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“The important thing in science is not so much to obtain new data, but to discover

new ways of thinking about them.”

William Lawrence Bragg

“Science is built up of facts, as a house is with stones. But a collection of facts is

no more a science than a heap of stones is a house.”

Henri Poincare
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RESUMEN

Moonlighting (multitasking, multifunctional) es la capacidad de algunas proteinas
de ejecutar dos o mas funciones bioquimicas. Normalmente, las proteinas
moonlighting son descubiertas por "serendipia". La multifuncionalidad de las
proteinas adquiere una mayor importancia a partir de los recientes
descubrimientos acerca del proteoma humano (y de animales modelo como el
ratén). EI mecanismo de “splicing” no da lugar a un gran numero de proteinas
como se pensaba hasta ahora, siné que los genes humanos mayoritariamente
expresan la denominada isoforma principal, a nivel de proteina. Por ello el
moonlighting puede contribuir, o ser la clave, a la complejidad de la célula. Por
esta razon, seria de utilidad que la bioinformatica pudiera predecir la
multifuncionalidad, especialmente debido a la gran cantidad de nuevas
secuencias provenientes de los proyectos genomicos. Durante el presente
trabajo se han analizado y descrito diferentes aproximaciones que utilizan
secuencias, estructuras, interactémica, algoritmos bioinformaticos e informacién
contenida en las bases de datos como UniProt, OMIM, etc, para tratar de
contribuir a la identificacion de las proteinas multifuncionales. Un primer objetivo
de este trabajo ha sido la actualizacion de la base de datos de proteinas
moonlighting, MultitaskProtDB-Il  (http://wallace.uab.es/multitaskll), que ha
servido como banco de trabajo para todos los analisis realizados. Por ejemplo,
hemos intentado mapar los dominios funcionales de cada funcion dentro de la
estructura de algunas proteinas importantes de nuestra base de datos. Esto ha
permitido, en un cierto numero de casos, identificar los dominios relacionados
con una o mas enfermedades humanas basadas en la proteina multifuncional
analizada. De MultitaskProtDB-Il, se ha encontrado que un porcentaje
significativo de proteinas moonlighting (78%) estan relacionadas con
enfermedades humanas y que un 48% de ellas son dianas para farmacos
actuales. Ademas, un 25% de proteinas moonlighting de la base de datos
actualizada estan implicadas en la virulencia de microorganismos patdégenos, y
hemos propuesto una explicacion basada en el hecho de que las proteinas
moonlighting, al ser evolutivamente muy conservadas, el huésped evitaria
desarrollar una respuesta inmune que podria desencadenar una enfermedad

autoinmune. Esto tiene gran importancia en la seleccion de proteinas candidatas
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a ser inmunogénicas protectivas en estudios de vacunologia reversa. Desde el
punto de vista de la evolucién de las proteinas moonlighting y a partir del analisis
de identificadores GO y de la ortologia de interactomas, se sugiere que la
segunda funcion estaria conservada filogenéticamente y que habria muchas mas
proteinas multifuncionales de lo que se pensaba anteriormente. Finalmente se
ha analizado la posible relacion evolutiva entre la multifuncionalidad y el

desplazamiento de gen no ortdlogo.
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RESUM

Moonlighting (multitasking, multifunctional) és la capacitat d'algunes proteines
d'executar dos o més funcions bioquimiques. Normalment, les proteines
moonlighting soén descobertes per casualitat. La multifuncionalitat de les
proteines adquireix una major importancia a partir dels recents descobriments
sobre el proteoma huma (i d'animals model com el ratoli). EI mecanisme de
"splicing" no déna lloc a un gran nombre de proteines com es pensava fins ara,
sind que els gens humans majoritariament expressen l'anomenada isoforma
principal, a nivell de proteina. Per aixd el moonlighting pot contribuir, o ser la clau,
a la complexitat de la cel-lula. Per aquesta rad, seria d'utilitat que la
bioinformatica pogués predir la multifuncionalitat, especialment a causa de la
gran quantitat de noves sequéncies provinents dels projectes gendmics. Durant
el present treball s'han analitzat i descrit diferents aproximacions que utilitzen
sequéncies, estructures, interactomica, algoritmes bioinformatics i informacio
continguda en les bases de dades com UniProt, OMIM, etc, per tractar de
contribuir a la identificacié de les proteines multifuncionals. Un primer objectiu
d'aquest treball ha estat l'actualitzacié de la base de dades de proteines
moonlighting, MultitaskProtDB-II (http://wallace.uab.es/multitaskll), que ha servit
com a banc de treball per a totes les analisis realitzades. Per exemple, hem
intentat mapar els dominis funcionals de cada funcié dins de l'estructura
d'algunes proteines importants de la nostra base de dades. Aixd ha permeés, en
un cert nombre de casos, identificar els dominis relacionats amb una o més
malalties humanes basades en la proteina multifuncional analitzada. De
MultitaskProtDB-Il, s'ha trobat que un percentatge significatiu de proteines
moonlighting (78%) estan relacionades amb malalties humanes i que un 48%
d'elles son dianes per a farmacs actuals. A més, un 25% de proteines
moonlighting de la base de dades actualitzada estan implicades en la viruléncia
de microorganismes patogens, i hem proposat una explicacié basada en el fet
que les proteines moonlighting, en ser evolutivament molt conservades, I'hoste
evitaria desenvolupar una resposta immune que podria desencadenar una
malaltia autoimmune. Aix0 té gran importancia en la seleccid de proteines
candidates a ser immunogéniques protectives en estudis de vacunologia

reversa. Des del punt de vista de I'evolucio de les proteines moonlighting i a partir
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de l'analisi d'identificadors GO i de la ortologia de interactomes, es suggereix que
la segona funcio estaria conservada filogenéticament i que hi hauria moltes més
proteines multifuncionals del que es pensava anteriorment. Finalment s'ha
analitzat la possible relacio evolutiva entre la multifuncionalitat i el desplagament

de gen no ortoleg.
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ABSTRACT

Moonlighting (multitasking, multifunctional) is the ability of some proteins to
perform two or more biochemical functions. Normally, moonlighting proteins are
discovered by "serendipity". The multifunctionality of proteins acquires greater
importance from recent discoveries about the human proteome (and animal
models such as mice). The splicing mechanism does not give rise to a large
number of proteins as was thought until now, but human genes mainly express
the so-called main isoform, at the protein level. Therefore, moonlighting can
contribute, or be the key, to the complexity of the cell. For this reason, it would be
useful to predict multifunctionality from a bioinformatics point of view, especially
due to the large number of new sequences coming from the genomic projects.
During this work we have analyzed and described different approaches that use
sequences, structures, interactomics, bioinformatic algorithms and the
information contained in databases such as UniProt, OMIM, etc., to try to
contribute to the identification of multifunctional proteins. A first objective of this
work was to update the moonlighting protein database, MultitaskProtDB-II
(http://wallace.uab.es/multitaskll), which has been used as a work platform for all
the analyses. For example, we mapped the functional domains of each function
within the structure of the protein and this allowed, in a certain number of cases,
the identification of the domains related to one or more human diseases caused
by this multifunctional protein. From MultitaskProtDB-II, it has been found that a
significant percentage of moonlighting proteins (78%) are related to human
diseases and that 48% of them are targets for current drugs. In addition, 25% of
moonlighting proteins from the updated database are involved in the virulence of
pathogenic microorganisms, and we have proposed an explanation based on the
fact that the moonlighting proteins, being evolutionarily very conserved, the host
would avoid developing a response immune that could trigger an autoimmune
disease. This is of great importance in the selection of candidate proteins in order
to be immunogenic and protective in reverse vaccinology studies. From the point
of view of the evolution of moonlighting proteins and from the analysis of GO
identifiers and the orthology of interactomes, it has been suggested that the
second function would be phylogenetically conserved and that there would be

many more multifunctional proteins than previously thought. Finally, the possible
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evolutionary relationship between multifunctionality and non-orthologous gene

displacement has been analysed.
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ABREVIATURAS

Blast = Basic Local Alignment Search Tool
EBI = European Bioinformatics Institute
ECM = Extracellular matrix

ESG = Extended Similarity Group

GAPDH = Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GO = Gene Ontology

GOA = Gene Ontology Annotation

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 prediccion de regiones de

secuencia de aminoacidos relacionables con funcion

MISTIC = Mutual Information Server to Infer Coevolution
NCBI = National Center for Biotechnology Information

NMR = Nuclear Magnetic Ressonance

NOGD = Non-Ortohologous Gene Displacement

OMIM = Base de datos Human Mendelian Inheritance in Man
PDB = Protein Data Bank

Pfam = Protein Families

PFP = Protein Function Prediction

Phyre = Protein Homology/Analogy Recognition Engine
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PHP = Hypertext Preprocessor
PiSite = Protein Interaction Sites
PPI = Protein-Protein Interaction
ProDom = Protein Domains

Prosite = Servidor de Protein domain database for functional characterization and

annotation
ProtLoc = Protein Localization
PSI-Blast = Position Specific Iterated BLAST

Psort = Prediction of Protein Sorting Signals and Localization Sites in Amino Acid

Sequences
RMSD = Root Mean Square Deviation

SQL = Structured Query Language
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION
I. A. PROTEINAS MOONLIGHTING O MULTITASKING

Las proteinas moonlighting o multifuncionales son, como su nombre indica,
proteinas que presentan mas de una funcién y normalmente la segunda sin
relaciéon alguna con la primera. La primera funcién descrita para una proteina
recibe el nombre de funcidn candnica y la segunda(s) funcién(es) es la
moonlighting. Este orden funcional es simplemente un orden histérico, que hace
referencia a la fecha de identificacion de las funciones, y no implica una
relevancia funcional especial. El hecho de adquirir una segunda funciéon no
implica una pérdida de la funciéon canédnica. El par funcional mas comun
corresponde a ser una enzima o proteina implicada en el metabolismo como
funcion canodnica y una funcidn mas compleja y de adquisicion evolutivamente
posterior como funcion moonlighting. En el caso particular de proteina Aldehyde
dehydrogenase queda claro este hecho, ya que incluso los organismos mas
simples presentan enzimas, pero hasta la aparicion en organismos superiores
con ojo, esta proteina no adquirid6 su funcidon moonlighting). Las funciones
moonlighting no estan necesariamente separadas en dos dominios proteicos
distintos. Cuando se analizan las proteinas multifuncionales, se genera una
pregunta fundamental ;,como definimos y detectamos una funcion biolégica? La
ingenieria genética sugiere que la funcién proteica es una propiedad absoluta y
transferible a cualquier otra célula, organismo o sistema, y esto no es cierto.
Porque, la funcion de una proteina depende del contexto en el que se encuentra
(Kriston et al., 2010).

Las proteinas moonlighting son de reciente descubrimiento. Cronolégicamente,
la primera proteina moonlighting descubierta y publicada fue la Aldehyde
dehydrogenase identificada como una proteina estructural en la lente del ojo
ademas de su funcion enzimatica, por Wistow y Piatigorsky en 1987.
Posteriormente, la neuroleucina, una citoquina identificada por Chaput et al., en
1988 resultoé ser la Phosphoglucose isomerase, reportada con anterioridad. Las
proteinas moonlighting suelen descubrirse por serendipia (por casualidad)
cuando se identifica un gen/proteina relacionado con alguna funcién que resulta

ser una proteina conocida con otra funcion, generalmente ancestral y mas
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INTRODUCCION

basica. Es bastante comun que correspondan a una funciéon del metabolismo
primario. Las proteinas moonlighting se citan por primera vez en un texto de
Bioguimica General, en la ultima versién de Lehninger (Capitulo 16, pagina 624)
y han sido incorrectamente traducidas al espafol como "enzimas del claro de

luna" ...

Segun los ultimos datos disponibles, el genoma humano contiene solo unos
20.000 genes. Mecanismos como el splicing alternativo pueden dar lugar a
muchas mas proteinas, pero la multifuncionalidad agrega mas capacidad
funcional sin aumentar el numero de proteinas. El fendmeno moonlighting
también es presente en Procariotas en los cuales no hay splicing alternativo. Por
otra parte, estudios recientes ponen en duda la existencia de los numerosos
polipéptidos a los que daria lugar el mecanismo del splicing alternativo como
base de la complejidad de la célula (para una revision ver Tress et al., 2017).
Algunos articulos sobre proteinas moonlightings son: Wool, 1996; Jeffery, 1999,
2003, 2004 y 2009; Piatigorsky 2007; Gancedo y Flores, 2008; Nobeli y otros,
2009; Huberts y van der Kiel, 2010; Copley, 2012; Jeffery, 2013, 2014,
Henderson y Martin, 2014.

Los siguientes aspectos suelen asociarse a la multifuncionalidad (Figura 1):

- Localizacién celular: Algunas proteinas pueden localizarse en mas de un
compartimiento celular. Como se comentara en la Seccion IV.E., la presencia de
una proteina en una region celular en la que no esta realizando su funcion
canonica, puede sugerir que es una proteina moonlighting. Por ejemplo, la
proteina PutA de E. coli es la Pyrroline-5-carboxylate proline dehydrogenase si
estd asociada con la membrana plasmatica y factor de transcripcion cuando esta
en el citoplasma de la bacteria. Otro ejemplo es la Enolasa de Plasmodium
falciparum, esta se encuentra también en el nucleo o asociada al citoesqueleto,
aunque se desconoce su funcidén en esas regiones, su presencia puede sugerir

que esta desarrollando otra funcion.

- Intracelular/secretada: Algunas proteinas cuya funcién es claramente
intracelular, se pueden encontrar secretadas. Por ejemplo, la Phosphoglucose
isomerase, es una enzima de la glucdlisis en el citoplasma y también una

neuroleuquina (un factor de crecimiento de células nerviosas) cuando es
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INTRODUCCION

secretada. Otro ejemplo es la Enolasa de microorganismos patdgenos, que
actua como enzima de la glucdlisis en el citoplasma y como factor de virulencia

por unirse al Plasminégeno del huésped cuando es secretada.

- Expresion diferencial: Una misma proteina puede realizar funciones distintas
en funcion del factor que la ha activado. Por ejemplo, la Neurophilin inducida por
el Endothelial growth factor estimula la produccién de células sanguineas en las
células endoteliales mientras que, inducida por la Semaphorin lll, da lugar al

crecimiento correcto del axén en neuronas.

- Oligomerizacién: Dependiendo de su estado de oligomerizacion una misma
proteina puede tener distintas funciones. Por ejemplo, la Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), como tetramero y en el citoplasma, es una
enzima de la glucdlisis y, como monoémero y en el nucleo, es la Uracil-DNA
glycosylase. La Pyruvate kinase es quinasa como tetramero y factor de union a

hormona tiroidea como mondémero.

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

terminador de transcripcion NusB.

- Modificacién postraduccional: La Phosphoglucose isomerase fosforilada en

la Ser185 no actua como enzima siné como autocrine motility factor.

- Presentar partners de interaccion inesperados: Por ejemplo, la proteina
Arg5 (el enzima N-acetyl glutamate kinase) de levadura se une a varias regiones

del DNA y ha resultado ser un factor de trascripcion.
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- En funcién 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.
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Figura 1: Caracteristicas con las que se suele asociar el moonllighting.

No se puede universalizar la funcion moonlighting a mas de una especie a no
ser que experimentalmente se hayan demostrado las distintas funciones. Se

hablara ampliamente sobre este punto en la Seccién IV.E.

Histéricamente las proteinas moonlighting has recibido diversos nombres. G.
Piatigorsky, uno de sus descubridores, introdujo el concepto de “Gene sharing”
pero debido a que en el splicing alternativo también se comparte un gen, no es
un término apropiado. La principal diferencia entre splicing y moonlighting es que

el primero da lugar a diferentes polipéptidos mientras que en el moonlighting se
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realizan diferentes funciones con un mismo polipéptido. El término Moonlighting
se debe a Constance Jeffery (Jeffery, 1999), pero ella lo utiliza de forma mas
restrictiva que el de Multitasking. Segun Jeffery el término moonlighting estaria
restringido a aquellos casos en que la segunda funcion no es derivada de una
fusion génica. Tampoco incluiria dentro del término moonlighting, los casos con
dominios claramente diferenciados por provenir probablemente de fusiones
génicas. Otro aspecto que Jeffery excluye es presentar dos funciones
moleculares 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.
Ademas, desde un punto de vista evolutivo estos aspectos pueden ser muy
dificiles de determinar dado que habria que conocer si una doble funcionalidad
proviene evolutivamente de una mas o menos lejana fusion de genes de
proteinas (o de la regién correspondiente a dominios de proteinas) o por
mutaciones en un polipéptido. Lo fascinante e importante de estas proteinas es
que puedan realizar funciones diferentes a partir del mismo polipéptido, y no

tanto que provengan de fusiones de genes o dominios.

El término de proteinas promiscuas fue introducido por Noveli (Noveli et al.,
2009). Este término se utiliza mucho en proteinas que mediante la misma funcion
molecular intervienen en muchas funciones bioldgicas. Por ejemplo, una quinasa
seria una proteina promiscua pero no seria una proteina moonlighting ni
multifuncional puesto que realiza la misma funcién molecular, fosforilar una
proteina diana, en diferentes dianas que a su vez estaran involucradas en
diferentes rutas metabdlicas. La proteina moonlighting ideal 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 analisis de nuestra base de datos de proteinas

moonlighting).
Los casos que no se considerarian moonlighting son los siguientes:

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

de una protedlisis que dé lugar a fragmentos con diferentes funciones bioldgicas.
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- Aquellas enzimas que presentan una amplia gama de substratos (por
ejemplo, proteinas como las pertenecientes a la superfamilia Aldehido
deshidrogenasas, los citocromos Pasp). Incluso enzimas muy especificos suelen
presentar otras funciones secundarias, “adventicias”, pero érdenes de magnitud

mas ineficientes.

- Los factores de transcripcidn que pueden unirse a diferentes promotores. De
esta forma. En funcién de con que genes interaccionen pueden producir
diferentes efectos, pero esencialmente estan desarrollando la misma funcién

molecular.

- Una enzima que participa en diferentes rutas metabdlicas mediante la misma
funcion molecular (p.e., Ribulose-phosphate 3-epimerase actua en la ruta de las

pentosas fosfato y en el metabolismo del formaldehido).

- Unicamente para algunos autores (p.e., C. Jeffery) una proteina producto
de la fusién de 2 genes (por ejemplo., la HisB de E. coli producto de la fusién
de la proteina Imidazoleglycerol-phosphate dehydratase y la
Histidinolphosphatase) no seria un verdadero caso de moonlighting dado que
ambas funciones, aunque por separado, ya preexistian. Sin embargo, otros
muchos autores defienden (p.e., J. Thornton, Ch. Brun) que si lo seria dado que

se trata de una multifuncionalidad.

- Estos mismos autores mas restrictivos, opinan que las proteinas con dos
actividades enzimaticas en un mismo centro activo no son verdaderos casos de
moonlighting. Sin embargo, otros como J. Thornton defienden que si se trata de
multifuncionalidad. Esta ultima autora las considera ejemplo de proteina
“promiscuas” (Nobeli et al., 2009). Hay que tener en cuenta que estas segundas
funciones enzimaticas promiscuas suelen ser bastante ineficientes, por tanto,
sélo afectan al fenotipo si se producen en gran cantidad (Copley et al., 2003).
Jeffery ha propuesto que se utilice el término moonlighting en sentido estricto de
acuerdo con su definicién y multitasking (multitarea o multifuncional...) para el
resto, incluyendo las provenientes de fusiones de genes o dominios. Pero
muchos autores, como es nuestro caso, seguimos utilizando el término

moonlighting para todos estos casos.
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Sl deberian considerarse verdaderos casos de moonligting

- Los casos en los que la multifincionalidad esté ligada a modificaciones
post-traduccionales. Algunos ejemplos son, la GAPDH en la que algunas
de sus funciones estan relacionadas con nitrosilacion, fosforilacién y
acetilacion. La Citrate synthase, que fosforilada es una enzima y
defosforilada es un componente estructural de los filamentos
citoplasmaticos. Y por utlimo, p53 que fosforilada en los residuos
S46+T55 se une al TFa y fosforilada en los residuos S15+S20 bloquea la
interaccion con la proteina MDMZ2.

- Las proteinas que ocasionalmente se anclan a la membrana uniéndose a
un acido graso y presentando una funcién alternativa, también serian

verdaderos casos de moonlighting.

La ancestralidad de las enzimas del metabolismo primario (glicdlisis, ciclo de
Krebs, etc) esta muy ligada a la moonlighticidad (Sriram et al., 2005). Estas son
enzimas muy conservadas. Las Figuras 2 y 3 muestran que la mayoria de las
enzimas de la glicdlisis y del ciclo de Krebs son moonlighting, ligadas a una o
mas funciones. Hasta el momento la enzima Glyceraldehyde-3-P-
dehydrogenase (GAPDH) es la proteina con mas funciones identificadas, 18,
(pero esas 18 funciones lo son en diferentes organismos, es obvio que en E. coli
no puede estar en el cristalino). En la Figura 4 estan representadas todas estas

funciones.
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Figura 2: Casi todas las proteinas de la glucdlisis son proteinas moonlighting. Esta
figura muestra las funciones adicionales que tienen estas proteinas, ademas de su

funcién candnica en el metabolismo primario.
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Figura 4: La Glyceraldehyde-3-Phosphate-Dehydrogenase (GAPDH) es la proteina moonlighting con mas
funciones conocidas en la actualidad, 18 en diferentes organismos.

Probablemente, en poco tiempo, la proteina p53 superara a la GAPDH. Ya que,
no solo tiene diferentes funciones descritas, sino que tiene cientos de
interacciones con proteinas reguladoras (Figura 5). Otras proteinas con muchas
funciones son: Hsp90, Hsp70, HMGB1, Aconitasa, Enolasa, Cpn10,
Dihidrolipolamida deshidrogenasa, Ubiquitina y EFTu.
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Figura 5: Interacciones proteina — proteina de p53 (segun el servidor BioGrid).
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En el caso de la proteina mas abundante en la sangre, la Albumina sérica, no
solo es un transportador universal, sino que representa el 13% de las proteinas
en la cérnea, ademas, su nucleo hidrofdbico es el sitio activo para diferentes
reacciones. Se ha propuesto una nueva clasificacion de proteinas moonlighting:
proteinas moonlighting de una sola funcién adicional (SAFMP) y proteinas
moonlighting de funcion adicional multiple (MAFMP) ya que tienen una o

multiples funciones adicionales.

Las proteinas moonlighting también estan presentes en muchos Vvirus,
especialmente aquellos con un genoma corto. La mayoria estan involucradas en
la evasion del sistema inmune del huésped. Por ejemplo, el virus del papiloma
humano tiene solo 8 proteinas. La proteina E5 interactua con la proteina humana
p53 y el complejo se degrada en el proteasoma. Esta proteina viral también esta
involucrada en la expresion de la proteina humana SET7 que metila p53, esta
metilacion aumenta la estabilidad de p53. La proteina E6 también interactua con
proteinas relacionadas con la proliferacion celular, la apoptosis, la adhesion, la
estabilidad cromosdémica, el reconocimiento del sistema inmunitario, la
polarizacién celular y la estructura del epitelio (Tungteakkun y Duerksen-Hughes,
2008). Todas estas funciones estan relacionadas con las consecuencias de la

infeccidn del virus del papiloma humano.

Un aspecto sorprendente es que, diferentes proteinas en diferentes especies,
incluso genéticamente no cercanas pueden estar desarrollando la misma funcion
moonlighting. Es el caso, por ejemplo, de las proteinas del cristalino (Piatigorsky,
2007) y algunas enzimas citosélicas en microorganismos patégenos como:
GAPDH, Enolasa, Fosfoglucomutasa, Fosfoglicerato quinasa, DnakK,
Peroxirredoxina y el factor de elongacion Tuf. Todas estas proteinas estan
involucradas en la adhesion entre el microorganismo patégeno y el huésped
(Henderson y Martin, 2011; 2013).
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I.B. RELEVANCIA DE LAS PROTEINAS MOONLIGHTING EN LA
BIOQUIMICA DE PROTEINAS

El fendmeno del moonlighting es de vital importancia en investigacion debido

fundamentalmente a las siguientes consecuencias:

- Anotacion genémica funcional: causa imprecisiones o descripcion

insuficiente.

- Interpretaciones de experimentos de Knock-outs y Knock-downs: debido
a la moonlighticidad, al bloquear un gen, si este codifica para una proteina
moonlighting los efectos pueden deberse a diferentes funciones y no a una sola.

- El mecanismo de reclutamiento de enzimas y el desplazamiento de genes no

ortélogos.
- Analisis metabdlico y prediccion de vias metabdlicas, etc.

- Andlisis de redes de interatdmica: en las proteinas moonlighting es mas
compleja la interpretacion de redes de interatomica. Por ejemplo, algunas
interacciones relevantes para segundas funciones aun por descubrir podrian

determinarse como falsos positivos al no encajar con la funcion descrita.

- Accion farmacolégica y su mecanismo: seleccion de farmacos, efectos

secundarios y toxicidad, polifarmacologia, etc.

- La existencia de enfermedades como consecuencia de que una proteina
adquiera una funcion adicional (denominada "neomorphic moonlighting"). Esta
puede ser debida a la hiperactividad de una proteina, por ejemplo, la GAPDH
también tiene actividad apoptética, y la funcidn estaria involucrada en Alzheimer,

Parkinson y la isquemia cerebral.

- La resistencia bacteriana a antibiéticos: por ejemplo, la Glutamate racemasa
de M. tuberculosis presenta funciones moonlighting de resistencia al

ciprofloxacino.

- El uso de proteinas moonlighting, en especial de aquellas del metabolismo

primario, por parte de microorganismos patégenos como proteinas de virulencia
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y adhesion al huésped (por ejemplo, Enolasa y otras proteinas de la glicélisis
...). Estas, ubicadas en la membrana, tienen una segunda funciéon como factor

de virulencia para facilitar la union a las células del huésped.

- Ademas, el moonlighting llevaria al llamado "conflicto adaptativo” (las
mutaciones beneficiosas pueden ser favorables para una funcion y perjudiciales
para la otra). En general, los conflictos adaptativos se resuelven mediante la
duplicacién de genes y la evolucion independiente de los paralogos. Esto ha
resultado en superfamilias de proteinas (portadores, reguladores de la

transcripcion ...).

- Finalmente, y como se discutira en la Seccion IV.C., a lo largo del presente
trabajo se encontré6 que las proteinas moonlighting estan relacionadas con

enfermedades humanas y son dianas de medicamentos actuales.

Todo lo anterior hace que el analisis y la prediccién bioinformatica de las

proteinas moonlighting sea un objetivo importante.

I.C. CLASES FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS MOONLIGHTING

Las proteinas moonlighting se puede agrupar en funcion de los pares de
funciones que presentan. En la base de datos que hemos disefiado (Franco-
Serrano et al., 2018), y como se describe en el capitulo IV.B., la combinacién
mas abundante es ser una "enzima" y una "proteina de unién a acido nucleico"
(por ejemplo, actuando como factor de transcripcion). La segunda combinacién

mas abundante es ser una "enzima" y estar implicada en la "adhesion celular".

Las proteinas moonlighting presentan otras muchas categorias funcionales,
como, por ejemplo, receptores, proteinas del citoesqueleto, chaperonas, etc. En
células Eucariotas frecuentemente estas funciones son desarrolladas en
diferentes compartimentos subcelulares. También pueden realizar las diferentes

funciones al mismo tiempo o en diferentes momentos del ciclo celular.

Sin embargo, pocas proteinas moonlighting son proteinas de membrana, tal vez

debido a complicaciones en el proceso de plegamiento cuando se presentan
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algunos dominios transmembrana. Sin embargo, en microorganismos
patdgenos, las proteinas citosdlicas o nucleares se transportan a la membrana
celular sin péptido sefal para participar en la adhesion del microorganismo al
huésped. Muchos microorganismos usan la Enolasa para unirse al
Plasminégeno del huésped (Henderson y Martin, 2011; 2013). Otro ejemplo es
la Histona H1, que actua como un receptor de Tiroglobulina (Brix et al., 1998).
Obviamente, no estan utilizando la via normal de secrecion de RE-Golgi a la
membrana, pero todavia no se conoce el mecanismo que utiliza. En las células
Eucariotas, pueden usar interacciones con parejas especificas o0 usar
modificaciones posteriores a la traduccion, como es el caso de GAPDH (Tristan
et al., 2011).

Por otro lado, las proteinas multifuncionales pueden contribuir a coordinar
diferentes actividades celulares mediante los siguientes mecanismos: facilitando
el "cambio" o las conexiones entre diferentes vias metabdlicas, proporcionando
mecanismos reguladores como la retroalimentacion, etc. y también debido a que
corresponden a centros clave en las redes metabdlicas y de interaccion. Ya se
ha mencionado anteriormente que muchas enzimas del metabolismo primario
presentan actividad moonlighting y, por otro lado, analizando los datos de
interactomica se sabe que las proteinas con el mayor numero de conexiones son

las del metabolismo energético y los mecanismos de traduccion.

Analizando los datos publicados en “Protein atlas” (Uhlén et al., 2015) accesible
en: http://www.proteinatlas.org/humanproteome/housekeeping se puede
observar que un gran numero de proteinas moonlighting tienen regulacion
constitutiva (housekeeping genes), probablemente debido a que muchas son

proteinas del metabolismo primario.

Debido al hecho de que la funcidon candnica acostumbra a ser una funcion mas
primaria y vital para la célula y ademas se descubrié antes que las funciones
moonlighting se suele considerar, erroneamente, que la funciéon candnica es la

principal y la moonlighting es secundaria o accesoria.
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I.D. IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS MOONLIGHTING

Identificar la funcion de una proteina es habitualmente dificil y lo es mucho mas,
identificar una multifuncionalidad. Sin embargo, los siguientes indicadores nos

pueden sugerir que una proteina es moonlighting:

- Encontrar una enzima en otro compartimento que no sea el correcto
para esa proteina. Por ejemplo, la Lactato deshidrogenasa, Fosfoglicerato
sintasa, Aldolasa y GAPDH se han encontrado en el nucleo, y se sabe
que actuan como factor de transcripcion. La Lactato deshidrogenasa se
encuentra ademas en el cristalino. Otra posibilidad, muy comun en las
proteinas moonlighting es que la proteina se exporte a la membrana o se
secrete aun careciendo de los “motifs” apropiados para la secrecion, este
es el caso de la Enolasa en algunos microorganismos patégenos.

- Hay una mayor cantidad de la necesaria para realizar su funcion
candnica (p. Ej., Lactato deshidrogenasa LDHB4 representa el 5% de las
proteinas de los oocitos de raton, y la Albumina sérica el 13% de las
proteinas de la cornea).

- Al noquear un gen, se encuentra un fenotipo inesperado.

- Porinteractomica: se descubre que la proteina interacciona con partners
inesperados (consideramos en adelante “partner” como una proteina con
la que interacciona la proteina analizada) y no es una proteina promiscua
o “sticky” (sticky, en la terminologia de interactdmica son aquellas
proteinas que presentan muchas interacciones, pero son biolégicamente
irrelevantes).

- Bioinformaticamente: por ejemplo, con la combinacion del analisis de
dominio/motivos + programas de prediccién de homologia, especialmente
remota, PSI-Blast/ByPass + a partir de la informacién contenida en las
bases de datos de interactémica (PPI), etc. Es parte de los OBJETIVOS

de este trabajo.
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LE. BASE ESTRUCTURAL Y EVOLUTIVA DE LAS PROTEINAS
MOONLIGHTING

Unicamente 243 de un total de 694 proteinas de nuestra base de datos, tienen
publicada su estructura 3D. Ademas, de estas 243, en muy pocas se han decrito
las regiones funcionales para las funciones moonlighting. De hecho,
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 funcidon moonlighting. Ademas, como se ha comentado
anteriormente, las funciones no tienen porque estar en regiones diferentes de la
proteina. En algunos casos, una minima regién de la estructura es la responsable
de la multifuncionalidad como se ha descrito en las proteinas: GroEL (Yoshida
et al., 2001), la Cpn60 (Henderson et al., 2013) o la GAPDH (Sirover et al., 2014).
Aunque en el caso de la GAPDH, que tan sélo tiene 37kDa, las diferentes
funciones estan relacionadas con modificaciones post-traduccionales y con el
estado de oligomerizacion. En algunos casos, la multifuncionalidad depende de
muy pocos aminoacidos. Por ejemplo, la EFTu de Mycoplasma pneumoniae y
Mycoplasma genitalium se diferencian por su interaccion con la Fibronectina,
pero presentan un 96% de identidad de secuencia. Esto indica que, esa

interaccion depende de unos pocos aminoacidos (Balasubramanian et al., 2009).

La proteina ribosomal S10, es un ejemplo de que no siempre las funciones
moonlighting estan localizadas en regiones distintas de la proteina, en este caso,
la funcion “transcription regulation” practicamente solapa con la de “rRNA
binding” (Figura 6) (Luo et al., 2008).

Los cambios conformacionales también pueden generar casos de
moonlighticidad. Por ejemplo, la proteina reguladora de la transcripcion p53 que
presenta varios lazos involucrados en diferentes interacciones con las proteinas
Sirtuin, Cyclin A, CBP y S100bb, y de esta forma presenta funciones diferentes
(Offield et al., 2005). Otro ejemplo es la Linfoactina humana, que en funcién del
estado de oligomerizacion realiza una funcion distinta: como mondémero y con un
fold tipo chemokine realiza la funcién candnica y como dimero con un fold

distinto, se une a glucosaminoglicanos (Tuinstra et al., 2008).

34



INTRODUCCION

——MEKIRLKLXAYDHRVLDRSVVAIVEAVKRSCSEIRGPIPLPTKNKRYTVLRSPHVNKDSREQFEI
MONCRIRIRLXKAFDYKLIDASTAEIVETAKRTCAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYET
MONCRIRIRLXAFDERLIDOATAZIVETAKRTGAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDOQYEYL
MONCRIRIRLXAFDHRLIDQATAEZIVETAKRTCAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYET
MONQRIRIRLKAFDERLIDOSTAEIVETAKRTCAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYET
MONQRIRIRLKAFDERLIDOSTAEIVETAKRTCAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYET
MONQRIRIRLXAFDERLIDOSTAEIVETAKRTCAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHVNKDARDQYETL
MONCRIRIRLXAFDHRLIDOSTAEIVETAKRTCAQVRGPIPLPTRRKERFTVLISPHVNKDARDQYEL
MONQRIRIRLXAFDHRLIDOSTARIVETAKRTCAQVRGPIPLPTRKERFTVLISPHLNKDARDQYETL
MAGQKIRIRLXAYDHEAIDASARKIVETVVRTCASVVGPVPLPTEKNVYCVIRSPHKYKDSREHFEM
MAKQKIRIRLKAFDESLLDOSALKIVETAKTTCAKVAGPVPLPTEKDIVTILRAPHKYKDAREQEET
MAKQKIRIRLKAYDHRILDOSAEXKIVETAKRSCGASVSGPIPLPTEKSVYTILLAVHKYKDSREQFEM

B T T e s Jars oo o Tws Lz wwowwww o ss 5w e sw oo

NusB loop interaccidédn RNA 16s

RVYSRLIDIISATPETVDSLMKLDLAPEVDVEVTSMETX 104 Helicobactex pyloxi

RTHXRLIDIVEPTDKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG~—~~ 103 Vibrio cholerae
RTHLRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG~—~~ 103 Escherichia coli
RTHLRLVDIVESPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG-—~- 103 Shigella dysenteriac
RTHXKRLVDIVESPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG-—- 103 Salmonella enterica
RTHXRLVDIVE2TEKTVDALMRLDLAAGCVDVQISLG~-~~ 103 Actinobacillus plcuropnceumoniac
RTHXRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAACVDVQISLE~~-~ 103 Yersinia pestis
RTHXKRLVDIVEPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISLGE~~~ 103 Serratia marcescens
RTHXKRLVDIVERPTEKTVDALMRLDLAAGVDVQISLG———- 103 Klebsiclla pncumoniac
RTHXRLIDIIDPTPKTVDALMRIDLPASVDVNIQ-———=— 101 Mycobacterium tubcrculosis
RTHXRLIDIISPSPKTVDALMRLDLPAGVDIEIXL~~-~~ 102 Clostridium botulinum
RTHXRLIDIVNPTPQTVDALMRLDLPSCGVDIEIXL~~—~= 102 Bacillus subtilis

Wz WA soww oz . 2 sk Lo o s zn

El "Proline motif" GPIPLPT de la funcién moonlight estid mucho miés conservado
que el motif de unidn a rRNA de la funcidn candnica

Figura 6: Estructura 3D de la proteina ribosomal S10 de E. coli que muestra los dos
motifs responsables de sus dos funciones (unién a RNAR 16s y al factor de transcripcién
NusB). También se muestra el alineamiento con las secuencias ortdlogas de diversas
especies. Puede verse que el motif de la funciéon moonlighting (unién al factor terminador
de la transcripcién NusB) esta mas conservado que el de unién al rRNA 16s.

Algunos autores sugieren que las proteinas moonlighting son proteinas
conocidas como IDPs (Intrisically Disordered Proteins), estas proteinas al
interaccionar con muchos partners distintos, darian lugar a multiples funciones
(Tompa et al., 2005). Sin embargo, se ha demostrado que en la mayoria de casos
las proteinas multifuncionales no pertenecen a la clase de proteinas IDPs
(Hernandez et al., 2012; Chapple et al., 2015).

Las proteinas moonlighting nos demuestran que la naturaleza reutiliza
secuencias y estructuras de proteinas, de esta manera no ha de disefarlas de
nuevo. Ademas, no se requieren largos periodos de tiempo, para adquirir una
segunda funciéon. En muchos casos, por ejemplo, adquirir una segunda funcién
no conlleva mas que un cambio en el patrén de expresion, sin la necesidad de
cambios en la secuencia, por ejemplo, las proteinas del cristalino del ojo (Cvekl

and Piatigorsky, 1996). Aunque Ila evolucién, adquisicion, de Ila
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multifuncionalidad es un fendmeno bastante desconocido, en muchos casos se
ha visto que requiere muy pocos cambios en la proteina. Por ejemplo, en la la
chaperona GroEL de Enterobacter aerogenes unicamente se necesitan 4
aminoacidos para que presente una segunda actividad como toxina para
insectos. Unicamente se diferencia de la misma proteina en E. coli en 11
aminoacidos, de los cuales unicamente 4 son clave para la segunda funcién
(Yoshida et al., 2001). Ademas, nosotros sugerimos que el Non Orthologous
Gene Displacement o el reclutamiento enzimatico seria un mecanismo para

obtener una funcién moonlighting a partir de una proteina previa.

Una cuestién 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 en especies cercanas. Por ejemplo, la Pyruvate carboxylase de
algunas especies presentan diferentes funciones: la de Saccharomyces
cerevisiae no es moonlighting pero presenta un 80% de identidad de secuencia
con la de H. polymorpha que si lo es y participa en la translocacion del
peroxisoma. La de P. pastoris también presenta un 80% de identidad de
secuencia con H. polymorpha, y en este caso si conserva la funcidon moonlighting
(Ozimek et al., 2006).

Una proteina puede ser multifuncional en especies diferentes, pero sin tener la
misma funcién moonlighting. Por ejemplo, la funcion candnica de la Aconitasa es
catalizar la conversion de citrato a isocitrato, pero tiene diferentes funciones
moonlighting segun la especie, como “Iron-Responsive Element”, mantenimiento
y reparacion del DNA, etc. Las proteinas del cristalino o las Cpn60 presentan
numerosos ejemplos similares. Como describiremos en el apartado de
Resultados, creemos que la conservacion de secuencia, especialmente de
“‘motifs” funcionales, sugiere que habra conservacién de la multifuncionalidad,

pese a que la demostracion de la funcion moonlighting haya de ser experimental.

La interpretacién de las redes interactémicas se complica con la existencia de la
multifuncionalidad. Esa complejidad dependera de cuantas proteinas
moonlighting haya, pero se han hecho muy pocos estudios sobre esto. En un

trabajo se analizaron cuantas proteinas humanas podian ser de unién a DNA.
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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
anotacion funcional de proteinas y genes, lo cual tiene una gran importancia
dada la enorme cantidad de informacion que entra en las bases de datos
procedentes de la gendmica. 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
informacion para algunos casos. Por ello era necesaria la creacién de un base
de datos de proteinas multifucionales (ver Apartado IV.A.). El andlisis de la base
de datos que hemos construido muestra que la multifuncionalidad es un
fendmeno presente en todos los reinos de la vida en mayor numero del esperado

inicialmente (ver Apartado IV.E.).

I.F. INTENTOS PREVIOS DE PREDICCION DE PROTEINAS MOONLIGHTING

La mayoria de los avances realizados en este aspecto, a nivel internacional, los
ha realizado nuestro grupo de investigacion y, posteriormente, los de Kihara y de
Brun. Una primera aproximacion consistio 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 funcién, canénica y moonlighting. Asimismo, otro objetivo era averiguar
si programas de prediccion de localizacion celular que dan un listado de
localizaciones y probabilidades (ProtLoc y psort) contribuian a la prediccion a
partir de considerar las 2 localizaciones mas probables. Finalmente, si
programas de homologia remota como PSI-Blast y Sam presentaban en el
listado de su output dianas correspondientes a las dos o mas funciones. Esto se
realizé con el pequefio numero de proteinas moonlighting conocidas en ese
momento, unas 30 y fue publicado (Gomez et al., 2003) (Figura 7). Estos analisis
han sido realizados por nuestro grupo para las 288 proteinas de nuestra base de

datos inicial (Hernandez et al., 2014).
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Figura 7: Los primeros analisis de homologia remota (PSI-Blast y SAM) y de
buscadores de motivos y dominios funcionales realizados por nuestro grupo a partir del
escaso numero de proteinas moonlighting conocidas en aquel momento.

El grupo de investigacion de Kihara ha utilizado también el algoritmo PSI-Blast
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 la base de datos Gene
Ontology (GO) www.geneontology.org. Por su parte el grupo de investigacion de
Brun describe una aproximacioén basada en utilizar los datos de interactomica y
expresion génica y la teoria de grafos, pero también restringiendo el analisis
segun la anotacién 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 de GO restringe mucho las posibles anotaciones comparadas puesto que la
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base de datos GO tan sélo tiene incluidas en este momento 44.947 anotaciones
funcionales (29.621 “Biological process”, 11.132 “Molecular functions”, 4.194
“Celular components”) y existen muchisimas mas funciones. Una dificultad
anadida es que las bases de datos de (NCBI, EBI...) no siguen criterios
semanticos como GO y la mayoria estan llenas de anotaciones sin ningun tipo
de orden. Existen anotaciones tan imprecisas como “17 kilodalton protein”. Esto
dificulta la comparacion automatica de los resultados de programas de

homologia remota y de interactomica.

Otra aproximacién la ha realizado nuestro grupo mediante la informacién
contenida en las bases de datos de interactdémica de proteinas (PPIs). En estas
bases de datos podemos encontrar partners de interaccion que no encajen con
la funciéon canénica y nos sugieran nuevas funciones de la proteina Figura 8
(Goémez et al.,, 2011). Ademas, combinando los partners de interaccién con
homologia remota hemos visto que aumenta la prediccion bioinformatica de la
multifuncionalidad de una proteina.

Tabla 1: Los primeros analisis de bases de datos de interactémica, realizados por
nuestro grupo, con objeto de determinar si en muchos de los partners considerados

falsos positivos eran identificables las funciones moonlighting de proteinas
multifuncionales conocidas

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
GO:0001882: nucleoside binding 0.00685
GO:0008135: 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 | ATPase activity
GO:0042623: ATPase activity, coupled  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 GO:0034621: cellular macromolecular 7.58 x 107%
complex organization
GO:0032306: cytokinetic process 0.0053
GO:0007109: cytokinesis, completion of  0.0021
separation
Microtubule-associated ~ GO: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 promolting 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
transferring phosphorus-containing
groups
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I.G. CREACION DE UNA BASE DE DATOS DE PROTEINAS MOONLIGHTING

Inicialmente, en la investigacion llevada a cabo por nuestro grupo, se han
utilizado como ejemplos las proteinas moonlighting descritas en la bibliografia
(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). En
estas revisiones se mencioné que se conocian 80-100 proteinas moonlighting,
pero se presentaron tablas con solo 20 o 30. Luego, disefiamos la primera base
de datos de proteinas moonlighting con 288 proteinas (Hernandez et al., 2014).
En el presente trabajo, hemos recopilado mas proteinas moonlighting de la
bibliografia, aproximadamente 700, y creado una base de datos actualizada de
ellas (http://wallace.uab.es/multitaskll/), (Franco-Serrano et al., 2018), que
corresponde al Objetivo 1 de esta tesis. Esta base de datos actualizada también
contiene mas informacion para cada proteina, como la prediccion estructural, la
relacion con enfermedades humanas o si son dianas de farmacos actuales, este
punto se analizara ampliamente en la Seccion IV.C. Desde que tuvimos esta
base de datos, se han hecho mejores aproximaciones en la prediccion,
evolucion, etc., de las proteinas moonlighting. Después de la publicacion de
nuestra base de datos, el grupo de Jeffery ha publicado la suya (Jeffery et al.,
2018), que es mas incompleta y mas complicada de usar (por ejemplo, hay

menos enlaces o no hay enlaces a las secuencias, UniProt, etc.)

I.LH. RELACION ENTRE PROTEINAS MOONLIGHTING Y VIRULENCIA DE
MICROORGANISMOS PATOGENOS.

Como se ha descrito anteriormente, muchas proteinas del metabolismo primario
(Enolasa, GAPHD ...) de diversos microorganismos patégenos se utilizan como
factores de virulencia, por ejemplo, para la adhesioén al huésped (Henderson y
Martin, 2011; 2013). Pero, ademas, existe el mecanismo de moonlighting forzoso
("forced moonlighting") o el secuestro de proteinas del huésped para forzarlas a
una segunda funcion que facilita la actividad del patdégeno. Por ejemplo, E. coli
recluta la Actina del huésped para facilitar la unién a su epitelio intestinal (Backert
et al., 2008). Ademas, los virus habitualmente utilizan proteinas del huésped para

realizar funciones que por ellos mismos no pueden hacer, en contra del propio
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huésped. Ser capaz de predecir bioinformaticamente si una proteina es
multifuncional seria de gran ayuda para crear vacunas e identificar dianas
farmacoldgicas, lo cual es de gran interés para el grupo ya que una parte

importante de su investigacion se relaciona con la obtencion de vacunas.

Ya se ha descrito que las proteinas del metabolismo primario son muy propensas
a presentar funciones moonlighting, probablemente debido a su ancestralidad.
Pero otro hecho relacionado con la patogenicidad y la virulencia de los
microorganismos es que las diferentes proteinas del metabolismo primario tienen
la misma funcion moonlighting en relacion con la virulencia. Esto implica que
estas enzimas que no tienen similitud de secuencia comparten alguna
caracteristica conformacional, o algun motif no identificado. Entre los objetivos
de esta tesis esta identificar qué motifs o dominios podrian estar involucrados, y
conservados, en esta interaccion con una proteina del huésped, esto se discutira

en la Seccion IV.D.

Muchos autores, incluido nosotros, hemos intentado identificar regiones
comunes en estas proteinas que permitan interactuar con el Plasmindgeno
humano u otras proteinas del huésped. Muchos grupos lo han hecho también
investigando como las células cancerigenas invaden los tejidos para hacer
metastasis. Durante este tiempo, incluso hemos contactado personalmente con
algunos investigadores que trabajan en este tema, pero sin obtener una

conclusion clara.

Se han descrito algunos motifs en Streptococcus que participan en la union al
Plasminégeno humano. Estos consisten en dos Lys en los residuos N-terminales
de la proteina o dos Lys separadas por otros dos aminoacidos hidrofobicos
(Bergmann et al., 2005; Derbise et al., 2004). Pero ninguno de estos motifs es
exclusivo para microorganismos patdégenos y muchos microorganismos no
patdgenos, incluso sin una actividad probada de union a Plasmindgeno, los
tienen. Ademas, la mutacion de estas regiones reduce la actividad de union al
Plasmindgeno, pero no suprime toda la actividad. Otro hecho a tener en cuenta
es que, estos motifs no estan compartidos con otros microorganismos patégenos
o con otras proteinas de virulencia como GAPDH, Phosphoglucose mutase o
kinase. En la Seccién IV.D se discutira ampliamente este tema. Durante mucho

tiempo, se asumio que los residuos de lisina localizados en el extremo C de las
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proteinas bacterianas constituyen los unicos sitios de unidn al Plasminégeno u
otras proteinas del huésped. También se ha identificado que aminoacidos
cargados positivamente son potenciales sitios de union a la Enolasa o la
Endopeptidasa neumocécica. Curiosamente, una arginina e histidina, pero no
una lisina, representa lo esencial en cuanto a aminoacidos para mediar la
interaccion proteina-proteina. A pesar de las diferencias entre los motifs de union
al Plasmindgeno en distintas proteinas y microorganismos, la presencia de
aminoacidos cargados positivamente en un entorno hidrofébico parece ser el
principal requisito para la union al Plasminégeno del huésped. (Fulde et al.,
2013).

Otra cuestidon importante es que estas proteinas moonlighting, que de forma
natural son citosdlicas, se transportan a la membrana celular sin sefial de
exportacion. Por ejemplo, en Mycobacterium tuberculosis, un importante sistema
de exportacion para los factores de virulencia es el complejo Sec. Como se
muestra en la Figura 7, el complejo Sec transporta proteinas con una senal de
exportacion N-terminal, pero también proteinas sin esta sefial. Queda por
conciliar como SecA2 esta involucrado en la exportacion de proteinas que
carecen de péptidos sefial en M. tuberculosis y proteinas con péptidos sefial en
M. smegmatis. Una posibilidad es que las proteinas exportadas por SecA2 no
necesiten el reconocimiento del péptido sefial por parte del receptor y tanto las
proteinas que contienen péptido sefial como las que carecen de este puedan ser
reconocidas y exportadas por SecA2. Otra alternativa es que el papel de SecA2
en la secrecion de proteinas que carecen de péptido sefal sea indirecto. SecA2
puede exportar una proteina actualmente desconocida que contiene un péptido
senal. Esta proteina desconocida podria ser parte de un aparato de secrecion
especializado a través del cual se secretan proteinas como SodA (Feltcher et al.,
2010; Costa et al., 2015).
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Figure 7: Sistema de exportacién de proteinas Sec, SecA2 y Tat en micobacterias.

Otra pregunta importante es: ¢ Por qué el Plasminégeno? La Enolasa y otras
proteinas moonlighting relacionadas con virulencia interaccionan con el
Plasminégeno humano. También con otras proteinas como la Fibronectina, pero
principalmente con Plasmindgeno. ¢ El Plasmindégeno esta involucrado en esta
interaccidn? Un hecho importante es que la Enolasa humana también interactua
con el Plasminoégeno. Entonces, ¢qué caracteristica secuencial o estructural
tiene el Plasminégeno? Estas preguntas permanecen sin respuestas. Algunos
investigadores dicen que los motifs de interaccion del Plasminégeno son
‘pockets” con una regidn central hidrofébica con aminoacidos cargados
positivamente alrededor. Pero este es un motif comun en muchas enzimas, no

es exclusivo del Plasmindgeno.

Por otra parte, las proteinas moonlighting de virulencia no solo se unen al
Plasmindgeno, sind que lo activan, lo que facilita la degradacion del tejido y la
invasion del microorganismo patdégeno. El Plasmindgeno es una serin proteasa,
estas son enzimas que escinden enlaces peptidicos en proteinas en las que la
serina sirve como el aminoacido nucleofilico en el sitio activo (Figura 8). En
humanos, las funciones del Plasmindgeno son: digestion, respuesta inmune,
coagulacion sanguinea, disolucién de coagulos de sangre con fibrina. También
se sabe que el Plasmindégeno participa en la regeneracién y reorganizacion

tisular. Por eso, el Plasmindgeno también esta relacionado con el cancer, en
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especial en los procesos de metastasis. Gran parte de los estudios sobre los
activadores del Plasmindégeno y el cancer se guiaron por la hipétesis de que la
protedlisis de los componentes de la matriz extracelular, iniciada por la liberacion
del activador del Plasmindgeno de las células cancerosas, desempefa un papel
decisivo en la degradacion del tejido normal y, por lo tanto, un crecimiento
invasivo y consecuentemente, metastasis (Dano et al., 1985). Este mecanismo
puede ser el mismo que usan los microorganismos patdégenos para degradar los

tejidos e invadirlos.

Tissue plasminogen
activator (tFA)
PLASMINOGEN

Plasminogen activator p Factor Ala, Alla
inhibitor 1 & 2 Kallikrein

i PLASMIN
Urokinase '\\ Gip-antiplasmin

N

FIBRIN 2<% FIBRIN DEGRADATION
T PRODUCTS

gio-macroglobulin

THROMBIN — Thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor

Figura 8: Sistema de activacion del Plasminégeno a Plasmina en el que se muestran
los principales reguladores, tPA y uPA. El mas importante para la regeneracion de
tejidos es tPA y por tanto el mas relacionado con cancer y virulencia de microorganismos
patégenos.
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I.I. PROTEINAS MOONLIGHTING Y ENFERMEDADES HUMANAS

Las proteinas moonlighting también pueden estar relacionadas con patologias
humanas, generalmente por alguna mutacion. Por ejemplo, GAPDH participa en
la neurodegeneracion y el Alzheimer, la IGP en la anemia hemolitica, etc. (Sriram
et al., 2005). Por otro lado, hay numerosos ejemplos de proteinas en las que la
funcién moonlighting no es una funcién "normal" y esta relacionada con
diferentes patologias por una ganancia de funcion téxica. Jeffery ha acufiado el
término “Neomorphic Function” (Funcion Neomorfica) (Jeffery, 2011). Cabe
mencionar que a partir del analisis de las proteinas en nuestra base de datos
hemos encontrado que el 78% de las proteinas moonlighting humanas en
MultitaskProtDB-Il estan actualmente involucradas en patologias conocidas,
segun la base de datos OMIM (Hamosh et al., 2005) http://www.omim.org y la
base de datos de mutaciones genéticas humanas, http://www.hgmd.cf.ac.uk/
(Cooper y Krawczak, 1998). Ademas el 48% de las proteinas moonlighting
humanas de nuestra base de datos corresponden a dianas de farmacos
existentes, segun las bases de datos de dianas farmacologicas Therapeutic
Target Database (Qin et al., 2014), xin.cz3.nus. edu.sg/group/ttd/ttd/asp, y
DrugBank (Wishart et al., 2008), http://www.drugbank.ca. Todo esto complica el
analisis de las dianas farmacoldgicas y la toxicidad de los farmacos, pero a su
vez en algunos casos pueden representar una ventaja farmacocinética. Por
ejemplo, si el farmaco (caso de un anticuerpo monoclonal) no penetra en la célula
y solo afecta la actividad moonlighting si esta es extracelular, o si el medicamento
es especifico para bloquear la interaccién con un “partner” en particular. En este
segundo caso, el farmaco tendria menos efectos secundarios (Butler y Overall,
2009). Por ejemplo, THC346, un derivado del deprenyl es neuroprotector por
prevenir la S-nitrosilacion y, por lo tanto, la interaccion de GAPHD con Siah1
(Hara et al., 2005).
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I.J. DESPLAZAMIENTO DE GEN NO ORTOLOGO (NOGD)

El Non-Ortohologous Gene Displacement, o NOGD, describe una forma variante
de un sistema o via en la que un componente esperado se reemplaza por un
equivalente funcional que difiere en su origen evolutivo. EI NOGD puede ser el
ejemplo mas familiar de un bioinfotropo. Un desplazamiento génico no ortélogo
a menudo se descubre como la explicacion de un hueco funcional en una
determinada ruta metabdlica. El término NOGD fue introducido por Koonin
(Koonin et al., 1996).

Una manera de sugerir posibles NOGD es cuando se anota un genoma por
alineacion de secuencia en bases de datos, algunas secuencias de proteinas
previamente bien definidas no coinciden con ninguna del genoma de consulta,
creando un "agujero” en la ruta correspondiente. Aunque no se puede descartar
la existencia de diferencias en la ruta, es mas probable que la funcién que falta
sea realizada por otra proteina con una secuencia de aminoacidos diferente. Si
esta proteina mantiene su funciéon anterior (candnica) se convertira en un

verdadero caso de moonlighting.

At least one reaction in the pathway has an enzyme assigned.
The reactions in the pathway without enzymes assigned are
holes

L-aspartate

i § J 143.-

iminoaspartate
2 l No EC#

quinolinate
J pyrophosphorylase

) ) nicotinate
deamido-NAD “ nucleotide

2.7.7.18

6.3.1.5 J 6.3.5.1
: 5 ?

NAD

Figura 9: “Pathway holes” o huecos funcionales. Una proteina/gen falta en una ruta
metabdlica pero la funcién esta siendo realizada por otra proteina.
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Galperin public6 una base de datos de enzimas que realizan las mismas
funciones en diferentes organismos, pero con una estructura proteica

completamente diferente (Galperin et al., 1998) y esta disponible en:

https://www.ncbi.nlm.nih.qov/Complete Genomes/AnalEnzymes.html

Estas proteinas pueden tener relacidon con las proteinas moonlighting debido a
su origen. Como se discutira en la Seccion de Resultados, durante este trabajo,
hemos encontrado que 26 proteinas presentes en esta base de datos de
proteinas NOGD también estan presentes en nuestra primera base de datos de

proteinas moonlighting.

Tabla 2: Numero de enzimas analogas esperadas en diferentes especies

organism Froteins encoded in the EC nodes with two analogous enzyme

complete genome forms in the same genome

289 15
171] B
1565
1169 18
a54 i
148 18
g e
& e
1715 1
1469 5
248 3
poes 5832 22
Caenorhobditis 12178 17
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Si dos proteinas son estructuralmente diferentes, aunque estén realizando la
misma funcién, son claramente una proteina diferente con diferente origen
evolutivo. Creemos que una '"linea de proteina" puede conservar la
multifuncionalidad y la otra no. En la Seccién Resultados, se puede ver una lista

de todas las proteinas NOGD que también son moonlighting.

I.LK. ALGUNAS PREGUNTAS RELEVANTES SOBRE LAS PROTEINAS
MOONLIGHTING

El fendmeno de la multifuncionalidad conduce a una serie de preguntas
importantes tanto para la funcidn como para la evoluciéon de las proteinas que
aun no se han respondido. En esta tesis intentaremos obtener algunas

respuestas o estimar o especular sobre otras. Algunas preguntas son:

a) ¢Qué ventaja evolutiva representa para una proteina que tiene mas de una
funciéon, a veces ambas funciones indispensables, el hecho de utilizar la
duplicacién de un gen y la evolucion independiente del paralogo? Este hecho
evitaria el llamado "conflicto adaptativo". El conflicto adaptativo se refiere a que
una mutacion que puede mejorar una de las funciones de una proteina

moonlighting podria afectar negativamente a la otra funcion.

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

c) ¢ Cual es el mecanismo que conduce a la aparicion de la segunda funcion?
d) ¢ Existe una conservacion filogenética de la multifuncionalidad?

e) ¢ Cuantas proteinas moonlighting hay?

f) ¢ Cual es la relacidon entre las proteinas moonlighting y el "desplazamiento de

genes no ortélogos"?

g) ¢Por qué hay tantos casos de moonlighting en proteinas de adhesion y
virulencia de microorganismos patdgenos y muchas de ellas son enzimas de la

glucolisis?

h) ¢Qué papel juegan las proteinas moonlighting en las enfermedades

humanas?
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i) ¢, Cuantas proteinas moonlighting son posibles dianas terapéuticas y en qué
medida son responsables de la toxicidad y los efectos secundarios de muchos

farmacos?

j) Finalmente, y es el objetivo fundamental de esta tesis, ¢la multifuncionalidad

es predecible bioinformaticamente?

Todas estas preguntas intentan ser respuestas en el apartado de Discusion

General.
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Il. OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo son:

El OBJETIVO GENERAL es el de estudiar el fendmeno de la multifuncionalidad

de las proteinas y la relacion con su estructura y su evolucion.

Como OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A. Actualizar la base de datos de proteinas moonlighting publicada
previamente por nuestro grupo en 2014, tanto en el numero de proteinas
como en la informacién contenida para cada proteina.

B. Contribuir a la prediccion de las proteinas moonlighting y a la localizacién
de la funcién “moon” en la secuencia y estructura de la proteina.

C. Analizar la implicacion de las proteinas moonlighting en las enfermedades
humanas y como dianas farmacolégicas.

D. Profundizar en el papel que juega la multifuncionalidad en la
patogenicidad y virulencia y en el mecanismo de infeccién por
microorganismos patégenos y en su posible uso para el disefio de
vacunas.

E. Estudiar algunos aspectos evolutivos de las proteinas moonlighting
(conservacion filogenética, relacion con el desplazamiento de genes no

ortélogos, abundancia etc.).

Cada uno de estos objetivos corresponde a un capitulo en la Seccién Resultados
del presente trabajo, y se explica ampliamente en las secciones

correspondientes.
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IIl. METODOS
IIl.LA. BASES DE DATOS Y SERVIDORES UTILIZADOS

Bases de datos de proteinas moonlighting

El grupo disei6 la primera base de datos de proteinas moonlighting, con 288
proteinas (Hernandez et al., 2014). Durante el desarrollo de este trabajo, se ha
publicado una actualizacion de esta base de datos
(http://wallace.uab.es/multitaskll/) (Franco-Serrano et al., 2018) con 694
proteinas moonlighting y con mas informacién respecto a la anterior como se
describira en la Seccion V. A. Hay que tener en cuenta que todos los analisis
con respecto a las proteinas moonlighting detallados en la tesis se han realizado

utilizando la base de datos actualizada.

Actualmente hay otras dos bases de datos de proteinas moonlighting, MoonProt
(http://moonlightingproteins.org/) (Chen et al., 2018), y MoonDB (http://tagc.univ-
mrs.fr/MoonDB/) (Chapple et al., 2015), pero contienen menos informacion que

la de nuestro grupo.
Bases de datos de interactomica (PPlIs)

Los partners de interaccion de las proteinas multifuncionales de la base de datos
MultitaskProtDB-IlI se identificaron en el servidor APID (Alonso-Lopez et al.,
2016) (http://cicblade.dep.usal.es:8080/APID/init.action). La nueva version de
APID contiene la mayoria de informacién de las bases de datos de interaccion
de proteinas como MINT, DIP, BIOGRID, IntAct, HPRD, BIND, etc. También
presenta las proteinas de acuerdo con la anotacion GO (Gene Ontology)
(www.geneontology.org) (The Gene Ontology Consortium, 2017). Hemos
considerado que los datos de interactémica revelan la segunda funcion de una
proteina moonlighting si la base de datos de PPI identifica como “partner” una
funcion molecular, o en algunos casos un proceso biolégico (segun la anotacién
GO), que coincide con la funcidén moonlighting esperada. Para filtrar los éxitos y
mejorar la precision, es aconsejable realizar un analisis de enriquecimiento
ontoldgico de genes, por ejemplo, en nuestro caso, utilizando el paquete GOStat
de R (Beissbarth y Speed, 2004) como se describioé anteriormente (Gomez et al.,

2011). Cabe sefalar que, en el caso de los datos de interactdmica, es
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conveniente utilizar bases de datos "sin curar" (por ejemplo, DIP, MINT y el
servidor APID) porque en las curadas, muchas interacciones consideradas como
falsos positivos se han eliminado y realmente pueden ocultar una segunda
funcion identificable por los partners. Las direcciones web de las principales

bases de datos y servidores utilizados son las siguientes:

APID: http://bioinfow.dep.usal.es/apid/index.htm
MINT: http://mint.bio.uniromaZ2.it/mint

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

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

BioGrid: http://thebiogrid.org

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

BIND: http://www.bind.ca

STRING: http://string-db.org

Servidor Expasy/SwissProt (www.expasy.org/swissprot)

Es una base de datos y servidor para el analisis de proteinas creado en 1986 y
mantenido en colaboracion entre el Swiss Institute of Bioformatics (SIB) y el
European Institute of Bioinformatics (EBI). Proporciona un alto nivel de
anotacion, un nivel minimo de redundancia de secuencia, un alto nivel de
integracion con otras bases de datos biomoleculares y una extensa
documentacion externa. Ademas de numerosos programas para el analisis de la

estructura, funcién y evolucion de las proteinas.
UniProt (www.UniProt.org)

Es una excelente base de datos con informacion sobre la estructura, secuencia,
funciones y bibliografia sobre proteinas (algo mas de 111 millones de ellas). En
algunos casos, también describe las funciones moonlighting de una proteina. No
todas las entradas de proteinas se revisan, por lo que proporciona un numero
relativamente alto de proteinas redundantes y no del todo identificadas. La
informacion mas “fiable” es la que lleva el término “reviewed” y es la que hemos
utilizado en el presente trabajo (algo mas de 500 mil). Esta disefado y

actualizado por el UniProt Consortium. (The Uniprot Consortium, 2017)
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PDB (www.pdb.org)

Protein Data Bank (PDB) es una base de datos que contiene estructuras
tridimensionales de proteinas obtenidas principalmente por rayos X o RMN.
Contiene unas 140.000 estructuras de proteinas la mayoria obtenidas
principalmente con rayos X. Homo sapiens es el organismo con mas estructuras

de proteinas en PDB, seguido de E. Coli y Mus Musculus (Berman et al., 2000).
InterPro (www.ebi.ac.uk/interpro/)

InterPro es un servidor para la identificacion de familias de proteinas, dominios,
sitios funcionales y “motifs” (secuencias de aminoacidos relacionados con una
funcién, modificacion post-traduccional, etc.) (Finn et al., 2017). El analisis
comparativo de las familias de secuencias de proteinas muestra que algunas
regiones han sido mejor conservadas que otras durante la evolucién. Estas
regiones son generalmente importantes para la funcidon 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 hipétesis 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 (2017) contiene 21.165 familias; 9.137 dominios y 912

sitios funcionales.
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 afno 2006, pero precisamente por no haber sido
actualizada, (“‘curada”), para identificar preferentemente y presentar unicamente
el motif de mejor puntuacidon, permite que se puedan indentificar motifs

adicionales, relacionados con las funciones moonlighting.
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Pfam (http://pfam.xfam.org/)

Pfam (Finn et al., 2011), es una base de datos y servidor (InterPro también lo
incluye) que permite identificar familias y dominios de proteinas de forma mas o
menos restrictiva (PfamA es mas “curado” y restrictivo mientras que PfamB lo es
menos). En nuestro caso hemos comprobado que para la identificacion de
proteinas moonlighting es mejor utilizar PfamB 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 usuario en la pagina

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

GO (http://www.geneontology.org/)

Una ontologia consiste en desarrollar un sistema jerarquico de vocabulario
controlado y estructurado para describir con precisiéon los conceptos y sus
relaciones. En Biologia Molecular consiste en la descripcion de productos
genéticos usando términos controlados. Esto evita la anarquia que ha existido
durante mucho tiempo en los descriptores de funcién de las proteinas (anotacién
funcional). La ontologia ha sido desarrollada por un consorcio (GOC) (The Gene
Ontology Consortium, 2017) que la actualiza mensualmente. La anotacion segun
GO se llama GOA. GO representa un descriptor triple: (a) Biological process:
Proceso biolégico en el que participa el producto del gen; (b) Molecular function:
Funciéon molecular o actividad bioquimica; (c) Cellular component: lugar de la
célula en la que el producto génico esta activo. Recientemente, dentro del (a) se
ha afadido Biological phase, que hace referencia al periodo o etapa en un
proceso o ciclo biolégico. También hay una serie de cddigos de evidencia

adicionales sobre el 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

- |IEP = from expression pattern

- |[EA = from electronic annotation
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- TAS = traceable author statement
- NAS = non-traceable author statement

- NR = not recorded

Se estan desarrollando y publicando varios servidores y aplicaciones que ayudan
a tratar la informacion contenida en GO. Uno de ellos, utilizado en algunos

analisis durante esta tesis, es QuickGO (www.ebi.ac.uk/QuickGO/).
SCOP (http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/)

La base de datos SCOP es una clasificacion jerarquica, de estructuras de
proteinas conocidas, organizadas de acuerdo con sus relaciones evolutivas y
estructurales. La base de datos se divide en cuatro niveles jerarquicos: Class,
Fold, Superfamily y Family. Una clase compartiria una arquitectura de dominio.
Un fold presenta una similitud estructural importante. Una superfamilia de
proteinas presenta un probable origen evolutivo comun. Una familia de proteinas

presenta una clara relacion evolutiva (Andreeva et al., 2014).
OMIM (www.omim.org)

OMIM es un compendio exhaustivo y autorizado de genes humanos y fenotipos
genéticos relacionados con enfermedades humanas, que esta disponible y
actualizado diariamente. Las entradas completas en OMIM contienen
informacion sobre todos los trastornos mendelianos conocidos y mas de 15,000

genes. (Hamosh et al., 2005)
The human gene mutation database (HGMD) (http://www.hgmd.cf.ac.uk)

Esta base de datos recoge informacion sobre las alteraciones genéticas
conocidas responsables de enfermedades hereditarias humanas. En la version
mas reciente incluye 224.642 mutaciones diferentes relacionadas con
enfermedades, las mas comunes son del tipo “nonsense”, seguidas de splicing.

(Cooper y Krawczak, 1998)
Drug Bank (www.drugbank.ca)

La base de datos de DrugBank es un recurso bioinformatico y de
quimioinformatica que combina datos detallados de medicamentos con

informacion integral sobre los mismos (Wishart et al., 2018). La ultima version de
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DrugBank (version 5.0.11, del 2017) contiene 11.002 entradas de farmacos,
incluidos 2.504 farmacos de molécula pequefia aprobados, 943 farmacos biotec
(proteina/péptido o acido nucleico) aprobados, 109 nutraceuticos, ademas de
5.110 farmacos experimentales. Cada entrada de DrugBank contiene mas de
200 campos de datos con la mitad de la informacion dedicada a datos
farmacoldgicos/quimicos y la otra mitad dedicada a datos farmacolégicos o de

proteinas.
VIOLINET (http://www.violinet.org)

Vaccine Investigation and Online Information Network (VIOLINET) es una base
de datos de todas las vacunas, humanas o no, existentes en el Mercado o en
fase de desarrollo, en la que ademas se indican los microorganismos patogenos

y los genes involucrados. (He et al., 2014)
The human protein atlas (www.proteinatlas.org)

The Human Protein Atlas es una base de datos que recoge todas las proteinas
humanas en células, tejidos y dérganos mediante la integracion de varias
tecnologias 6micas, que incluyen imagenes basadas en anticuerpos, protedmica
basada en espectrometria de masas, transcriptédmica y biologia de sistemas.

Todos los datos son de acceso abierto. (Uhlén et al., 2015)
Non-Orthologous Gene Displacement (NOGD)
(www.ncbi.nim.nih.gov/Complete_Genomes/AnalEnzymes.html)

Se trata de una base de datos de proteinas NOGD. En ella se pueden encontrar
aquellas proteinas que realizan la misma funcién molecular (mismo E.C. number
y por lo tanto misma actividad enzimatica) pero tienen una estructura distinta

(diferentes folds estructurales). (Galperin et al., 1998)
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ll. B. DISENO DE UNA ACTUALIZACION DE LA BASE DE DATOS DE
PROTEINAS MOONLIGHTING (MultitaskProtDB-Il)

Como se ha mencionado anteriormente, el grupo disefid y publicd la primera
base de datos de proteinas moonlighting (Hernandez et al., 2014). Durante el
desarrollo de este trabajo, se ha actualizado y redisefiado esta base de datos
con mas proteinas y con mas informacion relevante para cada proteina, como

se discutira en la Seccion IV.A.

La informacion sobre proteinas multifuncionales se ha recopilado de la literatura
a través del servidor NCBI PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
utilizando los siguientes términos y palabras clave: moonlighting proteins;
moonlight proteins; multitask proteins; multitasking proteins;, moonlight enzymes;
moonlighting enzymes; gene sharing. Ademas, algunas caracteristicas

importantes de la proteina fueron recopiladas utilitzando el servidor UniProt

Con el fin de identificar qué proteinas de nuestra base de datos estan
involucradas en enfermedades humanas, la informacién presente en las bases
de datos Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) y Human Gene Mutation
Database (HGMD), han sido inspeccionadas. Ademas, para verificar qué
proteinas de nuestra base de datos son dianas farmacoldgicas, se han utilizado
las bases de datos Therapeutic  Targets Database (TTD)
(http://bidd.nus.edu.sg/group/cjttd/) 'y DrugBank (www.drugbank.ca). La
estructura tridimensional de esas proteinas sin estructura 3D previamente
resuelta presente en PDB se modeld aplicando los servidores I|-Tasser
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-TASSER) y Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index), ver Seccion III.D.

Ambos métodos usan modelos de estructura terciaria basados en patrones.

La base de datos MultitaskProtDB-Il ha sido disefiada utilizando MySQL. El
servidor web ha sido disefiado con PHP vy asistido por PHPRunner, una
aplicacion que ayuda a generar codigo PHP y crea archivos, informes, listas y
formularios que facilitan el desarrollo de partes importantes de la web. El sistema
tiene un motor de busqueda avanzado para permitir una busqueda mas precisa
0 mas restringida. Este tipo de procedimiento sirve para limitar la busqueda al

subconjunto de proteinas en el que realmente se quiere centrar el estudio.
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lll.C. ALINEAMIENTOS DE SEQUENCIAS
ll1.C.1. ALINEAMIENTOS USANDO BLAST Y PSI-BLAST

El alineamiento de secuencias es extraordinariamente util para el descubrimiento
de informacion funcional, estructural y evolutiva en las secuencias biolégicas. Es
importante obtener el mejor alineamiento posible o alineamiento "éptimo" para
descubrir esta informacion. Las secuencias que son muy parecidas o similares
en muchos casos también se describen como “homdélogas”. En general se asume
que, en el caso de las proteinas, por encima de 25-30% de identidad en
fracciones o tramos de por lo menos 80 aminoacidos, probablemente presentan
la misma funcion, o una funcion bioquimica y estructura tridimensional similar.
Aunque en sentido estricto para que dos secuencias de dos organismos
diferentes puedan ser definidas como homadlogas 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 homologas y una secuencia ancestro comun durante la evolucion.
Los genes homodlogos que comparten un ancestro comun y la misma funcion en
ausencia de cualquier evidencia de duplicacion de genes se llaman ortélogos.
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 ortologos. 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 evoluciéon convergente.

En el presente trabajo hemos utilizado como algoritmos de alineamiento de
secuencias el Blast y en el caso de homologia remota el PSI-Blast, ambos en el
servidor del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). Al contrario que en el
caso de las bases de datos de interactomica, en la busqueda de funciones
moonlighting 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
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rastrear largos listados de dianas. Debido a este problema el grupo desarrollo
anteriormente un programa, ByPass (Gomez et al., 2008), en que mediante
I6gica borrosa se reordena el listado y envia a posiciones superiores dianas que,

a pesar de ser verdaderos positivos, han acabado en posiciones alejadas.

l11.C.2. ALINEAMIENTOS MULTIPLES DE SECUENCIAS

Los alineamientos multiples son utiles para predecir estructuras de proteinas,
motifs y dominios funcionales, asi como identificar aminoacidos clave para la
funcién de proteinas y esenciales para el andlisis filogenético. En el presente
trabajo se ha utilizado el alineamiento multiple, por ejemplo, para sugerir que la
conservacion de secuencias entre diferentes especies, especialmente de
regiones o motivos implicados en cada una de las funciones, implicaria que la
caracteristica de multifuncionalidad se conservaria evolutivamente. También
para la comparacion de secuencias de proteinas humanas con las ortélogas de
microorganismos patdgenos con objeto de determinar si comparten epitopos
lineales. Se ha utilizado el programa Clustal-Omega en el servidor del EBI
(European Bioinformatic Institute), http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (Li et
al., 2015).

l.D. ANALISIS Y MODELADO DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE
PROTEINAS

Los programas para identificar sitios funcionales pueden ayudar a revelar
funciones adicionales de la proteina si se conoce su estructura tridimensional
(Aloy et al., 2001). Para comprobar si los principales sitios
estructurales/funcionales para ambas funciones se pueden descubrir a partir de
la secuencia de la proteina, hemos utilizado PiSite (Higurashi et al., 2009), un
programa de modelado estructural que alinea trozos de secuencia de la proteina
problema con secuencias de proteinas cuya estructura 3D esté en la base de
datos PDB. Este procedimiento de identificar patrones tiene una especial
relevancia para nuestros objetivos porqué permite mapar dominios funcionales
independientes, y por ello multifuncionalidad. Este programa esta disponible en
la web http://PiSite.hgc.jp/. Phyre2 (Kelley y Sternberg, 2009) es otro programa
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de modelado estructural que hemos utilizado, y que es accesible en
http://www.imperial.ac.uk/phyre. Este programa tiene la ventaja de que
proporciona una puntuacién (“score”) de calidad de la estructura modelada. El
programa también puede revelar residuos de aminoacidos funcionales clave, que
pueden ayudar a identificar sitios funcionales adicionales. Finalmente, otro
programa de modelado estructural, mas complejo de utilizar, pero superior en la
calidad de la estructura final (mejor RMSD) es |-Tasser (Wang et al., 2017). Este
programa se ha utilizado para los modelados 3D de las proteinas moonlighting
de la base de datos para las cuales no habia una estructura tridimensional en el
PDB. Otros programas complementarios que ayudan a trabajar y visualizar las

estructuras de proteinas son:

- Chimera (www.cgl.ucsf.edu/chimera/)

- Swiss PDB viewer (https://spdbv.vital-it.ch/)
- RasMol (http://www.openrasmol.org/)

Swiss PDB viewer, permite alinear o "ajustar" diferentes proteinas minimizando
el RMSD (Root-Mean-Square Deviation) de las posiciones atémicas, incluso
permite calcularlo. EI RMSD es la medida cuantitativa mas utilizada de la similitud
entre dos coordenadas atdomicas superpuestas. Los valores RMSD se presentan

en Ay se calculan mediante:
RMSD = [~} a2

Donde el promedio se realiza sobre los n pares de atomos equivalentes y di es
la distancia entre los dos atomos en el i-th par. RMSD se puede calcular para
cualquier tipo y subconjunto de atomos; por ejemplo, atomos Ca de la proteina
completa, atomos Ca de todos los residuos en un subconjunto especifico (por
ejemplo, las hélices transmembrana, sitios de unidn o un loop), todos los atomos
de un subconjunto especifico de residuos o todos los atomos de un pequefio

ligando.

Con el objetivo de encontrar si dentro del grupo de proteinas moonlighting,

abunda algun fold estructural en concreto, se recogieron datos de los folds
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presentes en todas las proteinas de nuestra base de datos de proteinas
moonlighting del servidor SCOPe (http://scop.berkeley.edu). En la Seccién
IV.A.2. se pueden consultar los folds mas abundantes entre las proteinas

moonlighting.

lIl.LE. OTROS PROGRAMAS DE ANALISIS DE SEQUENCIAS PARA
IDENTIFICAR MOTIFS Y DOMINIOS FUNCIONALES

Como ya se ha descrito en la Introduccion y también se desarrollara
posteriormente en Resultados, un 25% de las proteinas moonlighting de la base
de datos MultitaskProtDB-II son factores de virulencia de microorganismos
patdbgenos. La mayoria son proteinas del metabolismo primario y, tras ser
secretadas, se unen al Plasmindgeno y otras proteinas de la matriz extracelular.
Nos preguntamos si tales proteinas, secuencial y estructuralmente diferentes,
comparten dominios o motifs que permitan la interaccion con las mismas dianas.
Con este fin, se analizaron las proteinas de MultitaskProtDB-II con servidores de
busqueda de patrones, especialmente InterPro, que ya se ha comentado
anteriormente que incorpora 11 subprogramas. El resultado no mostro la
existencia de motifs relacionables con la unién a Plasmindgeno o la virulencia
del mismo. Para ello se rastrearon motifs de menor tamafo utilizando el

programa MinimotifMiner (Mi et al., 2012)
http://cse-mnm.engr.uconn.edu:8080/MNM/SMSSearchServlet

Este servidor, busca motifs cortos, en general relacionados con sitios de
interaccion, modificaciones post-traduccionales, etc. Se ha disefado un
programa que rastrea automaticamente con MinimotifMiner aquellos motifs
presentes en las proteinas moonlighting de los microrganismos patégenos y

ausentes en los no patégenos, como se describe en el esquema de la Figura 10.
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MOTIFS PARA UNA MOTIFS PARA UNA
DETERMINADA PROTEINA DE DETERMINADA PROTEINA DE
UN ORGANISMO PATOGENO UN ORGANISMO NO PATOGENO

Seleccidn de aquellos motifs presentes en el patdgeno
y no presentes en el no patégeno

MOTIFS SOLO PRESENTES
EN EL PATOGENO

¥
Identificacion de organismos que tienen estos motifs y
seleccion de aquellos presentes mayoritariamente en
los patogenos

MOTIFS PRESENTES
MAYORITARIAMENTE EN PATOGENOS

Busqueda manual de la funcion de estos motifs y de las
proteines con las que interacciona seleccionando aquellos
con funciones relevantes para explicar la virulencia

SUPUESTOS MOTIFS IMPLICADOS EN
LA VIRULENCIA DE PATOGENOS

Figura 10: Proceso seguido para la identificacién de los motifs relacionados con la
virulencia de microorganismos patégenos descritos en la Seccion IV.D.

IIl.LF. IDENTIFICACION DE NUEVAS PROTEINAS MOONLIGHTING Y SU
CONSERVACION FILOGENETICA

lIl.F.1. MEDIANTE INTERACTOMICA

Ya en un trabajo anterior habiamos propuesto que en las bases de datos de
interactdomica (PPl databases) hay mucha informacion que permitiria identificar
proteinas multifuncionales (Gomez et al., 2011). En muchos casos se trataba de
partners de interactomica descartados como Falsos Positivos por los
investigadores experimentales. También hemos propuesto que combinar el
analisis de similitud de secuencia (por Blast o PSI-Blast) con la informacion de
las bases de datos de interactomica facilita la prediccién de la funcién de las
proteinas (Espadaler et al., 2008) y de la multifuncionalidad (Hernandez et al.
2014b y 2015). Los partners de interactdmica de una proteina pueden sugerir la
funcidon o funciones de la misma por lo que se denomina “culpable por

asociacion” (“guilty-by-association”), por lo menos al nivel de “Biological Process”
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del GO. En el presente trabajo hemos considerado que las bases de datos de
interactomica revelan la segunda funcion de una proteina si estas identifican una
“Molecular Function” o, en algunos casos, un “Biological Process” de acuerdo
con la anotacién del GO y ademas esta de acuerdo con la funcién moonlighting
de la proteina de nuestra base de datos MultitaskProtDB-Il. 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
incluida en APID se capturaron los términos GO de los partners de interaccién y
se calculo el “GO term enrichment” mediante el programa “GOStat R package”
(Beissbarth and Speed et al., 2004). Esta funcion calcula p-values
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 funcion moonlighting aquellos
terminos GO con un p-value menor que 0.05, lo que nos permite eliminar

bastantes descriptores GO inespecificos (Gomez et al., 2011).

Con el objetivo de determinar si las funciones moonlighting se conservan entre
organismos filogenéticamente cercanos, se ha realizado un analisis del
interactoma de las proteinas moonlighting de MultitaskProtDB-Il y comparado
con el interactoma de proteinas equivalentes de especies cercanas (lo que se
puede denominar como ortologia de interactomas). Para ello se ha utilizado la
base de datos de PPI, APID. El proceso seguido para este analisis es el
siguiente: (a) se analizan los partners de interaccion de las proteinas
moonlighting utilizando APID, identificando aquellos partners cuyas funciones
coincidan con las funciones moonlighting, (b) se seleccionan proteinas
equivalentes a la anterior en otras especies, en las que no se ha descrito que
sean moonlighting, (c) se analizan los partners de interaccion de estas proteinas
para detectar aquellos que puedan relacionarse con la funcion moonlighting que
podria estar conservada en esa especie. Los resultados se pueden observar en
la Seccion IV.E.2.b.
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IIlLF.2. A PARTIR DE LA INFORMACION EXISTENTE EN LA BASE DE
DATOS UNIPROT

Las bases de datos UniProt y GO contienen informacion relativa a las funciones
de las proteinas. UniProt describe las funciones con texto y GO las codifica con
una serie de GO numbers identificadores, aunque en ocasiones redundantes. Es
importante  mencionar que, UniProt proporciona una gran cantidad de
informacion de la proteina tales como: aminoacidos claves para las funciones,
bibliografia, enlaces a las estructuras tridimensionales, enfermedades y las

mutaciones relacionadas, etc.

UniProt no permite una facil automatizacién del analisis de las funciones de las
proteinas ya que su descripcion consiste en un texto largo sin ningun patron
repetido ni ninguna clasificacion funcional, pero contiene mucha informacion
para cada proteina. Hay una gran diferencia entre aquellas proteinas “reviewed”,
es decir, aquellas que miembros de UniProt han revisado y las “no-reviewed”.
Las primeras contienen mucha mas informacion funcional y estructural, ademas
han eliminado las redundancias con otras proteinas, ya que UniProt contiene
entradas tales como “unknown protein” en muchos casos mostrando unicamente

la secuencia de la proteina.

UniProt a su vez, afiade algunos codigos GO relevantes, aunque no todos para
cada proteina. GO en cambio, unicamente contiene informacion funcional. Esto
permite una automatizacion del analisis y estamos trabajando en un programa
que permitira en un futuro analizar y proponer qué proteinas son moonlighting
utilizando la clasificacién GO. De momento los resultados son prometedores ya
que el programa permite predecir mas de un 90% de nuestra base de datos de
proteinas moonlighting. El problema principal es establecer los listados de
identificadores que realmente vayan ligados de forma univoca a las funciones
biolégicas, pues en GO hay una enorme cantidad de identificadores redundantes

0 poco significativos.

Pero sin disefar y utilizar ningun programa también es posible encontrar
proteinas moonlighting, unicamente utilizando el buscador avanzado de UniProt.
Con este buscador podemos pedirle que nos muestre aquellas proteinas que

presenten diversos identificadores GO concretos, por ejemplo, algunos
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asociados a las funciones de enzima y factor de transcripcion, o bien que nos
muestre aquellas proteinas presentes en dos compartimentos celulares distintos.
Se han identificado un buen numero de posibles proteinas moonlighting
utilizando el buscador avanzado de UniProt, los pares de funciones mas

abundantes los describimos en las Tablas 15,16 y 17 de la Seccién IV.E.

lIlLF.3. APARTIR DE LA INFORMACION EXISTENTE EN LA BASE DE DATOS
OMIM

Con el objetivo de cruzar la informacion entre las bases de datos UniProt y
OMIM, se ha seguido el procedimiento secuencial descrito en la Figura 11: (a)
hacer una lista de proteinas UniProt relacionadas con enfermedades segun la
base de datos OMIM vy la literatura (se recogieron 3600 proteinas inicialmente);
(b) eliminar las entradas de enfermedades causadas por mas de una proteina;
(c) seleccionar solo las proteinas que causan mas de una enfermedad; (d) revisar
manualmente las enfermedades causadas por cada una de estas proteinas vy:
(d1) seleccionar aquellas proteinas en las que las enfermedades no estan
relacionadas entre si, o (d2) seleccionar aquellas proteinas en las que las
enfermedades no parecen estar relacionadas (esto significa una base molecular
diferente) a la funcién candnica de la supuesta proteina moonlighting. Esta lista
final debe contener entradas que puedan caracterizarse como supuestas

proteinas moonlighting (Figura 11).
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3600 human proteins
involved in diseases

| 18853 OMIM entries |

Automated selection Automated deletion of proteins

| 8279 diseases in OMIM | involved in only one disease

I -
[ ] 2892 human proteins

372 7907 involved in more than
multigenic monogenic one diseases

Manual selection of those proteins involved in more than one disease with
different molecular basis or in which the canonical function cannot explain the
molecular basis of one of the diseases

Structural analysis Protein interaction
{using PISITE) analysis: BioGrid / IMEX
A list of structurally similar A list of interactions with other
proteins to the problem protein proteins
[

Manual selection of proteins whose canonical functions cannot explain the
molecular basis of the disease

NEGATIVE RESULTS POSITIVE RESULTS
No putative moonlighting The function of this protein is a
protein detected putative moonlighting function
of the analyzed protein

Figura 11: Proceso seguido para predecir proteinas moonlighting a partir de la base de
datos OMIM, analisis estructural y de interaccion proteina — proteina.

I.G. RELACION ENTRE PROTEINAS MOONLIGHTING, ENFERMEDADES
HUMANAS Y DIANAS FARMACOLOGICAS.

Bases de datos

Utilizamos las proteinas moonlighting de la base de datos MultitaskProtDB-II
(Franco-Serrano et al., 2018) (http://wallace.uab.es/multitask). La informacion
presente en la base de datos Human Mendelian Inheritance in Man (OMIM,
www.omim.org) (Hamosh et al., 2005) y la base Human Gene Mutation Database
(HGMD, www.hgmd.cf.ac.uk) (Cooper et al., 1998), cada una de las proteinas ha
sido cuidadosamente inspeccionada. Con esta estrategia, se identificaron las
proteinas moonlighting que estan involucradas en enfermedades humanas.

Ademas, se ha rastreado la base de datos de dianas terapéuticas (TTD,
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http://bidd.nus.edu.sg/group/cjttd) (Quin et al., 2014) y la base de datos de
DrugBank (www.drugbank.ca) (Wishart et al., 2008) en busca de informacion
relevante para ver si cada una de las proteinas moonlighting es una diana
farmacoldgica. Algunas caracteristicas importantes de la proteina han sido
obtenidas de UniProt (www.UniProt.org). Si esta disponible, la estructura

tridimensional de la proteina se ha obtenido del PDB (www.rcsb.org).

La significacion estadistica de los datos obtenidos a partir de estas fuentes se
analizé mediante un ODD ratio test. El intervalo de confianza (IC) utilizado fue
del 95%. El ODD ratio test es un sistema estandar para medir el grado de
asociacion entre las variables categdricas de dos estados (en nuestro caso,
enfermedad/no enfermedad frente al moonlighting/no-moonlight y druggable/no-
druggable versus moonlighting/no-moonlighting). Para establecer la significacién
estadistica de las diferencias observadas, se ha calculado la Fisher’s exact test

utilizando R.

Mapado y vinculaciéon de enfermedades a la funciéon canénica o a la

moonlighting

Se realiz6 un analisis exhaustivo de la literatura relacionada con las
enfermedades asociadas con las proteinas multifuncionales humanas de la base
de datos MultitaskProtDB-Il. Para cada uno de estos casos, se han estudiado las
caracteristicas de la patologia con objeto de relacionar a nivel molecular, la
enfermedad con la funcion canonica, moonlighting o ambas funciones. En
algunos de ellos, no se encontraron suficientes datos en la literatura para
relacionar la patologia con una de las funciones. Cuando existen datos
relevantes y para demostrar esta condicién y tratar de mapar las funciones
candnicas y moonlighting en la estructura de la proteina, se ha propuesto el uso
de una combinacion de diferentes métodos. Si la estructura tridimensional de la
proteina esta disponible, se puede utilizar el programa PiSite (Higurashi et al.,
2009), segun lo descrito en el apartado IIl.D. (Hernandez et al., 2014). Este
algoritmo busca proteinas con una estructura tridimensional similar a la proteina
de consulta. Los resultados nuevamente deberian revisarse manualmente y
usarse para buscar estructuras de proteinas que puedan explicar la enfermedad
gue no es causada por la funcidn candnica. En estos casos, la funcidn que realiza

esta nueva proteina podria ser la funcion moonlighting de la proteina original.
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También se pueden usar bases de datos de interaccion de proteinas, como APID
(Alonso-Lopez et al., 2016), BioGRID (Chatr-Aryamontri et al., 2015) o IMEX
(Orchard et al., 2012). En este caso, podemos buscar proteinas que
interaccionen con nuestra proteina y que puedan sugerir una explicacion de la
enfermedad no relacionada con la funcién candnica de la proteina de consulta.
Ademas, esta proteina “partner” de interaccion podria tener una estructura
tridimensional ya resuelta y, por lo tanto, el método PiSite mencionado
anteriormente podria aplicarse para predecir regiones funcionales de la proteina,
utilizando las anotaciones estructurales que pueden obtenerse de la literatura y
de UniProt. Esta informacién contiene las regiones funcionales clave y los
aminoacidos de la proteina que deben usarse para relacionar estas
caracteristicas con el efecto patologico de la enfermedad. Finalmente, estas
regiones importantes deberian estar localizadas en la estructura de la proteina,
verificando que estan en diferentes zonas para mapar las funciones candnicas y

moonlighting.

lIlLH. RELACION ENTRE PROTEINAS MOONLIGHTING Y VIRULENCIA DE
MICROORGANISMOS PATOGENOS
éPor qué muchas proteinas del metabolismo primario estan relacionadas

con la virulencia de microorganismos patégenos?

En un trabajo previo (Amela et al., 2007) el grupo sugirié que el sistema inmune
evita desarrollar respuesta contra proteinas de microorganismos patdégenos que
comparten epitopos con alguna proteina del huésped. Basandonos en esto y en
que la gran mayoria de proteinas moonlighting de patégenos corresponden a
funciones del metabolismo primario, es decir, evolutivamente conservadas, se
procedié a predecir sus correspondientes epitopos B con objeto de ver si los
compartian con las ortdlogas humanas o animales. Asimismo, como control se
procedié a comprobar si las proteinas que han dado lugar a una vacuna por
subunidades presentaban homologia secuencial y por tanto de epitopos, con

alguna proteina humana o animal.

Las proteinas de virulencia de los patégenos que son moonlighting se obtuvieron

de MultitaskProtDB-II (Franco-Serrano et al., 2018). Las proteinas candidatas a
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ser vacunales se obtuvieron de la base de datos Violinet (He et al., 2014), que
contiene 800 proteinas que se han probado como vacunas de subunidades
(recombinantes o aisladas) y luego purificadas. Estas vacunas pueden estar en

diferentes estados: ya comercializadas; licenciadas y en estado de investigacion.

Los epitopos lineales de células B de las proteinas ortélogas humanas de las
proteinas de virulencia de patégeno previamente mencionadas (por ejemplo,
Enolasas) se predijeron usando el algoritmo BepiPred (Larsen et al., 2006). Los
alineamientos de secuencia se realizaron con BLASTP del servidor NCBI
(Altschul et al., 1997), y los alineamientos multiples se realizaron con Clustal-
Omega del servidor EBI (Li et al., 2015). Ambos andlisis se realizaron bajo los
parametros predeterminados del servidor. Los resultados obtenidos pueden

verse en la Seccion IV.D de este trabajo.

En cuanto a la relacion de las proteinas moonlighting y la virulencia de
microorganismos patogenos se han seguidos dos lineas de investigacion, ambas
basadas en la abundancia de proteinas del metabolismo primario con funcion de
virulencia. Por un lado, se han intentado localizar motifs o regiones comunes en
estas proteinas que puedan implicar una interaccion con las proteinas del
huésped a las que se unen (Plasmindgeno, Fibronectina, etc.) y por otro lado se
ha intentado explicar porque las proteinas del metabolismo primario relacionadas
con virulencia no producen respuesta inmune eficaz en el huésped y no son
buenas candidatas como dianas vacunales. Estos resultados han sido

publicados durante la realizacion de esta tesis. (Franco-Serrano et al., 2018b)

Identificacion de motifs o regiones comunes relacionadas con la virulencia

En este sentido, tal y como se describe en el apartado Ill.E., se ha utilizado el
servidor MinimotifMinner, ademas de programas de creacién propia y analisis
manual para la identificacion de motifs que probablemente estén relacionados
con virulencia. Esto es porque interaccionan con proteinas que regulan el
sistema inmunitario y participan en diversas funciones relacionadas con la
sangre y el Plasmindgeno. Este analisis también se ha realizado para determinar
que los motifs de unién a Plasmindégeno descritos actualmente en la bibliografia

estan presentes tanto en microorganismo patégenos como no patégenos.
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IV. RESULTADOS

IVVA.  BASE DE DATOS MULTITASKPROTDB-I 'Y ALGUNAS
CONSIDERACIONES ACERCA DE SU CONTENIDO

IV.A.1. ACTUALIZACION DE LA BASE DE DATOS

El grupo disefié y publicé la primera base de datos de proteinas moonlighting

accesible en: http://wallace.uab.es/multitask/ (Hernandez et al., 2014). En el

presente trabajo se ha redisefiado, actualizado y publicado una base de datos
renovada con importantes mejoras tanto en el numero de proteinas como en la
informacion para cada proteina (Franco-Serrano et al. 2018) y esta disponible

en: http://wallace.uab.es/multitaskll (Figura 12). La nueva base de datos

contiene 694 proteinas moonlighting.

Dotads found 694 Fago 1 of 3% Hacords Par Paga

Moonliahting Function £ Human Ciscare  Druas

PAD, Flavin adening daycieotdy Lavd_A{100) 17404328

Home sapiens  Truecus anienceus  WLZL6407, PO1BS352, POSNOSY. MeOUII10, UTI2E ttve Aloc) R jewresdg

ISE2ESR

Figura 12: Una captura de pantalla de MultitaskProtDB-II.
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La informacion disponible para cada proteina, en orden de columnas de izquierda

a derecha, es la siguiente. Las columnas estan enlazadas a la informacién

correspondiente.

- La columna 1 es un botdn que permite visualizar las caracteristicas de
una proteina moonlighting concreta.

- La columna 2 es un boton que permite seleccionar una proteina.

- Lacolumna 3 (UniProt) muestra el numero de acceso de UniProt y permite
acceder a esta base de datos.

- La columna 4 (Protein Name) muestra el nombre de la proteina.

- La columna 5 (Canonical Function) contiene una descripcion detallada de
la funcién canodnica de la proteina.

- Las columnas 6 y 8 (GO y GO Moon) muestran los numeros GO
relacionados con las funciones canodnica y moonlighting de la proteina.

- La columna 7 (Moonlighting Function) contiene una descripcion detallada
de las funciones moonlighting.

- La columna 9 (Organism) indica el organismo en el que la proteina actua
como una proteina moonlighting de acuerdo con la bibliografia.

- La columna 10 (Human Disease) indica las enfermedades asociadas, en
el caso de las proteinas moonlighting humanas y estan enlazadas a la
base de datos OMIM.

- La columna 11 (Drugs) indica si la proteina es una diana conocida de
algun medicamento actual y esta enlazada con la informacion
correspondiente en la base de datos de DrugBank.

- La columna 12 (PDB) indica la estructura tridimensional en la base de
datos PDB correspondiente a la proteina resuelta experimentalmente, si
se resolvio experimentalmente. La cifra entre paréntesis indica el
porcentaje de identidad con una proteina de PDB en el caso de que se
haya modelado utilizando esta estructura homdéloga de PDB como
plantilla. Cuando la estructura esta resuelta experimentalmente la cifra es
100.

- La columna 13 (Models) proporciona el modelo de estructura 3D de la

proteina moonlighting de acuerdo con los servidores I-Tasser o Phyre2.
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- La columna 14 (References) proporciona un enlace a la referencia

bibliografica en PubMed.

Ademas, la pagina web proporciona algunos recursos, como botones de
visualizacion, impresion o busqueda. También incluye, un facil proceso de
exportacion de toda la base de datos o de algunas entradas seleccionadas. El
tipo de archivo de datos obtenido a través de la opcion de exportacion se puede
seleccionar segun el tipo de archivo de datos requerido por el usuario (Excel,
Word, CSV o XML). Ademas, se puede ordenar alfabéticamente cada columna
haciendo clic en el titulo de la columna, y esto permite ordenar, por ejemplo, por
organismos. En la Informacién Suplementaria S1, se puede encontrar un listado

completo de las proteinas moonlighting en MultitaskProtDB-II.
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IV.A.2. ALGUNAS INFERENCIAS A PARTIR DE LA BASE DE DATOS
MULTITASKPROTDB-II

Folds que presentan las proteinas moonlighting

Una de las posibles preguntas que se pueden hacer sobre las proteinas
moonlighting es si éstas muestran preferencias por ciertas arquitecturas o folds
estructurales. Para ello, utilizando el cédigo SCOP asociado a la estructura PDB
con la que se alined la secuencia de la proteina moonlighting, se realizé una

tabla de frecuencias de los principales folds observados (Tabla 3).

Tabla 3: Principales folds observados en las proteinas moonlighting

cl TIM beta/alpha-barrel
c2 NAD(P)-binding Rossmann-fold domains

bl Immunoglobulin-like beta-sandwich
ca7 Thioredoxin fold
c37 P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases
c55 Ribonuclease H-like motif
c57 Molybdenum cofactor biosynthesis proteins
di44 Protein kinase-like (PK-like)
d54 Enolase N-terminal domain-like
i1 Ribosome and ribosomal fragments

alis alpha-alpha superhelix
c8 The "swivelling" beta/beta/alpha domain
di5 beta-Grasp (ubiquitin-like)
d162 LDH C-terminal domain-like
d58 Ferredoxin-like
al27 L-aspartase-like
a4s GST C-terminal domain-like
b26 SMAD/FHA domain
b29 Concanavalin A-like lectins/glucanases
b35 GroES-like
b42 beta-Trefoil
b69 7-bladed beta-propeller
b85 beta-clip
c23 Flavodoxin-like
c26 Adenine nucleotide alpha hydrolase-like
c42 Arginase/deacetylase
c58 Aminoacid dehydrogenase-like, N-terminal domain

NINININ NN NINNNNNNOWWOWW W W PSS PP dDPunoo0o 0O

c67 PLP-dependent transferase-like
OTHER

~
S
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Se puede ver que, los dos folds mas abundantes son el TIM beta/alpha-barrel y

el NAD(P)-binding Rossmann-fold. Ambos folds son muy abundantes y se

corresponden con el par de funciones prevalentes entre las proteinas

moonlighting, es decir, ser una enzima y un factor de transcripcion.

TIM beta/alpha-barrel es un motif estructural que contiene un barril
paralelo de hojas beta. El TIM barrel es un fold proteico que consta de
ocho hélices a y ocho hojas 3 paralelas que se alternan a lo largo de la
cadena principal del péptido. La estructura lleva el nombre de la
triosafosfato isomerasa, una enzima metabdlica conservada. Los TIM
barrel son uno de los folds de proteina mas comunes. También es comun
en las enzimas, que son el tipo de proteina mas abundante entre las
proteinas moonlighting. Quizas esas son las razones por las que el TIM

barrel también es el mas comun entre las proteinas moonlighting.

NAD(P)-binding Rossmann-fold domains. El fold de Rossmann es un
motif estructural que se encuentra en proteinas que se unen a nucleétidos,
como los cofactores enzimaticos FAD, NAD + y NADP +. Este
plegamiento se compone de hojas beta alternadas con segmentos alfa
helicoidales donde las cadenas beta estan unidas por enlaces de
hidrégeno formando una lamina beta extendida y las hélices alfa rodean

ambas caras de la lamina para producir un sandwich de tres capas.

En cuanto a las clases de proteinas, la mas comun en las proteinas moonlighting

es la clase "c", que corresponde a las proteinas alfa-beta (a/f), seguidas de la

clase "d", las proteinas alfa+beta (a+f) (Figura 13).
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Figura 13: Distribucion de las clases de proteinas en las proteinas moonlighting. (a)

Toda alfa (b) Toda beta (c) Proteinas alfa-beta (a/f) (d) Proteinas alfatbeta (a+p) (g)
Pequenas proteinas (i) Estructuras proteicas de baja resolucion (j) Péptidos.

5]

Sin embargo, estos resultados son diferentes si se habla de proteinas normales

(no moonlighting) como se puede ver en la Figura 14.
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Figura 14: Distribucion de las clases de proteinas en el proteoma general (a) Toda alfa
(b) Toda beta (c) Proteinas alfa-beta (a/p). (d) Proteinas alfat+beta (a+f). (g) Pequenas
proteinas (i) Estructuras proteicas de baja resolucion (j) Péptidos.

Para analizar cualquier preferencia de folds en nuestra base de datos de
proteinas moonlighting, todas las proteinas se alinearon con la base de datos
astral95, y se hizo un subconjunto de proteinas considerando solo aquellos con
menos del 95% de identidad (moon95). Con esta estrategia, quisimos evitar la

abundancia de la misma proteina de especies cercanas y evitar proteinas
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sobrerrepresentadas debido a la acumulacién de la misma proteina con multiples
funciones moonlighting. Para comprobar si la distribucion de las frecuencias de
fold es similar a la que veriamos si las proteinas moonlighting tuvieran la misma
distribucion de folds que la observada en la base de datos astral95, la distribucién
de frecuencias del subconjunto moon95 se comparé con la distribucion presente
en las proteinas de la base de datos astral95. Esto se hizo usando un G-test
calculado a través del paquete estadistico R (www.r-project.org). El p-value
proporcionado por R fue menor que 2.2x10-16, que esta por debajo del umbral
de aceptacion de la hipotesis nula. Entonces podriamos concluir que la
distribucion de frecuencias en las clases estructurales de ambos subgrupos de
proteinas es diferente. El listado completo de proteinas con sus clases y folds
funcionales se pueden consultar en la Informacion Suplementaria S2 de este

trabajo.

Organismos en MultitaskprotDB-II

Otra estadistica interesante de la base de datos de proteinas moonlighting es la
abundancia de organismos en ella. Como se puede ver en la Figura 15, el
organismo mas abundante es Homo sapiens con 186 proteinas moonlighting en
nuestra base de datos, ese hecho ya se esperaba porque es el organismo mas
investigado. Los siguientes organismos son Streptococcus, E. coli y
Saccharomyces cerevisiae. Un 25% de las proteinas moonlighting de la base de
datos estan involucradas en la virulencia de microorganismos patdégenos, como

se analizara mas adelante en este trabajo.
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OTHER | —
Haemophilus SPP. W
Chlamydia spp. MW
Borrelia burgdorferi
Legionella pneumophila
Thermococcus SPP.
Salmonella spp.
Caenorhabditis elegans
Caenorhabditis
Bos taurus
Helicobacter pylori
Drosophila melanogaster
Listeria monocytogenes
Staphylococcus spp.
Paracoccidioides brasiliensis
Mycoplasma spp.
Plasmodium SPP.
Candida albicans
Neisseria spp.

Rattus norvegicus
Bifidobacterium spp. I
Lactobacillus NN
Bacillus spp. N
Mus musculus  INEG_GE
Mycobacterium spp. [N
Virus I
Arabidopsis thaliana I
Saccharomyces cerevisiae I
Escherichia coli NN
Streptococcus spp. I

Homo sapiens I ——

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Figura 15: Principales organismos presentes en la base de datos de proteinas moonlighting ordenado por
el niumero de proteinas moonlighting detectadas.

En relacién a las funciones de las proteinas moonlighting, hemos analizado y
emparejado funciones de todas ellas en nuestra base de datos, resultando que,
en organismos Eucariotas, el ser enzima y factor de transcripcién es la clase mas
abundante, seguida por presentar dos actividades enzimaticas diferentes. En el
caso de los organismos Procariotas, lo mas comun es ser una enzima y una
proteina de adhesiéon involucrada en virulencia. Como se muestra en las
siguientes Tablas 4 y 5.
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Tabla 4: Porcentajes de pares funcionales en las proteinas moonlighting respecto la
cantidad total de proteinas en nuestra base de datos

FUNCTION 1 FUNCTION 2 % OF
PROTEINS
Enzyme Transcription factor 22,9%
Enzyme Adhesion protein 16,0%
Enzyme Enzyme 14,2%
Enzyme Structural protein 11,8%
Transcription factor Transcription factor 9,4%
Chaperone Cytokine activator 2,8%
Structural protein Structural protein 2,4%
Enzyme Enzyme inhibitor 2,1%
Receptor Receptor 1,7%
Enzyme Chaperone 1,7%
Enzyme activator Enzyme inhibitor 1,7%
Structural protein Adhesion protein 1,7%
Enzyme Cytokine 1,4%
Enzyme Apoptosis 1,4%
Enzyme Signalling 1,4%
Transcription factor Structural protein 1,0%
Transcription factor Cytokine 1,0%
Enzyme Virulence factor (not 0,7%
adhesion)

Chaperone DNA binding 0,7%
Chaperone Toxin 0,7%
Transcription factor Adhesion protein 0,7%
Structural protein DNA binding 0,7%
Receptor Enzyme 0,7%
Chaperone Biofilm protein 0,3%
Structural protein Membrane proteins 0,3%
Enzyme Halotolerance 0,3%

78



RESULTADOS. BASE DE DATOS.

Tabla 5: Porcentaje de pares funcionales en proteinas moonlighting Procariotas listadas
en nuestra base de datos

FUNCTION 1 FUNCTION 2 % OF
PROTEINS

Enzyme Adhesion protein 45,1%
Enzyme Transcription factor 17,6%
Chaperone Cytokine activator 7,8%
Enzyme Enzyme 2,9%
Transcription factor Transcription factor 6,9%
Enzyme Structural protein 4,9%
Enzyme Chaperone 2,9%
Enzyme Apoptosis 2,0%
Chaperone Toxin 2,0%
Enzyme Virulence factor 2,0%
Transcription factor Structural protein 1,0%
Enzyme Enzyme inhibitor 1,0%
Receptor Receptor 1,0%
Enzyme Cytokine 1,0%
Structural protein DNA binding protein 1,0%
Chaperone Biofilm protein 1,0%

Como se puede ver en ambas figuras, la funcién moonlighting mas comun en
proteinas de organismos Eucariotas y Procariotas son las enzimas. Las
principales diferencias entre Eucariotas y Procariotas es que la segunda funcién
en los primeros es de unién a DNA y actuar como factor de transcripcion y en los
segundos son funciones relacionadas con la virulencia de microorganismos
patdgenos que son el 45% de todas las proteinas moonlighting de Procariotas.
Ademas, este porcentaje aumenta cada dia debido al descubrimiento de factores
de virulencia en diferentes organismos. Algunas proteinas actuan como
moonlighting en diversas especies. Este hecho sera discutido en la Seccién IV.E.
y esto nos hace pensar que la multifuncionalidad se conserva entre proteinas

similares en diferentes especies.
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IV.B. PREDICCION E IDENTIFICACION DE PROTEINAS MOONLIGHTING Y
MAPADO DE DOMINIOS FUNCIONALES

Todos estos resultados provienen del andlisis de las proteinas multifuncionales
contenidas en la base de datos MultitaskProtDB-Il. Como se menciond
anteriormente, las funciones han sido etiquetadas como canénica (la primera
histéricamente identificada) y moonlighting (o multitasking o multifuncional), las
posteriores. La funcion candnica suele corresponder también con la funcion mas
divulgada, pero esto no implica relevancia biolégica y simplemente se refiere al
orden histérico del descubrimiento de la funcién biolégica. Existen diversas
formas de asignar una funcién a una secuencia de proteina cuya funcion es
desconocida, pero los métodos mas utilizados usan la propiedad transitiva. Si
una proteina de funcidon desconocida tiene un suficiente grado de similitud con
otra proteina con diferente funcion, entonces se supone que comparten la misma
funcion. Si ademas tenemos mucha informacién redundante (es decir, un gran
conjunto de secuencias relacionadas), esta redundancia se puede usar para
inferir funciones extrayendo patrones o perfiles. En este caso, podemos usar
estos patrones (los llamaremos "motifs" y dominios) para inferir la funcion. El
patron extraido también se puede utilizar para identificar aminoacidos esenciales
para la funcién. Otra forma de identificar aminoacidos importantes para la funcion
de la proteina es mediante el modelado de su estructura tridimensional.
Finalmente, a partir del desarrollo de los métodos de interactdmica, identificar los
partners de interaccion compartidos también permite sugerir funcion (Espadaler
et al., 2005, 2008; Gomez et al., 2008). Todas estas estrategias (alineamiento de
secuencias, identificacién de motivos, partners de interaccién, modelado 3D vy
sus combinaciones) se han utilizado en este trabajo para inferir la funcion de las

proteinas multifuncionales.
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IV.A.1. ANALISIS MEDIANTE HOMOLOGIA REMOTA

Blast, y especialmente PSI-Blast, puede detectar proteinas multifuncionales, en
especial aquellas que provienen de la fusion de dos proteinas o dos dominios
diferentes. El algoritmo de homologia remota PSI-Blast es especialmente
adecuado para identificar proteinas moonlighting porque puede identificar tramos
de residuos de aminoacidos de diferentes dominios, aunque no estén
aparentemente conservados secuencialmente y que se puedan relacionar con
diferentes funciones bioldgicas (Gomez et al., 2003; Khan et al., 2012). Al igual
que en las busquedas de bases de datos de PPI (ver siguiente apartado), se
muestran una gran lista de resultados y el investigador no sabe a priori, cuales
de ellos seran verdaderos positivos, y es el analisis cuidadoso de las diferentes
predicciones y de los datos experimentales el que puede sugerir un verdadero
positivo. Se utilizo PSI-Blast y ByPass con las proteinas moonlighting listadas en
la base de datos MultitaskProtDB-Il segun los métodos descritos en la Seccion
[l de Métodos para analizar si estos métodos son capaces de detectar las

proteinas moonlighting descritas y con qué eficacia lo hacen.

La columna 4 de la Tabla 6 muestra algunos ejemplos de proteinas moonlighting
identificadas por homologia remota. En la Informacion Suplementaria S3 de la
tesis y de la publicacién en Frontiers in Bioengineer. & Biotechnol. se muestran

mas ejemplos.
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Tabla 6: Ejemplos de proteinas moonlighting identificadas combinando homologia remota e

interactdmica

CANONICAL
FUNCTION

Phosphoglucose
isomerase

Pyruvate kinase

Ribosomal protein
S3 (human)

Ure2

PO ribosomal protein

Vhs3 -
phosphopantotheno
ylcysteine
decarboxylase
subunit Vhs3

Epsin

alpha-crystallin A
chain

Hexokinase

Ribosomal protein
L7

PIAS1 (E3 SUMO-
protein ligase
PIAS1)

MOONLIGHTING
FUNCTION

- Neurotrophic factor

- Neuroleukin

- Autocrine motility factor
- Nerve growth factor

Tyroid hormone-binding
rotein

Apurinic/apirymidinic
endonuclease

Glutathione peroxidase

DNA repair

Regulator of
serine/threonine protein
phosphatase

Organizing mitotic
membranes/influencing
spindle assembly
Heat-shock protein

Transcriptional regulation

Autogenous regulation of
translation

Activation of p53

PPI partners
(only some hits are shown)

- G0:4842 Autocrine motility
factor receptor 2

- GO: 31994 Insulin-like
growth factor binding protein
3

- GO:3707 Nucelar hormone
receptor member nhr-111

- GO: 9914 Sex hormone
binding globulin

- GO: 5179 Atrial natriuretic
factor

- GO: 31571 DNA damage
binding protein 1

- GO: 3735 S27 ribosomal
protein

GO: 6808 Nitrogen regulatory
protein

G0:6281, FACT complex
subunit SSRP1

GO0:4724, Serine/threonine-
protein phosphatase PP-Z1

GO:7067, Cell division
control protein 2 homolog

GO0:6986, Heat shock protein
beta-1

GO0:16563, Metallothionein
expression activator

GO0:6414, 60S ribosomal
protein L7a

GO:7569, Cellular tumor
antigen p53

PSI-Blast/ByPass OUTPUT
(only some hits are shown)
gil17380385
- Glucose 6 Phosphate
isomerase
- Autocrine motility factor
- Neuroleukin

gil20178296

- Pyruvate kinase isozymes
- Cytosolic yhyroid hormone-
binding protein

gil290275
- Ribosomal protein S3
- AP endonuclease DNA repair

gil173152; gi449015276

- Glutathione transferase-like
protein

- Nitrogen catabolite repression
transcriptional regulator

gi|254572327|ref|XP_002493273
.1| Negative regulatory subunit of
the protein phosphatase 1 Ppz1p

gi|2072301|gb|JAAC60123.1|
mitotic phosphoprotein 90

gi|1706112|sp|P02489.2|CRYAA
_HUMAN RecName: Full=Alpha-
crystallin A chain; AltName:
Full=Heat shock protein beta-4
gi|254573908|ref|XP_002494063
1] Non-essential protein of
unknown function required for
transcriptional induction
0i|339256006|ref|XP_003370746
.1| eukaryotic translation initiation
factor 2C 2
gi|58176991|pdb|1V66|A Chain
A, Solution Structure Of Human
P53 Binding Domain Of Pias-1

También se han utilizado los programas de busqueda de motifs/dominios

funcionales (Prosite, Pfam, etc) contenidos en el servidor InterPro. La Figura 16

muestra dos predicciones utilizando estos programas. Hay que resaltar que

debido al redisefio (“curado”) que los creadores de tales programas realizan, con

objeto de mejorar la prediccién del motif/dominio “candnico”, como en la Figura

16(a), se pierden aquellos que sugeririan una segunda funcion. Por ello,
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programas no curados, como PfamB, o no actualizados, como Blocks, suelen ser
mas utiles para la identificacion de proteinas moonlighting como muestra la
Figura 16(b). Finalmente, merece ser mencionado que solo el 10% de las
proteinas moonlighting de la base de datos son identificadas por PSI-Blast e
InterPro al mismo tiempo, lo que se explica por el relativamente escaso numero

de motifs y dominios descritos (unos 1300).

IV.A.2. BUSQUEDA EN BASES DE DATOS DE INTERACTOMICA

El grupo ha propuesto anteriormente que las bases de datos de interaccion
proteina-proteina (PPl) combinadas con analisis de similitud de secuencia
pueden ayudar a predecir la funcion proteica (Espadaler et al., 2005, 2008) y que
las bases de datos PPl también deben contener informacién sobre las proteinas
moonlighting y sugerencias de analisis adicionales para probar sus funciones
moonlighting (Gomez et al., 2011; Hernandez et al., 2014, 2015). Los partners
de interaccion de una proteina podrian sugerir la funcion o funciones de una
proteina ("guilty-by-association"), al menos en el nivel del proceso bioldgico de
GO. Consideramos que las bases de datos de interactomica revelan
correctamente una segunda funcion para la proteina moonlighting si la base de
datos PPI identifica una Funcion Molecular o, en algunos casos, un Proceso
Bioldgico segun la anotacion Gene Ontology, que esté de acuerdo con la funcion
adicional descrita en nuestra base de datos. Luego, para filtrar resultados y
mejorar la precision, es aconsejable realizar un analisis de enriquecimiento de
Gene Ontology. Para cada proteina moonlighting incluida la base de datos de
interactomica APID, se recopilaron los términos GO de los partners de
interaccion y se calculd el enriquecimiento del término GO mediante el paquete
GOStat R (Beissbarth y Speed, 2004). Esta funcién calcula p-values
hipergeométricos para la sobrerrepresentacion de cada término GO en la
categoria especificada entre las anotaciones GO para las funciones de interés.
Seleccionamos como verdaderos indicadores de funcidon moonlighting estos
términos GO con un p-value menor a 0.05; este umbral también nos permite
eliminar descripciones inespecificas de GO (Gomez et al., 2011). La columna 3

de la Tabla 6 muestra algunos ejemplos de identificacion de funciones
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moonlighting con PPIl. Debido a que el numero de partners de interaccion
encontrados en las bases de datos PPl puede ser alto, seleccionar los
verdaderos partners no es una tarea facil si el investigador no tiene pistas
adicionales. La lista de resultados debe reducirse adecuadamente al tener en
cuenta otras predicciones bioinformaticas como se describe a continuacion, o
con la ayuda de datos experimentales o clinicos que sugieran correlaciones
utiles. En este sentido, hemos encontrado que, al combinar la informacion de la
base de datos PPl y de las busquedas remotas de homologia, la prediccion de
moonlightings es altamente mejorada. Un problema adicional es que muchas
especies no han sido analizadas por interactémica; por lo tanto, la mayoria de
las proteinas de MultitaskProtDB-II no tienen partners proteicos en las bases de
datos PPI.

En nuestra opinion, el limite principal del nivel de prediccion de proteinas
moonlighting utitlizando las bases de datos de PPI se debe principalmente a la
baja sensibilidad de la interactomica (es decir, muchos falsos negativos) mas

que a la baja especificidad (es decir, falsos positivos).

IV.A.3. COMBINACION DE ANALISIS DE HOMOLOGIA REMOTA CON
INTERACTOMICA

Buscamos proteinas de nuestra base de datos que tengan partners de
interaccion en la base de datos de PPI, APID (Alonso-Lopez et al., 2016). Como
se indicé anteriormente, cada proteina moonlighting puede presentar una gran
cantidad de supuestos partners de interaccion y también una gran cantidad de
presuntos homologos remotos en el algoritmo PSI-Blast. Hemos inspeccionado
manualmente ambos tipos de resultados para verificar la interseccion de ambos
conjuntos y asi limitar la lista de candidatos y mejorar la prediccion de las
proteinas moonlighting conocidas. Esta inspeccion manual ha sido necesaria
porque hay un problema relacionado con los diferentes descriptores de
anotacion representados por los dos tipos de resultados. La mayoria de las
salidas Blast/PSI-Blast de los alineamientos de secuencia no informan de
anotaciones semanticas, mientras que muchas bases de datos PPl usan

anotaciones GO. Este hecho complica la automatizacion en la salida de datos.
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Sugerimos tomar como posibles coincidencias positivas a las que describen una
funcioén en cualquier posicion del resultado PSI-Blast/ByPass que corresponde a
un partner de la base de datos de PPI, como se muestra en los ejemplos de la
Tabla 6, columnas 3 y 4. Ahora el grupo esta disefando un programa que es

capaz de hacer coincidir automaticamente dos o mas salidas.

IV.A.4. BUSQUEDA DE MOTIFS O DOMINIOS ESPECIFICOS DE FUNCION

La busqueda de diferentes motifs/dominios vinculados a diferentes funciones en
una secuencia de proteina diana utilizando InterPro deberia, en principio, ayudar
a identificar las proteinas moonlighting. Sin embargo, hay dos problemas
principales: (a) el numero relativamente bajo de dominios y motifs actualmente
conocidos y (b) la version actual de programas como Prosite, etc., que se han
disefiado para una prediccion mas precisa de los motifs/dominios mas comunes,
pero no identifica dominios comunes. Esto explicaria el hecho de que el uso de
InterPro con las proteinas de nuestra base de datos identifique la funcion
canonica para aproximadamente el 80% de ellas, pero para la funcién
moonlighting en solo el 10% de los casos. Por ejemplo, el clasico ejemplo de
proteina moonlighting es la Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa/uracil
glicosilasa (GAPDH/UDG), la salida PSI-Blast revela ambas funciones con
puntuaciones altas, pero InterPro solo identifica un motif para la funciéon candnica
(GAPDH) de esta proteina. Sin embargo, ambas funciones estan identificadas
por Blocks. En el caso de la proteina Arg 2, Blocks identifica las funciones
canonicas y moonlighting como las dos puntuaciones mas altas de la salida
(Figura 16A).
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A 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 Incsitol polyphosphate kinase 1 5 of 5 7.4e-70
IPB005612 CBF/Mak2l family 1 1 of 11 4.6e-08
IPB007759 DNA-directed RNA polymerase delta s 1 1 of 2 2.6e-07
IPB004855 Transcription factor IIA, alpha/bet 1 1 of 4 2.7e-06

B >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

>PDB1HO055 (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 16: Dos ejemplos de las salidas de programas de identificacion de
motifs/dominios (A) El servidor Blocks identifica ambas funciones de la proteina Arg2 en
las posiciones superiores de la salida. (B) El programa ProDom muestra dos dominios
relacionados con las funciones de la aconitase, tanto candénica como moonlighting.

El hecho de que la deteccion de patrones de una funcién secundaria por un
programa que no se ha actualizado desde 2006 sea mejor que el uso de métodos
mas modernos y refinados, nos hizo pensar que este fendmeno puede deberse
a un problema entre sensibilidad y especificidad. Las herramientas de deteccién
de patrones se han desarrollado tradicionalmente para tener una buena relacién
entre especificidad y sensibilidad. Cuando se construye un conjunto de datos
estandar para entrenar estas aplicaciones, generalmente se supone que todas
las proteinas incluidas en la base de datos tienen solo una funcién. Por lo tanto,
si esta suposicion no es cierta, como es el caso de las proteinas multifuncionales,
el programa comienza sesgado en términos de pérdida de sensibilidad, de modo
que las herramientas tienden a detectar un numero bajo de funciones
secundarias. En este sentido, la tendencia de usar secuencias muy curadas para

construir estos patrones podria explicar por qué herramientas no actualizadas,

86



RESULTADOS. PREDICCION.

como Blocks, son mas efectivas para detectar funciones secundarias. Si es asi,
esto indicaria que, para detectar tales funciones secundarias, herramientas
como Blast o PSI-Blast pueden ser mas apropiadas porque no dependen de la
preexistencia de patrones previamente construidos con una semilla limitada.
Pero esto también puede deberse a otros factores, como el hecho de que
muchas herramientas nuevas, ademas de un conjunto de proteinas con funcion
conocida, incorporan un conjunto de falsos positivos (las secuencias comparten
motifs que no tienen una funcidén asignada). Este conjunto contiene proteinas
que contienen el patron asociado con la funcion de la proteina, pero en realidad
no realizan esta funcion. Para verificar si algunos de los falsos positivos se
descartan errbneamente para las funciones moonlighting secundarias, hemos
comparado todas las secuencias de falsos positivos en la base de datos de
Prosite con nuestra base de datos de proteinas multifuncionales. Luego,
verificamos 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 secundaria de estas
proteinas multifuncionales. Este calculo nos llevd a concluir que, al menos para
Prosite, los falsos positivos son verdaderos falsos positivos, porque ninguna de

esas funciones coincide con la funciéon secundaria de la proteina.

Pfam es uno de los programas que contiene InterPro y esta basado en modelos
ocultos de modelos de Markov (HMM). Las familias Pfam (dominios de proteinas
agrupados mediante HMM) se basan en alineamientos multiples de secuencias,
agrupados en dominios Pfam. La actividad biolégica de estas familias podria
describirse como dominios multiples que cumplen juntos la funcion principal. Los
limites de estos dominios estdan mejor establecidos que en la familia. Estas
caracteristicas podrian implicar que los dominios Pfam serian una mejor
herramienta para identificar las funciones moonlighting. Nuestros resultados
muestran que los dominios Pfam son cuatro veces mas efectivos en la deteccion
de la funcién moonlighting que otros métodos, pero la importancia estadistica de

esta diferencia es baja, el p-value proporcionado por un test x2 es 0.02.

Otra consideracion importante es que parte de la mejora en la prediccion de la
funcion moonlighting por Pfam se debe a la informacién adicional de la funcién

de dominio dada como documentacion complementaria.
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Otro punto que hemos explorado es la diferencia entre las bases de datos PfamA
y PfamB. PfamA es una base de datos curada manualmente que contiene un
conjunto de HMM de mas de 14,000 familias. La base de datos PfamB se
construye automaticamente con grupos de secuencias producidas por el
algoritmo ADDA (Heger et al., 2005), y sus familias generalmente provienen de
alineamientos que contienen proteinas con funciones bastante heterogéneas.
Esta caracteristica nos animé a probar si PfamA y PfamB son herramientas
apropiadas para predecir funciones secundarias. Probamos ambas versiones
utilizando el conjunto de proteinas presentes en nuestra base de datos. PfamA
predice el 78% de las funciones candnicas, pero solo el 6% de las funciones
moonlighting. Con PfamB, encontramos 58 proteinas del conjunto de proteinas
de nuestra base de datos que tienen una alta homologia con al menos una familia
PfamB, y el programa caracterizé adecuadamente el 60% de las funciones
canonicas y el 14% de las funciones moonlighting. Sin embargo, este método es
dificil de automatizar, ya que el numero de anotaciones que se probaran es muy
alto, incluso seleccionando los mejores items previamente. Hemos realizado una
breve lista de anotaciones en cada familia PfamB, priorizando secuencias de
cadenas mas largas con respecto a las cortas incluidas en las secuencias

originales usadas para generar familias PfamB.

También es destacable que PfamA no revela cerca del 80% de las proteinas
moonlighting identificadas por PfamB. Obviamente, si tenemos una ligera idea
de la funcion de la proteina, la exploracion de la salida de PfamB puede
proporcionar sugerencias sobre el proceso de encontrar la funcidn secundaria

de nuestra proteina.

IV.A.5. LOCALIZACION DE LAS FUNCIONES CANONICAS Y
MOONLIGHTING EN LA SECUENCIA/ESTRUCTURA DE LA PROTEINA

La prediccién de proteinas moonlighting es un trabajo dificil, pero mucho mas lo
es ir mas alla y encontrar un método de prediccidn que también permita mapar
bioinformaticamente las diferentes funciones en la estructura 3D de la proteina,

excepto en aquellos casos en que se identifica un motif/dominio especifico. Solo
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unas pocas proteinas moonlighting tienen sus funciones localizadas, se

representan en la siguiente Tabla 7.

Tabla 7: Proteinas moonlighting en las que ambas funciones se han localizado en la

estructura de la proteina de un total de 694

PROTEIN NAME ORGANISM ‘ UNIPROT ‘
DESCRIBED IN THE BIBLIOGRAPHY
Apartate receptor E. coli J7R5H8
Peroxiredoxin-6 Homo sapiens P30041
Fatty acid multifunctional protein Arabidopsis thaliana Q9ZPI5
Aldolase Oryctolagus cuniculus P00883
DLD (D-Lactate dehydrogenase) Homo sapiens Q86WU2
Enolase S. pneumoniae Q97QS2
Citocromo P450 Streptomyces coelicolor Q9K498
S10 ribosomal protein E. coli POA7R5
RfaH E. coli POAFWO
MAPKA1 Homo sapiens P28482
Malate synthase Mycobacterium tuberculosis POWK17
BirA E. coli P06709
GAPDH E. coli POA9B2
Phosphoglucose isomerase Homo sapiens P06744
MAPPED USING PISITE AND SEQUENCE OR 3D ALIGNMENTS

PPI Helicobacter pylori DOK1B1
NK tumor recognition factor Human P30414
Fatty acid multifunctional protein Arabidopsis thaliana Q9ZPI5
Molybdopterin biosynthesis enzyme Arabidopsis thaliana Q39054
Hal3 (Halotolerance protein HAL3) Saccharomyces cerevisiae P36024
Aspartate-kinase—homoserine-dehydrogenase Arabidopsis thaliana Q9SA18
Histidine biosynthesis bifunctional protein, chloroplastic Arabidopsis thaliana 082768
Dihydrofolate-reductasethymidylate-synthase Arabidopsis thaliana Q05762
6-Hydroxymethyl-7,8-dihydropterinpyrophosphokinase—7,8- | Arabidopsis thaliana Q1ENB6
dihydropteroate-synthase

Formiminotransferase Thermoplasma acidophilum Q9HI69

89




RESULTADOS. PREDICCION.

Existen diferentes algoritmos y programas para la prediccion y el modelado de
estructuras que pueden dar pistas sobre sitios funcionales en secuencias de
proteinas (PiSite, Phyre2, I-Tasser, SiteEngine ...). Hemos aplicado tres de ellos:
PiSite (Higurashi et al., 2009), Phyre2 (Kelley y Sternberg et al., 2009) e |-Tasser
(Wang et al., 2017) a las proteinas moonlighting de la base de datos
MultitaskProtDB-II. La principal limitacion de PiSite es que requiere que la
proteina de consulta, o un dominio de la misma, tenga una secuencia de
aminoacidos significativamente similar a una estructura contenida en la base de
datos PDB. Aunque la secuencia de aminoacidos se usa en la mayoria de los
métodos de prediccion de funcion, la funcién de una proteina la realiza realmente
la proteina en su conformacion nativa, en otras palabras, por su estructura
terciaria o incluso cuaternaria. Se sabe que la estructura terciaria de una proteina
esta mas conservada que la secuencia en relacion con la funcién. Para llevar a
cabo este analisis, modelamos las proteinas de nuestra base de datos utilizando
Phyre2, unicamente se seleccionaron aquellos modelos con un alto grado de
confianza y un porcentaje aceptable de identidad de secuencia. Las funciones
de las proteinas obtenidas en Phyre2 se compararon con las funciones
canonicas y moonlighting de la proteina moonlighting modelada, para comprobar
si Phyre2 identificaba ambas funciones, es decir, encontraba proteinas cuyas

funciones encajaban con las funciones de la proteina analizada.

Para la mayoria de las proteinas, se identific la funcion candnica, en cambio se
identifico la moonlighting en solo el 10% de los casos. La tasa de identificacion
de la funcibn moonlighting no es alta, pero los resultados son similares a los
obtenidos por otras técnicas como Pfam. En el caso de PiSite, el programa
identificd 266 coincidencias en PDB de un total de 288 proteinas presentes en
nuestra primera base de datos MultitaskProtDB y, ademas de la funcion
candnica, identifica la funcibn moonlighting para 28 proteinas de
MultitaskProtDB, por lo tanto, la tasa de deteccion es similar a la de los otros
métodos descritos anteriormente, un 10%. La Figura 17A muestra un ejemplo de
una coincidencia para una proteina moonlighting con dos funciones HPPK y
DHPS (donde PiSite identifica las funciones tanto canénicas como moonlighting).
Ademas, utilizando la herramienta SwissPDBViewer (Guex y Peitsch et al.,

1997), ambas funciones se pueden mapar estructuralmente con un buen RMSD.
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PiSite por si solo no puede identificar tantas proteinas multifuncionales como la
combinacion de bases de datos PSI-Blast y PPI, pero puede usarse para apoyar
supuestos positivos y considerarlos verdaderos positivos después de ejecutar
€S0S programas, Yy sugiere una ubicacion en la estructura tridimensional de la
funcién moonlighting. Ademas, puede sugerir un origen evolutivo de la doble

funcién como resultado de una fusién gen/dominio.

También en el caso de Phyre2, la tabla de la parte superior de la Figura 17
muestra que el programa se puede usar para modelar e identificar los dominios
de la proteina correspondientes a ambas funciones. En esta misma figura, se
muestra un ejemplo de utilizacion de este método de mapado utilizando los
programas PiSite y Phyre2 y alineando las proteinas encontradas utilizando el
programa SwissPDBViewer con un RMSD de 5,08 y 5,32 A respectivamente.
Este RMSD permite afirmar que las proteinas encontradas se superponen

estructuralmente de forma significativa.
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Color Protein name Uniprot Functions
Red 6-hydroxymethyl-7,8-dihydropterin Q1ENB6 DHPS /
pyrophosphokinase/ HPPK
7,8-dihydropteroate synthase
. *(predicted) ‘ ‘
Black Folic acid synthesis protein FOL1 P53848 DHPS /
(fragment) HPPK
Blue Dihydropteroate synthase Q81VvWws8 DHPS
Green 2-amino-4-hydroxy-6- P26281 HPPK

hydroxymethyldihydropteridine
pyrophosphokinase

*Predicted 3D structure using PHYRE server. Confidence=100, Identity=35%.

RMSD = 5,08 A

Predicted Structure (2
functions)
+
PDB Fragment
(2 functions)

RMSD = 5,32 A

Predicted Structure
(2 functions)
+
Complet PDBs
(1 function each)

Figura 17: Ejemplo de mapado de las funciones candnica y moonlighting a partir del
modelado estructural de la proteina mediante Phyre2. Las proteinas de la figura se
utilizaron para hacer una comparacién de estructura usando SwissPDBViewer y USCF
Chimera. La estructura 3D de la proteina "roja" moonlighting se predijo utilizando
Phyre2, mientras que las otras estructuras se encontraron en el PDB. En (A), se
corroboré la similitud de secuencia encontrada previamente. En (B), la superposicion de
la estructura de las tres proteinas alineadas enfatiza la utilidad de estos métodos para
mapar las dos funciones de una proteina moonlighting.
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Otro ejemplo de una proteina, en este caso identificada por PiSite como una
supuesta proteina moonlighting es la Fatty Acid Multifunctional Protein (MFP)
que se muestra en la Figura 18. En este caso, MFP tiene dos funciones y PiSite
encontré dos proteinas diferentes. Cada una de estas proteinas superpone en
una parte diferente de la proteina multifuncional que permite ubicar donde se

encuentran las funciones candnicas y moonlighting.

Identity = 33.2 % Fatty acid multifunctional protein (MFP)
RMSD = 323 A (Moonlighting protein) (Arabidopsis thaliana)
? - Enoyl CoA hydratase (EC=4.2.1.17)
- Enoyl CoA dehydrogenase (EC=1.1.1.3)

Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (Human) (EC=1.1.1.3)

Main functional site for Hydroxyacvl-CoA dehydrogenase

activity

Identity = 29.57 %
RMSD = 4,21 A

Fatty acid multifunctional protein (MFP)
(Moonlighting protein) (Arabidopsis thaliana)
- Enoyl CoA hydratase (EC= 4.2.1.17)

- Enoyl CoA dehydrogenase (EC=1.1.1.3)

Enoyl CoA hydratase (Geobacillus kaustophillus)
(EC=4.2.1.17)

Main functional site for Enoyl CoA hydratase
activity

Figura 18: Identificacion, modelado y mapado de las dos funciones, candnica y moonlighting, de la
proteina MFP. Puede apreciarse que se encontré un nivel significativo de similitud estructural con dos
estructuras PDB ya resueltas que representan las areas de funciones candnicas y moonlighting. Esto
permite la superposicion estructural y es muy util mapar ambas funciones. Los residuos activos clave
implicados en las funciones candnica y moonlighting se representan en formato de "ball and stick" y de
color amarillo. La proteina en rojo es la supuesta proteina moonlighting con dos funciones, MFP.
Hidratasa y deshidrogenasa. La proteina en azul tiene solo la funcién deshidrogenasa y superpone
perfectamente en una sola regién de la proteina multifuncional y la proteina en azul claro tiene solo la
funcion hidratasa y superpone en otra regidbn de la proteina multifuncional.

Se realizé un analisis de todas las proteinas moonlighting en MultitaskProtDB-II
con PiSite. Algunos de los resultados se muestran en la Tabla 8. Por ejemplo, la

proteina Leukotriene A4 hydrolase tiene dos funciones diferentes: biosintesis del
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mediador proinflamatorio leukotriene B4 (funcién candnica) y actua como

aminopeptidasa (moonlighting) y PiSite encontré6 que la proteina Cold-active

aminopeptidase es similar a Leukotriene A4 hidrolasa y su funcion coincide con

la funcién moonlighting de la proteina moonlighting.

Tabla 8: Algunos ejemplos de analisis mediante el programa PiSite en los que se puede ver la que la
funcién de la proteina encontrada por PiSite coincide con la funcidon moonlighting de la proteina analizada

Protein name

Canonical
Function

Moonlighting
Function

Protein found by
PISITE analysis

Fatty acid
multifunctional
protein (MFP)

Gephyrin

Leukotriene A4
hydrolase

Peptidyl
cis,trans-
Isomerase

Prolyl

ERK2

Hal3
(Halotolerance
protein HAL3)

Formimidoyl
transferase -
cyclodeaminase

Bifunctional
aspartokinase
homoserine
dehydrogenase
1, chloroplastic

Bifunctional
dihydrofolate
reductase,
thymidylate
synthase 1

Enoyl CoA

hydratase

Microtubule
associated protein.

Biosynthesis of the
proinflammatory
mediator
leukotriene B4

Accelerate the
folding of proteins

Mitogen-activated
protein kinase 1

Inhibitor of Protein
Phosphatase
PPZ1

Formimidoyl
transferase activity

Aspartokinase

activity

Dihydrofolate
reductase activity

Enoyl CoA
dehydrogenase

Synthesis of
molybdenum
cofactor.

Aminopeptidase

Induces apoptosis.
Activates
monocyte

IL-6 synthesis.

Transcriptional
repressor

Coenzyme A
biosynthesis.

Cyclodeaminase
activity

Homoserine
dehydrogenase
activity

Thymidylate
synthase activity
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Enoyl CoA
dehydrogenase

(Q5KYB2)

Molybdopterin
molybdenumtransfe-
rase. (P12281)

Cold-active
aminopeptidase
(Q7TWVY1)

NK-tumor
protein
(P30414)

recognition

Cell Division Control
protein 2

(Q07785)

Phosphopantothenoyl-
cysteine decarboxylase
(Q96CD2)

Cyclodeaminase
(Q9HI69)

Subtilin transport ATP-
binding protein SpaT
(P31116)

Thymidylate synthase
(P45352)

Enoyl CoA
dehydrogenase

Synthesis of
molybdenum
cofactor.

Aminopeptidase

Involved in the
function of NK
cells.

Phosphorylates
the repetitive C
terminus of RNA
polymerase I

Necessary for the
biosynthesis of
coenzyme A.

Cyclodeaminase
activity

Homoserine
dehydrogenase
activity

Thymidylate
synthase activity
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En la Informacion Suplementaria S4 de este trabajo se muestran mas ejemplos
de resultados positivos en los que el programa PiSite identifica, por alineamiento
estructural, las funciones moonlighting. Como ya se ha mencionado antes, la
principal limitacion del método es que numerosas proteinas carecen de
estructura 3D en la base de datos PDB. En general, en la bibliografia se describe
la identificacion de una nueva proteina moonlighting sin vincular (mapar) cada
funciéon a una region o dominio especifico de la proteina. Incluso una de las
principales  proteinas  moonlighting, la  Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, no ha sido mapada funcionalmente (excepto para su funciéon
canonica) (Sirover et al., 2014). Por lo tanto, seria muy util localizar cada funcién,
en la medida de lo posible, en la secuencia/estructura de la proteina. Una
aplicacion importante de este mapado funcional seria para relacionar cada
funcion con enfermedades humanas. Por ejemplo, en el caso de la Fumarase

hidratase.

Esta proteina esta asociada con la Fumarase deficiency (FD) y la Hereditary
leiomyomatosis and renal cell cancer (HLRCC). La base de datos UniProt
informa mutaciones de proteinas involucradas en estas enfermedades. La Figura
19 muestra la estructura 3D del tetramero, asi como las mutaciones relacionadas
con FD y HLRCC, que se representan en rojo y azul, respectivamente. En
amarillo, se resaltan las mutaciones asociadas con ambas enfermedades. Esta
imagen muestra claramente que la funcidon candnica, que esta relacionada con
FD, se encuentra en el centro del tetramero, mientras que la funcién
moonlighting, que esta relacionada con HLRCC, esta en una region de proteina
diferente. La estructura y los mutantes de aminoacidos sugieren las bases
moleculares de la enfermedad, porque estas mutaciones perturbarian la
interaccion y la formacién correcta del tetramero, que a su vez puede cambiar
indirectamente, en cierto grado, el posicionamiento preciso de los aminoacidos

del centro activo, reduciendo su actividad.
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Mutations Associated disease
A308T, F312C, D425V, Q185R, | Hereditary leiomyomatosis and renal cell
R233H, G282V cancer
N107T, A117P, H180R Fumarase deficiency

Figura 19: Estructura tetramérica de la proteina Fumarate hydratase humana (P07954). Esta
proteina tiene dos enfermedades asociadas: deficiencia de fumarasa (FD) y leiomiomatosis
hereditaria mas cancer de células renales (HLRCC). Marcados en rojo estan las mutaciones
relacionadas con FD, y en azul las relacionadas con HLRCC. Las mutaciones asociadas con ambas
enfermedades estan en amarillo.
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Tal y como se ha mencionado en el apartado de Métodos, estos métodos son
utiles en aquellos casos en que las funciones adicionales son debidas a la
incorporacion de otro dominio, es decir, en aquellas proteinas moonlighting en
que ambas funciones estan en dominios claramente separados. Solo algunas de
las proteinas moonlighting son de este tipo y ademas hay pocas proteinas cuya
estructura tridimensional haya sido descrita y publicada. Por tanto, un 10% de
prediccion de proteinas moonlighting utilizando métodos estructurales, es un
valor relativamente positivo. Como se muestra en los ejemplos anteriores, el
mapado de cada funcién en la estructura 3D de una proteina moonlighting podria
ser muy util para la comprensién de sus funciones normales y patoldgicas.
Ademas, permite tener una visibn mas clara de las bases moleculares de las
enfermedades y puede ser beneficioso para el disefio de farmacos especificos o

incluso para el conocido “Drug Repositioning”.
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IV.C. RELACION DE LAS PROTEINAS MOONLIGHTING CON
ENFERMEDADES HUMANAS Y DIANAS FARMACOLOGICAS

IV.C.1. PROTEINAS MOONLIGHTING Y ENFERMEDADES HUMANAS

Hemos realizado andlisis para encontrar cuantas proteinas moonlighting estan
relacionadas con enfermedades humanas conocidas. Tal y como se ha descrito
en el apartado IIl.F.3, el analisis de la informacién contenida en UniProt y OMIM
en relacion a las enfermedades asociadas con las proteinas moonlighting
humanas presentes en MultitaskProtDB-II muestra que el 78% de ellas estan
relacionadas con enfermedades. Estas proteinas, junto con una descripcion de
sus funciones y las enfermedades en las que estan involucradas, se han

recopilado en la Informacién Suplementaria S5 que se adjunta a este trabajo.

El niumero de proteinas humanas indicadas como entradas revisadas en la base
de datos UniProt es de 20.168 en el momento del estudio. Por otra parte, en la
base de datos OMIM vimos que solo 3.600 de estas proteinas estan relacionadas
con enfermedades humanas, lo cual representa un porcentaje del 17.85%.
Ademas, verificamos en OMIM y en la bibliografia si las proteinas de
MultitaskProtDB-Il estaban relacionadas con enfermedades humanas, y se
encontré un numero sorprendente que muestra que el 78% de las proteinas
analizadas estan implicadas en enfermedades humanas. Este porcentaje es
mucho mas alto que el 17.85% encontrado en las proteinas humanas en general
y es claramente significativo como puede verse en la Figura 20. Las
probabilidades de que una proteina humana presente en UniProt y una proteina
humana de nuestra base de datos MultitaskProtDB-Il estuvieran implicadas en
una enfermedad OMIM conocida, se calcularon usando la relacion ODD. En
conjunto, estos resultados sugieren que las proteinas moonlighting son
propensas a estar involucradas en enfermedades humanas, segun indican los
resultados del ODD test realizado: 16.47 (IC 95% 10.95-25.44) en el analisis
OMIM siendo altamente significativo (valor exacto de la prueba de Fisher, p
<2.2e-16) (Figura 20).
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Degree of significance
No. of Moons proteins involved in 111 78,169
No. of Moons proteins not involved in diseases: 31 21,831
Total 142
No. of human proteins both in uniprot and OMIM: 3600 17,8501
No. of human proteins in Uniprot 16568 82,1499
Total 20168 Rewied proteins
Risk estimators 1,96
lower upper
Absolute risk in the treatment group 0,78 0,71 0,85|Significant if less than 1
Absolute risk in the control group 0,18 0,17 0,18|Significant if less than 1
Absolute risk reduction (RAR) -0,60 -0,67 -0,54|Significant if it does not include 1
Relative risk (RR) 4,38 3,99 4,80|Number of times the two groups differ
Times Uniprots are more frequent
Relative risk reduction (RRR) -3,38 -3,80 -2,99| in the OMIM than the Moons
Odds
QOdds in the treatment group 3,58
Odds in the control group 0,22
Odds ratio (OR) 16,48 11,05 24,58 |Significant if greater than 1
No. required to treat (NNT) -1,66 -1,87 -1,49|Significant if less than 1

Figura 20: Resultados del analisis estadistico ODD test que muestra el grado de significacion,
con un intervalo de confianza del 95%. Esto demuestra que las proteinas moonlighting son mas
propensas a estar involucradas en enfermedades humanas que el grupo general de proteinas.

En la Tabla 9 se pueden ver algunos ejemplos relevantes de proteinas
moonlighting que estan involucradas en enfermedades humanas. Se
identificaron después de cruzar los datos de OMIM y los de HGMD con la base
de datos MultitaskProtDB-Il. Estos ejemplos se han elegido para mostrar casos
en los que el fenotipo puede atribuirse facilmente a una de las funciones
biolégicas de la proteina. En negrita, se indican las supuestas funciones
involucradas en las enfermedades: (C) para aquellas enfermedades
relacionadas con la funcién candnica y (M) para aquellas relacionadas con la
funcion moonlighting. Hay algunos ejemplos en los que cada funcion esta
relacionada con una enfermedad diferente (por ejemplo, Fumarate hydratase).
En algunos casos es dificil dilucidar qué funcion es responsable de la

enfermedad, lo que sugiere que ambas funciones pueden contribuir a los
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diferentes sintomas (por ejemplo, la proteina Hes1). En la Informacién
Suplementaria S5 podemos encontrar la lista de las 112 proteinas moonlighting
que estan involucradas en enfermedades humanas. En la Figura 21-A1 podemos
ver una representacion que muestra los porcentajes de las proteinas
moonlightings clasificadas por tipo de enfermedad. Estos resultados podrian
compararse con la Figura 21-A2 que muestra los mismos datos, pero
relacionados con todo el conjunto de proteinas humanas involucradas en
enfermedades segun UniProt. Dos trabajos recientes pertenecientes al grupo de
Brun predicen que el 3% del interactoma humano corresponde a proteinas
moonlighting. También postulan que estas proteinas estan significativamente
involucradas en mas de una enfermedad o comorbilidad (Chapple et al., 2015a,
2015b). Catorce de su conjunto de proteinas moonlighting humanas predichas
se pueden encontrar en nuestra lista de proteinas moonlighting implicadas en
enfermedades humanas. Debe tenerse en cuenta que nuestra lista solo esta
compuesta por proteinas moonlighting demostradas experimentalmente,
mientras que las proteinas moonlighting de los estudios del grupo de Brun
corresponden a las proteinas predichas (Zanzoni et al., 2015). Los resultados
anteriores implican que las proteinas moonlighting humanas estan
significativamente asociadas a las enfermedades humanas en comparacion con

las no-moonlighting.
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Tabla 9: Ejemplos de proteinas moonlighting implicadas en enfermedades humanas

* Columns linked to the corresponding information.
C — Disease related to the canonical function
M — Disease related to the moonlighting function

PROTEIN CANONICAL MOONLIGHTING FUNCTION DISEASE MOLECULAR DRUG
NAME (*) FUNCTION PROCESS TARGETS
REFERENCE (*) (*)
Cyclooxygenase [Prostaglandin G/H Heme-dependent peroxidase (C) Bleeding disorder type |Brit. J. Haemat. 92: YES
1 synthase 12 212-217, 1996.
Gephyrin,  [Microtubule-associated  |Synthesis of molybdenum cofactor |(M) Molybdenum cofactor |JAm J Hum Genet. YES
protein anchor |protein (MoCo) deficiency C 2001 Jan;68(1):208-
13.
Ribosomal S3 [Ribosomal protein DNA repair (M) Colon adenocarcinomas |DOI:http://dx.doi.org/ NO
protein 10.1016/j.tig.2014.06.
003
Succinyl-coA |Succinyl-CoA synthetase [Mitochondrial DNA maintenance |(M) Mitochondrial DNA J. Med. Genet. 47: YES
synthetase depletion syndrome 9 670-676, 2010.
(encephalomyopathic type)
Fumarate |TCA cycle Tumor suppressor (C) Fumarase deficiency Oncogene. 2015 Mar NO
hydratase (M) Leiomyomatosis with  ]19;34(12):1475-86.
Renal cell cancer
ERCC2 - TFIIH [DNA helicase Itis also a subunit of TFIIH, a (C) Xeroderma - Mutat Res. 1992 NO
DNA repair damaged by |basal transcription factor. pigmentosum Mar;273(2):193-202.
exposure to ultraviolet - Am. J. Hum. Genet.
light (C) Cerebrooculo 69: 291-300, 2001
facioskeletal syndrome 2
alpha-crystallin |Lens Crystallin Heat-shock protein (C) Cataract Biomed Pap Med Fac YES
A chain (M) Autoimmune diseases  |Univ Palacky
(C) Uveitis Olomouc Czech
Repub. 2005
Dec;149(2):243-9.
Hes 1 protein |Transcriptional repressor |It is able to induce the activation [(M) Leukemia, Cancer Cell. 2004 NO
of the NF-kB pathway in T Cell  [myeloid/lymphoid or mixed- [Sep;6(3):203-8.
Leukemia lineage
PIAS1 Inhibition of activated Activation of p53 (M) Cancer Cold Spring Harb NO
STAT Perspect Biol. 2009
Nov; 1(5): a001883.
Phosphoglucose [Glycolysis Neuroleukin, differentiation and (C) Hemolytic anemia PGI |- Harefuah. 1994 Jun YES

isomerase

maturation factor / nerve growth
factor / stimulation of cell
migration / implantation factor /
modulator of tumor progression
and a target for cancer therapy /
sperm surface antigen.

deficiency.

(C) Angiogenesis in cancer.

15;126(12):699-702,

764, 763.

- Cancer Res
2003;63:242-249.
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Figura 21: (A1) Distribucion de los trastornos asociados con las proteinas moonlighting humanas y sus
porcentajes relativos. (A2) Distribucion de trastornos asociados a proteinas humanas, en general.

En la Figura 21, se puede observar como algunas clases de enfermedades son
mas frecuentes en proteinas moonlighting que en el proteoma humano en
general. Por ejemplo, el 5% de las proteinas humanas involucradas en
enfermedades, estan relacionadas con cancer, mientras que en el caso de las
proteinas moonlighting es de un 27%. Este hecho puede estar relacionado con
que un gran numero de proteinas moonlighting tienen funciones relacionadas
con la regulacion genética, especialmente como factores de transcripcion. Algo
similar pasa con las enfermedades de la sangre y el sistema inmunitario, un gran
numero de proteinas moonlighting tienen como funcion la regulacién del sistema
inmunitario y la angiogénesis. Por otro lado, en sentido contrario, muy pocas
proteinas moonlighting estan implicadas en enfermedades del desarrollo
embrionario. Es posible que, debido a que las proteinas moonlighting son
mayoritariamente proteinas del metabolismo primario y otros procesos clave
para la supervivencia, una alteracion de estas proteinas pueda significar la no

supervivencia del feto en desarrollo.
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IV.C.2. PREDICCION DE PROTEINAS CANDIDATAS A SER MOONLIGHTING
A PARTIR DE LA INFORMACION CONTENIDA EN LA BASE DE DATOS
OMIM

En general, las proteinas moonlighting se descubren experimentalmente por
serendipia. Por lo tanto, en la medida de lo posible, seria muy interesante
identificarlas bioinformaticamente. Los equipos de Brun (Chapple et al., 2015a,
Zanzoni et al., 2015), Kihara (Khan et al.,, 2012; 2014a, 2014b) y nosotros
(Gomez et al., 2003; 2011; Hernandez et al., 2014; 2015) hemos propuesto
varios métodos de predecir bioinformaticamente las proteinas multitarea, como
ya se ha descrito en el apartado IV.B. Una pregunta interesante que surge es si
las bases de datos de enfermedades genéticas humanas, como OMIM, podrian
ser un recurso util para encontrar algunas proteinas moonlighting. Se ha iniciado
un analisis manual de las bases de datos de enfermedades humanas para
identificar posibles proteinas moonlighting y, ademas, para tratar de sugerir las
bases moleculares de la enfermedad asociada. La Tabla 10 muestra algunos
ejemplos de prediccion de las posibles proteinas moonlighting presentes en la
base de datos OMIM. Como ya se ha descrito en el Apartado IV.B., la informacion
presente en las bases de datos de interaccion proteina-proteina (PPI) y el uso
de la herramienta de comparacién de estructuras PiSite pueden ayudar a explicar
la relacion previamente desconocida entre la funcion canénica/moonlighting y la
enfermedad asociada. Por ejemplo, en el caso de la anemia de Fanconi group J
(Q9BX63), la busqueda-en la base de datos APID muestra que esta proteina
interactua con proteinas de reparacion de DNA, pero también con la proteina
relacionada con cancer de mama BRC1. Otro ejemplo es la Calcium-
independent phospholipase A2 (060733), en la que la funcién candnica de la
proteina esta relacionada con el metabolismo de los acidos grasos, pero parece
estar también implicada en las enfermedades neurodegenerativas del cerebro.
Ademas, un analisis en APID muestra una relacion entre esta proteina y BAG,
proteina implicada en la apoptosis y la supervivencia celular. Por otra parte,
utilizando el servidor PiSite, encontramos que su estructura es similar a la
proteina de apoptosis Caspasa-2. En la Tabla 10 se muestran mas ejemplos
sobre cdmo las proteinas moonlighting pueden predecirse utilizando bases de

datos de enfermedades, junto con analisis estructurales e interactémicos.
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Tabla 10: Ejemplos de prediccion de proteinas moonlighting humanas a partir de la informacion contenida en la
base de datos OMIM y sus enfermedades genéticas asociadas

Protein & UniProt
Descriptors (*)

Canonical (C) & predicted
moonlighting functions (M)

Associated diseases
& reference (*)

Interactomics
partners (*)

PISITE models (*)

3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase type-2

C) mitochondrial ribonuclease
P

1) 2-methyl-3-hydroxybutyryl-
CoA dehydrogenase deficiency

1)Amyloid beta A4 protein
2) Mitochondrial ribonuclease

1) 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase type-2

Q99714 M) beta-oxidation of Fatty (MHBD deficiency) P protein 1 PDBID: 1s08 CHAIN:A
HCD2_HUMAN acids 2) Mental retardation X-linked, 3) Sulfatase-modifying factor 1 | 2) 3-alpha-(or 20-beta)-
syndromes 4) Mitochondrial ribonuclease hydroxysteroid
P protein 3 dehydrogenase
PDBID: 1nfq CHAIN:C
Pyruvate kinase PKLR C) Glycolysis 1) Pyruvate kinase hyperactivity 1) Myocilin No relevant matches
P30613 M) May participate in red cell (PKHYP) 2) Kinesin-like protein KIF23 found.
KPYR_HUMAN survival. 2) Pyruvate kinase deficiency of 3) Rho guanine nucleotide

red cells (PKRD)

exchange factor 7

4) Rho guanine nucleotide
exchange factor 6

5) Paxillin

6) Serine/threonine-protein
kinase PAK 1

Fanconi anemia group J
protein

Q9BX63
FANCJ_HUMAN

C) DNA-dependent ATPase
and 5' to 3' DNA helicase.
M) Involved in the repair of
DNA double-strand breaks

1) Breast cancer (BC)

2) Fanconi anemia
complementation group J
(FANCJ)

1) Breast cancer type 1
susceptibility protein

2) DNA mismatch repair
protein Mlhl

3) Mismatch repair
endonuclease PMS2

4) POZ-, AT hook-, and zinc
finger-containing protein 1

No relevant matches
found.

85/88 kDa calcium-
independent
phospholipase A2
060733

PLPL9 HUMAN

C) Catalyzes the release of

Fatty acids from phospholipids.

M) May participate in
apoptosis.

1) Neurodegeneration with brain
iron accumulation 2B (NBIA2B)
2) Neurodegeneration with brain
iron accumulation 2A (NBIA2A)
3) Parkinson disease 14
(PARK14)

1) BAG family molecular
chaperone regulator 3

1) CASPASE-2
PDBID: 2p2c CHAIN:U

Alpha-aminoadipic
semialdehyde synthase,
mitocondrial

Q9UDR5
AASS_HUMAN

C) Lysine-ketoglutarate
reductase.

M) Saccharopine
dehydrogenase

1) Hyperlysinemia, 1
(HYPLYS1)

2) 2,4-dienoyl-CoA reductase
deficiency (DECRD)

1) mRNA-decapping enzyme
1A

2) Peptidyl-tRNA hydrolase
ICT1, mitochondrial

3) Myc proto-oncogene protein
4) Telomeric repeat-binding
factor 2

1) SACCHAROPINE
DEHYDROGENASE
PDBID: 2axq CHAIN:A
2) SACCHAROPINE
REDUCTASE

PDBID: 1e5q CHAIN:H

Una pregunta intrigante es si los mutantes de los partners de interaccion de una

proteina moonlighting relacionada con una enfermedad también pueden

contribuir a la misma patologia, o otra muy similar. Esta idea refuerza mucho la

participacion de estos mutantes en la enfermedad. Con respecto a este tema,

hay algunos ejemplos en la Tabla 10, como la 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa.

Esta proteina esta involucrada en un trastorno de retraso mental y su partner de

interaccion, la proteina Amyloid beta A4 mutante, esta involucrada en dos

enfermedades relacionadas con el cerebro como el Alzheimer y la angiopatia

cerebral. Ademas, como se menciona en el parrafo anterior, la interaccion de la

Fosfolipasa A2 con BRC1 es un buen ejemplo de dos mutantes asociados que
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causan la misma enfermedad que la de la proteina moonlighting predicha. Al
contrario, se pueden encontrar proteinas partners de interaccion implicadas en
diferentes enfermedades, lo que sugiere que la proteina moonlighting predicha
puede participar en otra enfermedad aun no identificada. Un ejemplo de este
caso es la Alpha-aminoadipic semialdehyde synthase (QO9UDRS5), que presenta
dos partners de interaccion relacionadas con cancer: el proto-oncogén Myc y el

Factor 2 telomeric repeat-binding factor 2.

En resumen, se puede decir que la prediccidon de las proteinas moonlighting
utilizando bases de datos OMIM y HGMD puede mejorar nuestro conocimiento
a nivel molecular de la base clinica de una serie de enfermedades. Otras
aplicaciones de todos estos estudios podrian ayudar a revisar y reinterpretar
algunos fenotipos de enfermedades humanas, generando nuevas estrategias
terapéuticas. Ademas, podrian explicarse algunos efectos secundarios de los

farmacos (Butler et al., 2008).

IV.C.3. UN NUMERO SIGNIFICATIVO DE PROTEINAS MOONLIGHTING SON
DIANAS FARMACOLOGICAS

En la clinica humana actual se requiere identificar la base molecular de una
enfermedad y disefar la terapia adecuada para ella. En la mayoria de los casos,
el proceso terapéutico requiere el uso de medicamentos como tratamiento
principal o complementario. Hemos investigado hasta qué punto las proteinas
moonlighting humanas son dianas de farmacos actuales, que segun Drews,
representan “a small and biased set of the potential universe of the druggable
genome” (Drews et al., 2000). Hemos determinado que el 48% de las proteinas
moonlighting humanas de nuestra base de datos son dianas farmacoldgicas para
farmacos actuales, mientras que solo el 9,8% de las proteinas humanas
presentes en UniProt estan descritas como dianas farmacoldgicas. Estos
calculos se realizaron como se explica en la Seccion IIl.G., pero aqui tomamos
en consideracion las 1.969 proteinas humanas que son dianas farmacoldgicas
presentes en las bases de datos TTD y DrugBank (Quin et al., 2014; Wishart et
al., 2018). Este resultado es de nuevo claramente significativo como se puede

ver en la Figura 22. Ademas, las probabilidades de que una proteina humana
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presente en UniProt y una proteina moonlighting humana de MultitaskProtDB-II
sean dianas farmacoldgicas enumeradas en las bases de datos TTD vy
DrugBank, se calcularon utilizando la relacién ODD, observando una relacion
aumentada de la proporcién de proteinas “druggables” 8.49 (IC 95% 5.99-12.00)
en el subconjunto de moonlightings, siendo esta diferencia altamente

significativa (Figura 22).

Degree of significance
No. of Druggable Human Proteins in MoonDB: 68 47,887324
No. of not Druggable Human Proteins in MoonDB: 74 52,112676
Total 142
No. of Druggable Human Proteins in Uniprot: 1969 9,7629909
No. of not Druggable Human Proteins in Uniprot: 18199 90,237009
Total 20168 Rewied proteins
Risk estimators 1,96
lower upper
Absolute risk in the treatment gro 0,48 0,40 0,56 Significant if less than 1
Absolute risk in the control group 0,10 0,09 0,10|Significant if less than 1
Absolute risk reduction (RAR) -0,38 -0,46 -0,30Significant if it does not include 1
Relative risk (RR) 4,90 4,11 5,85 [Number of times the two groups differ
Times Uniprots are more frequent
Relative risk reduction (RRR) -3,90 -4,85 -3,11|in drugbank than the Moons
Odds Confidence interval
Odds in the treatment group 0,92
Odds in the control group 0,11
Odds ratio (OR) 8,49 6,09 11,84 |Significant if greater than 1
No. required to treat (NNT) -2,62 -3,34 -2,16 | Significant if less than 1

Figura 22: Resultados del analisis estadistico ODD test que muestra el grado de
significacién con un intervalo de confianza del 95% y que demuestra que las proteinas
moonlighting son mas propensas a ser dianas para farmacos actuales que el grupo
general de proteinas.

Los resultados descritos en este y en los dos apartados anteriores, IV.C.1 y
IV.C.2, resaltan el interés de las proteinas moonlighting para obtener informacion
de las bases moleculares de las enfermedades genéticas y para el disefio

racional de farmacos con la identificacion precisa de la diana farmacoldégica.

En la dltima columna de la Tabla 9, se pueden ver algunos ejemplos de los
farmacos actuales relacionados con la proteina moonlighting que tienen por

diana. En la Informacion Suplementaria S6, se enumera el conjunto completo de
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68 proteinas moonlighting identificadas actualmente como dianas
farmacoldgicas, con las correspondientes referencias a las enfermedades
humanas y bases de datos de farmacos. La Figura 23-B1 muestra una
representacion con los porcentajes de las proteinas moonlighting que son dianas
de farmacos clasificadas por clases funcionales. Estos resultados pueden
compararse con la Figura 23-B2 que muestra los mismos datos, pero
relacionados con el conjunto completo de proteinas humanas que son dianas de
farmacos actuales, segun la base de datos DrugBank (Wishart et al., 2008).
Teniendo en cuenta que muchas enfermedades implican a las proteinas
moonlighting, deberia pasar lo mismo con los farmacos. Aun asi, esto no es tan
simple como parece. "Druggable” no significa ser una diana farmacolégica
porque las dianas de los medicamentos actuales son tan solo aquellas para las
cuales hay un farmaco probado con éxito (Santos et al., 2017). Ademas, es bien
sabido que existen muchas dianas no druggables. Se debe considerar que
Drews (Drews et al., 2000) estimé que la cantidad de posibles dianas

farmacologicas oscilaba entre 5,000 y 10,000 (Drews et al., 2000).

Other B2

B1 Chaperone 5% DNA / RNA

19 Transporter 4%
6% 5

lon
channel
7%

DNA /RNA
32% Receptor
38%

N\
.
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M%

Transporter _lon channel Chaperone 1%
4% 3%

Figura 23: (B1) Clasificacion funcional de dianas farmacolégicas que son proteinas
moonlighting y sus porcentajes relativos. (B2) Clasificacion funcional de dianas
farmacoldgicas de proteinas en general y sus porcentajes relativos.
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Este 48% de las proteinas moonlighting humanas que son dianas
farmacoldgicas, junto con el hecho de que el 78% de los genes OMIM
corresponden a proteinas moonlighting, respalda la opinién compartida por
muchos autores de que la multifuncionalidad de las proteinas no es un fenémeno
raroy, por lo tanto, muchas proteinas humanas serian multitasking. En un parrafo
anterior, se ha sugerido la inspeccién de las bases de datos de genes de
enfermedades con el fin de descubrir nuevas proteinas moonlighting, y también
sugerimos la busqueda de proteinas moonlighting para la seleccion de dianas de

farmacos.
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IV.D. RELACION DE LAS PROTEINAS MOONLIGHTING CON LA INFECCION
Y VIRULENCIA DE MICROORGANISMOS PATOGENOS

IV.D.1. PROTEINAS MOONLIGHTING IMPLICADAS EN VIRULENCIA

Una revision de nuestra base de datos (MultitaskProtDB-11) muestra que el 25%
(232 proteinas) de toda la base de datos son proteinas de microorganismos en
las que la segunda funcion se relaciona con la patogénesis y la virulencia del
mismo. Este numero aumenta cada dia. En la siguiente Tabla 11 pueden verse
las proteinas mas comunes implicadas en la patogénesis. La lista completa de
232 proteinas implicadas en virulencia esta disponible en la Informacion

Suplementaria S7 de este trabajo.

Tabla 11: Proteinas de microorganismos implicadas en patogénesis y el numero de
especies que las utilizan

‘ Protein name Number of entries
Enolase 42

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 27

N
o

60 kDa chaperonin

-
w

Chaperone protein DnaK

Aldolase

Elongation factor Tu
Phosphoglycerate kinase
Glutamine Synthetase
Phosphoglycerate mutase
Triosephosphate isomerase
Diacylglycerol acyltransferase
Peptidyl Prolyl cis,trans-Isomerase

Phosphoglycerate mutase

N W A~ A OO O N 00 00

Phosphoglucose isomerase
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Como puede verse en la Tabla 12, la proteina que se ha relacionado mas veces
con la virulencia de organismos patdégenos es la Enolasa. Como se discutio en
la Introduccidn, todas estas proteinas son del metabolismo primario, altamente
conservadas y ancestrales y normalmente se encuentran en el nucleo o el
citoplasma de los microorganismos. Todavia se desconoce como se pueden
secretar estas proteinas a la membrana, teniendo en cuenta que no tienen los
aminoacidos apropiados que constituyen la sefnal de exportacién. Se ha sugerido
que serian exportados por el sistema independiente de péptido sefial SecA2
(Feltcher et al., 2013). Segun una revision reciente sobre los mecanismos para
la exportacion de proteinas bacterianas, las bacterias Gram negativas usarian el
sistema T5SS (Costa et al., 2015). En la superficie bacteriana, su accién de
virulencia es principalmente mediante interaccién con Plasmindgeno (PLG) o con
componentes de matriz extracelular (ECM) o también contribuyendo a la evasién
del sistema inmune del huésped (inmunidad mediada por complemento, etc.)
(Greiciely et al., 2017).

En nuestra base de datos actualizada, las Enolasas de 48 especies diferentes
(Tabla 12) se unen al Plasminégeno u otras proteinas del huésped para facilitar
la adhesion al huésped y la invasion tisular, el mecanismo general de virulencia
de estas proteinas es unir proteinas diana del huésped como Plasmindgeno,
Laminina, Fibronectina o Mucina. Entre ellos, el mas comun es el Plasmindgeno.
Sin embargo, se ha demostrado que la Enolasa y otras proteinas de organismos
no patdégenos pueden unirse al Plasmindgeno y a otras proteinas del huésped,
incluso mas eficazmente que las patdogenas. Este mecanismo puede ser utilizado
por la microbiota normal para competir con el organismo patdégeno por los
mismos tejidos, protegiendo al huésped de la infeccién (Castaldo et al., 2009).
En la Secciéon IV.D.3. analizamos los motifs responsables de esa unién y

encontramos que los organismos patdgenos y no patdégenos los tienen.
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Tabla 12: Enolasas de microorganismos implicadas en la adhesién del microorganismo al huésped con sus

funciones moonlighting explicadas

‘ MOONLIGHTING FUNCTION
It may be involved in a host of other biological functions.

ORGANISM
Plasmodium falciparum

Plasminogen binding/plasminogen receptor, heat shock protein, cytoskeletal/chromatin structure
binding. Binding to C4b-binding proteins. Inhibits C3 convertase formation and depletes
complement.

Streptococcus pneumoniae

Plasminogen binding

Aeromonas hydrophila

Plasminogen binding

Bacillus anthracis

Plasminogen binding

Bifidobacterium animalis
subsp. lactis

Binding to plasminogen.

Borrelia burgdorferi

Inhibitor of Neisseria binding. Plasminogen and Laminin binding.

Lactobacillus johnsonii

Fibronectin binding. Binding to Plasminogen. Binding to intestinal epithelial cells

Lactobacillus plantarum

Plasminogen binding

Mycoplasma fermentans

Plasminogen binding

Neisseria meningitidis

Arole in virulence: it could be involved in larval degradation, maybe through Plasminogen system

Paenibacillus larvae subsp.
larvae

Laminin binding protein. Binding to Plasmin(ogen).

Staphylococcus aureus

Binding to salivary mucin MUC7

Streptococcus gordonii

Fibronectin binding protein/adhesin

Streptococcus suis

Plasminogen binding

Trichomonas vaginalis

EgEno1 expression patterns in hydatid cyst components showed that these proteins are exposed
in the host—parasite interface raising evidence of their involvement in molecular signaling
pathways important for parasite survival and development.

Echinococcus granulosus

Molecular chaperone

Saccharomyces cerevisiae

It has neurotrophic and neuroprotective effects on rather a broad spectrum of neurons in the
central nervous system (promotes cell survival)

Homo sapiens

Plasminogen binding. Binding to Albumin.

Streptococcus pyogenes

Fibronectin binding

Paracoccidioides brasiliensis

Plasminogen binding

Candida albicans

Plasminogen and Laminin binding

Lactobacillus crispatus

Plasminogen binding

Onchocerca volvulus

Plasminogen binding

Oral streptococci

Plasminogen binding. Binding to salivary mucin.

Streptococcus mutans

Plasminogen binding

Leishmania mexicana

Tau lens crystallin.

Petromyzon marinus

Adhesion to host.

Lactobacillus gasseri

Required for vacuole homotypic membrane fusion protein

Saccharomyces cerevisiae

Binding to Plasmin(ogen)

Bifidobacterium bifidum

Binding to Plasmin(ogen)

Bifidobacterium breve

Binding to Plasmin(ogen)

Bifidobacterium longum

Binding to Plasmin(ogen)

Mycoplasma pneumoniae

Binding to Plasmin(ogen)

Streptococcus anginosus

Binding to Plasmin(ogen)

Listeria monocytogenes

Binding to Plasmin(ogen)

Streptococcus anginosus

Binding to Plasmin(ogen)

Streptococcus oralis

Binding to intestinal epithelial cells

Streptococcus suis
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A peptide that binds to the surface of the mosquito midgut epithelium and inhibits the invasion of Plasmodium berghei
Plasmodium berghei.

Secreted Enolase has been suggested to suppress the immune response in insects Steinernema glaseri
Associated with epithelial cell binding Enterococcus faecalis
Specifically binds to a TTTTCT DNA motif present in the cyst matrix antigen 1 (TgMAG1) gene Toxoplasma gondii

promoter. Provides a potential lead in the design of drugs against Toxoplasma brain cysts.

Binding to Plasminogen. Taenia pisiformis

Adhesion to host. It is an Effective Protective Antigen in Mice. Streptococcus iniae

Involved in the encystation mechanism Entamoeba invadens

Plasminogen binding. Streptococcus dysgalactiae
subsp equisimilis

Is an immunosuppressive protein Streptococcus sobrinus

Binds to Plasminogen. Mycobacterium tuberculosis

Otro hecho importante sobre la union al Plasmindgeno es que los
microorganismos patégenos no solo se unen al Plasmindgeno, sino que activan
su paso a Plasmina, causando una lisis del tejido que puede facilitar la invasién
de los tejidos del huésped. Todavia se desconoce si esta es la diferencia entre
un microorganismo patdégeno y uno no patégeno. Todos estos hechos plantean
tres preguntas principales: (a) ¢, Por qué la funciéon candnica de estas proteinas
de virulencia proviene principalmente de funciones bioldgicas ancestrales clave
(especialmente del metabolismo primario)? (b) ¢Por qué las mismas proteinas
son compartidas por muchas especies de patégenos?, y (c) ¢ Como ese conjunto
de proteinas secuencial y estructuralmente diferentes interaccionan con un

pequeino grupo de dianas de los componentes de la matriz extracelular?

112




IV.D.2. ;POR QUE NUMEROSOS FACTORES DE VIRULENCIA DE LOS
MICROORGANISMOS PATOGENOS SON PROTEINAS MOONLIGHTING?

En un trabajo anterior, nuestro grupo (Amela et al., 2017) sugirié que, dado que
una de las tareas mas importantes del sistema inmune es la diferenciacion entre
antigenos propios y extrafios, este sistema descartaria la produccion de
anticuerpos protectores contra las proteinas del microorganismo patégeno que
compartan epitopos con proteinas del huésped (mimetismo epitopico). Esto
podria ser causa de enfermedades autoinmunes (Benoist et al., 2001). Significa
que, aunque muchas proteinas patdgenas pueden ser antigénicas, solo unas

pocas de ellas generarian una respuesta inmune protectora.

Como puede verse en la Tabla 11, la mayoria de las proteinas moonlighting
pertenecen al metabolismo primario (glucdlisis, ciclo de Krebs ...) estando sus
secuencias aminoacidicas altamente conservadas a lo largo de la evolucién
(Henderson et al., 2011; Amblee et al.,, 2015). Por lo tanto, probablemente

compartan epitopos.

Como puede verse en la Figura 24, muchos epitopos humanos y de la proteina
homologa del patégeno se superponen entre si y con los segmentos de
secuencia de aminoacidos altamente conservados presentes en todas las
Enolasas. De acuerdo con nuestra hipétesis, el sistema inmune humano no
generaria anticuerpos protectores contra las Enolasas del patégeno. Como
hemos descrito anteriormente, hay ejemplos en los que incluso un numero menor
de epitopos compartidos puede ser responsable de una respuesta autoinmune
(Amela et al., 2007).
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TFREGLRWGAEVFHALKKILKERG--LVTAVGDEGGFAPKFEGTEDGVET ILKATIEAAGY STRMU LLRIEDQLGEVAQYKGIKSFYN
SFKEC‘RﬂLAFVFHq;KKILRAR;——LUTAVGDEGGFAPK:EGTEDGUETIIEAIdRAGY STRSU

. T I T ' AERAEEETE . = * ww

KK~

Figure 24: Alineamiento multiple con el programa Clustal Omega de Enolasas humanas y de diversos patdgenos.
En amarillo se muestran los epitopos predichos para las diferentes Enolasas usando el servidor de BepiPred. Los
asteriscos representan aminoacidos completamente conservados. La mayoria de los epitopos predichos humanos
coinciden con los aminoacidos altamente conservados. Los microorganismos son: AERHY = Aeromonas hydrophila;
NEIMB = Neisseria meningitidis; BORBU = Borrelia burgdorferi; BACAN = Bacillus anthracis; STAAU
Staphylococcus aureus; STRPN = Streptococcus pneumoniae; STRPY = Streptococcus pyogenes; STRMU
Streptococcus mutans; STRSU = Streptococcus suis.

En la Figura 25 y 26 se muestran otros ejemplos de enzimas moonlighting del
patégeno (GAPDH, PDK, PMD ...) alineadas con la proteina ortéloga humana.
Como puede verse, también coinciden con los segmentos de la secuencia de
aminoacidos y los epitopos predichos se superponen. En la Informacién

Suplementaria S8 se muestran mas ejemplos.
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RESULTADOS. VIRULENCIA.

De hecho, se ha descrito que la Enolasa estreptocdcica reacciona de forma
cruzada con la Enolasa humana y puede estar involucrada en afecciones
autoinmunes y complicaciones posteriores a la infeccion (Cole et al., 2005;
Fontan et al., 2000).

PHOSPHOGLYCERATE MUTASE 2: HUMAN vs. STREPTOCOCCUS INTERMEDIUS

P15259 | HUMRN| BM2 ML THRLVMVRHGESTWNCENRFCGWNFDAELSEKGTEEAKRGRERTKDAKMEFDICYTSVL 60
U2Z6LA|STRIT|EM ——MVELVFARHGESEWNKANLFTGWADVDLSEKGTQOATDAGKT IKEAGIEFDQAYTSVL 58
rkky ddkdkdk dkr * & kE Kk skdkdhkdak LuF EErk sdkEkk  kkkad
P15259 | HUMRN | PM2 FRATRTLWATLDGTDOMWLFVVRETWRLNERHYGGLTGLNEAETARKHGEEQVEIWRRSFD 120
U2Z6L3ISTRITIEM TRAIKTTHLALERAGOLWVEVEKSWRLNERHYGELTGONEAEARFKWEDEOVHIWRRSYD 118
LEEE L E Bz FikrEE s EERAREAAARERE REEF.E F Ko EEEAEEAAE
P15259 | HUMAN | EM2 IPPPPMDEEKHPYYNSISKERRYAGLKPGELPTCESLEDTIARRLPFWNEEIVPOIEKRGER 180
U2Z6LA|STRIT|PM VLPPAMAKDDOYS-—AHTDRRYANLODSVIPDAENLEVTILERALPFWEDKIAPALEDGEN 176
L A LJrEEkk ok ok ok kk G FhkkEkddraak b ik hd
P15259 | HUMAN | PM2 VLIARHGNSLRGIVEHLEGMSDQATMELNLETGIPIVYELHEELKFTEKFMOFLGDEETVE 240
U2Z6LA|STRIT|PM VE"?G&HGNSIRALV}&IIKHLSDDEIWFEIPNFPPLVFE.FDEKLNI.VKE‘I—YLGK ————— 230
Foga EEEKK  F ckEE HE R Fakrkrzaak: Kk 1kE
P15259 | HUMAN| EM2 EAMEAVARQGHAK 253
U2ZeL8|STRIT|EM —————————— - 230

1: P15255|HUMAN|PMZ 100.00 51.30
2: U2Z6LE|STRIT|PH 51.30 100.00

Figura 25: Alineamiento BLASTP entre la proteina moonlighting Phosphoglycerate
mutase 2 de Streptococcus intermedius implicada en la patogénesis y su homdloga en
humanos.

ALDOLASE B: HUMARN vs. PLASMODIUM VIVAX

sp|FO506Z |ALDOE HOMARN @ ——-—-——- MAHRFFALTOEQKKELSETAQSTVANGHGILAADESVGTMGNRLORIEVENTEE
tr|Q96e8vVse |Q96eEVI_PLAVI MTGSEYECDELELKLPAEVEEE IATTAKKLVEAGKGILAANESTOT IKKRFDNINVENTIE
F ok akaa ka1 k  kEEkkkEaad k1 kaa krddid &
apl|P05062 | ALDOE_HUMAN HRRQFREILFSVDSSINQSIGEVILFHETLYQKDSOGKLFRNI LKEKGIVVGIKLIDGGEA
trlQ968Ve | Q96EVI_PLAVI WRASYRDLLEGTH-GLGKF ISGAILFEETLFQENEAGVPLVNLLADEGI IFGIEVDEGLY
&k akwedkd o w o k EFF kEFaikka & T oKedkerukks FkEkakew
sp|FO50eZ |ALDOE HUMARN PLAGTINKETT IQGLDGLSERCAQYKKDGVDEGEWEAVLRIA--DQCFSSLATQENANALA
tr|Q968Ve | Q9eEVI_PLAVI TIFCIDDERSTOGLDGLAERCKE Y YKAGARFAKWEAVLVIDEFVEGKFIDLSIQETAWGLA
ka k2 k¥EEEhedEE aEF * k| % kEEikE # TR T T T
gplP05062 | ALDOE_HUMAN RYASTCOORGLVEIVE FEVIEDGDHDLEACOYVIEKVLAAVYKALNDHAVY LEGT LLKFN
tr|Q968Ve | Q96EVI_PLAVI RYARSTCOONKLVPIVEFEILADGEHT IEVCATVI QKVLASVFEALHDOGVLLEGATLEFN
XL LSS S LS ********:: **.* :* * **:****:*:***:*: * **i:*****
3p| FO5062Z | ALDOE HUMAN MV TAGHACTEKY TPECVAMATVIALHRTVPARVPGICFLSGGMSEEDAT LNLNATNLCPL
tr|Q968Ve | Q9eEVI_PLAVI MVTAGYDCAVKINTQDIGFLIVRTLSRIVEESLPGVVE LSGEOSEEEASVNLNS INAL-G
HkkEEs kr kL 113 a Kk 1F kREE aakE. kR EREadaadhdrEd
aplP05062 | ALDOE_HUMAN PEFWKLSFSYGRALQASALANWGGKAANKEATOEAFMERAMANCORARKGOYVATGISGRAR
trlQ968Ve | 096EVS_PLAVI PHEFWALTFSYGRALOASVLNIWEGKKENVEKAREVLLERAE AN SLATY GKYKE—GLGEAD
Fukdk Fodkddddhdddd & ok F¥ * & vedk udkdEd dk Fr ke L
sp|FO506Z | ALDOE HUMAN STOSLETACYTY
tr|Q968Va | Q586EVS PLAVI AGASLYEERYVY
s ks * %

1: =p|P0O50&2 |ALDOE HUMAN 100.00 51.52
2: tr|Q9&8VH|Q968VE PLAVI 51.%2 100.00

Figura 26: Alineamiento BLASTP entre la proteina moonlighting Aldolase B de
Plasmodium falciparum implicada en la patogénesis y su homadloga en humanos.
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Obviamente, los resultados anteriores tienen una importancia particular para el
disefio y desarrollo de vacunas recombinantes por subunidades, para las que es
critica la identificacion y seleccién de las dianas proteicas del patégeno
adecuadas antes de disefiar la vacuna. En este sentido, una inspeccion
exhaustiva de la base de datos Violinet (He et al., 2014) muestra que, en el
mercado no existe ninguna proteina moonlighting elegida como vacuna.
Encontrar vacunas en el mercado que generen actividad protectora, seria la
mejor prueba de que un antigeno es eficaz. Pocas (algunas chaperonas como
GroEL y Hsp70) son vacunas en algun estado de investigacion segun Violinet,
pero ninguna esta ya aprobada y comercializada y, por lo tanto, probadamente
eficaz. Ademas, en todos los casos que implican proteinas moonlighting, los
ensayos se han realizado en ratones, cobayas o conejos mostrando un nivel de
proteccion bastante bajo (< 20%). En algun caso los autores simplemente indican
la presencia de "algun grado" de respuesta inmune. Segun Violinet, las proteinas
recombinantes que han llegado al mercado (o estan a punto de hacerlo, como

una vacuna contra el Ebola) son:

Tabla 13: Vacunas de proteinas recombinantes actuales, enlazadas con la
correspondiente referencia en la base de datos Violinet

PATHOGEN HOST RECOMBINANT PROTEINS
Neisseria meningitidis Human NHBA, NadA, FHbp
Borrelia burgdorferi Human OspA
Bordetella pertussis Human fhaB
Human papilloma virus Human L1
Hepatitis B virus Human Capsid protein
Zaire ebola virus Human Vp35
Pig circovirus Pig Capsid protein
Pasteurella multocida serotype D Pig Dermonecrotoxin

Alineamientos por pares de estas proteinas de los patogenos frente al proteoma
humano, o de los correspondientes mamiferos, utilizando BLASTP en el servidor
del NCBI, y utilizando los parametros por defecto, indican "No significant

similarity found’.
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Estos resultados concuerdan con nuestra hipotesis de que el huésped, para
evitar una respuesta autoinmune, evita la produccién de anticuerpos protectores
contra proteinas patdégenas con las que comparte epitopos. Por lo tanto, la
evoluciéon del patdogeno seleccionaria positivamente aquellas proteinas de
virulencia cuya secuencia de aminoacidos se conserva en cierto grado. Nuestra
hipotesis explicaria la falta de vacunas de subunidades exitosas presentes en el
mercado basadas en proteinas moonlighting. Por otro lado, debido al grado de
secuencia conservada y epitopos compartidos, deberia existir inmunidad
protectora entre cepas, e incluso entre especies, utilizando proteinas
moonlighting como vacunas de subunidad, lo que no es el caso. Por todas estas
razones, una estrategia basada en el disefio de una vacuna que use una proteina

moonlighting como el antigeno principal podria no tener éxito.

IV.D.3. IDENTIFICACION DE MOTIFS COMUNES EN PROTEINAS
MOONLIGHTING DE VIRULENCIA

Como se describié anteriormente, varias proteinas secuencial y estructuralmente
diferentes interaccionan con un pequefo grupo de dianas, principalmente
componentes de la matriz extracelular. Si no comparten la estructura 3D,
¢ Comparten motivos o dominios de aminoacidos? Por ejemplo, muchas
proteinas pueden unirse al Plasmindgeno, pero si tienen un motif comun para
hacerlo, aun se desconoce. En el caso de la Enolasa se han descrito tres
pequeios motifs (Kornblatt et al., 2011). Estos han sido relacionados con la
actividad de union del Plasmindégeno. Disefiamos un programa para encontrar
en qué proteinas y organismos se pueden encontrar estos motifs. Un resultado
sorprendente es que encontramos que estos motifs se pueden encontrar en
organismos patdégenos y no patdégenos, incluso en aquellos en los que no se ha
descrito la funcién de unién al Plasminégeno. Entre todos los motifs de
aminoacidos descritos en la bibliografia (ltzek et al., 2010) los mas importantes
son: KK (en el N-terminal de la proteina), KxxK y FYDKERKVY. Usando el
programa mencionado anteriormente, encontramos que los motifs KK y KxxK se
encuentran aleatoriamente en una gran lista de microorganismos, patégenos y
no patégenos, lo que no es sorprendente ya que la Lys es un aminoacido muy

abundante y la longitud del motif es muy corta. Ademas, el motif FYDKERKVY
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solo se encuentra en el género Streptococcus. Por lo tanto, debe ser otra
caracteristica de la proteina la que va a determinar qué organismos van a ser
patdbgenos y van a activar el Plasmindgeno. Por otra parte, una busqueda de
estos motifs en otras proteinas relacionadas con virulencia (GAPDH, PGl, etc)

no encuentra resultados, aparte de la presencia de Lys.

Una busqueda mediante InterPro de las proteinas moonlighting relacionadas con
virulencia, no identifica motifs/dominios significativos. Como InterPro identifica
motifs suficientemente largos, hemos procedido a rastrear esas secuencias con
el programa MinimotifMiner (Mi et al., 2012) que busca motifs cortos,
generalmente ligados a sitios de interaccion, de modificacion post-traduccional,
etc. Usando el programa MinimotifMiner, buscamos pequefos motifs que se
encuentran en la Enolasa de Streptococcus pneumoniae y no en la de
Lactobacillus  plantarum, un microorganismo no patégeno cercano
genéticamente. Utilizando un proceso de seleccion explicado en la Seccion 111.H.
obtuvimos 47 motifs (enumerados en la Informacion Suplementaria S9). A
continuacion, buscamos estos motifs en diferentes microorganismos patégenos
y encontramos que dos de ellos estan presentes mayoritariamente en Enolasas
de patdégenos (Tabla 14).

Tabla 14: Motifs que se encuentran presentes principalmente en la Enolasa de
microorganismos patogenos

Motif Function Observations

YTAV Binds SH2 domain Most of the organism that share this motif are pathogenic
of Protein Tyrosine including microorganism phylogenetically far like:
Phosphatase Non- Escherichia, Bacillus, Burkholderia, Enterococcus,
Receptor Type 11. Salmonella, Staphylococcus, Streptococcus, Treponema,

Vibrio, Clostridium, Listeria, Lactobacillus, Pseudomonas,
Streptococcus, Yersinia.

Y[LIV]E[LIV] This consensus Most of the organism that share this motif are pathogenic.
Y[VIL][ED][PIV] motif binds the SH2  Streptococcus, Staphylococcus, clostridium, campylobacter.

Y[VIL][ED][VIL] domain of
PLCgamma;
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RESULTADOS. VIRULENCIA. .

Como se muestra en la Tabla 14, estos dos motifs también son importantes
debido a la funcidon que suelen desempefar. El primero, YTAV, se une a la
Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 11 (PTPN11). PTN11
participa en procesos biolégicos como la coagulacion sanguinea, la regulacion
de la respuesta inmune y la sefalizacion. El segundo motif mostrado en la Tabla
14 se une a la proteina PLCgamma, que se ha demostrado que es un sustrato
principal para la Heparin-binding growth factor 1 (acidic fibroblast growth factor).
Ambas proteinas estan estrechamente relacionadas con el Plasmindgeno,
funciones en la sangre y la regulacion inmune. Los microorganismos en los que
sus Enolasas presentan estos motifs se encuentran listados en la Informacién
Suplementaria S10. Estos motifs estdan representados en la estructura

tridimensional de la Enolasa en la Figura 27.

ENOLASE of
Streptococcus
pneumoniae
( Binding to )
plasminogen
- KK )
Binding to
plasminogen
K..K
Binding to PTPN11

Binding to PLC
gammal

Figura 27: Estructura 3D de la Enolasa con algunos motifs marcados en diferentes
colores en la superficie. Los motifs marcados en azul y verde son descritos en la
bibliografia por participar en la unién al Plasminégeno. Los resaltados en rojo y amarillo
son aquellos descubiertos usando el analisis de minimotifs descrito anteriormente.
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RESULTADOS. VIRULENCIA.

Ademas, analizamos las interacciones proteina-proteina de ambas proteinas
usando la base de datos BioGrid y obtuvimos que ambas proteinas interaccionan
con una gran lista de proteinas involucradas en la coagulacién sanguinea,
regulacion de la respuesta inmune, reaccion Plasmindgeno-Plasmina, etc
(Figura 28).

LTK
B-Cell

linker

4
Fibrin

Figura 28: Partners de interaccion proteina-proteina y funciones relacionadas del motif YTAV (marcado en rojo
en la estructura de la Enolasa) e Y[LIV]E[LIV] (marcado en amarillo en la estructura de la Enolasa).

PTPN11, interacciona con proteinas implicadas en la fibrindlisis, la angiogénesis,
la regulacion del sistema inmune y la interaccion con el Plasmindgeno. Por otro
lado, PLC Gamma1 interacciona con proteinas involucradas en la regulacion del
sistema inmune, la activacion de las células T, la angiogénesis y la regulacion de
las células B. Este motif, presentado principalmente en la Enolasa de
microorganismos patdégenos, permite no solo unirse al Plasmindégeno sind
también activarlo, ademas de regular la angiogénesis y el sistema inmunitario,
facilitando asi la infeccién. Ambos motifs estan localizados en la superficie de la
Enolasa, lo que les permite ser funcionales, como se puede ver en la Figura 27
y 28.
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RESULTADOS. VIRULENCIA.

Unicamente el hecho de analizar la secuencia de las proteinas moonlighting de
virulencia puede no ser suficiente para identificar las regiones implicadas en la
interaccidén con PLG y otras proteinas diana del huésped. En todo caso, cabe
mencionar que ambas regiones de union al PLG de la Enolasa y de la M protein
de S. pyogenes comparten la conformacion en forma de una hélice alfa (Figura
29).

Plasminogen
bindingdomain.
Enolase of S.

pyogenes

sp|Q5XD0O1 | ENC_STRPE -—-=----- GEVAQYKGIE----3FYNLEKER- 17
sp|P49054 |B85-113 VEELTADAELQRLENERHEEAELERLKSE Z9

*. . . & + &

Plasminogen binding
domain. M-protein of
S.pyogenes

Figura 29: Las regiones de union a Plasmindgeno de la Enolasa de S. pyogenes (verde)
y la M-protein (roja) muestran una estructura tridimensional conservada. A la derecha,
el alineamiento secuencial entre ambas proteinas no muestra conservacion, solo en dos
Lys, descritas con frecuencia en la bibliografia como implicadas en la union del
Plasmindgeno.

Esto refuerza la idea de que unicamente con un analisis de las secuencias no se
puede tener una idea clara de si las funciones de varias proteinas estan o no
conservadas, ya que como se puede observar en la Figura 29, dos regiones que

conservan funcién y estructura tridimensional no conservan la secuencia.
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IV.E. PROTEINAS MOONLIGHTING Y EVOLUCION

En este apartado IV.E. mostramos diversas aproximaciones que hemos utilizado
para responder algunas de las preguntas que plantea la existencia de proteinas
moonlighting, como por ejemplo: si abundan, si se conserva la

multifuncionalidad, etc.

IV.E.1. ¢ ES LA MULTIFUNCIONALIDAD DE LAS PROTEINAS MUCHO MAS
GENERAL DE LO QUE SE CRIiA HASTA AHORA?

Esta es una pregunta que se hacen la mayoria de los investigadores en el
campo. Muchos de ellos, incluidos nosotros, pensamos que las proteinas
moonlighting conocidas actualmente son solo "la punta del iceberg" y que un
gran numero de proteinas estan realizando mas de una funciéon molecular. A
partir de las siguientes aproximaciones sugerimos que las proteinas
multifuncionales abundarian. Esta pregunta adquiere mas relevancia a partir de
los recientes resultados de protedmica en que el numero de proteinas del
proteoma humano, raton, etc, es mucho menor de lo que se esperaba a partir de
los resultados de transcriptomica/splicing (Tress et al., 2017). En la Discusién

General se ampliara este aspecto.

IV.E.1.a. APROXIMACION BASADA EN LA EXISTENCIA DE MULTIPLICIDAD
DE DESCRIPTORES GO PARA MOLECULAR FUNCTION UTILIZANDO LA
INFORMACION CONTENIDA EN LA BASE DE DATOS UNIPROT

Como se ha descrito en la Seccion de Métodos, la base de datos GO utiliza tres
descriptores para clasificar las proteinas segun su funcion: (a) Biological process
(b) Molecular function y (c) Cellular component. Una proteina que desempefia
mas de una funcién molecular se puede considerar como moonlighting. Sin
embargo, esto no es directamente aplicable a las funciones bioldgicas, porque
una proteina realizando la misma funcion molecular puede estar implicada en
diferentes procesos bioldgicos. Por ejemplo, una quinasa que realiza una unica
funcién molecular (es decir, la transferencia de grupos fosfato) puede participar

en diferentes rutas dependiendo de la proteina que esté fosforilando. Este caso
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no se consideraria moonlighting, ya que unicamente esta desarrollando una

funcion molecular que interviene en distintos procesos.

A partir de esta premisa, se ha realizado un analisis de data mining de la base
de datos UniProt buscando el numero de proteinas que tienen identificadores
GO con diferentes funciones moleculares, comenzando con GO asociadas a las
funciones principales en nuestra base de datos de proteinas moonlighting (Ver
Tablas 4 y 5). Como se puede ver en las siguientes tablas 15-17, los resultados
muestran que habria un gran numero de posibles proteinas multifuncionales, a
las que los investigadores han otorgado descriptor GO multifuncional, pero que
en la bibliografia no se han incorporado los términos moonlighting, multitasking,
etc, términos que utilizamos para capturar proteinas moonlighting a partir de la

bibliografia para ser afadidas a la base de datos MultitaskProtDB-II.

Tabla 15: Numero de proteinas que tienen dos funciones diferentes (de acuerdo con los

cbédigos GO anotados en la base de datos UniProt)

GO Function 1

GO Function 2

Number of proteins

isomerase activity [0016853] DNA binding [0003677] 166.833

DNA binding transcription catalytic activity [3824] 128.026

factor activity [0003700]

catalytic activity [0003824] protein folding [0006457] 108.037

isomerase activity [0016853] oxidoreductase activity 79.566
[0016491]

protein folding [0006457] isomerase activity 78.219
[0016853]

chaperone binding [0051087] cytokine activity [0005125] 56.072

ligase activity [0016874] DNA binding [0003677] 33.878

oxidoreductase activity DNA binding [0003677] 20.690

[0016491]

catalytic activity [0003824] pathogenesis [0009405] 11.510

isomerase activity [0016853] ligase activity [0016874] 2.992

protein folding [0006457] DNA binding [0003677] 2.843

protein folding [0006457] oxidoreductase activity 1.149

[0016491]
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Como se muestra en la Tabla 15, buscando en UniProt proteinas con actividad
catalitica (enzimas) y actividad de factor de transcripcion, que es el par funcional
mas comun en las proteinas moonlighting, obtuvimos 128.026 resultados. Y un
resultado similar se encuentra cuando buscamos proteinas con actividad
catalitica e involucradas en el plegamiento de proteinas (chaperonas), en este

caso se encuentran 108.037 proteinas.

Continuando con esta idea, buscamos proteinas localizadas en diferentes
compartimentos celulares, dado que en muchas ocasiones las dos funciones,
canonica y moonlighting, tienen lugar en dos compartimientos diferentes. Los
resultados se muestran en la Tabla 16. Destacan las 98.596 proteinas que estan
tanto en el nucleo como en el citoplasma, o las 83.423 proteinas localizadas tanto
en la membrana celular como en el citoplasma. Consideramos que, si una
proteina esta localizada en diferentes compartimentos celulares, es porque
puede estar realizando una funcion molecular diferente.

Tabla 16: Numero de proteinas presentes en diferentes compartimentos celulares (de
acuerdo con los codigos GO anotados en la base de datos UniProt)

GO Compartment 1 GO Compartment 2 Number of proteins

membrane [0016020] cytoplasm [0005737] 83.423
cytoplasm [0005737] nucleus [0005634] 98.596
membrane [0016020] nucleus [0005634] 16.694
cytoskeleton [0005856] nucleus [0005634] 2.353
outer membrane [0019867] cytoplasm [5737] 362

Tabla 17: Numero de proteinas que estan en compartimentos celulares no asociados
con su funcién candnica descrita (de acuerdo con los cédigos GO anotados en la base
de datos UniProt)

GO Canonical Function GO Compartment Number of proteins
DNA binding transcription cytoplasm [5737] 137.615
factor activity [0003700]

protein folding [0006457] membrane [0016020] 12.009
catalytic activity [0003824] cytoskeleton [0005856] 7.531
isomerase activity [0016853] membrane [0016020] 6.837
isomerase activity [0016853] nucleus [5634] 3.510

DNA binding transcription membrane [0016020] 2.399

factor activity [0003700]
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Ademas, combinamos ambos analisis buscando proteinas que estan localizadas
en un compartimento celular, en el que no estan realizando su funciéon candnica.
Por ejemplo, encontramos que 137.615 proteinas involucradas en la
transcripcion del ADN, que ocurre en el nucleo, también se localizan en el
citoplasma. Ademas, encontramos que 7.531 proteinas con actividad catalitica
(enzimas) se encuentran en la membrana, que también es una localizacion

inesperada para una enzima.

En nuestra base de datos actual, hemos descrito 694 proteinas moonlighting, en
las cuales la bibliografia describia especificamente ambas funciones
moleculares. Pero teniendo en cuenta los numeros anteriores, esperamos que
haya un gran numero de proteinas moonlighting aun por descubrir. Estas cifras
sugieren que el moonlighting no es un fenédmeno raro, sind un mecanismo
comun, ampliamente utilizado en diferentes especies, para expandir sus

funciones disponibles, sin expandir el numero de genes y proteinas.

Se debe tener en cuenta que no todas las proteinas tienen su funcién descrita
en la base de datos de UniProt o GO y que estos numeros pueden ser incluso
mayores, ya que cada dia se descubren nuevas funciones. Para estimar el
namero de proteinas que tienen todas sus funciones descritas en UniProt,
analizamos manualmente todas las proteinas en nuestra base de datos

actualizada. Los resultados se muestran en la Tabla 18 y la Figura 30.

Tabla 18: Porcentaje de funciones detectadas utilizando la descripcion de UniProt,
descriptores de GO y combinando ambos parametros

UniProt Description GO Descriptors UniProt & GO
% OF DETECTION Canonical Moonlighting Canonical Moonlighting Canonical Moonlighting
GENERAL 80,5 46,9 95,3 54,9 95,3 57,4
ONLY REVIEWED 93,2 61 97,1 69,8 100 72,7
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Uniprot & GO

Uniprot Description

R

0 20 40 60 80 100 120
REVIEWED MOONLIGHTING  ®m REVIEWED m CANONICAL
MOONLIGHTING CANONICAL

Figura 30: Porcentaje de deteccion de la funciéon tanto canénica como moonlighting
usando UniProt, GO y ambos.

En este analisis, separamos las entradas generales en UniProt y las revisadas.
Las entradas revisadas en la base de datos de UniProt son aquellas que han
pasado un proceso de revision por el personal de UniProt, y generalmente
contienen mas informacién, y mas fiable, sobre las proteinas, por eso el

porcentaje de deteccion es mas alto en todos los métodos comparados.

Como puede verse, el uso de GO es un mejor método para detectar el fenémeno
moonlighting y las funciones candnicas comparado con la mera descripcion de
texto en UniProt. UniProt detecta la funcion moonlighting en el 47% de las
proteinas de nuestra base de datos, mientras que GO permite identificar el 55%
de las funciones moonlighting. Combinando ambos métodos, este porcentaje
aumenta hasta un 57%. Podemos decir que casi la mitad de las proteinas
moonlighting de nuestra base de datos no se describen adecuadamente ni en
UniProt ni en la base de datos de GO. Este hecho resalta la importancia de tener
una base de datos de proteinas moonlighting como la que hemos disefiado.
Ademas, sugiere que las proteinas moonlighting esperadas segun el analisis con

los coédigos GO en las Tablas 14, 15 y 16, podrian ser incluso mayores.
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IV.E.1.b. APROXIMACION BASADA EN LAS PALABRAS UTILIZADAS EN
LOS DESCRIPTORES QUE UTILIZA LA BASE DE DATOS UNIPROT

En bioinformatica, la busqueda de patrones en las bases de datos existentes es
una buena herramienta para el datamining. Al leer la descripcion funcional en
forma de texto en UniProt, tratamos de identificar una palabra comun en las
descripciones de las proteinas moonlighting. Las mas comunes son las palabras:
"also" y "may". Normalmente se usa para decir que estas proteinas tienen una
funcion, pero "also have another function" o "may act performing another
function". Analizamos el niumero de proteinas moonlighting en nuestra base de
datos que tienen estas palabras en su descripcién de UniProt y encontramos que
un 9% tiene la palabra "also" y un 10% tiene la palabra "may". Yendo mas alla
en esta idea, buscamos en UniProt todas las entradas de proteinas que tienen
estas palabras en su descripcion. Encontramos que 778.445 proteinas tienen la
palabra "also" y 1.176.554 tienen la palabra "may" en la descripcion de la funcion.
Obviamente, es un método inexacto que no permite predecir las proteinas
moonlighting, pero nos permite imaginar lo grande que es el numero de proteinas
moonlighting que aun esperan ser reveladas. A pesar de esto, con todos estos
numeros, podemos esperar que se descubra un gran numero de proteinas

moonlighting en un futuro cercano.

Sin embargo, un problema importante en la ciencia y especificamente en
bioinformatica es que no tenemos métodos de anotacién estandarizados y cada
grupo o consorcio esta disefiando bases de datos con sus propias reglas. Esto
dificulta el uso de métodos automatizados de analisis de datos y es uno de los

grandes desafios del Big Data.
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IV.E.2. ;ESTAN CONSERVADAS LAS FUNCIONES DE LAS PROTEINAS
MOONLIGHTING ENTRE ESPECIES?

Esta también es una pregunta ampliamente discutida en el campo de las
proteinas moonlighting. En general se considera que no se puede decir que una
proteina es moonlighting si esta nueva funcibn no se ha demostrado

experimentalmente.

IV.E.2.a. APROXIMACION BASADA EN ALINEAMIENTOS MULTIPLES DE
SECUENCIAS DE DIFERENTES ORGANISMOS

Si el porcentaje de identidad de las secuencias de proteinas moonlighting en
especies cercanas es muy alto, esto sugiere que pueden conservar su
multifuncion. Por ejemplo, en la Figura 31 podemos observar la matriz de
porcentajes de identidades de la proteina Glucose 6 isomerase (G6PI), descrita
como proteina moonlighting humana, con las homdlogas de organismos
cercanos como raton, rata, etc. A pesar de eso, no podemos decir que G6PI es
moonlighting en las otras especies, porque las funciones no han sido descritas

experimentalmente.

sp|P@6745 | G6PI_MOUSE 1e6.80 93.73 88.35 87.97 89.61 88.35 88.89

sp|Q6P&V@ | GEPI_RAT 93.73 1e0.00 87.99 87.61 88.53 87.81 88.17
sp|P@8e59 |G6PI_PIG 88.35 87.99 100.00 95.51 91.22 92.11 93.01
sp|Q3ZBD7 |GGPI_BOVIN 87.97 87.61 95.51 1¢9.00 9@.48 91.02 91.56
tr|HBVCM3 | HaVCM3_CAVPO 89.61 88.53 91.22 90.48 1066.e0 92.11 92.65
sp|Q5R4E3 | GEPI_PONAB 88.35 87.81 92.11 91.02 92.11 100.00 a8.75

sp|P86744|GEPI_HUMAN 38.89 88.17 93.01 91.56 92.65 98.75 | 1e0.00

Figura 31: Matriz de identidad de un alineamiento multiple de secuencias de Glucose 6
isomerase. La proteina humana, ademas de su funcién en la glucdlisis, actia como
neuroleuquina, factor de motilidad autocrina, en diferenciaciéon y cémo factor de
crecimiento nervioso, de estimulacién de la migracion celular e implantacion (en el
hurén). También es un importante modulador de la progresion tumoral y una diana para
el tratamiento del cancer, ademas de mediar en la aglutinacion espermatica.

Este es un ejemplo de lo que sucede con una gran cantidad de proteinas
moonlighting, sus secuencias estan altamente conservadas entre especies
genéticamente cercanas. Pero, como se describe en la Introduccion para la

chaperona GroEL, solo un cambio en unos pocos aminoacidos es suficiente para
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obtener una nueva funcién, por lo que es dificil decir que las funciones
moonlighting se conservan, incluso en el caso de altas tasas de conservacion de

secuencias.

Una aproximacion para resolver este problema consistiria en comparar
secuencias de las regiones especificas involucradas en las diferentes funciones.
Sin embargo, los aminoacidos clave para las funciones moonlighting se
desconocen (o al menos no se describen) en la mayoria de casos, especialmente
para aquellas funciones que no son enzimas (tal y como se ha descrito en el
Apartado IV.A5. y la Tabla 7). Incluso contactando directamente con los
investigadores que descubrieron las proteinas moonlighting de nuestra base de
datos, en la mayoria de casos no han determinado en qué region de la proteina
se localiza la funcién moonlighting. A pesar de esto, algunas proteinas
moonlighting si que tienen mapadas y descritas ambas funciones en la
bibliografia y fueron usadas para estudiar la conservacion de las regiones

especificas para las funciones moonlighting.

Por ejemplo, la Malate synthase es una enzima que actua como adhesina y factor
de virulencia en Mycobacterium tuberculosis y se ha identificado la region
responsable de esta funcion moonlighting. La Figura 32 muestra esta region
comparada en algunos microorganismos y se puede observar que esta region
esta perfectamente conservada en Mycobacterium bovis y Mycobacterium

leprae.

sp|P37330|MASZ ECOLI
sp|P42450 |MASZ CORGL
splQ9I636|MASZ PSEAE
sp| POWK17 |MASZ MYCTU
sp| POASJ5 |[MASZ MYCBO
sp|B8ZSN3 |MASZ MYCLB

FKAASDLIFLGVKOPNGYTEPLLHAWRLREKESH-----------—————
FOAAKDLIFEGTKSPSGYTEPILHARRREFKAKN-—-—--—-—--—-—-———————
FOAALELVVEGTROPNGYTEPVLHRRRREFKAKNGL----==—-———————
FLAAQELILSGAQOPNGYTEPILHRRRREFKARAAEKPAPSDRAGDDAAR
FLAAQELILSGAQOPNGYTEPILHRRRREFKARAAEKPAPSDRAGDDAAR
FLAAQELILSGAQOPNGYTEPILHRRRREFKAQNR-—-—-—-—-—-—-————————

*x kK e k. * ek kkkk ke kK * *

Figura 32: Alineamiento de secuencias de la region especifica para la funcion de adhesion al
huésped descrita en Mycobacterium tuberculosis. Se puede observar como esta region esta
conservada en microorganismos cercanos.
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Otro ejemplo es la Mitogen-activated protein kinase 1, que se describe como

proteina moonlighting en humanos y que regula la sefializacién del interferon

gamma ademas de su propia funcién de union a DNA y regulacion de la

transcripcion.

sp|094737 |[MAPK1 PNECA
sp|P26696|MK01 XENLA
sp|P63086|MKOL RAT
sp|P63085|MKO1_MOUSE
sp|P28482|MKO1_HUMAN
sp|P46196|MK01 BOVIN
sp|Q84UI5 |MPK1 ORYSJ
spl039021 |[MPK1 ARATH

spl094737 |[MAPK1 PNECA
sp|P26696|MK0O1 XENLA
sp|P63086|MKO1 RAT
sp|P63085|MKO1_MOUSE
sp|P28482|MKO1_ HUMAN
sp|P46196|MKO1_BOVIN
sp|Q84UI5|MPK1 ORYSJ
spl039021 |[MPK1 ARATH

CGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLINADCKLKICDEGLSRGISVNQGQGTEYMTEYVTTRWY
RGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNTTCDLKICDFGLARVADPDH-DHTGFLTEYVATRWY
RGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNTTCDLKICDFGLARVADPDH-DHTGFLTEYVATRWY
RGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNTTCDLKICDFGLARVADPDH-DHTGFLTEYVATRWY
RGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNTTCDLKICDFGLARVADPDH-DHTGFLTEYVATRWY
RGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNTTCDLKICDFGLARVADPDH-DHTGFLTEYVATRWY
RGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNANCDLKICDFGLARTTS————- ETDFMTEYVVTRWY
RGLKYIHSANILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLARASNT----KGOQFMTEYVVTRWY

KAk Ak khkhkhkkoekhkhkhkkhkhkhkhk kkhkkeoeke * *hkkhkkhkhkhkhk ok e e kkkk Ak kK

KIKSASAQSYIRSLPTLPKMPYSKIFPYANPDALDLLNCLLTFDPYDRISCEEALEHPYL
CIINLKARNYLLSLPHKNKVPWNRLEFPNADPKALDLLDKMLTENPHKRIEVEAALAHPYL
CIINLKARNYLLSLPHKNKVPWNRLEPNADSKALDLLDKMLTENPHKRIEVEQALAHPYL
CIINLKARNYLLSLPHKNKVPWNRLEPNADSKALDLLDKMLTENPHKRIEVEQALAHPYL
CIINLKARNYLLSLPHKNKVPWNRLEFPNADSKALDLLDKMLTENPHKRIEVEQALAHPYL
CIINLKARNYLLSLPHKNKVPWNRLEFPNADSKALDLLDKMLTENPHKRIEVEQALAHPYL
FVNE-NARRYTRQLPRHARQSFPEKFPHVHPLAIDLVEKMLTFDPRORITVEGALAHPYL
FIDNPKAKRYIRSLPYSPGMSLSRLYPGAHVLAIDLLOKMLVEDPSKRISVSEALQHPYM

K e K. * k -k K e kK oo ek K ek * x K’k KKK .

Figura 33: Alineamiento multiple de secuencias (parcial) de la proteina MAPK1 de diferentes especies.
Marcados en azul estan los aminoacidos importantes para la funcidon candnica (represor de la
transcripcion) y en amarillo la region involucrada en la funcidén moonlighting (para regular la sefializacion
del interferon gamma).

Como puede verse en la Figura 33, todos los organismos comparados tienen los
aminoacidos clave para la funcidon candnica conservada. Los aminoacidos
relacionados con la funcién moonlighting también se conservan en organismos
genéticamente cercanos como: Xenopus laevis, Rat, Mouse y Bovin, pero no se
conservan en organismos como Arabidopsis thaliana o Pneumocystis carinii.
Esto se debe a que la funcion moonlighting (regulacion de la sefalizacion del
interferébn gamma) no se puede realizar en microorganismos o vegetales, pero si
en animales. Que la conservacion de la regién involucrada en la funcién
moonlighting aparezca solo en los organismos en los que se puede realizar,
sugiere que la funcion moonlighting podria estar conservada en organismos

genéticamente cercanos.
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Otro ejemplo similar es la proteina Methylthioribose-1-phosphate isomerase
(Figura 34), que ademas de su funcidn candnica esta involucrada en la invasion
de tejidos en melanoma. Los aminoacidos clave para la funciéon canoénica son
cys168, asp248, y para la invasion en melanomas lo son ser283, arg109. Los
aminoacidos correspondientes a la funcion canodnica se conservan en todos los
organismos analizados, pero los relacionados con el cancer solo se conservan
entre humanos y ratas, que son los organismos en los que existe el melanoma.
No tiene sentido que un microorganismo o un vegetal tenga esa funcion
relacionada con el cancer. Pero de nuevo, los aminoacidos clave para la funcién
moonlighting se conservan entre especies genéticamente cercanas,
especialmente en especies en las que se puede realizar la funcién moonlighting.
Este hecho refuerza de nuevo la idea de que el fendmeno moonlighting puede
conservarse en especies cercanas y de que hay un gran numero de proteinas

moonlighting aun por descubrir.
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spl031662 |MINA BACSU
splQ06489 |[MTNA YEAST
sp|Q9BV20 |[MTNA HUMAN
Sp|Q5HZE4 |[MTNA_RAT

spQ92UG4 | MTNA_ARATH

sp|031662|MTNA BACSU
sp|Q06489 |MINA YEAST
sp|Q9BV20 | MTNA HUMAN
sp|QSHZE4 |MTNA RAT

sp|1Q9ZUG4 |[MTNA ARATH

sp|031662 |MINA_ BACSU
sp|Q06489 |MINA YEAST
spQ9BV20 |MTNA_HUMAN
sp|Q5HZE4 [MTNA_RAT

sp|1Q9ZUG4 |[MTNA ARATH

sp|031662 |MINA_BACSU
splQ06489 |MTNA_YEAST
spQ9BV20 |MINA_HUMAN
sp|Q5HZE4 |[MINA_RAT

sp|Q92UG4 |[MINA ARATH

sp 031662 |MTNA_BACSU
splQ06489|MTNA_YEAST
spQ9BV20 |MINA_ HUMAN
sp|Q5HZE4 |[MINA_ RAT

sp|1Q9ZUG4 |[MTNA ARATH

sp|031662 |MINA BACSU
splQ06489 |[MTNA YEAST
sp|Q9BV20 |[MTNA HUMAN
sp|Q5HZE4 |[MTNA RAT

sp1Q9ZUG4 |[MTNA ARATH

spl031662 |MINA BACSU
spl1Q06489 |MINA_YEAST
sp|Q9BV20 |[MTNA HUMAN
sp|Q5HZE4 [MTNA RAT

sp|1Q9ZUG4 |[MTNA ARATH

sp|031662 |MINA BACSU
splQ06489 |MTNA YEAST
sp|Q9BV20 |[MTNA HUMAN
sp|Q5HZE4 [MTNA RAT

sp|1Q9ZUG4 |[MTNA ARATH

—————— MTHSFAVPRSVEWKETAITILNQOKLPDETEYLELTTKEDVEFDAIVTLKVRGAP
—————— MSLEAIVFDRSEPENVSVKVLDQLLLPYTTKYVPIHTIDDGYSVIKSMQVRGAP
—————— MTLEAIRYSR-----GSLQILDQLLLPKQSRYEAVGSVHQAWEATIRAMKVRGAP
—————— MRLEAIRYSP-----GSLQILDQLOQLPEHCHYETLSSVQQAREATIRAMKVRGAP
MSGEGDTTLKAICYKP----— GSLQLLDQRKLPLETIYLEIRDASDGWSAIQEMVVRGAP

ok ook * * * . . * o Kk k ok k ok

AIGITAAFGLALAAKDIETDNV-=—=———=—————— TEFRRRLEDIKQYLNSSRPTAINLSW
ATATIVGSLSVLTEVQLIKHNPTSDVATLYSLVNWESTKTVLNKRLDFLLSSRPTAVNLSN
ATALVGCLSLAVELQAGAGGPGL-AA-————————— LVAFVRDKLSFLVTARPTAVNMAR
ATALVGCLSLAVELQAGAGGPGL-AA-————————— LVAFVRDQLSLLVAARPTAVNMAR
ATATIAAALSLAVEVENFHGFDGSASD--——--———— AVAFLENKLDYLVSSRPTAVNLAD
ORI SN S : KorrRxxK K

ALERLSHSVENAISVNEAKTNLVHEAIQ----— IQVEDEETCR--—-—==-—-—-—— LIGONALQ
SLVEIKNILKSSSDLK----— AFDGSLYNYVCELIDEDLANNMKMGDNGAKYLIDVLQKD
AARDLADVAAREAEREGATEEAVRERVICCTEDMLEKDLRDNRSIGDLGARHLLERVAPS
AARDLTHMAAREAELEGATEETVRERVIRFAEDMLEKDLKDNRSIGDLGARHLLEQTNPR
AALKLKHVIAKALATAT-EAKSIFKAYIEASEDMLEDDVVSNKAIGNEFGLSLL-RQQAKN

* *

LFKKGDRIMTICNAGSIATSRYGTALAPFYLAKQK-—-——————————————— DLGLHIYA
GFKDEFAVLTICNTGSLATSGYGTALGVIRSLWKDSLAKTDKADSGLDNEKCPRMGHVEP
--GGKVTVLTHCNTGALATAGYGTALGVIRSLHSL-—-—-—-——-—-———-—————— GRLEHAFC
--GGKVTVLTHCNTGALATAGYGTALGVIRSLHEM--—-—-——=-—-—-—-—=—-————— GRLEHTEFC
--PDKLSVLTHCNTGSLATAGYGTALGVIRALHTQ--—-=-—==-—-==—=—=—=———-— GILERAYC

cek Kk ekeoekhke KAkKKK

CETRPVLQGSRLTAWELMQGGIDVTLITDSMAAHTMKEK--QISAVIVGADRIAKNGDTA
LETRPYNQGSRLTAYELVYDKIPSTLITDSSIAYRIRTSPIPIKAAFVGADRIVRNGDTA
TETRPYNQGARLTAFELVYEQIPATLITDSMVAAAMAHR--GVSAVVVGADRVVANGDTA
TETRPYNQGARLTAFELVYEKIPATLITDSMAAAAMVHQ--GVSAVVVGADRVVANGDTA
TETRPFNQGSRLTAFELVHEKIPATLIADSAAAALMKDG--RVDGVIVGADRVASNGDTA

* Kk Kk x Kk ek kkk o kk oo * *kk e KKk * . . * ok kk Kk . * ok Kk Kk x

NKIGTYGLAILANAFDIPFFVAAPLITFDTKVKCGADIPIEERDPEEVRQIS ————————
NKIGTLQLAVICKQFGIKFFVVAPKTTIDNVTETGDDIIVEERNPEEFKVVTGTVINPEN
NKVGTYQLAIVAKHHGIPFYVAAPSSSCDLRLETGKEITIIEERPGQELTDVN-—-———-—--—
NKIGTYQLAIVAKHHGIPFYVAAPSSSCDLRLETGKEIVIEERPSQELTDLN-—-—-—---—
NKIGTYSLALCAKHHGIPFYVAAPLTSVDLSLSSGKEIVIEERSPKELMHTHGGL-----

Kk .k ox * Kk . * kek kk .. Kx * ek e kKK .k

—————————————— GVRTAPSNVPVENPAFDITPHDLISG-IITEKGIMTGNYEEEIE-—
GSLILNESGEPITGKVGIAPLEINVWNPAFDITPHELIDG-IITEEGVFTKNSSGEFQLE
—————————————— GVRIAAPGIGVWNPAFDVTPHDLITGGIITELGVFAPEELRTALTT
—————————————— GVRIAAQGIRVWNPAFDVTPHELITGGIITELGVFAPEELRAALSA
—————————————— GERIAAPGISVWNPAFDMTPAELIAG-IITEKGVITKNGNDTEFD-I

* e KekkkhkkhkKkekk okk Kk KKK Kk Ko oo

TISSRDGTLDGPQM
TIFSEGQTLDSPQM
SSFAKKITGNSSR-

Figura 34: Alineamiento multiple de secuencias de la proteina Methylthioribose-1-
phosphate isomerase, donde los aminoacidos clave para la funcién moonlighting estan
marcados en verde y para la funciéon canonica en amairillo.

Ademas, en algunos casos la funcion moonlighting estd mas conservada entre

diferentes especies que la funcién candnica. Un ejemplo de esto es la proteina

ribosomal S10 de E. coli, donde estan conservados los motifs relacionados con

las dos funciones e incluso esta mas conservado el correspondiente a la funcién

moonlighting (Figura 6 de la Introduccién).
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IV.E.2.b. APROXIMACION BASADA EN LA ORTOLOGIA DE
INTERACTOMAS DE DIFERENTES ORGANISMOS

Otra estrategia para comprobar que existe conservacion de la multifuncionalidad
es la interactomica comparada. Si existe conservacion del interactoma, o sea de
los partners de interaccion para una proteina moonlighting de dos o mas
especies, probablemente hay conservacion de multifuncionalidad (es la ortologia
de interactoma). Por ejemplo, si una determinada proteina moonlighting tiene
dos funciones A y B, probablemente en su interactoma encontraremos proteinas
involucradas en la funcién A y otras en la funcion B. Si analizando el interactoma
de la misma proteina, pero en otro organismo, encontraremos partners de
interaccion relacionados con la funcion A 'y otros con la B, podriamos pensar que
la proteina en este organismo también fuera moonlighting y realizara las dos
funciones. En la Tabla 19, se muestran algunos ejemplos del analisis realizado
partiendo de las proteinas moonlighting de nuestra base de datos
MultitaskProtDB-Il. Con fondo azul se muestran las proteinas moonlighting en
MultitaskProtDB-Il y debajo, sin color de fondo, las proteinas equivalentes en
otras especies. Por ejemplo, la Aconitasa cuya funcidén candnica es el paso de
citrato a isocitrato, en humano se la ha identificado como proteina de unién a
MRNA, si analizamos su interactoma, en efecto encontramos proteinas como la
Nuclease-sensitive element-binding protein 1, cuya funcion es la unién a RNA.
Analizando la Aconitasa de otras especies en las que no se ha descrito
especificamente la funcion de union a mRNA, también encontramos que tienen
partners de interaccion cuyas funciones implican la unién a mRNA. Es el caso
de la Aconitate hydratase de E. coli, Saccharomyces cerevisiae y Rattus
norvegicus. Este hecho sugiere, que las aconitasas de esas especies conservan

la funcion de unién a RNA.

Otro ejemplo que se puede observar en la Tabla 19, es el del Cytochrome c. Esta
proteina en humano, ademas de su funcion candnica esta involucrada en el
control de la apoptosis. Analizando sus partners de interaccion encontramos
proteinas relacionadas con la apoptosis como el TNF receptor-associated factor
6. Siguiendo el mismo proceso que con la proteina anterior, al analizar la misma
proteina en otras especies, encontramos que en Mus musculus y Drosophila

melanogaster estas proteinas también presentan partners de interaccion
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relacionados con el control de la apoptosis. Sugiriendo, de nuevo, que la funcién

moonlighting esta conservada en especies cercanas.

Otro caso representativo es la proteina ATF2, cuya funcidon moonlighting en
humano es la respuesta al dafio en DNA. Tanto la proteina descrita como
moonlighting en humano, como las equivalentes en diferentes especies (Mus
musculus 'y Saccharomyces cerevisiae presentan partners de interaccion

relacionados con la respuesta celular al dafio en el DNA.

En la Tabla 19, se muestran 5 ejemplos en los que la ortologia en el interactoma,
sugiere que la funcion moonlighting estad conservada en organismos cercanos
filogenéticamente. En la ultima columna de la tabla se puede observar el
porcentaje de conservacion de las secuencias de las proteinas analizadas
respecto a la descrita como moonlighting. Se puede observar como no es
necesario un alto porcentaje de identidad para que se conserven las funciones
moonlighting de las proteinas. Por ejemplo, la proteina ATF2 cuyos partners de
interaccion sugieren que en Saccharomyces se conserva la funcion de
reparacion de DNA, unicamente tiene un 20,4% de identidad con la secuencia

de la misma proteina en humano.

Un total de 61 proteinas moonlighting han mostrado ortologia de interactoma con
otras proteinas equivalentes en otras especies. (Ver Informacion Suplementaria
S11).
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Tabla 19. Ortologia de interactomas en diferentes especies

Protein name

Uniprot

Moonlighting

function

Organism

Interactomic proteins

Identity

Aconitase P21399 mRNA binding Human Nuclease-sensitive element-
binding protein 1. Binds to
RNA.
Aconitate P25516 E. coli RNA-binding protein YhbY. 52%
hydratase A RNA binding function.
Carbon storage regulator.
Binds to RNA.
Aconitate P19414 Saccharomyces | Importin subunit beta-2. RNA | 30,5%
hydratase cerevisiae binding protein.
mitochondrial
Aconitate Q9ER34 Rattus Pre-mRNA-splicing factor | 28,5%
hydratase norvegicus ATP-dependent RNA helicase
mitochondrial PRP43. Pre-mRNA processing
factor.
ATF2 protein P15336 DNA damage Human Spliceosome RNA helicase
response DDX39B. Negative regulation of
DNA damage checkpoint
ATF2 protein P16951 Mus musculus | Mitogen-activated protein | 99,2%
kinase 1. Cellular response to
DNA damage stimulus.
Histone acetyltransferase
p300. Damaged DNA binding.
Brca1lE3. DNA repair by
facilitating cellular responses to
DNA damage.
ATF2 protein P53296 Saccharomyces | DNA repair protein RAD33. | 20,4%
cerevisiae DNA repair.
Cytochrome c P99999 Controlling Homo sapiens | TNF receptor-associated
apoptosis factor 6. Negative regulation of
apoptosis.
Cytochrome c1 Q9DO0M3 Alpha-synuclein. Reduces | 16,5%
Mus musculus | neuronal responsiveness to
various apoptotic stimuli
Cytochrome c1 P04657 Drosophila Serine  protease = HTRA2. 66%
melanogaster | Promotes or induces cell death.
Presenilin A9SVI7 Cytoskeletal Physcomitrella | No interactions in APID
function patens
Presenilin-1 P49768 Homo sapiens | Arc. Regulation of cytoskeleton. | 23,5%
Presenilin-1 P49769 Mus musculus | Arc. Regulation of cytoskeleton. | 23,5%
Thioredoxin POAA25 Omega DNA E. coli DNA-directed DNA
Polymerase polymerase.
subunit
Thioredoxin P10599 Homo sapiens Genome polyprotein. RNA | 26,9%
polymerase.
Thioredoxin-1 P47938 Drosophila DNA-binding protein Ewg. | 24,7%
melanogaster | DNA binding function.
Thioredoxin-2 Drosophila Proliferating cell nuclear | 32,4%
Q9Vv429 melanogaster antigen. Auxiliary protein of
DNA polymerase delta
Thioredoxin Saccharomvees DNA-directed RNA | 40,2%
P22217 om)y/ polymerase lil. RNA
cerevisiae

polymerase component.
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IV.E.3. PROTEINAS MOONLIGHTING Y DESPLAZAMIENTO DE GEN NO
ORTOLOGO

El Non-Orthologous Gene Displacement, como se describe en la Introduccion, o
NOGD, describe una forma variante de un sistema o via en la que un
componente esperado se reemplaza por un equivalente funcional que difiere en
su origen evolutivo. Estos huecos funcionales se encuentran
bioinformaticamente al secuenciar el genoma completo de un organismo. Por
ejemplo, en una via metabdlica encontramos que falta el gen para una de las
enzimas clave, en cambio sabemos que esa via metabdlica esta funcionando en
ese organismo. Asi pues, se supone que la funcidén de ese gen la esta realizando
otra proteina, que no es la esperada. Este hecho plantea una relacién clara con
la moonlighticidad. Estas enzimas esperadas en una ruta pueden ser
reemplazadas por otra proteina, que esta haciendo otra funcion, pero tiene una
estructura similar a la proteina que va a sustituir. En estos casos estariamos

hablando claramente de una proteina moonlighting.

Galperin y Koonin crearon una base de datos de proteinas NOGD (Galperin et
al., 1998). Esta base de datos enumera las proteinas que difieren en sus
estructuras, pero realizan las mismas funciones, por lo que se espera que sean
ejemplos de NOGD con un origen evolutivo distinto. Hemos comparado las
proteinas de ambas bases de datos, NOGD y MultitaskProtDB-II, y obtuvimos 20
proteinas que son a la vez ejemplos de moonlighting y NOGD, como se muestra
en la Tabla 20.
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Tabla 20: Ejemplos de coincidencia entre proteinas moonlighting y NOGD

Protein. Name

Organisms in which is

NOGD described organisms

Peptidyl Prolyl cis,trans-
Isomerase (PPI)
Phosphofructokinase

DNA primase

cPrxl (Peroxiredoxin TSA1)

Phosphoglucose isomerase

Peroxiredoxin-6
Fumarate hydratase

DHPR (peptide C)
dihydropteridine reductase
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A
Upsilon-crystallin

Dihydrofolate-
reductasethymidylate-synthase
(DHFR-TS)

Glutamate dehydrogenase

Chorismate mutase

Alcohol acetaldehyde
dehydrogenase
cAMP phosphodiesterase

Superoxide dismutase

LytC (Lysozyme)
Endothelial Nitric Oxide Synthase

Developmental protein eyes
absent

Dihydrofolate-
reductasethymidylate-synthase
(DHFR-TS)

Helicobacter pilory

Pichia pastoris, Bacillus subtilis
Pyrococcus abyssi

Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans
Human, G. stearothermophilus,

Xanthomonas oryzae Echinococcus

multilocularis, Lactobacillus
crispatus
Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens
Homo sapiens

Ornithorhynchus anatinus

Arabidopsis thaliana

Bacillus subtilis
Xanthomonas oryzae

Listeria monocytogenes

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium avium,
Mycobacterium tuberculosis
Streptococcus pneumoniae

Homo sapiens

Drosophila melanogaster

Arabidopsis thaliana

E. coli

E. coli
Ecoli, Sulso, Human

Aerpe, Myctu, Ecoli

Homo sapiens, Theli

Aerpe, Myctu, Ecoli
E. coli

Homo Sapiens, E. coli
Ecoli

Human, Raleh

E.coli, Bacillus subtilis

Bacsu, Achkl
Entag, Bacsu

Psepu, Ecoli

Human, Yeast

Ecoli, Strso

Cloab, BPP1, Baciu
Rat, Arath

Human, Strco, Bacsu, Mouse

Bacsu, Ecoli

Por ejemplo, en el caso de la DHPR Dihydropteridine reductase, que es

moonlighting en humanos, se encuentran dos formas diferentes de proteinas,

aquellas similares a la estructura de Escherichia coli y aquellas similares a la

proteina de Homo sapiens. A pesar de que ambas proteinas estan realizando la

misma funcién molecular, tienen una estructura totalmente diferente, como se

puede ver en el siguiente alineamiento (Figura 35).
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5p| PB9417 | DHPR_HUMAN
sp|P38489 |NFSB_ECOLI

sp| PE2417 | DHPR_HUMAN
sp|P38489 |NFSB_ECOLI

sp| PB9417 | DHPR_HUMAN
sp| P38489 |NFSE_ECOLI

sp| PE2417 | DHPR_HUMAN
sp|P38489 |NFSB_ECOLI

5p| PB9417 | DHPR_HUMAN
sp|P38489 |NFSB_ECOLI

sp| PE2417 | DHPR_HUMAN
sp|P38489 |NFSB_ECOLI

Figura 35: Alineamiento entre las secuencias de las proteinas DHPR de humano y E.

MDI ISVALKRHSTEAFDASKKLTPEQAEQIKTLLOYSPSSTNSQPWHF IVASTEEGKARY

0 Hoaow *adE
e ww .

- - - - -RVLVYGGRGALGSROVQAF - - - - - RARMWWVASYDVVENEEASASTTVKMTDSFT
AKSAAGNYVFNERKMLDASH. Q- --EDADGR--------F&

* & E e ERE &

EQADQVTAEVGX L LGEEKVDATL CVAGGIWAGGMNAKSKSLFENCD- - LMMEQSINTSTISS
TPEA-------------m - - o - - - AANDE QR KF FADMHR KDLHDDR ELMAKQY -

* oK o« eE e &

HLATKHLKEGGLL TLAGAKAALDGTPGMIGYGMAKGAVHOLCQSLAGKNSGM - PPGAAAT
----- YLNVGNF - LLGVAALGLDAVP - TEGFD- - - -- - - - - -AATLDAEFGLKEKGYTSL

& & 3 £ v Fa * wa

VLPVYTLDTPHMNRKSMPEADFSSIWTPLEFLVETFHDWI TGKNRPSSGSLIQVVTTEGRTE
(GHHS - - - - - - === == == === - - == -VEDFNATLPKSRLPQNITLTEV- - - - - - --

w K & T
E . - v E

LTPAYF

coli, que determina solo un 24% de identidad entre ambas secuencias de proteinas.

A pesar de eso, la DHPR esta perfectamente conservada en especies cercanas
a la forma humana, como puede verse en la Figura 36, lo que sugiere que en
este caso provienen evolutivamente de la misma proteina ancestral, pero difiere
evolutivamente de las proteinas similares a las de E. coli. En todo caso, podemos

considerar que las proteinas multifuncionales son solo aquellas similares a la

forma en la que se ha probado la moonlighticidad.
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Figura 36: Alineamiento entre las secuencias de la proteina DHPR de humano y las de organismos
genéticamente cercanos. Se puede apreciar una alta homologia de secuencia, cercana al 100%.

Los ejemplos anteriores se obtuvieron buscando qué proteinas estaban a la vez

en nuestra base de datos de proteinas moonlighting y en la de NOGD. El nombre

de una proteina habitualmente viene dado por su funciéon candnica, que fue la

primera descrita, pero se quiso buscar si también habria proteinas cuya funcion

moonlighting coincide con el nombre de alguna proteina considerada NOGD. Los

resultados encontrados se encuentran en la Tabla 21. Por ejemplo, la

Cyclooxygenase-1 es ademas una Heme-dependent peroxidase y estas son

proteinas NOGD.
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Tabla 21: Coincidencias entre las funciones moonlighting y las proteinas identificadas como NOGD

regulator URE2)
Peroxiredoxin-6 Phospholipase aiPLA2

Phospholipase A2 EC:
3.1.1.4

Saccharomyces
cerevisiae, Human

Upsilon-crystallin  Lactate dehydrogenase D-lactate dehydrogenase Ornithorhynchus anatinus  E. Coli
A

Cyclooxygenase-1 Heme-dependent Peroxidase Heme- Homo sapiens Homo sapiens
peroxidase dependent EC: 1.11.1.7

Sarcosine NADH dehydrogenase; = NADH dehydrogenase EC:  Thermococcus E. Coli, Homo

oxidase L-proline 1.6.99.3 kodakarensis sapiens
dehydrogenase

Ure2 Glutathione peroxidase Glutathione transferase Saccharomyces cerevisiae  E. Coli, Homo

(Transcriptional activity EC:2.5.1.18 sapiens, Serma

Human, E. coli

Trex (Alpha-1,4- Alpha-1,6-
Transferase) Glucosidase

Alpha-glucosidase

Sulfolobus solfataricus

Canal, Thema,
Strmu

Nos proponemos realizar posteriormente un analisis evolutivo siguiendo esta

relacion entre las proteinas moonlighting y el NOGD, lamentablemente el nUmero

de NOGD, es limitado.
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V. DISCUSION GENERAL

Parece logico pensar que una proteina pueda presentar mas de una funcion ya
que la vida es econdmica e intenta reutilizar lo que ya ha sido previamente
ensayado por la evolucién y funciona correctamente. El disefio de una nueva
funcién proteica no es facil y una buena estrategia es el reclutamiento de alguna
estructura preexistente, cuyo plegamiento, estructura y estabilidad ha sido
previamente ensayada por la naturaleza. Crear una nueva proteina desde cero
es mas complejo que crear nuevos genes que no tienen tales restricciones de
plegamiento y estabilidad. Los genes, el ADN, tienen una quimica simple y
reiterativa y, por lo que respecta al conocimiento actual sobre ellos, la funcién
principal es lineal y, en realidad, los efectos de sus modificaciones se confrontan
no a nivel del propio acido nucleico sin6 a nivel de la proteina en él codificada.
Por otra parte, existen mecanismos de cortar y pegar acidos nucleicos desde los
organismos procariotas, aunque el splicing es, por ahora, el mas sofisticado de

los mismos.

Las proteinas carecen de mecanismos similares. Las proteinas presentan un
proceso complejo para su biosintesis y plegado, de hecho, un tercio de los
polipéptidos abortan durante el proceso de la sintesis proteica. También hacen
frente a un ambiente celular muy concurrido, han de situarse en uno o mas
compartimentos concretos, han de disponer de modificaciones post-
traduccionales altamente especificas, y deben establecer interacciones precisas
con los partners adecuados antes de poder realizar una funcion bioldgica
concreta. Probablemente, un punto esencial para adquirir una nueva funciéon sea
adaptarse a un nuevo sitio de interaccion. Por lo tanto, incorporar una segunda
funcion requiere superar y ajustar muchas restricciones para adaptarse a las
nuevas propiedades biolégicas. Finalmente, si una proteina es multifuncional
existira el denominado conflicto adaptativo, por el que incorporar cambios en una
secuencia de proteina para mejorar una funcion, puede causar un deterioro de
la otra funcion. Por todo ello una pregunta obvia es ¢ Cual es la ventaja de que
una proteina tenga mas de una funcién? Aparte de lo comentado de reutilizar
secuencias y estructuras ya ensayadas por la naturaleza se requiere un menor

numero de genes para codificar las funciones requeridas por un organismo. Esto
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es especialmente util en células minimas, como son los micoplasmas. Incluso en
organismos eucariotas, aunque aparentemente “sobra” DNA, cada vez hay mas
evidencias que el DNA no codificante de proteinas tiene importantes funciones
reguladoras. La multifuncionalidad de las proteinas aumenta la cantidad de
funciones sin aumentar el numero de genes, tener un nimero de componentes
0 una complejidad excesiva. En todo caso, aumentar el numero de funciones
aumentando el numero de genes conllevaria un incremento de la carga

mutacional.

En un tiempo en que el mecanismo de splicing podria dar lugar a genes que
codifican diversas proteinas, el que una proteina pueda tener mas de una funcién
no da lugar a una gran sorpresa. Pero ya a partir de los resultados del Primer
Borrador y el Atlas del Proteoma Humano, no parecia haber tantas proteinas
como se pensaba (primero se estimo al menos un millén) (Kim et al., 2014;
Wilhelm et al., 2014; Uhlen et al., 2015). Pero a partir de los recientes analisis
protedmicos a gran escala, a pesar de que a nivel de RNA se detecten transcritos
alternativos para el 72% de los genes humanos, no se encuentran a nivel de
proteina las correspondientes isoformas. De hecho, en la mayoria de casos se
encuentra tan sélo una isoforma proteica preferente. Unicamente se encuentran
alternativas proteicas para 246 genes (Tress et al., 2017). Esto implica que el
mecanismo de splicing puede no ser la unica clave para explicar la complejidad
del proteoma humano (y mamiferos en los que se ha experimentado, como el
ratén). Esto da un valor adicional a la multifuncionalidad de las proteinas y
sugiere que debe ser un fendmeno mas general de lo que se pensaba hasta

ahora y puede contribuir a explicar la complejidad de los organismos vivos.

Todo esto hace necesario optimizar las proteinas para lograr el maximo numero
de funciones bioldgicas. El concepto de funcidn bioldgica de una proteina no es
algo simple y se suele utilizar una definicion instrumental, operativa. En general
se considera una unica funcién bioquimica (la Molecular Function del servidor
GO) pero en realidad —y especialmente tras descubrir la existencia de las
proteinas moonlighting— corresponde a un criterio jerarquico y es ademas

dependiente del contexto en que esta, cosa que no se suele tener en cuenta. El
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éxito de las técnicas de DNA recombinante ha inducido a la idea de que la funcién
biolégica de un gen es trasladable a otro entorno, y esto puede funcionar en la
clonacion y expresion de proteinas en forma heterdloga, por ejemplo, una
proteina humana en E. coli (si no es toxica y si se consigue expresar). Pero una
evidencia de que el contexto es clave, sucede en el caso de genes/proteinas
altamente conservadas que en diferentes organismos tienen funciones
diferentes o algo diferentes pero relacionables. Por ejemplo, el gen que
determina la direccion de la gravedad en plantas, en humano va ligado a sordera
(en el oido hay el sentido del equilibrio), y el gen que codifica un sensor de la luz
en plantas, en humano esta involucrado en el ritmo circadiano (McGary et al.,
2010).

En el presente trabajo hemos actualizado la que ha sido la primera y mas amplia
base de datos de proteinas multifuncionales existente, MultitaskProtDB
(Hernandez et al., 2014) que hemos denominado MultitaskProtDB-II (Franco-
Serrano et al., 2018). Como ya se ha descrito a lo largo del presente trabajo, esta
base de datos es de gran ayuda para identificar las caracteristicas de las
proteinas multifuncionales y profundizar en su funcion bioldgica, su evolucion y
su relacion con los mecanismos moleculares de las enfermedades humanas, las
dianas de farmacos y los factores de virulencia de microorganismos patdégenos
-y por ello el disefio de vacunas recombinantes por subunidades— (Franco-
Serrano et al., 2018). Representa una fuente de informacion experimentalmente
contrastada y a partir de la cual se pueden establecer hipotesis asi como sugerir
nuevas aproximaciones. En el trabajo se han presentado algunas de estas ideas
y en el futuro estamos disefando nuevas, especialmente desde el punto de vista
evolutivo y de aparicién de las funciones moonlighting a lo largo de la escala

filogenética, del fendmeno del non-orthologous-gene-displacement, etc.

Otro objetivo del grupo es la prediccion bioinformatica de las proteinas
moonlighting y de sus caracteristicas como el interés evolutivo y clinico. La
prediccion y determinacion experimental de la funcién de una proteina es una
tarea dificil. Tan solo vale la pena recordar que, a tres proteinas con una gran

importancia clinica, investigadas a lo largo de muchos afios en numerosos
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grupos académicos e industriales, como son las proteinas relacionadas con el
Alzheimer, el Prion y la Corea de Huntington, aun a estas alturas se desconoce
en detalle su funcion bioldgica. Y todavia es mas dificil identificar las funciones
cuando se trata de una proteina multifuncional (Gémez et al, 2003 y 2011; Khan
etal, 2012 y 2014a,b; Hernandez et al., 2014b, 2015). La prediccién de proteinas
multifuncionales es muy util para investigadores inmersos en tareas como la
anotacion funcional de nuevos genomas, la interpretacién de experimentos de
noqueo de genes en casos en que la eliminacién de un gen produce resultados
fenotipicos inesperados, como hemos descrito. También es clave para la
identificacién de dianas terapéuticas, disefio de farmacos y vacunas, estudio

efectos secundarios de los farmacos, etc.

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 solo este algoritmo
es dificil para el investigador identificar las mejores dianas candidatas de entre
la larga lista de dianas que contiene 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. Por ello, la
combinacion de diferentes algoritmos y bases de datos bioinformaticas 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 opinion, en este momento el mejor enfoque es
combinar los analisis de tipo homologia remota (PSI-Blast o HMMER) con los
resultados existentes en las bases de datos de interactomica (PPIs). Las bases
de datos de motifs/dominios funcionales (InterPro rastrea la mayoria),
especialmente la no curadas (Blocks, PFamB), son también de ayuda en algunos
casos (Gomez et al, 2003 y 2011; Hernandez et al., 2014b, 2015). Hemos
determinado (Tabla 6) que esta combinacion 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
nuamero de falsos negativos). La sensibilidad aumenta utilizando unicamente o
PSI-Blast o PPIs, pero en estos casos disminuye también la especificidad, dando

lugar a mas falsos positivos. También hay que tener en cuenta que en nuestros
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analisis hemos utilizado una base de datos de proteinas donde previamente se
ha demostrado que las proteinas son moonlighting. Desarrollar esta tarea para
proteinas desconocidas es mas dificil y ademas en ultimo término requiere
determinacién experimental. En todo caso, PSI-Blast identifica mejor las
proteinas moonlighting que son multidominio y en las que cada dominio presenta
una funcién independiente en vez de aquellas en que las dos funciones se
solapan. La Figura 16 que pertenece a una publicacion previa del grupo (Gémez
et al., 2003), muestra una serie de ejemplos de proteinas moonlighting
multidominio y las predicciones boinformaticas de las mismas. De todas formas,
el objetivo de este trabajo no es tanto disefiar 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. Y en todo caso, la mayoria de los métodos utilizados no son
faciles de implementar como métodos automaticos, ya que requieren la
interpretacién de un lenguaje muy ambiguo y lleno de sinbnimos. Hay que tener
en cuenta que, con el fin de encontrar la funcion correcta, suele ser necesario
leer la documentacién complementaria asociada y no solo la del descriptor

principal de la funcién asociada con el cédigo GO.

Otro enfoque adicional para predecir una proteina como verdadera moonlighting
es la alineacion de la secuencia y estructura de la proteina problema con
estructuras 3D conocidas del PDB, lo que ademas ayuda a mapar ambas
funciones en la estructura de la proteina. Esta aproximacién la hemos realizado
mediante los programas PiSite y Phyre2, siendo el primero el que nos ha dado
lugar a los mejores resultados, y como ya se ha descrito en el trabajo, presenta
una interesante aplicacién para comprender los mecanismos moleculares de
algunas enfermedades humanas. Como en el caso del algoritmo PSI-Blast,
PiSite identifica mejor las proteinas moonlighting que son multidominio y en las
que cada dominio presenta una funcién independiente que aquellas en que las
dos funciones se solapan. Finalmente, a partir de este trabajo podemos sugerir
otro criterio adicional para la prediccion de la multifuncionalidad y es el de que si
una proteina es moonlighting sus ortlogas con buen nivel de similitud secuencial

probablemente también lo seran.
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Como se ha descrito en el Apartado IV.C., algunas bases de datos contienen
informacion sobre proteinas moonlighting que ha pasado desapercibida. Una de
ellas es la base de datos de enfermedades genéticas OMIM. Otro ejemplo son
los descriptores funcionales GO de la base de datos UniProt. Probablemente
otras bases de datos, ademas de éstas y PubMed, contienen informacion util que
el datamining puede revelar. Pero como ya se ha comentado, la demostracion
final para determinar que una proteina es moonlighting debe ser experimental.
En resumen, podemos decir que la naturaleza del fenbmeno 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.

Como se ha mencionado en la Introduccion (Apartado 1.1.), el fendmeno de la
multifuncionalidad conduce a un cierto numero de preguntas importantes tanto
para la funcién como para la evolucion de proteinas moonlighting. A algunas de
estas preguntas hemos intentado dar respuesta, proponer sugerencias o incluso,
plantear especulaciones, durante la tesis. Por ejemplo: ;Qué ventaja evolutiva
representa el que una proteina tenga mas de una funcién? A veces ambas
funciones son indispensables, y estan en la misma proteina en vez de utilizar la
duplicacién de un gen y evolucion independiente del paralogo, lo cual evitaria el
denominado “conflicto adaptativo”. O: 4 Cual es el mecanismo que conduce a la
aparicion de la segunda funcion? ;Hay conservacion filogenética de la
multifuncionalidad? ¢Es la multifuncionalidad un fenédmeno general o solo
aparece en casos excepcionales? ;Qué relacion hay entre las proteinas
moonlighting, las enfermedades humanas y las dianas terapéuticas de
farmacos? ¢ Por qué los microorganismos patdégenos utilizan tanto las proteinas
moonlighting como factores de virulencia? Aunque en el presente trabajo no se
puede dar una respuesta completa a todas estas preguntas si merece la pena
dedicarles algunos comentarios. Vamos a ampliar lo descrito en la Introduccién

y Resultados y, especialmente, 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 comentado al inicio de esta
discusioén que existe una doble respuesta: (a) que con menos genes el organismo
pueda llevar a cabo mas funciones y (b) la vida mas que disefiar polipéptidos

enteramente nuevos suele reutilizar lo previamente existente, pues ya ha sido
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optimizado para dar lugar a un plegamiento y conformacion estables y es mas
facil afnadir una funcion a una estructura previa que en muchos casos, como ya
se ha mencionado en el apartado |.E., tan sélo 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 (so6lo el
triptéfano representa el 1.25%). Por otra parte, utilizar una proteina para mas de
una funcién 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. Esto
lleva a plantear otra pregunta: ;Por qué las proteinas moonlighting no han
separado las dos, o mas, funciones en diferentes genes/proteinas? ;0O
representan un estadio intermedio en vias de su separacién? Esto ultimo es poco
probable dado el alto nivel de conservacion de secuencia con las proteinas
ortélogas 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 niumero
de mutaciones que conlleva la segunda funciéon es minimo por lo que no
interfieren con la funcion candnica. De hecho, los resultados de la ingenieria de
proteinas demuestran que la mayor parte de las mutaciones creadas resultan ser
neutras (como ya sugirio Kimura en 1985). Y ademas existen las mutaciones
compensatorias, que incluso nos han sugerido un método de predecir las
regiones responsables de la multifuncionalidad (método de correlacion
mutacional), como hemos descrito previamente en algunos trabajos (Hernandez
etal., 2014 y 2015). En un cierto nimero de casos ni siquiera se requiere cambio
alguno, bastando una nueva localizacién celular, por ejemplo, en el caso de las
numerosas proteinas relacionadas con la virulencia de los microorganismos
patdgenos. 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. Esto tiene una importante repercusién para la Biologia de Sistemas.
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Respecto a como aparece la segunda funcién, esto aun no se ha descrito, pero
ya se ha mencionado anteriormente el caso de la chaperona GroEL en la que
mutando 4 aminoacidos se da lugar a una segunda, una funcion toxina de
insectos. También tendrian lugar casos de Non Orthologous Gene Displacement
o de reclutamiento enzimatico. Como se ha descrito en el Apartado IV.E., se trata
de un mecanismo que permite explicar un cierto numero de casos, pero la
limitacion tanto en las bases de datos de proteinas moonlighting como en las de
NOGDGs que no son suficientemente amplias, dificulta encontrar suficientes
solapamientos atribuibles al proceso NOGD. Este es un modelo y mecanismo de
evolucion que se proseguira estudiando después del presente trabajo, tratando
de encontrar nuevas aproximaciones computacionales a esta hipétesis. En un
cierto numero de casos, la adquisicidén de la segunda funcion tiene lugar a través
de la fusion de genes o dominios de proteinas preexistentes, dando lugar a una
proteina multifuncional (Gancedo and Flores, 2008). En nuestro caso nos
planteamos mapar las funciones en la secuencia/estructura de las proteinas de
nuestra base de datos. Dado que en muy pocos casos los autores lo
especificaban en sus publicaciones hicimos un mailing masivo preguntandolo,
pero tan sélo unos pocos respondieron diciendo que lo habian determinado.
Hemos descrito otra aproximacion basada en mapar las funciones mediante
programas de superposicion de estructuras 3D de proteinas mediante PiSite. Por
otra parte, del analisis de nuestra base de datos se ha constatado que los tipos
y frecuencias de folds que presentan las proteinas multifuncionales son
estandar. Una conclusidn evidente es que existen diversos mecanismos por los
cuales se consigue la segunda, o mas, funciones. Pero no es un tema sencillo
pues no podemos trazar facilmente procesos evolutivos, ni incluso con
aproximaciones bioinformaticas y experimentales combinadas. Este es otro tema

en el que se proseguira investigando tras la finalizacion del presente trabajo.

Respecto a la conservacion filogenética de la multifuncionalidad, no se conoce
apenas nada dado que habria que realizar experimentacion en cada organismo
en que se sospeche. Tras los resultados que hemos descrito en el Apartado
IV.E., podemos sugerir que el fendmeno de la multifuncionalidad es mas comun
de lo que por el momento conocemos. A partir de tres aproximaciones descritas

en los Apartados IV.E., (a) alineamiento multiple de secuencias de organismos
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cercanos, (b) ortologia de interactoma y (c) descriptores GO de las proteinas
depositadas en la base de datos UniProt, todo indicaria que hay muchisimas
proteinas moonlighting aunque no haya experimentacion directa acerca de ellas.
Dadas las ventajas que hemos descrito es l6gico esperar que la vida utilice esta
posibilidad, facilitada incluso por la compartimentacion celular. En muchos casos
bastaria con favorecer una nueva interaccion (y no se requieren muchos
aminoacidos) para adoptar una nueva funcion. La inmensa cantidad de areas
céncavas y convexas Y la gran variedad de aminoacidos expuestos en ellas lo
facilitarian. Cabe resaltar los casos de las enzimas de la glicélisis o del ciclo de
Krebs relacionadas con virulencia en los que se encuentran numerosos casos
conocidos que presentan ambas funciones en diferentes microorganismos
patdgenos. Por ejemplo, la Enolasa es una proteina moonlighting en 42 especies
de microorganismos y GADPH en 27 especies (Tabla 11 e Informacién
Suplementaria S7). Asimismo, en la Figura 6 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. Ademas, el mas conservado es el de la funcion moonlighting
(union a NusB). Todo ello sugiere que la multifuncionalidad se conservaria
filogenéticamente, aunque la demostracién definitiva requeriria su determinacién

experimental.

Ya se ha descrito en la Introduccidn 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”.
Como se ha descrito en el presente trabajo hemos abordado el problema a partir
de la informacion existente en la base de datos UniProt. Especificamente, a partir
de la existencia de duplicidad de los identificadores GO para Molecular Function
en una muestra de pares de funciones (por ejemplo para enzyme and
transcription factor. Hemos encontrado miles de ejemplos en los que los
investigadores han descrito posibles funciones moonlighting sin utilizar este
término, o equivalentes como multitasking, y por ello han escapado a la
busqueda bibliografica en PubMed, principal aproximacion para crear nuestra
base de datos. Los resultados de ortologia de interactoma también apuntarian

sobre la hipétesis de que las proteinas multifuncionales serian abundantes. Pero
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en todo caso la pregunta que cabe plantearse es la de que si las proteinas
multifuncionales abundan ;Por qué son tan dificiles de encontrar? Ya se ha
mencionado anteriormente que la funcién candnica de las proteinas
multifuncionales en muchos casos suele corresponder con una actividad del
metabolismo primario. Pero la funcion 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 4 se puede
observar que en 12 de los 26 pares (marcados con un asterisco) la funcién
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 transcripcidn intervienen
en procesos regulatorios complejos y evolutivamente avanzados. Por ejemplo,
en el caso de microorganismos, en los mecanismos de formacion de biofilms, en
la supervivencia a condiciones anormales del medio, en la infeccién, etc, que no
se identifican en los medios de cultivo “normales”. O sea, en muchos casos las
funciones moonlighting corresponden a funciones de dificil identificacion
funcional. En este sentido cabe mencionar que los microorganismos modelo de
célula/genoma minimo, los micoplasmas, presentan, dependiendo de la especie,

entre un 25-42% de sus genes huérfanos y sin funcién conocida.

Un interesante resultado del presente trabajo es la relacion entre proteinas
moonlighting, enfermedades humanas, dianas de farmacos y virulencia de
microorganismos patdégenos. Al cotejar las bases de datos de enfermedades
genéticas (OMIM, HMGD) con las proteinas moonlighting humanas de nuestra
base de datos, vemos que un 78% de las mismas estan involucradas en
enfermedades. Asimismo, un 48% de las proteinas moonlighting humanas son
dianas de farmacos existentes, de acuerdo con las bases de datos de farmacos
TTD y DrugBank. Respecto al primer resultado se puede considerar como logico
ya que si una proteina tiene mas de una funcion tendra mas probabilidad de estar
relacionada con mas de una enfermedad. Pero lo segundo es mas dificil de
explicar dado que las proteinas que son dianas de farmacos, druggable
proteome, son un subconjunto del proteoma que presenta un cierto numero de

restricciones como el que sea una proteina accesible, capaz de una interaccion
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eficiente y no toxica con el farmaco. Aunque parte de la respuesta va ligada a lo
anterior: Si hay, significativamente, muchas proteinas moonlighting humanas
relacionadas con enfermedades, también debera haber mas farmacos
especificos para ellas. Pero aun asi no queda claro que se justifique el 48% de
dianas farmacéuticas. En todo caso, el que un numero tan importante de
farmacos existentes interaccionen con proteinas diana moonlighting implica que
el fendmeno de la multifuncionalidad es mas comun de lo que se creia. En
conjunto, estos datos sugieren otra vez que las proteinas moonlighting no son
una excepcion, sindé que deben de ser muy abundantes. Finalmente, constatar
que en el caso de las enfermedades hay predominancia de las que estan
relacionadas con la funcién candnica que con la moonlighting, si bien hay
muchas que presentan dos enfermedades, una con cada funcién, canonica y

moonlighting.

Otro resultado interesante es el que un 25% de todas las proteinas de la base
de datos son factores de virulencia de microorganismos patégenos. En realidad,
este hecho requiere explicar varios aspectos: (a) ¢,Por qué los microorganismos
patdgenos utilizan tanto las proteinas moonlighting como factores de virulencia?
(b) ¢, Como son secretadas siendo proteinas que carecen de péptido senal u otros
motifs para anclarse o atravesar las membranas? (c) ; Cémo es que una misma
especie utiliza mas de una proteina moonlighting como factor de virulencia? Y a
la vez, ;Como es que diferentes especies utilizan las mismas proteinas
moonlighting como factor de virulencia? (d) ¢Coémo proteinas secuencial y
estructuralmente diferentes interaccionan con las mismas dianas del huésped
(PLG, ECM...)? En el Apartado IV.D. hemos sugerido la respuesta al punto (a),
que explica que al tratarse de enzimas y proteinas del metabolismo ancestral
estdn muy conservadas entre organismos Procariotas y Eucariotas y, de acuerdo
con un trabajo publicado anteriormente por nuestro grupo (Amela et al., 2007),
esto inhibiria la respuesta inmune protectiva por parte del huésped. La pregunta
(b) no requiere respuesta muy elaborada pues se conocen otros mecanismos de
secrecion proteica no estandar. Las preguntas (c) y (d) son de dificil respuesta.
Como ya se ha descrito en el apartado IV.D. de Resultados, hemos estado
buscando motifs y minimotifs, dominios, etc, compartidos entre las diferentes

proteinas moonlighting conocidas. Tan sélo hay descrito un motif triple en las
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Enolasas, pero no lo comparten las otras enzimas. Nuestra hipotesis es que el
tapizado de la membrana externa del microorganismo lo camufla por la razén
descrita en (a) y, a la vez, inhibe la respuesta inmune protectiva del huésped, via
IL10 u otras citoquinas e interleucinas. Es una hipétesis que trataremos de
estudiar en una etapa posterior. En todo caso, se trata de un resultado con
importantes consecuencias en el campo de la vacunologia inversa y en el disefio
de vacunas recombinantes por subunidades: No es aconsejable utilizar como
proteinas vacunales aquellos factores de virulencia que sean proteinas
moonlighting o que tengan un cierto nivel de homologia de secuencia con alguna

proteina del huésped.
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1.- Se ha actualizado la base de datos MultitaskProtDB de proteinas
moonlighting o multifuncionales, creada por nuestro grupo en 2014. En la nueva
version de la base de datos, denominada MultitaskProtDB-Il y publicada en NAR
Database Issue, se ha mas que duplicado el numero de entradas e incluido
informacion importante sobre la relacién de cada proteina con enfermedades
humanas y dianas de farmacos. Ademas, la base de datos permite conexiones
a muchas otras bases de datos como UniProt, GO o PDB. Por su relaciéon con
otros resultados y conclusiones, es de resaltar que el analisis de las
caracteristicas de las proteinas de la base de datos indica que el par de clases
funcionales (funcién candnica/funcion moonlighting) mas numeroso es el de

enzima/factor de transcripcidon seguido por el de enzima/factor de adhesion.

Franco-Serrano L., Hernandez S., Calvo A., Severi MA., Ferragut G., et al.,
(2018) MultitaskProtDB-II: an update of a database of multitasking/moonlighting
proteins. Nucleic Acids Res. 46: D645-D648

2.- Desde el punto de vista de la prediccion bioinformatica de la funcién de las
proteinas y como continuacion de los resultados previos del grupo, se ha
corroborado que la mejor estrategia para el propdsito es combinar el analisis de
homologia remota con los resultados existentes en bases de datos de
interactomica. Tanto en el caso de las bases de datos de interactémica como en
las de dominios funcionales, predicen mejor aquellas que son poco curadas
como por ejemplo Blocks, PFamB, APID o Biogrid. Esto es asi dado que en las
bases de datos mas curadas se han eliminado aquellas dianas que, desde los
actuales conocimientos de la Bioquimica, se consideran falsos positivos. Dentro
de las bases de datos de identificacion de “motifs” ha resultado también util
MinimotifMiner que, ademas de secuencias relacionadas con funcion, identifica

aquellas relacionadas con interaccion, con modificacion post-traduccional, etc.

Hernandez S., Calvo A., Ferragut G., Franco L., Hermoso A. et al. (2014) Can
bioinformatics help in the identification of moonlighting proteins? Biochem. Soc.
Trans. 42:1692-7
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Franco L., Hernandez S., Calvo A., Ferragut G., Amela I., Cedano J. (2016)
Moonlighting proteins: a bioinformatics analysis of their biochemical
characteristics. New Biotechnology. 33: 432-433

3.- También desde el punto de vista de la prediccién bioinformatica de la funcion
moonlighting y utilizando la estructura tridimensional de la proteina, se ha
propuesto una estrategia basada en el uso de los programas de modelado PiSite
y Phyre2 que nos permite mapar las posibles funciones de la proteina
moonlighting sobre su secuencia y estructura. Esto tiene especial interés para el
analisis de la relacién entre proteinas multifuncionales, enfermedades humanas

y dianas de farmacos.

Hernandez S., Franco L., Calvo A., Ferragut G., Hermoso A. et al. (2015)
Bioinformatics and Moonlighting Proteins. Frontiers Bioeng. Biotechnol. 3:90

4.- EI 78% de las proteinas moonlighting humanas presentes en la base de datos
MultitaskProtDB-Il estan relacionadas con enfermedades, de acuerdo con la
informacion existente en las bases de datos OMIM y HGMD. En algunos casos
se ha descrito tan solo una enfermedad, pero en un cierto numero de ellas hay
descrita una enfermedad diferente para cada funcién moonlighting. En algunos
casos de los que presentan enfermedades relacionadas con funciones
diferentes, el programa PiSite identifica las bases moleculares de ambas

condiciones patoldgicas.

5.- El 48% de las proteinas moonlighting humanas presentes en la base de datos
MultitaskProtDB-IlI son dianas de farmacos existentes en el mercado. Esta cifra
adquiere mucha importancia dado que los farmacos actuales no estan dirigidos
contra un conjunto representativo del proteoma relacionado con enfermedades
sin6 desviado hacia unas dianas denominadas “druggables” (ya sea por ser
dianas mas accesibles o con menos efectos toéxicos al interferir con la funcién

bioldgica).

Las conclusiones 4 y 5 incrementan la importancia del estudio de las proteinas

moonlighting y su relacién con las patologias humanas.

Franco-Serrano L., Huerta M., Hernandez S., Cedano J., Pérez-Pons J. et al.
Multifunctional Proteins: Involvement in Human Diseases and Targets of Current
Drugs. Protein J. DOI: 10.1007/s10930-018-9790-x
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6.- Un 25% de las proteinas de la base de datos MultitaskProtDB-II corresponden
a factores de virulencia de microorganismos patégenos. Se trata de proteinas,
generalmente enzimas del metabolismo primario, que son secretadas y facilitan
la colonizacion del huésped tras interaccionar con proteinas del mismo, tales
como el Plasmindgeno. En el presente trabajo se ha desarrollado la hipotesis de
que al tratarse de proteinas secuencial y estructuralmente muy conservadas
desde Procariotas a mamiferos y que por ello comparten epitopos, el sistema
inmune del huésped evita desencadenar una respuesta inmune que podria dar
lugar a enfermedades autoinmunes. A partir de un analisis mediante el programa
MinimotifMiner, hemos encontrado algunos “motifs” relacionados con el sistema
inmune que nos han permitido proponer una explicacién de cémo tendria lugar

el fendmeno de inhibicién de la respuesta inmune del huésped.

Franco-Serrano L., Cedano J., Perez-Pons JA., Mozo-Villarias A., Pifiol J. et al.
(2018) A Hypothesis Explaining Why So many Pathogen Virulence Proteins are
Moonlighting Proteins. Pathog Dis. DOI: 10.1093/femspd/fty046.

7.- La existencia de la multifuncionalidad de las proteinas es un fendmeno mas
comun de lo que se cree. Para estudiar este fendomeno se ha utilizado la
informacion existente en las bases de datos UniProt y GO. Muchos
investigadores, al introducir la(s) funcion(es) de las proteinas que analizan de
acuerdo con los tres identificadores GO, han incorporado multifuncionalidades
(molecular function) y localizaciones celulares (cellular component) multiples,
pero no han usado términos como multifuncional o moonlighting en sus
publicaciones. A partir de la amplisima informacién sobre proteinas de la base
de datos UniProt y de los identificadores GO, se ha buscado cuantas proteinas
presentan multiples descriptores que las hacen candidatas a ser
multifuncionales. Esta cifra es elevadisima, para algunos pares de funciones
como, por ejemplo, isomerase y DNA binding es de 166.833 proteinas. Esto nos
hace pensar que hay un gran numero de proteinas moonlighting aun por

descubrir.
Work in progress.

8.- Sugerimos que la multifuncionalidad de las proteinas se conserva

filogenéticamente. Aunque la respuesta a esta pregunta requiere corroboracion
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experimental, hemos desarrollado algunas estrategias bioinformaticas que
corroborarian esta conservacién evolutiva. Aparte de que la elevada
conservacion de secuencia entre proteinas moonlighting y sus ortélogas en otras
especies lo sugiere se han desarrollado otras aproximaciones que también lo
sugieren, como por ejemplo una basada en la ortologia del interactoma. Aunque
existe la limitacion de que todavia no existen interactomas detallados para la
mayoria de las especies, si encontramos que en aquellos que presentan
abundantes ejemplos las proteinas ortdlogas de diferentes especies comparten
partners en su interactoma, esto apunta que la multifuncionalidad se conserva
evolutivamente. Otra aproximacién se basa en lo descrito en la anterior
conclusién 7, donde deciamos que si proteinas ortdlogas comparten
identificadores GO multiples seguramente también compartirian la

multifuncionalidad, cosa que hemos visto que ocurre.
Work in progress.

9.- A pesar de los pocos ejemplos existentes, hemos encontrado que hay una
relacion evolutiva entre la multifuncionalidad y el fendbmeno NOGD (Non

Orthologous Gene Displacement).

10.- Como conclusion general se puede decir que el fendmeno de la
multifuncionalidad de las proteinas presenta importantes retos evolutivos de
relacién estructura/funcion, de aplicacion al analisis de las bases moleculares de
las enfermedades humanas y al disefio de farmacos y vacunas. Todo ello las

hace un fascinante objetivo de investigacion.
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