a la disminucién del crecimiento celular (donde
la raiz de este defecto es la interrupcion de la proteostasis); plegamiento incorrecto
de proteinas y al aumento de la presencia de agregados de proteinas toxicas.
Debido a esto, la deficiencia de la actividad de la Hsp70 y de otras chaperonas
moleculares ha llamado la atencion en afos recientes, particularmente aquellas
deficiencias relacionadas con trastornos neurodegenerativos y neuromusculares
(Macario & de Macario, 2020; Scalia et al., 2021; Truttmann et al., 2017).

Aunque existen diversos avances experimentales en el estudio de la Hsp70, adn
hay mecanismos que siguen sin ser claros. Uno de ellos, se relaciona con la falta
de disponibilidad de la estructura completa de la Hsp70 humana, y es que debido a
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la naturaleza flexible del enlazador que une el NBD y el SBD no se ha logrado la
caracterizacion de alta resolucion mediante cristalografia de rayos X de la proteina
completa o de complejos Hsp70-sustrato. Ademas, las concentraciones de proteina
requeridas para realizar su analisis estructural permiten a la Hsp70 formar dimeros
y oligdbmeros (Fernandez-Fernandez & Valpuesta, 2018). Es por ello que el uso de
las diferentes herramientas bioinformaticas tiene un gran potencial para enfrentar
estos retos en el estudio de la Hsp70 que aun no han sido descritos.

6. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la interaccion y la relacion funcional de proteinas blanco o cliente con
la proteina de choque térmico (Hsp70) del humano.

Objetivos particulares:

1) Elaborar una base de datos sobre la interaccion que tiene la Hsp70 con
proteinas blanco o cliente realizando una basqueda en UniProt.

2) Predecir lainteraccion de secuencias con la Hsp70, a partir de las secuencias
de aminoacidos de sus proteinas cliente, usando el programa ChaperISM.

3) ldentificar las regiones intrinsecamente desordenadas (IDPR) de los clientes
mediante el servidor DisResClusteredDB.

4) Modelar las IDPR con el servidor SWISS-MODEL que no se encuentren
presentes en la estructura tridimensional de las proteinas cliente.

5) Evaluar las posibles regiones de interaccion estructural entre la Hsp70 y sus
clientes mediante el servidor HADDOCK 2.4 usando de referencia las IDPR
modeladas y las regiones que se predijeron en las proteinas cliente.
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4. HIPOTESIS

Si las proteinas de choque térmico 70 (Hsp70) se unen a sus proteinas cliente en
regiones especificas, como las regiones proteicas intrinsecamente desordenadas
(IDPRs), entonces, es posible establecer un patrén de secuencia-estructura que
permita dilucidar la actividad de holdasa con nuevas proteinas no reportadas.
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5. METODOLOGIA

Resumen gréfico
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Figura 4. Resumen de la metodologia empleada. El trabajo se dividié en los siguientes pasos: 1)
elaboracién de una base de datos que consistio en la busqueda de proteinas blanco o cliente de la
Hsp70, empleando la base de datos Uniprot. 2) identificacion de regiones en las secuencias de los
clientes con probabilidad de unirse a la Hsp70, empleando el predictor de uniéon ChaperISM. 3)
identificacion de regiones intrinsecamente desordenadas en los clientes, usando la base de datos
DisResClusteredDB. 4) modelado de las proteinas cliente para incluir las regiones desordenadas. 5)
elaboracién de docking proteina-proteina con el SBD de la Hsp70 con distintas regiones especificas
de las proteinas cliente, mediante HADDOCK 2.4. 6) identificacion de los aminoacidos que hacen
contactos en los resultados del docking usando la herramienta getcontacts. 7) realizar un analisis
conocido como fingerprint de la interaccién y un analisis de la energia electrostatica involucrada en
la interaccion.

26



5.1 Busqueda de proteinas blanco o “cliente” de la Hsp70

Con el proposito de identificar aquellas proteinas previamente reportadas que
interacttan con las Hsp70 de humano, se realizé una busqueda en la base de datos
UniProt (https://www.uniprot.org/). Para ello nos enfocamos en las “interacciones
binarias” donde se incluye informacion sobre diferentes reportes experimentales
que confirman dicha interaccion. Para ello se realizaron los siguientes pasos:

)] Busqueda del ID UniProt de cada una de las 13 Hsp70 humanas.
1)) Recopilacion de la secuencia e informacion relevante de cada Hsp70.
i) Identificacion de las distintas proteinas que interactiian con cada Hsp70,

para posteriormente organizarlas en una tabla de datos que incluian
diferentes parametros: Nombre, organismo, datos del experimento de
interaccién, secuencia, estructura 3D si existe y el ID Uniprot.

5.2 Elaboracién de la base de datos

Para identificar la informacién que se recabd de cada una de las 76 proteinas
identificadas y determinar las que serian incluidas en el estudio, elaboramos una
base de datos en la que incorporamos los siguientes parametros: Secuencia
completa, archivos de estructura 3D disponibles, localizacion celular y datos de
experimentos de interaccion. La base de datos final incluye 30 proteinas de las
cuales 11 se conservaron hasta el final del estudio. La razon por la que muchas
proteinas se excluyeron fue que la informacion era escasa.

Habiendo determinado las proteinas cliente que se estudiarian el siguiente paso fue
determinar las regiones donde la Hsp70 podria unirse, utilizando dos criterios
principales: 1) secuencias de union y 2) regiones intrinsecamente desordenadas
(IDPRs).

27


https://www.uniprot.org/

5.3 Prediccién de sitios de union de la Hsp70 en posibles zonas de estructura
desplegada de los clientes

Los predictores de union de chaperonas se han desarrollado a partir de
experimentos de union de DnaK con diferentes péptidos, anotando las secuencias
a las que la chaperona se une o no para construir una matriz de puntuacién. Esto
permite que al proporcionar una secuencia problema, sus aminoacidos sean
evaluados para determinar si se unira o no a la DnaK (Rudiger et al., 1997). Otros
meétodos de prediccion combinan calculos de energia de interaccion mejorando el
poder de prediccion, sin embargo, el modelo en que se basan es la DnaK de E. coli
y no de la Hsp70 humana (Zhu et al., 1996).

El predictor ChaperlSM (https://github.com/BioinfLab/ChaperISM) es un algoritmo
desarrollado para identificar regiones de union con la Hsp70 humana. ChaperISM
presenta una mejora respecto a otros predictores debido a que no solo considera la
frecuencia de aminoacidos en una secuencia para determinar si se une o0 no a la
Hsp70, el algoritmo se desarrollé considerando la energia de interaccion, ademas
de datos de quimioluminiscencia provenientes de experimentos de interaccion de la
Hsp70 humana con distintos sustratos (Gutierres et al., 2020).

ChaperIlSM esta implementado en Python y su uso requirio de las secuencias de las
proteinas cliente en un archivo previamente organizado en formato FASTA. Una vez
ejecutado el algoritmo se obtiene un archivo de texto que contiene cada una de las
secuencias de las proteinas cliente divididas en ventanas de heptadmeros. Aquellos
heptameros con alta probabilidad de interaccion con la Hsp70 se marcan con un
asterisco. Finalmente se registré la informacion de las regiones probables de unién
de cada una de las proteinas cliente.

5.4 Identificacion de regiones intrinsecamente desordenadas (IDPR)

Con el propésito de identificar si las proteinas cliente de la Hsp70 presentaban una
o mas IDPRs, se realiz6 una busqueda en la base de datos en linea
“DisResClusteredDB”  (http://bioproteom.protres.ru/cluster_pdb/), la cual
contiene informacion de regiones desordenadas dentro de un gran namero de
proteinas cuya estructura 3D se encuentra disponible en el Protein Data Bank.
Ademas, es posible entre otras cosas, encontrar homaologos en el banco de datos,
realizar analisis estadisticos de residuos desordenados en estructuras de proteinas,
buscar patrones desordenados y homo-repeticiones e identificar regiones
desordenadas en distintas cadenas una proteina (Lobanov et al., 2020).
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Para realizar la busqueda se indico el codigo PDB de la estructura 3D de las distintas
proteinas cliente. DisResClusteredDB mostro la secuencia de la proteina y destaco
las regiones desordenadas con una letra “U” contenidas en las distintas cadenas de
la proteina. Finalmente se identificaron las IDPRs de todas las proteinas cliente,
resaltando su ubicacion dentro de la secuencia.

5.5 Modelado de proteinas

Para las proteinas de las que no se dispone de estructura 3D depositadas en el PDB
0 Su estructura esté incompleta, realizamos el modelado de su estructura a partir de
la secuencia de aminoacidos con el servidor SWISS-MODEL.

El servidor web de modelado SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/), es
uno de los servidores de modelado de estructuras de proteinas mas usado en el
mundo, es pionero en el modelado automatizado de proteinas y cuenta con una
buena precision de modelado debido a la constante mejora de su motor y a su
método de estimacion de calidad. SWISS-MODEL genera un modelo de proteina
en 3D a partir de una secuencia, lo cual se logra extrapolando informacién de una
plantilla que puede ser la estructura de una proteina relacionada evolutivamente. Al
final proporciona una estimacion de la precision del modelo que utiliza potenciales
estadisticos de fuerza media para generar estimaciones de calidad global y por
residuo (Waterhouse et al., 2018).

Procedimiento de modelado

El uso del servidor SWISS-MODEL consisti6 en:

)] Crear un nuevo proyecto e identificar con el nombre de la proteina a
modelar.
1)) Subir la secuencia de la proteina a modelar.

i) En los parametros de entrada se seleccion6 “plantilla de usuario”, y se
subié el archivo PDB de la plantilla elegida.

V) Para las proteinas que contienen IDPR y por lo tanto su estructura
contiene regiones incompletas, la plantilla fue la misma proteina para que
el modelo fuera lo mas cercano a la estructura original, pero incluyendo

las regiones ausentes.
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V) Generar un modelo de proteina 3D y se evalud la estimacién de la calidad
del modelo global (GMQE) y el valor de QMEAN.
Vi) Finalmente se descargar el modelo de la proteina, se nombré el archivo

y se registraron los valores de la estimacion de la calidad.

Este procedimiento se repitidé para obtener un modelo para cada proteina cliente. Al
final se descartaron de los analisis posteriores a aquellas proteinas cuyos modelos
tenian valores de GMQE menores a 0.7 y valores de QMEAN superiores a 1.5,
ademas de los modelos que SWISS-MODEL directamente sefiala como malos
modelos.

5.6 Docking

Una vez que se tenian las propuestas de los sitios de las proteinas donde se lleva
a cabo la interaccion con la Hsp70, se realizé un andlisis de la interaccion entre la
Hsp70 y sus proteinas cliente mediante docking rigido utilizando el servidor
HADDOCK 2.4.

Existen diversas herramientas para realizar docking molecular, la eleccién de un
método depende de la informacion disponible acerca de la interaccion y del tipo de
moléculas. Para este trabajo se utilizd el servidor “HADDOCK 2.4
(https://bianca.science.uu.nl/haddock2.4/) debido a que una de las claves de su
desarrollo es que parte de datos derivados de métodos bioquimicos, biofisicos
o bioinformaticos para mejorar su potencial de acoplamiento. EI método de
HADDOCK intenta establecer las mejores conformaciones (0 poses) entre las
moléculas involucradas, tomando en cuenta una combinacion de términos
energeéticos incluyendo la energia electrostatica y la energia de Van der Waals, que
junto a otros parametros conforman la puntuacion (score) HADDOCK. El método
también incluye un andlisis de clusters o grupos, donde las poses finales se
organizan en clusters o grupos asociados con el score HADDOCK y otros
pardmetros energéticos, de modo que los miembros o poses mas similares se
incluyan en un mismo cluster (Van Zundert et al., 2016; Vangone et al., 2017).

Preparacion de los datos de entrada

Para usar el servidor HADDOCK 2.4 se requieren al menos dos estructuras PDB
(que se identifican como molécula A y B), ademas de informacién que debe ser
proporcionada por el usuario, tal como indicar los residuos “activos” o de referencia,
es decir, aquellos residuos especificos que son clave para el acoplamiento de
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ambas moléculas. Para definir como “activo” un aminoacido en la molécula
receptora se debe tener evidencia clara de interaccion con un ligando, dicha
evidencia fue obtenida con el uso de la herramienta getcontacts donde se
identificaron los aminoacidos de la molécula A que interactian con un sustrato
peptidico, y mientras que para la molécula B, los aminoacidos activos se definieron
usando el predictor ChaperlSM y las IDPRs.

Molécula A:

La molécula receptora en todos los acoplamientos realizados fue la Hsp70, se
consideré el archivo PDB ID 4P0O2 que contiene la estructura de un dimero del
dominio de unién al sustrato de la Hsp70 en complejo con un sustrato peptidico. Se
modifico el archivo para conservar un monémero, posteriormente se identificaron
aquellos residuos que estan en contacto directo con el sustrato peptidico usando la
herramienta getcontacts (se detalla mas adelante). Por ultimo, se elimind el péptido
del complejo SBD-sustrato de modo que las proteinas cliente pudieran ser
acopladas en la misma region donde se encontraba el sustrato peptidico.

Molécula B:

Esta molécula es la proteina cliente o sustrato que corresponde a cada uno de los
modelos elaborados previamente para todas las proteinas que se incluyeron en la
base de datos.

Residuos de referencia:

Los residuos de referencia de la molécula A son los mismos en cada uno de los
distintos acoplamientos realizados, a diferencia de los residuos de referencia para
la molécula B que son distintos en cada acoplamiento. Estos residuos provienen de
la informacién obtenida previamente en 5.3 y 5.4, correspondiente a la prediccién
de sitios de union con la Hsp70 e IDPRs respectivamente.

Procedimiento para hacer el docking

El procedimiento para hacer el docking rigido proteina-proteina con HADDOCK 2.4
consta de los siguientes pasos:

)] Se crea un proyecto nuevo, se nombra y se define el nimero de

moléculas involucradas.
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i) Se suben las estructuras correspondientes a las moléculas Ay B, ademas
se indica el tipo de estructura que se esta proporcionando (proteina,
molécula pequeia, ARN o ADN).

i) Se indican los residuos activos correspondientes a ambas moléculas y se
sube el proyecto.

iv) El tiempo que tarda HADDOCK en completar el docking varia alrededor
de un par de horas, se puede monitorear el avance del proyecto e incluso
se notifica por correo electrénico una vez que se finalizdé un proyecto.

V) Finalmente, se descargan los resultados en un archivo comprimido
(estructuras de los modelos, gréaficos y estadisticas) y se organizan en

subcarpetas segun la region estructural y la proteina evaluada.

5.7 identificacion de contactos: Fingerprint

Para identificar aquellos residuos clave o fingerprint de la interaccion entre las
proteinas acopladas con HADDOCK 2.4 se utilizd la herramienta getcontacts
(https://getcontacts.github.io/). La herramienta getcontacts esta implementada en
Python y permite calcular redes dinamicas de contacto no covalente de un archivo
de un complejo PDB proteina-cliente.

El procedimiento consistio en:

i) Se organizaron los archivos PDB resultantes de docking proteina-proteina.

i) Se filtraron los resultados del docking para conservar aquellos clusters que
presentaban una energia electrostatica por debajo de -200 kcal/mol.
Ademas, se conservé sélo la primera pose de cada uno.

iif) Se organizaron los clusters en directorios de acuerdo al nombre de la
proteina cliente y region estructural evaluada.

iv) Se utiliz6 la herramienta getcontacts partiendo de los archivos PDB

seleccionados.
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v) Se obtuvieron diferentes archivos con valores separados por tabulaciones

(.tsv) donde se identifican los elementos involucrados en la interaccion.

5.8 Andlisis de los contactos

A partir de los archivos tsv obtenidos con la herramienta getcontacts y mediante
programacion en Python, se obtuvieron Unicamente las columnas correspondientes
a aminoacidos de la proteinas cliente involucrados en el contacto con la Hsp70.

Se utilizo la herramienta Jalview con el proposito de obtener las frecuencias de
aminoacidos que aparecian en los contactos obtenidos. El procedimiento consistio
en:

i) Se cambia el formato de las secuencias de aminoacidos al codigo de una
letra y se compilan en archivos de texto identificando en nombre de la
proteina cliente, la region evaluada y el cluster.

ii) Se cargaron los archivos de texto a Jalview y se alinearon con el método
“‘muscle”.

iii) Una vez realizado el alineamiento, se importaron los resultados de la
frecuencia de aminoacidos a una hoja de calculo y se realizaron graficos de
barras.

iv) Se compilaron los datos de la energia electrostatica y se incorporaron a la

misma hoja de calculo y se realizaron graficas de caja y bigotes.
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6. Resultados

Como se mencion0 previamente, hasta ahora no hay estructura tridimensional
completa reportada de algiin miembro de la familia de la Hsp70 de humano. Lo que
esta disponible es la estructura del SBD de la HSPA1A (PDB ID 4P0O2), la principal
Hsp70 que puede ser inducida por estrés. No obstante, el dominio SBD es suficiente
para establecer posibles relaciones de la union con los clientes. Ademas, el SBD
esta altamente conservado en todas las isoformas de la Hsp70, por lo que se decidié
realizar el docking molecular proteina-proteina usando esta estructura y asi evaluar
la interaccién con las proteinas de la base datos que se construy6 de los clientes de
las 13 Hsp70.

6.1 Identificacion de proteinas clientes de la Hsp70

Las proteinas blanco de la Hsp70 son abundantes, la interaccidn ocurre en distintas
regiones dentro de la célula, por lo que en este proyecto recopilamos datos de las
proteinas que se ha demostrado tienen interaccion con las diferentes Hsp70
humanas. Para el andlisis se obtuvo una serie de 11 proteinas clientes (Tabla 2) las
cuales contaban con la descripcidbn de datos experimentales de la interaccion
bioldgica con proteinas, localizacion celular, secuencia de aminoacidos completa y
estructura 3D reportada.
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Tabla 2. Proteinas cliente de la Hsp70 evaluadas.

Nombre

Serina / treonina-
proteina quinasa/
endoribonucleasa IRE1

Cadena A de L-lactato
deshidrogenasa

Cinasa rica en repetidos
de leucina 2

Proteina de reparacion
de mismatch de ADN
Mih1

Antigeno tumoral celular
p53

Proteina tumoral p73

Proteina disulfuro-
isomerasa A6

Proteina de proteccion
de los telémeros 1

Proteina similar a la S-
adenosilhnomocisteina
hidrolasa 1

Proteina tumoral
controlada
traslacionalmente

Toxina tetanica
(Clostridium tetani)

ID
Uniprot

075460

P0O0338

Q55007

P40692

P04637

015350

Q15084

QINUX5

043865

P13693

P04958

Gen

ERN1

LDHA

LRRK2

MLH1

TPS3

TP73

PDIAG

POT1

AHCYL1

TPT1

tetX

Localizacion celular

Membrana del reticulo
endoplasmico

Citoplasma

Membrana del aparato de
Golgi, lisosoma, endosoma,
membrana del reticulo
endoplasmico, membrana
externa de la mitocondria

Ndcleo, cromosoma

Nucleo, centrosoma, reticulo
endoplasmico, citoplasma,
matriz mitocondrial

Nucleo, citoplasma

Membrana celular, luz del
reticulo endoplasmico,
melanosoma
Ndcleo, telé6meros

Membrana celular apical,
reticulo endoplasmico, citosol

Citoplasma

Citosol, region extracelular,
membrana plasmatica

Longitud
(aa)

977

332

2,527

756

393

636

440

634

530

172

1,315

Tabla 2. 11 proteinas cliente de la Hsp70 seleccionadas. Se especifica el nombre, el ID en Uniprot,
el gen que las codifica, la localizacion celular donde se han identificado y la longitud de su secuencia
completa. Informacion recopilada de la base de datos Uniprot (Bateman, 2019).

La versatilidad funcional de la Hsp70 de participar biologicamente en diferentes
regiones celulares queda evidenciada con el tipo de cliente de la Tabla 2. Por
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ejemplo, algunas de estas proteinas cliente como la proteina MLH1, desempefian
funciones tan importantes como la reparacion de errores durante la replicacion del
DNA (Peéina-Slaus et al., 2020). La proteina p53 conocida como “guardian del
genoma” la cual destaca su funcion durante la apoptosis, ya que controla el ciclo
celular en caso de presentarse una mutacion (Chen, 2016). No se explica si la
Hsp70 participa en el buen plegamiento de las proteinas, en el acompafiamiento
hasta su lugar de accion o para evitar la agregacion de proteinas.

6.2 Determinacion de sitios de union con la Hsp70 e identificacion de IDPRs

Una vez identificadas las proteinas que son asistidas por alguna de las Hsp70 se
identificaron las regiones de las proteinas cliente donde se podia llevar a cabo la
interaccion. Asi, para cada proteina cliente se obtuvieron distintas regiones con la
probabilidad de unirse a la Hsp70, ademéas se identificaron los IDPRs en la
estructura de cada proteina (Tabla 3). Cabe mencionar que estos dos tipos de
regiones no concuerdan entre si.
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Tabla 3. Regiones de las proteinas cliente con probabilidad de unirse a Hsp70.

Proteina Cliente Heptdmeros IDPRs

Serina / treonina-proteina quinasa / 14 3
endoribonucleasa IRE1

Cadena A de L-lactato deshidrogenasa 10 1

Cinasa rica en repetidos de leucina 2 7 2

Proteina de reparacion de mismatch de ADN 9 3

Mih1l

Antigeno tumoral celular p53 7 3

Proteina tumoral p73 8 1

Proteina disulfuro-isomerasa A6 5 2

Proteina de proteccion de los telémeros 1 13 2

Proteina similar a la S-adenosilhomocisteina 15 2
hidrolasa 1

Proteina tumoral controlada traslacionalmente 6 1

Toxina tetanica (Clostridium tetani) 15 2

Tabla 3. Se muestra la cantidad de sitios predichos de unién (heptameros) y de IDPRs identificados
para cada proteina cliente.

Mediante ChaperlSM, usando la secuencias de las proteinas cliente, se obtuvieron
diferentes sitios probables de unién para cada proteina. Ya que los heptdmeros de
union que predice ChaperlSM se van a analizar para ver si presentan correlacion
con la estructura 3D de la proteina cliente, entonces, se descartaron aquellos sitios
predichos que no se podian relacionar con la estructura del PDB disponible, ya que
la estructura estaba incompleta.

Por otro lado, se predicen menos regiones de IDPRs que los heptameros obtenidos
por ChaperISM, esto sugiere que la estabilidad marginal de las proteinas cliente
dificulta que las proteinas se desplieguen y que las Hsp70 actian como chaperonas
de plegamiento, entonces, si esto es cierto, la participacion de la Hsp70 deberia

actuar como holdasa o disgregasas.
37



No obstante, los héptameros y las IDPRs si pueden participar como puntos de
reconocimiento entre las proteinas cliente y la Hsp70. Para probar esta idea, a
continuacion, se explora el docking proteina-proteina usando los heptameros y las
IDPRs predichas.

6.3 Modelado de proteinas

Debido a que las IDPRs no se encuentran como una Unica conformacion estructural,
sino que se trata de regiones con una estructura flexible, pudiendo pasar de una
conformacion estructural a otra distinta en poco tiempo, son dificiles de analizar y
cristalizar. Por lo tanto, en algunas proteinas cliente usadas no se lograron resolver
dichas regiones en las estructuras tridimensionales reportadas de las proteinas
(Figura 5. a, c). Para afrontar este inconveniente se modelaron las regiones
desordenadas presentes en las proteinas cliente mediante el servidor SWISS-
MODEL (ejemplos representativos se muestran en la figura 5. b, d) y se eligieron
s6lo aquellos modelos con una calidad de modelado aceptable determinada por su
valor de GMQE (un valor de 1 es ideal) y QMEAN (el valor 6ptimo es 0 pero se
considera bueno un valor en el rango de -1 a 1) (Tabla 4).
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Figura 5. Modelos representativos de las regiones proteicas intrinsecamente desordenadas (IDPRS).
a. Se muestra la estructura de la proteina MLH1 resaltando una regién ausente en la estructura
correspondiente a una IDPR, b. Se muestra el modelo de la proteina MLH1 que incluye la IDPR
(amarillo) ausente en la estructura original, c. Se muestra la estructura de la proteina p53 con una
region ausente, d. Se muestra el modelo de la proteina p53 que incluye la IDPR (amarillo) la cual no
incluye la estructura original. Imagenes obtenidas con VMD.
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Tabla 4. Modelos elaborados de las 11 proteinas cliente.

Nombre proteina modelada PDB GMQE QMEAN
Serina / treonina-proteina 4YZC 0.90 -0.73
quinasa / endoribonucleasa IRE1
Cadena A de L-lactato 4INK 0.93 -0.38
deshidrogenasa
Cinasa rica en repetidos de 2ZEJ 0.75 -1.11
leucina 2
Proteina de reparacion de 3RBN 0.79 -1.54
mismatch de ADN Mlh1
Antigeno tumoral celular p53 1GZH 0.87 0.52
Proteina tumoral p73 2XWC 0.86 -0.23
Proteina disulfuro-isomerasa A6 4GWR 0.84 0.90
Proteina de proteccion de los 3KJO 0.94 -0.76
telémeros 1
Proteina similar a la S- 3MTG 0.91 -0.52

adenosilhomocisteina hidrolasa 1

Proteina tumoral controlada 1Yz1 0.76 -1.42
traslacionalmente

Toxina tetanica (Clostridium 3HMY 0.96 -0.83
tetani)

Tabla 4. Se indican las proteinas modeladas, el archivo PDB del cual partié6 del modelado de las
IDPRs y los valores de estimacion de la calidad de modelado GMQE y QMEAN.

6.4 Residuos de referencia del SBD de la Hsp70

A partir del archivo PDB (4P0O2), que contiene la estructura tridimensional del SBD
de la Hsp70 en complejo con un péptido representativo de una estructura
desplegada de una proteina, getcontacts identifico los residuos del SBD que estan
en contacto con el péptido. A continuacion, se muestra la secuencia de la HSPA1A
resaltando el SBD y se sefalan los residuos de referencia.
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6.5 Interaccion de proteinas con la Hsp70 a través del SBD

La idea inicial para realizar el docking era determinar si la Hsp70 interactia con las
proteinas cliente mediante el SBD, de manera similar a como se encuentra
capturado el pequefio péptido en la estructura cristalizada (Figura 6. a, c).

Para evaluar si HADDOCK es adecuado para los objetivos de este proyecto se
realizd un experimento control en el cual se separ6 la estructura del péptido del
complejo, posteriormente se realiz6 el docking como estructuras independientes
dando como referencia los aminoacidos del SBD de Hsp70. El resultado obtenido
fue el esperado ya que el acoplamiento se lleva a cabo en el mismo sitio, solo con
minimas diferencias en la posicion de las cadenas laterales del péptido (Figura 6. b,
d).
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Figura 6. Interaccion del SBD de la Hsp70 con un péptido. a, c. Interacciéon de la Hsp70 con un
péptido incluidos en la estructura tridimensional reportada (archivo pdb: 4P0O2). b, d. Interaccién
Hsp70 con un péptido obtenida con HADDOCK 2.4. Imagenes obtenidas con VMD.

El SBD de la Hsp70 forma una “cavidad” que reconoce un pequefio segmento de
las proteinas cliente (Figura 7. a, c, e, g), para la mayor parte de los acoplamientos
elaborados, los segmentos de las proteinas cliente que interaccionan con el SBD
de la Hsp70 son loops o0 segmentos que no forman estructuras definida como a-
hélices u hojas B (Figura 7. b, d, f, h) que deben acoplarse en dicho bolsillo.

El tamafio de los polipéptidos acoplados con la Hsp70 puede ser un factor
importante para la interaccion. Ya que las proteinas cliente se acoplan en una zona
muy especifica de la Hsp70, el tamafio de la superficie de las proteinas clientes
podrian facilitar o dificultar la interaccion ya que so6lo un segmento de la proteina
pudiera acoplarse en la cavidad de la Hsp70. En cualquier caso, se debe considerar
que hasta ahora muchos de los ensayos representativos de interaccion con la
Hsp70, asi como de otras chaperonas, se llevan a cabo empleando péptidos cortos
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y extendidos brindando informacién muy util sobre los mecanismos de interaccion,
pero resulta no ser suficiente para comprender como se capturan las proteinas
completas.

Figura 7. Figuras representativas del docking proteina-proteina hecho con el servidor HADDOCK
2.4. Se muestran distintos acoplamientos entre el SBD de la HSP70 (azul) y distintas proteinas
cliente (rojo). Cada par de figuras pertenecen a un mismo plano. a. b. Hsp70 y una regién de union
heptamérica de la proteina ENR1 (rojo). ¢, d. Hsp70 una IDPR de la proteina ENRL1 (rojo). e, f. Hsp70
y una region de unién heptamérica de la proteina p53 (rojo). g, h. Hsp70 una IDPR de la proteina
P53 (rojo). Se resalta con un circulo verde el segmento de la proteina cliente que interactta con el
SBD de la Hsp70.
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Mediante la herramienta HADDOCK 2.4 acoplamos la Hsp70 con diferentes
proteinas cliente, las cuales son de mayor tamafio que los péptidos empleados en
diferentes ensayos de interaccion. En los resultados de docking podemos identificar
distintos parametros entre los que se encuentran: 1) la energia electrostatica, 2)
energia de Van der Waals, 3) energia de desolvatacion y 4) la energia de
restricciones de distancia. Se tomo la energia electrostatica como principal criterio
para analizar los mejores resultados del docking. En nuestro caso se consider6 que
un valor menor a -200 kcal/mol de energia electrostatica aumenta la probabilidad
que se trate de un buen acoplamiento. Se realizé un filtrado y se descartaron los
acoplamientos donde habia una interaccion electrostética con valor mayor al corte.

Se realizaron en total 131 acoplamientos con HADDOCK 2.4, este servidor arroja
los resultados en clusters que contienen distintas poses para cada acoplamiento.
En la tabla 5 se muestran los clusters obtenidos para cada proteina cliente y los que
se seleccionaron para posteriormente incluirlos en el andlisis de contactos, también
llamado fingerprint, proteina-proteina.
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Tabla 5. Resultados del docking proteina-proteina obtenidos con HADDOCK 2.4.

Nombre proteina Clusters Clusters Clusters  Clusters
iniciales finales iniciales finales
(Heptameros) (Heptameros) (IDPRs) (IDPRs)

Serina / treonina-proteina 131 81 28 9
quinasa / endoribonucleasa IRE1

Cadena A de L-lactato 96 40 10 7

deshidrogenasa
Cinasa rica en repetidos de 60 16 17 8
leucina 2
Proteina de reparacion de 87 29 23 8
mismatch de ADN Mlhl

Antigeno tumoral celular p53 57 28 15 3

Proteina tumoral p73 73 7 9 3

Proteina disulfuro-isomerasa A6 39 13 16 9

Proteina de proteccion de los 114 34 15 2

telémeros 1
Proteina similar a la S- 130 55 7 3

adenosilhomocisteina hidrolasa 1

Proteina tumoral controlada 46 34 9 5
traslacionalmente

Toxina tetanica (Clostridium 137 49 19 4
tetani)

Tabla 5. Se muestra la cantidad de clusters resultantes de los acoplamientos realizados con
HADDOCK (iniciales) y la cantidad de clusters que cumplieron con los valores de energia
electrostatica previamente definidos (finales).

6.6 Energia electrostéatica en lainteraccion Hsp70-cliente

HADDOCK evalla el puntaje de interaccion como la suma de fuerzas electrostéticas
y de Van der Waals, y la energia de desolvatacion estimados. Debido a la presencia
de aminoacidos con carga en las regiones de las proteinas cliente evaluadas, la
energia electrostatica predomina sobre los otros parametros evaluados. Para
comparar si la estimacion de dicha energia diferia entre las regiones heptamericas
predichas y las IDPRs, se realizd el analisis de dispersién sobre cada cluster
seleccionado (Figura 8.).
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Figura 8. Gréficas de caja y bigotes de la energia electrostatica de los resultados de docking. Se
muestra la dispersion de la energia electrostatica en los resultados de HADDOCK, en azul la energia
de los acoplamientos entre la Hsp70 y los heptameros de unién predichos en las proteinas cliente,
en naranja la energia de los acoplamientos entre la Hsp70 y las IDPRs de las proteinas cliente.
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Los rangos de los valores de energia electrostatica son similares en ambos tipos de
regiones evaluadas, sin embargo, el origen de las magnitudes de dichas energias
puede variar, ya que pueden estar involucrados diferentes aminoacidos de contacto
que favorezcan las interacciones electrostéaticas. El origen de estos resultados se
puede analizar mediante la obtencion de los fingerprint de los contactos Hsp70-
cliente.

6.7 Determinacion del fingerprint de la interaccion Hsp70-sustrato

A partir de los resultados de HADDOCK, se analizaron los contactos proteina-
proteina con la herramienta getcontacts para cada uno de los clusters seleccionados
acuerdo con el criterio mencionado previamente, de modo que para cada cluster de
las regiones heptamericas e IDPRs evaluadas, se obtuvo una lista de los
aminoéacidos involucrados en la interaccion proteina-proteina en formato de texto
(Figura 9. a).

Para evaluar si las regiones de contacto son similares, se opté por alinear las
secuencias de aminoacidos de cada region evaluada, aunque estos no eran
consecutivos. Este procedimiento permitio distinguir qué aminoécidos eran
comunes dentro de las listas de contactos (Figura 9. b). Finalmente se obtuvo la
frecuencia de aminodacidos a partir del consenso (Figura 9. c).
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Figura 9. Determinacién del fingerprint de la interaccidn. a. Lista de aminoacidos de las diferentes
regiones de las proteinas cliente que hacen contacto con Hsp70. b. Alineamiento de secuencias con
jalview. c. Secuencia consenso de aminoacidos de contacto de las proteinas cliente. Creado con
BioRender.com

Para el conjunto de resultados de los heptdmeros de interaccion, la frecuencia de
aminoacidos obtenida como una lista de contactos para los sitios probables de
unién, muestra que los aminoacidos que predominan en varias posiciones de
contacto son lisinas (K) y argininas (R) que en algunos casos representa de un 40
a 50% de la frecuencia en dicha posicion, por ejemplo, en la figura 10. a-h. En la
figura 10. i) aunque participan K y R no son predominantes y tienen bajas
frecuencias (30% o menos), mientras que en la figura 10. k los aminoacidos de
contacto son principalmente polares (K, E, Q, R) e hidr6fobos (W, S, T), cuya
frecuencia es semejante entre ellos. Esto demuestra que la caracteristica
predominante de la interaccién de un cliente con Hsp70 es mediante contactos
polares debido a una alta presencia de Ky R, que podrian favorecer puentes salinos
con sus contrapartes E404 y E460 o interacciones polares con aminoacidos de la
region de union de Hsp70. Lo anterior explica el origen de la magnitud de la energia
electrostatica en los resultados de HADDOCK.
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Figura 10. Fingerprint de la interaccion Hsp70-cliente. Se muestran las graficas de frecuencia de
aminoacidos en los sitios predichos de unién (heptameros). Se incluyen las gréaficas elaboradas para
las 11 proteinas cliente evaluadas en este estudio. El porcentaje mostrado corresponde al total de
clusters evaluados.

a

En cuanto a los resultados de contactos predichos para las IDPRs, cabe mencionar
que la cantidad de grupos evaluados es mucho menor que la cantidad de grupos de
sitios probables de union (heptameros), sin embargo, en estas regiones
desordenadas también se pueden encontrar aminoacidos con carga positiva Ry K
representando cerca del 60% (Figura 11. a-g), en algunas proteinas cliente los
aminoacidos que mas abundan son aminoacidos con carga negativa D y E (Figura
11. h-)) y en la figura 11. k tnicamente se encuentran W, S, T. A diferencia de las
regiones heptamericas predichas, las IDPRs no contienen tantos aminoacidos
cargados.
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Figura 11. Fingerprint de la interaccion Hsp70-cliente. Se muestran las graficas de frecuencia de
aminoacidos en las IDPRs. Se muestra la frecuencia de aminoacidos para las 11 proteinas cliente
evaluadas en este estudio. El porcentaje mostrado corresponde al total de clusters evaluados.
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En este punto podemos observar una diferencia entre las regiones evaluadas.
Considerando que las interacciones electrostaticas tienen mucho peso en la
interaccion Hsp70-cliente y que las IDPRs no contienen tantos aminoacidos con
carga, se podria pensar que la Hsp70 se uniria a estas regiones desordenadas con

menor afinidad con respecto a otros sitios probables de unién conteniendo mayor

namero de aminoacidos cargados.
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7. Conclusiones

Diversos estudios han tratado de esclarecer los mecanismos moleculares
involucrados en la actividad biolégica que tiene la Hsp70, tales como su
participacion en la homeostasis proteica y los mecanismos involucrados en la
interaccidon con sus clientes. Sin embargo, aun hay diversos aspectos que no son
del todo comprendidos. Uno de los avances mas importantes en este trabajo fue
aplicar una metodologia que toma en cuenta la estructura tridimensional de las
proteinas, ya que otros métodos que analizan la interaccion estan limitados solo por
estudiar relaciones de secuencias entre las proteinas cliente y la Hsp70, lo cual no
es suficiente.

La union de Hsp70 con las IDPRs de las proteinas cliente no parece tener prioridad
en comparacion con otras regiones predichas. Es importante mencionar que nuestro
estudio esta limitado a la funcion de holdasa de la Hsp70. Por tal motivo no podemos
determinar si las IDPRs no requieren de la asistencia de chaperonas o en qué
condiciones puede presentarse esta interaccion.

Entre los diferentes aspectos evaluados en este proyecto, destacan las
caracteristicas que presentan las regiones de interaccion entre las proteinas que
mejor se acoplan con el SBD de la Hsp70. La complementariedad geométrica
muestra en su mayoria la participacion de loops y regiones poco estructuradas,
caracteristicas que resultan compatibles para hacer interaccién en la zona de la
cavidad del SDB de la Hsp70. A la luz de nuestra estrategia de analisis, los
resultados indican que las proteinas cliente deben presentar regiones poco
estructuradas para interactuar con Hsp70.

Los andlisis de contactos entre aminoacidos mediante técnicas de fingerprint
presentaron un alto contenido de aminoacidos con carga o polares, principalmente
Ky R, con algunos casos en los que participan E y D, esto explica el origen de una
fuerte interaccion de tipo electrostatica. Aunque no obtuvimos un patron mas
detallado que permita identificar nuevos blancos potenciales de Hsp70.



8. Perspectivas

Un limitante de nuestro proyecto fue la poca informacion de las IDPRs, esto se debe
a que la identificacion de estas regiones es compleja mediante técnicas de
cristalografia de rayos X. Por lo que seria necesario mejorar la estrategia de
prediccion de regiones desordenadas con el objetivo de aumentar la confianza de
que una regioén identificada como IDPR lo sea realmente.

El estudio de las IDP/IDPR cada vez es mas relevante, por tal motivo se estan
desarrollando diferentes herramientas dedicadas a analizar sus aspectos
funcionales. Seria interesante realizar un estudio que involucre la determinacion del
orden intrinseco de estas proteinas, asi como la susceptibilidad de estas regiones
desordenadas ante distintos ambientes. Esto podria ayudar en la comprension del
papel que juega la interaccién de Hsp70 con estas IDP/IDPR y en qué condiciones
pudiera ser necesaria la funcion de foldasa u holdasa.

Muchas proteinas cliente quedaron fuera de los andlisis realizados debido a que no
se cuenta con estructuras 3D disponibles, algunas con gran relevancia en diversas
patologias, seria interesante estudiar estas proteinas, evaluar la interaccién con
Hsp70 y asociar esta informacion con su papel biolégico.
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