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Esquema Presentacion Genomica (Proteomica) Estructural

1.- Definiciones y Caracteristicas Genomica Estructural
2.- Ejemplo de Aproximacion de aplicacion de RMN
a la Protedmica Estructural
(Ontario Center for Structural Proteomics)
3.- Determinacion Estructura de proteina “hipotética” del
genoma del Thermoplasma acidophilum (TA1414)
4 .- Dindmica Molecular <= Funcion mediante RMN.
Aplicacion a Venenos de Serpiente
5.- Reconocimiento Molecular Proteina/Proteina
mediante RMN: Aplicacion al complejo BPTI/Tripsina



Genomica (Proteomica) Estructural

1D » 3D
Secuencias Lineales Estructuras Tridimensionales
ADN Proteinas

Estructura = > Funcion




Iniciativa de Estructura de Proteinas PSI

N° Total Secuencias N° Total Familias
Proteinas Proteinas
Nombre Familiar | N° Secuencias Ne° Familias
Coleccion
COGs 332 34 (34)
Pfam 169524 1389 (818)
PIRALN 40739 3794 (2906)
ProClass 54535 2125 (1594)
ProDom 15454 2587 (2587)
ProtoMap 31119 2285 (1744)
[1304]
PSSP 148377 30336 (24381)
Systers 80201 51069 (49681)
[45044]
TOTAL 540281 93620 (88745)

; . http://www.structuralgenomics.or
(Sin estructuras conocidas): P g g

[Sin estructuras conocidas y no transmembrana]



Objetivo Fundamental Genomica Estructural

Obtencion de 1 o mas Estructuras 3D representativa
para cada dominio estructural de una familia en la
naturaleza mediante la aplicacion de

Técnicas Estructurales de Elevada Rapidez
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Calidad estructura

Si se supone que un <35% id. aa
permite una modelizacion por
homologia con una calidad
estructural aceptable

1 de cada 10-16 proteinas
esfuerzo (0,1-0,06)

100 [%id AA)



Retos y Objetivos Parciales Protedmica Estructural

-Organizacion bases de datos de proteinas (familias)
-Priorizacion familia/s proteina/s

-Seleccion proteinas diana

-Prediccion resto proteinas familia>Modelizacion Homologia
-Coordinacion evitar repeticion de esfuerzos
-Desarrollo procesos automatizacion: Aceleracion 3D
-10.000 estructuras/5 anos?

-3D proteina<—= Funcion Molecular

-Estructura 3D en células??

-Descubrimiento y/o disefio de nuevos farmacos
proteinas/diana



Funcion Molecular

Tipo:

1.- Sitios union y Especificidad

2.- Actividades Cataliticas

3.- Regulacion mediante Cambios Conformacionales y
Modificaciones Covalentes

Niveles:
1.- Baja Resolucion:
Clase de funcion: Enzima; Enlazante ADN,...
2.- Mediana Resolucion:
Funcion Primaria: beta-lactamasa o proteasa
3.- Alta resolucion:
Especificidad primaria: beta lactamasa efectiva
contra penicilinas mas que cefalosporinas.




Técnicas Genomica Estructural

A) Rayos-X (Sincroton)
Estructura 3D precisa y rapida

B) RMN
Estructura 3D precisa y rapida/
Dinamica —— Funcidn

Reconocimiento Molecular

C) Modelizacion por Homologia



Parques "Temadticos” Gendmica Estructural

Iniciativas Mundiales Ndmero
USA/Canada 15(3)
Francia 3
UK 2
Alemania 1
Asia(Japon) 3
Israel 1




RIKEN Structural Genomics Initiative (Japén)

Yokohama Institute B =i St o™ b
. - é;.E‘;-I-._ 3 o .. = . . Dome RMN

Estructuras de proteinas de:
bacterias, plantas y mamiferos
Andlisis Funcionales con proteinas diana



Ontario Center for Structural Proteomics

M. th.
E. coli
S. ce. M. th. ' .E. coli S. ce.
Myx
T. ma.
0 50 100 150 200 250 . tm o Em
Nimero proteinas Calificacion proteinas solubles HSQC:
513 ORFs expresados Azul (buena): Prometedora (rojo):
y purificados Practicamente Desplegada (gris):
Proteinas clonadas: Morado (pobre): pérdida (verde)

Expresadas; Solubles M. thermoautotrophicum (M. Th.); S.
Cerevisiae (S. Ce.); T. Maritima (T. Ma.)
Myxoma virus (Myx) Yee at al., PNAS (2002)



Om‘ar'io Cenfer' for Structural Proteomics

Mth0637

Mth0865
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Biologia Estructural a escala
Genomica con el objetivo
de deducir:

Funcion<— Estructura

Ejemplo de 12 estructuras
resueltas mediante RMN
dentro de proyectos de
Proteomica Estructural
por Ontario Center for

Structural Proteomics
(69 a 208) aa

Yee at al., PNAS (2002)



Caracteristicas Estructurales de 10 dianas de Protedomica Estructural

Proteina Anotacion Tipo Homoélogos |Posible Funcion
Plegamiento Estructurales
Mth0637 CHP B-sandwich Factor iniciacion Desconocida
) ortogonal 2-hélices | traslacion(2IF1) _ )
Mth0865 CHP Haz de hélices Bsobi Endonucleas Enlace ATP
con horquilla-3 restriccion(1DC1)
Mt+h0895 CHP Tioredoxina Tioredoxina(1THX) Redox
Mth1598 CHP Sandwich ao/B Proteina 33 Enlace ARN
shock-calor(1I7F)
Mth1692 CHP a/B girado yrdC_ecoli(1HRU) Enlace ARN
) hoja-B abierta )
Mth1743 CHP Ubiquitina Ubiquitina(1UBT)| Conjugacion
C-terminal
Mth1880 CHP a/B/a Ninguna Proteina Ca*?
dependiente
CHP Enlace ARN
CHP Enlace ARN
Myxv156r | Resistencia barril 3 Fragmento PNPasa Enlace ARN/
Interferon (1SR0) proteina
CHP: Proteina hipotéticamente conservada Yee at al., PNAS (2002)

Ontario Center for Structural Proteomics




Instalaciones y Equipamiento
Genomica/Proteomica
Universitat de Valencia

SCSIE (Servicio Central Soporte a la Investigacién Experimental)

-Seccion Secuenciacion de ADN

-Seccion Chips de ADN

-Seccion Espectrometria Masas (Proteomica)*
-Seccion Rayos-X

-Seccion Bioinformatica*

-Seccion RMN (Centro de RMN Altas Prestaciones ?)



Requerimientos RMN en Genomica Estructural
(determinacion acelerada de estructuras 3D)

- Expresion eficiente para marcaje doble-triple
(15N, 13C y 2D)
- Solubilidad: 0,5-1,0 mM (300-500 ul)
(criosonda: 0,3-0,5 mM)
- Estabilidad: 1 semana en disolucion
- Alto campo magnético: > 500 MHz
- Automatizacion:
- identificacion senales
- asignacion secuencial especifica
- calculo estructura 3D



GENOMICA ESTRUCTURAL Thermoplasma acidophilum (TA)
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Colaboracion Ontario Center for Structural Proteomics



GENOMICA ESTRUCTURAL Thermoplasma ac1doph//um (TA)
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Colaboracion Ontario Center for Structural Proteomics
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GENOMICA ESTRUCTURAL Thermoplasma acidophilum (TA)

Ejemplo asignacion secuencial
mediante "strips” TA1414

Combinacion de 2 espectros 3D
multidimensionales (1H, 3¢, 15N)

: CBCA(CO)NH (Inter)
Rojo/Verde:
HNCACB(Intra+Inter)
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GENOMICA ESTRUCTURAL Thermoplasma acidophilum (TA)

Distancias < 5A mediante
3D C13-NOESY y N15-NOESY

Proyeccion 1H-1H NOESY
editado en 13C no NH

8 4 0

Pico cruzado
Entre 2 IH<5 A

3D C13-NOESY



GENOMICA ESTRUCTURAL Thermoplasma acidophilum (TA)

Superposicion 10
estructuras de minima
Energia TA1414
Vista estereoscépica
Estructura compacta
tipo sandwich de

dos capas avp con
plegamiento Bapapp

D. Monleédn et al.
7. Biomolecular NMR (2003) Colaboracion Ontario Center for Structural Proteomics



GENOMICA ESTRUCTURAL Thermoplasma acidophilum (TA)

TA1414 vs. YhhP
23% secuencial
RMSD Ca 2,5 A

Busqueda 3D DALI
(DALI Z-score 3,5)
segmento C-terminal
factor iniciacion
traslacion IF3 del

B. Stearothermophilus

9% secuencial
RMSD Ca 3,5 A

termo- to onto.pdb

| 22

A TA1414 B YhhP E. Coli C IF3 1TI6G
(1PAV) 1DCT B. stearothermophilus

D. Monleodn et al.
J. Biomolecular NMR (2003) Colaboracién Ontario Center for Structural Proteomics




ESTRUCTURA Y DINAMICA VENENOS SERPIENTE

Superposicion 50

estructuras de minima

energia Obtustatina

Vista esteroscopica

41 aa (1MP2)

Ausencia e. secundaria

KTS lateral

o % Inhibicion selectiva
i ,f alpl

P. Moreno et al., J. Mol. Biol. and .
Pr-o'reoin S?:i. (2003) ° o a Colaboracion IBV, Lab. Dr. J. Calvete



ESTRUCTURA Y DINAMICA VENENOS SERPIENTE

Front view Back view
.
Obtustatin ' 3 | ﬂ
(IMPZ) '

Distribucion de la Superficie de Potencial Electroestatico
Azul: carga positiva; Rojo: carga negativa: Gris: carga neutra

P. Moreno et al., J. Mol. Biol.
and Protein Sci. (2003) Colaboracion IBV, Lab. Dr. J. Calvete



ESTRUCTURA Y DINAMICA VENENOS SERPIENTE

Representacion “salchicha” en funcion

Flexibilidad: RMN homonuclear !H

8°<0,8(rojo); 0,8<6°<0,9(
0,9<6°<1,0(verde); 6°>1,0(azul);
no datos(gris)

D. Monleén et al.
J. Biological Chemistry (2003)

)

Esquema de la estructura promedio
de RMN del pliegue de enlace a
Integrina de Obtustatina. Incluye
red de NOEs implicando cadenas
laterales de los residuos del sitio
activo K21, T22 y S23 y adyacentes
W20 y L24. Movilidad: rojo grande:
verde media; azul baja

Colaboracion IBV, Lab. Dr. J. Calvete



Reconocimiento Molecular: Interacciones Proteina-Proteina

bpti-tryp.pdb



Reconocimiento Molecular: Interacciones Proteina-Proteina

@4 (ppm) H -
80 _%ﬂq l
o | ESPECtro HSQC °N/'H
Negro: BPTI libre @
° ° ° 4]
100 - i
) Q
i em ‘ﬁ‘mﬂz 15N
i
110- & ™
T g
5oty ¥
K F22 33 :‘9 m?g ‘}Gilﬂ
MEo ogs? 8 g U‘m
120 € Qe
B g e
T “!__j"‘
] 3 ‘é (] a%ﬁ '
130-‘ 1 T T T T T ] I ] I I 1 a !
1 10 9 8 7 6 5
H ®, (pPm)

Celda et al., Spectroscopy of Biological Molecules: Modern Trends, Kluwer Academic Publisher (1997).



Reconocimiento Molecular: Interacciones Proteina-Proteina
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Celda et al., Spectroscopy of Biological Molecules: Modern Trends, Kluwer Academic Publisher (1997).
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