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ABSTRACT
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Sodium channel
Intracellular SUbunitS interface

(1) Background: voltage-gated sodium channels (Navs) are integral membrane proteins
that allow the sodium ion flux into the excitable cells and initiate the action potential. They
comprise an a. (Nava) subunit that forms the channel pore and are coupled to one or more
auxiliary f§ (Navp) subunits that modulate the gating to a variable extent.

(2) Methods: after performing homology in silico modeling for all nine isoforms (Navl.lo
to Navl.9a), the Nava and Navp protein-proteininteraction (PP1) was analyzed
chemometrically based on the primary and secondary structures as well as topological or
spatial mapping.

(3) Results: our findings reveal a unique isoform-specific correspondence between certain
segments of the extracellular loops of the Nava subunits. Precisely, loop S5 in domain |
forms part of the PPI and assists Navf1 or Navf3 on all nine mammalian isoforms. The
implied molecular movements resemble macroscopic springs, all of which explains
published voltage sensor effects on sodium channel fast inactivation in gating.

(4) Conclusions: currently, the specific functions exerted by the Navf1 or Navf3 subunits
on the modulation of Nava gating remain unknown. Qur work determined functional
interactionin the extracellular domains on theoretical grounds and we propose a
schematic model of the gating mechanism of fast channel sodium current inactivation by
educated guessing.

iii



RESUMEN

hNav1.4

S5 DI
S5DIV

Extracellular

Sodium channel
. Pi7 Intracellular SUbunitS interface

i. Introduccion: los canales de sodio dependientes de voltaje (Navs) son proteinas integrales
que se activan con la despolarizacion de la membrana celular para iniciar el flujo de iones
de sodio en las células excitables e iniciar el potencial de accion.

Los Navs son el objetivo molecular de estudio en neurobiologia, biologia estructural,
biologia de membranas, biologia molecular, electrofisiologia, farmacologia, protedmica,
entre otras areas. Ademas, son el blanco molecular de una diversa gama de toxinas y
farmacos que se estudian continuamente.

Comprenden de una subunidad a (Nava) que forma el poro del canal y estan asociados a
una o mas subunidades auxiliares f (Navf) que modulan diversos estados del gating.

ii. Métodos: después de realizar el modelado in silico por homologia para las nueve
isoformas (Navli.la a Navl.9a), la interaccion proteina-proteina (PPI) de Nava. y Navp se
analiz6 quimométricamente en funcion de las estructuras primariasy secundarias, asi como
topoldgicas 0 mapeo espacial.

iii. Resultados: los hallazgos revelan una correspondencia especifica de isoformas Unicas
entre ciertos determinantes moleculares de las asas extracelulares de las subunidades Nave.
Precisamente, el asa S5 en el dominio | forma parte de PPI y auxilia a Navf1 0 Navp3 en
las nueve isoformas de mamiferos. Los movimientos moleculares implicitos se asemejan a
resortes macroscopicos, lo cual explica los efectos publicados de los sensores de voltaje
sobre la inactivacion rapida del canal de sodio en el gating.

iv. Conclusiones: actualmente, se desconocen las funciones mecanicas-estructurales
especificas que ejercen las subunidades Navf1 o Navf3 sobre la modulacién del gating de
los Navs. Nuestro trabajo determiné la interaccion funcional en el dominio extracelular
sobre bases tedricas y proponemos un modelo esquematico del mecanismo del gating en la
inactivacionde la corriente de sodio de los Nays mediante razonamiento de conjeturas.
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1. INTRODUCCION

"Un modelo debe estar mal, en algunos aspectos, de lo contrario seria la
misma cosa en si. El truco consiste en ver donde estd bien”.

Henry A. Bent

1.1. Canales de sodio dependientes de voltaje

Concerniente a los canales de sodio dependientes de voltaje (Navs), se ha informado
una gran cantidad de genes, sus marcos de lectura, patrones de expresiéony funciones para
una gran diversidad de organismos que van desde células procariotas a eucariotas. Tratamos
a las isoformas de los canales idnicos en vertebrados con sus mayores complejidades
estructuralesy génicas [Catterall et al., 2005; Fux et al., 2018].

Los organismos multicelulares complejosrequieren una transmision rapiday precisade
informacion entre célulasy tejidos, y una estrecha coordinaciénde funciones distantes [Yu
y Catterall, 2004]. Los Navs son responsables de incrementar la permeabilidad de Na*, que
consecuentemente inicia el potencial de accion que media la transmision rapida de impulsos
eléctricos en células eléctricamente excitables de tejidos (e. g. nervio, corazén y musculo
esquelético) y son el blanco molecular de una amplia gama de toxinasy farmacos [Catterall,
1980; Cestéle y Catterall, 2000]. Las corrientes de sodio dependientes de voltaje fueron
descubiertas por Hodgkin y Huxley en 1952 cuando estudiaban la conductancia eléctricaen
axones de calamares gigantes [Hodgkin y Huxley, 1952]. Veintiséis afios después, los Navs
fueron aislados y purificados del electroplax de la anguila eléctrica [Agnew et al., 1978].



El complejo de los Nav generalmente consta de una subunidad a central (Nava) que
forma el poro del canal, el cual esta codificado por los genes SCN1A a SCN5A (Navl.la a
Navl.5a, respectivamente) y SCN8A a SCN11A (Navl.6a a Nav1.9a, respectivamente).

Las nueve isoformas de la subunidad Nava se expresan en patrones de tejido especificos
y exhiben diferencias en el comportamiento del gating que se adaptan a diferentes funciones
fisiolégicas [Waxman, 2012; Goldinetal., 2000; O’Malley et al., 2015]. Navl.1lo a Navl.3a,
se expresan en el sistema nervioso central. Nav1.6a, se expresa en los sistemas nerviosos
periférico y central; Navl.7a a Navl.9a, se expresan en el sistema nervioso periférico.
Navl.4a y Navl.5a son abundantes en musculo esquelético y cardiaco, respectivamente
(Tabla 1) [Catterall et al., 2005; Cestele y Catterall, 2000; Goldin, 2000].

Tablal. Enfermedades y distribucion en el tejido de las subunidades Nava.
Tomada y modificadade Isomy Kruger, 2016

Gen Isoforma Distribucion en el tejido Enfermedades causadas por mutaciones
SCN1A Na,1.la CNS DS, AM, FHM3, FS, GEFS SUDEP
SCN2A Na,l1.2a CNS CFBNI, DS, EOEE, AM, GEFS, OS
SCN3A Na,1.3a CNS Unclear
SCN4A Na,1.4a ME PAM, PMC, Hiper PP, Hipo PP, SNEL
SCN5A Na,1.5a MC AF, AP, BS, DCM, LQTS, PCCD, SIDS,

SSS, SUDEP
SCNB8A Na,1.6a CNS, PNS EOEE; DC, paralisis, ataxia, distonia
SCN9A Na,1.7a PNS CIP, IEM, PEPD, PPN
SCN10A Na,1.8a PNS PPN
SCN11A Na,1.9a PNS PPN

AM: Autismo familiar; ME: Musculo esquelético; MC: Musculo cardiaco; AF: fibrilacion auricular; AS: paro auricular; CFBNI:
convulsiones familiaresbenignas neonatalese infantiles; BS: sindrome de Brugada; CIP: insensibilidad asociadaa la canalopatia
del dolor; CNS: sistema nervioso central; DCM: miocardiopatia dilatada; DC: Deterioro cognitivo; DRG: ganglio de la raiz
dorsal; DS: sindrome de Dravet; EOEE: encefalopatia epiléptica de inicio precoz; FHM3: migrafia hemipléjica familiar tipo 3;
FS: convulsiones febriles; GEFS: epilepsia genética con convulsiones febriles; HyperPP: paralisis periédica hipercalémica,
HypoPP: paralisis periddica hipocalémica; IEM: eritromeldlgia hereditaria; LQTS: sindrome de QT largo; OS: sindrome de
Ohtahara; PAM: miotonia agravada porpotasio; PCCD: enfermedad progresiva de la conduccién cardiaca; PEPD: trastorno de
dolor extremo paroxistico conocido como sindrome de dolor rectal familiar, PMC: paramiotonia congénita; PNS: sistema
nervioso periférico; PPN: neuropatias periféricas dolorosas; SIDS: sindrome de muerte subita infantil; SNEL: laringoespasmo

episodico neonatalgrave; SSS: sindrome del seno enfermo; SUDEP: muerte repentina inexplicada en la epilepsia.



La clasificacion farmacoldgica de las Navas diverge segun su sensibilidad y resistencia
a la tetrodotoxina (TTX); Navl.la a Navl.4a, Navl.6a y Navl.7a son sensibles al bloqueo
por concentraciones nanomolares bajas de TTX (TTX-S); Navl.5a, Navl.8a y Nav1.9a son
resistentes a concentraciones >1 uM TTX (TTX-R) [Ogatay Onishi, 2002]. En la Figura 1,
se muestra la inhibicion de la corriente de Na*, en Nava por TTX.

Figura 1. Inhibicion electrofisioldgica de la apertura del canal Nav por TTX.

TTX se encuentra en el pez globo japonés. A la izquierda, Takifugu rupripes en un acuario; En el centro, complejo molecular TTX; A
derecha, inhibicién de la corriente de rNav1.2a con un potencial de sostenimiento de -90 a -20 mV expresada en ovocitos de Xenopus
leavis; En negro se muestra el control, en rojo se muestra la corriente después de adicionarle 10 nM de TTX. Tomada y modificada de
Gilchrist etal., 2014.

1.1.1. La subunidad Nava

La subunidad Nava de los vertebrados consta de una sola cadena polipeptidicacon una
masa molecular de ~260 kDa. Abarca el componente selectivo de iones que se pliega en
cuatro dominios homdlogos, pero no idénticos (DI a DIV), cada dominio contiene seis
segmentos helicoidales transmembrana (S1 a S6), que se ensamblan alrededor del poro
selectivo de iones [Mantegazzay Catterall, 2012; Ahern et al., 2015], Figura 2.

Los segmentos helicoidales transmembrana S1, S2, S3 y S4 comprenden los cuatro
dominios de deteccion de voltaje (VSD) en DI a DIV. Estan ubicados en el borde exterior
en cada esquina de la subunidad Nava. La hélice S4 constituye el sensor de voltaje de cada
VSD, la cual ha evolucionado hacia un dominio anfipatico con una cara cargada
positivamente.

En respuesta a los cambios en el campo eléctrico producidos por la despolarizacion de
lamembrana, el S4 se mueve haciala zona extracelular iniciando cambios conformacionales
que a su vez abren el poro [Payandeh et al., 2011; Long et al., 2005]. Los S4 (DI-DIII)

muestran una cinética mas rapida en respuesta a la despolarizacion que a su vez realizan un
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cambio conformacional en el canal que abre el poro y consecuentemente permite que los

cationes Na* ingresen a las células.

Dominio I Dominio II Dominio III Dominio IV

Region
Extracelular

Intracelular

DI

DIl

smero
-> Eucariotas - Procariotas

(©) (d)

Figura 2. Topologiay estructura de Nava.

(a) Se muestra la topologia de Nava; (b)Topologia que indica cdmo se encuentran ensamblados los 6S transmembrana en cada dominio;
(c) Vista por encima de la region extracelularel ensamblaje de los 6S; (d) Estructura resuelta por cryo-EM de de Nava (PDB: 6 AGF, Pan
et al., 2018), n6tese que los DI-DIV se encuentran ensambladosen sentido a las manecillas del reloj; Sensor de voltaje en azul cielo; S5
y S6 en morado; Asasextracelulares: S1-S2 en naranja, S3-S4 en amarillo, S5 en magenta, S6 en cyan.

El S4 DIV responde mas lentamente; su movimiento libera un conector intracelular
Ilamado puerta de inactivacion IFM el cual contiene por sus siglas tres residuos lipofilicos
(I: isoleucina, F: fenilalanina, M: metionina) y conecta el S6 DIl con el S1 DIV [Chanda y
Benzanilla, 2002; Bosmans et al., 2008; Capes et al., 2013]. Como resultado, la puerta de
inactivacion se mueve para ocluir el poro y lleva al canal a un estado inactivo. Por lo tanto,
la activacion e inactivacion del canal estan vinculadas de forma estructural, mecénica y
funcional, Figura 3 [Catterall, 2013; Vargas et al., 2012].
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Figura 3. Representacion esquematica del gating.
Los tres esquemasde Navseucariotas muestran los estados (a) cerrado; (b) abierto; y (c) inactivado. Una corriente de membrana tipica de
Rattusnorvegicusde la isoforma rNav1.4aresponde a un pulso despolarizante que refleja lostres estados principalesde activacion; Puerta
de inactivacion de IFM: café oscuro; Sensores de voltaje S4: azul cielo.



1.1.2. Las subunidades Navfi
La mayoriade los Nav de las células de los vertebrados forman unidades biol6gicas con
subunidades B (Navps) asociadas. Hay cuatro genes de Navfs (SCN1B a SCN4B) que
codifican cuatro proteinas Navp1 a Navp4, respectivamente [ Brackenbury e Isom, 2011,
Cusdin et al., 2008]. Al igual que las subunidades Nava, las subunidades Navf} se expresan

individualmente en diferentes tejidos, Tabla 2 [Patino e Isom, 2010; Calhoun e Isom, 2014].

Tabla 2. Enfermedades y distribucion en el tejido de las subunidades Navp.
Tomada de Brackenbury e Isom, 2008.

Proteina Simbolo del gen Localizacién en el tejido Enfermedad relacionada
B1 SCN1B CNS, corazén,PNS, musculo Epilepsia, arritmia cardiaca, cancer
esquelético
B2 SCN2B CNS, corazén,PNS Respuesta alterada deldolor,

susceptibilidad a convulsiones, MS

B3 SCN3B Glandula suprarrenal, CNS, rifion, Céncer
PNS
p4 SCN4B CNS, corazén, PNS, musculo Enfermedad de Huntington
esquelético

CNS: Sistema nervioso central; MS: Esclerosis multiple; PNS: Sistema nervioso periférico.

Si bien, la subunidad Nava es suficiente para la deteccion de voltaje y la conductancia
ionica selectiva, las subunidades NavPs modulan los valores maximos de la corriente de
sodio y modifican la cinética de activacion e inactivacion de la subunidad Navo. Aumentan
la densidad de corriente maxima mediante el aumento de la densidad de canales abiertos
(nimero por area) en la superficie celular. Cambian efectivamente el rango de voltaje
involucrado en la activacion e inactivacion y mejoran las tasas de inactivacion y
recuperacion de la inactivacién [O’Malley e Isom, 2015; Brackenbury e Isom, 2011;
Catterall et al., 1995; Isom et al., 1992, 1995; McCormick et al., 1998; Makita et al., 1996;
Patton et al., 1994: Yu et al., 2005; Chen et al., 1995].

Anterior a este estudio quimiométrico, se han llevado a cabo experimentos
electrofisiologicos y de mutagénesis sitio dirigida en combinacion con estudios in silico para
estudiar lamodulacion de la subunidad Nava por Navp1 [Islasetal., 2013; Scior etal., 2015:
Sanchez-Solano et al., 2016].



Todas las subunidades Navf son proteinas de membrana de tipo 1. La region amino-
terminal extracelular contiene un dominio de inmunoglobulinaamino-terminal (IgD) de tipo
V Unico y un cuello corto conectado a una hélice transmembranal (TMH), la cual terminaen
una region intracelular carboxilo-terminal. Las similitudes de secuencias entre Navpl y
NavpB3 son mayores que entre Nav2 y Navp4 [Chopra et al., 2007; Isom et al., 2001]. En
la Figura 4, se muestra la emulacion de la estructura de la subunidad Navp1 ensambladaa la

membrana celular en complejo con Nava.

Dominio transmembranal
Helicoidal

Dominio Intracelular , _?’ a e Yt

Figura 4. Estructura de NavB1 en complejo con hNaval 4.

Se muestra la estructura determinada por microscopia crio-electrénica (cryo-EM) de NavB1 ensambladaa la membranacelular
(representada porpuntosen color oro oscuro), en complejo con hNaval.4,en blanco (Pan et al., 2018). En transparente se muestra la
superficie excluida al disolvente de Navf1.

1.1.3. Interfaz Navo/Navf
Las estructuras determinadas por cryo-EM de los Navs de insecto, anguilaeléctrica, rata

y humano revelan una arquitectura tridimensional (3D) idéntica de sus subunidades Nava.
La comparacion de la interfaz entre Nava y Navp (Nava/Navp) de anguila eléctricay de
Homo sapiens revela que esta sorprendentemente bien conservada [Shen et al., 2017; Yan et
al., 2017; Pan et al., 2018; Shen et al., 2019; Jiang et al., 2020].



Las subunidades Navp1l y Navp3 estan unidas a Navo a través de interacciones no
covalentes, mientras que NavP2 y Navp4 estan vinculados covalentemente por uno 0 mas
puentes de disulfuro con Nava [Buffingtony Rasband et al., 2013; Chen et al., 2012].

La identificacion de los sitios de interaccion para la modulacion de la subunidad Nava
con las subunidades Navp se deriva principalmente del analisis mutagénico y la informacion
estructural de las subunidades Navp individuales [ Makitaetal., 1996; Islas et al., 2013; Scior
etal., 2015: Sanchez-Solanoet al., 2016; Chen et al., 2012; Pan et al.,2018; Yu et al., 2003;
Gilchrist et al., 2013; Namadurai et al., 2013; Das et al., 2016; McCormick et al., 1999;
Yereddi et al., 2012].



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, sigue siendo una pregunta sin respuesta: ; COmo exactamente la subunidad
formadora del poro (Nava) es modulada por las subunidades NavP1 y Navf3 en un sentido
estricto mecanico-estructural? EI presente estudio quimiomeétrico tiene como objetivo
encontrar patrones de interaccion para describir el comportamiento mecanicista en
Nava/NavP que podria brindar un nuevo panorama sobre la modulacion de las nueve
isoformas (Navl.la a Navl.9a) comparando tres especies de mamiferos; Homo sapiens
(hNav), Mus musculus (mNav) y Rattus norvegicus (rNav). Para ello, se aplicaron métodos
in silico bien establecidos, como alineamientos de secuencias multiples (MSA),
determinaciones estructurales, analisis de propiedades de aminoacidos, generacién de
modelos por homologiay potenciales electrostaticos de superficie molecular (MEPS), que
pueden codificarse por colores y proyectarse sobre las superficies moleculares.

Para adaptarse a nuestro analisis quimiométrico, la subunidad o formadora del poro se
clasificaen las siguientes partes topoldgicas; la subunidad a formadora del poro se denomina
(Nava o o para en su formaabreviada. A su vez, se compone de tres segmentos topoldgicos:
(i) la parte o region extracelular (ECR) con sus 16 asas extracelulares (ECLS); (ii) la parte
TMH (hélices transmembrana); y finalmente (iii) la region intracelular.

Sobre una base teorica, determinamos las caracteristicas estructurales (3D) y los
patrones de secuencia, asi como las propiedades atdbmicas para describir las interacciones
proteina-proteina (PPI) entre dos pares de proteinas: no solo Nava con subunidades Navf1
(Navo/ Navp1) sino también Nava con Subunidades NavB3 (Nava/Navp3). El término PPI
implicaque ambos pares siempre se trataron en paralelo para las tres especies de mamiferos
que proporciona una vision total y sistematica de los patrones quimiométricos. Si bien, las
estructuras (3D) del primer par se han dilucidado experimentalmente (mediante microscopia
crioelectronica o cristalografia), no existe informacidn estructural (3D) para el dltimo par.
Esto significaque, por un lado, estudiamos los complejos Nava/Navp1 existentes, mientras
que por otro lado aplicamos directamente nuestros hallazgos para crear una interfaz hasta
ahora desconocida (simbolo /) entre Nava con Navp3 (Nava/Navp3). En adelante, tanto la
interfaz observada como la postulada se denominaran IF, para abreviar. El ectodominio de
dicha IF contiene las asas extracelulares de la subunidad Navoa, que en nuestro estudio se

denominaran ECL. Todos los segmentos ECL (cortos) en interaccién con las subunidades



NavfB1 o Navp3 se designaran como IF-ECL. En total, las ECL siempre pertenecen a una
subunidad o, nunca a una subunidad 3, porque el dominio extracelular de esta Gltima carece
de asas, solo hebras beta antiparalelas que se doblan en giros y horquillas para formar
laminas beta ordenadas (dominio de inmunoglobulina, IgD). Finalmente, las IF-ECL abarcan
segmentos de aminoacidos cortos, a veces solo unos pocos residuos individuales, que

estudiamos a escala secuencial o incluso atdmica.
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3. JUSTIFICACION

Se han identificado méas de mil mutaciones puntuales en los Navs humanos, mientras
que algunas de ellas se han asociado con trastornos neuroldgicos, cardiovasculares,
musculares y psiquiatricos, como epilepsia, arritmia, paralisis muscular, sindrome de dolor
y un amplio espectro en el trastorno del autismo. [Wolfy Mannion, 1999; Catterall, 2014;
Claes et al., 2009; Huang et al., 2017; Rubinstein et al., 2016]. Ademas, diversas toxinas de
importancia clinica se han estudiado en la modificacion del gating de los Navs. Como
consecuencia, los Nays son blancos moleculares de una amplia variedad de toxinas naturales
y farmacos terapéuticos clinicos [Gilchrist et al., 2014; Catterall et al., 2007; Bagal et al.,
2015; Ruizy Krauz, 2015; Stevens et al., 2011].

Investigaciones en electrofisiologia y biologia molecular, han avanzado en la
exploracién de un creciente nimero de enfermedades en los Navs llamadas “canalopatias”,
en donde la utilizacion de técnicas como patch clamp, clonacion molecular y sistemas
bioinformaticos han identificado determinantes moleculares especificos, los cuales son
puntos clave en la distorsion de la corriente de Na* (Lehmann-Horn y Jurkat-Rott, 2003;
Islas et al., 2013; Scior et al., 2015: Sanchez-Solano et al., 2016).

Aungue las Navas son fundamentales para la conductancia de Na*, deteccion de voltaje
y generacion de potenciales de accion, Las Navps en interfaz con las Navas modulan la
corriente de Na* en diferentes estados del gating [Brackenbury e Isom, 2011].

Recientemente, han resuelto estructuras por Cryo-EM que resuelven la interfaz
Navo/Navp [Shen et al., 2017; Yan etal., 2017; Pan et al., 2018; Shen et al., 2019; Jiang et
al., 2020].

Sin embargo, hasta la fecha se desconoce como las Navfs ejercen la funcién mecanica
y estructural a nivel atdmico para realizar cambios en el gating.

En esta investigacion se propone una solucién por quimiométria al problema que
subyace en la interfaz Navo/Navp en las diferentes isoformas de los Navs con tres especies
de mamifero identificando patrones de interaccién de residuos y una solucion teérica de la
funcién mecanica-estructural que ejercen Navpl y NavPB3 en las subunidades Nava en la

inactivacion rapida del gating.
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4. ANTECEDENTES

La extensa evidencia, indica que las subunidades Nav modulan el gating de las Nava,
asi como también alteran diversos efectos de farmacos al co-expresarse con las Nava [cf.
Brackenbury e Isom, 2011].

Pocos estudios o ninguno se han enfocado en el analisis quimiométrico del movimiento
mecanico-estructural que las subunidades Navp ejercen en la modulacion de la corriente de
Na*. Sin embargo, estudios confirman que regiones especificas y residuos de las ECLs de
las Navas en interfaz con las subunidades Navs son determinantes moleculares importantes
involucrados en los cambios de la corriente de Na™.

Diversos estudios indican que el dominio extracelular de IgD de las Navps interactia
con las Nava en las ECLs.

Cheny Cannon, 1995, comprobaron que al eliminar 34 residuos en laregion intracelular
carboxi-terminal de Navf1, no son necesarios para la modulacién del gating en Navl.4o

Se ha demostrado que anticuerpos especificos sitio-dirigidos a epitopos de las ECLs S5
y S6 de los DI y DIV bloquean la union de la toxina o de escorpion [Tejedor y Catterall,
1988; Thomseny Catterall, 1989].

Makitaet al., 1996, demostraron que Navf1 se une alas ECLs S5y S6 de los DI y DIV
de Navl.4o Yy estan implicadas en la modulacion del gating en la inactivacion rapida por
Navfl.

McCormick et al., 1998 demostraron que determinantes moleculares especificos en
Navf1 son necesarios para union y modulacion de Nava; el componente proteico del IgD,
pero no el carbohidrato es necesario para la funcion de Navp1. Ademaés, realizaron quimeras
en donde demostraron que la eliminacion del dominio intracelular de la subunidad Navf1
no es necesario para la modulacion de la subunidad Navl.2a, sino la eliminacion de
segmentos del IgD extracelular.

Posteriormente, McCormick etal., 1999 determinaron que el IgD de Navf1 es necesario
y suficiente para modular la Nava.

Se ha demostrado que el anestésico local lidocaina interrumpe la inactivacion rapida en
Navo [Bennett et al., 1995; Hille, 1977] e interacttacon los residuos Phe-1764 y Tyr-1771
en la ECL S6 DIV de Navl.2o [Bennett et al., 1995; Ragsdale et al., 1994]. Ademas, se ha
propuesto que NavB1 y Navp3 se une alas ECLs S5y S6 y dicha union Nava/Navf1 atenta
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el blogueo por lidocaina pudiendo desestabilizar la union de lidocaina a la ECL S6 DIV
[Makitaet al., 1996; McCormicket al., 1998; Qu et al., 1999; Lenkowski et al., 2003].

Los grupos de investigacion del Dr. Eduardo Salinas-Stefanon del Laboratorio de
Biofisica Cardiaca del Instituto de Fisiologiay del Dr Thomas R. F. Scior del Laboratorio
de Simulaciones Moleculares Computacionales de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla, han identificado determinantes moleculares en NavP1 que estan implicados en la
interfaz Nava/NavB1ly en la modulacion del gating de Nav1.4aflslas et al., 2013; Scior et
al., 2015: Sanchez-Solano et al., 2016].

Ademas, se ha resuelto experimentalmente por Cryo-EM la interfaz Nava/Navp1 [Shen
etal., 2017; Yan et al., 2017; Pan et al., 2018; Shen et al., 2019; Jiang et al., 2020], pero no
en Nava/Navf3.

Namadurai etal., 2015, mencionan que Navp1 y Navp3 se podrian unir a Navo mediante
el mismo mecanismo. Ademas, Ferrera et al. [2006], demostraron que Navp1 determina el
entorno eléctrico del canal cambiando las cargas superficiales que afectan
electrostaticamente la activacion de los canales.

Zhu et al., [2017], concluyeron de sus estudios in vitro que NavP1 y Navp3 aceleran la
inactivacion rapida al tener contacto con el S4 en Nav1.5a, especificamente: Navp1 en S4
(DII y DIV) y Navp3 en S4 DIII. Dichos estudios apoyan la base tedrica en esta
investigacion, en la que un sensor de voltaje pudiera colisionar con una subunidad
desencadenando una serie de movimientos estructurales en la subunidad formadoradel poro
que aceleran la inactivacion rapida.

Finalmente, los antecedentes mencionados brindan un fuerte soporte y evidencia de
sitios de interaccion para realizar estudios computacionales por modelado in silico en un

enfoque quimiomeétrico de las interfaces Navo/NavfB1 y Navo/Navp1.
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5. OBJETIVOS

5.1.

General

Identificar por métodos in silico la interaccion funcional entre las subunidades Navf

(Navp1y Nav B3) y lasisoformas de las subunidades Nava en lastres especies de mamifero.

5.2.

Especificos

Realizar MSA de las isoformas de las Nava y las subunidades Navp de las tres
especies de mamifero para identificar sitios PPI potenciales.

Realizar modelos por homologia de las isoformas de las Nava y las subunidades
Navp de las tres especies de mamifero para identificar sitios PPI.

Realizar un analisis quimiométrico estructural de la interfaz o/p para determinar
patrones de interaccion entre los modelos con las PPI identificadas.

Realizar un analisis quimiométrico de interfaz entre las IF-ECLs de las isoformas de
Nava y las subunidades Navp de las tres especies de mamifero para identificar
similitudes estructurales entre isoformas y especies que elucidan patrones de
interacciony obtener un panoramamas amplio sobre las diferencias de interfaz entre

isoformasy especies.
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6. HIPOTESIS

Los determinantes moleculares en la interfaz Nava/Navp determinan la modulacion de

la inactivacion rapida de los canales de sodio dependientes de voltaje de mamifero.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Modelado por homologiainsilico

Se llevaron a cabo técnicas de modelado de homologia para generar modelos de
estructuras (3D) de las subunidades [ hasta ahora desconocidas de ratones y ratas (mNavf1,
mNavfP3, rNavp1 y rNavp3) asi como las isoformas de l0s siguientes complejos Nava/Navp:
hNavl.la hNavl.3a, hNavl.6a, hNavl.8a, hNav1.9a, mNavl.la a mNavl.9a, rNavl.la a
rNavl.4a, rNav1.6a a rNav1.9a. Se aplicaron dos programas, MODELLER 9.22 [Webb y
Sali, 2014] y Chimera alpha V.1.14 [Pettersen et al., 2004], utilizando las siguientes
estructuras molde cryo-EM como (3D): hNavl.4a/hNavf1: cadenas A y B, PDB: 6AGF
[Pan et al., 2018], hNav1.2a: cadena A, PDB 6J8E [Pan et al., 2019], hNav1.7a: cadena A,
PDB 6J8G [Shen et al., 2019], rNav1.5a: PDB 6UZ0 [Jiang et al., 2020]. Las siguientes
estructuras determinadas por CRX también se tomaron como estructuras molde: hNavf2,
PDB 5FEB [Das et al., 2016], hNavp3: cadena A, PDB 4L1D [Namadurai et al., 2014] y
finalmente hNavf4, PDB 4MZ2 [Gilchristet al., 2013].

7.2. Identificacion de residuos que interactiian en la interfaz entre Nava y Navf

El advenimiento de una estructura completa de canales de sodio con una unidad
formadorade poro y proteinas auxiliares de un organismo superior (vertebrado), ha marcado
el comienzo de una nueva area de analisis en la biologia estructural para dar una idea de los
fundamentos mecanicistas de la modulacion de las subunidades Nava.

La elucidacion de la estructura fue un paso fundamental porque los canales Nav de
vertebrados se componen de una proteina a monomérica (de cadena Unica) con cuatro
dominiosdiferentes (I a 1V), en contraste con los canales homotetraméricos conocidos hasta
ahora de especies bacterianas sin proteinas auxiliares. Precisamente, nuestro trabajo
quimioinformatico explota esta primera interfaz observada experimentalmente del complejo
de isoformas Nav1.4o de una especie de vertebrados: laanguila (eeNava/Navp, PDB: 5XSY
[Yan et al., 2017]). Esta estructuramolde ayud6 a analizar los aminoacidos que interactdan
en la interfaz PPl en el ECR (eeNava/Navp) aplicando herramientas de software para
detectar contactos en la interfaz y las bases de datos de rotameros Dunbrack y Dynameomics
[Shapovalov y Dunbrack 2011; Scouras y Daggett, 2011]. EI MSA siempre se realiz0
utilizando Clustal Omega 1.2.4 basado en la web con su configuracion predeterminada
[Clustal Omega, 2008; Clustal Omega < Multiple Sequence Alignment < EMBL-EBI]. Para
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eliminar los problemas de numeracion de residuos a la vista de longitudes de secuencia
variables, cada residuo identificado que esta “interactuando™ (es decir, formando el PPI de
eeNavl.4o/eeNavpl [Yan et al., 2017]) se denomind como un pequefio segmento de siete
aminoacidos adyacentes. En su posicion central, el residuo que interactua esta flanqueado
por tres aminoacidos a cada lado. El patron esquematico es "yyyXyyy", donde "y" simboliza

cualquier aminoacido, mientras que "X" es el aminoacido que interactua.

7.3. Modelado in silicode estructuras molde para los modelos de PPI

Para generar las interfaces se utilizaron las siguientes estructuras molde: la estructura
cryo-EM de hNavpB1, PDB 6AGF [Pan et al., 2018], la cadena A de la estructura cristalina
de hNavp3, PDB 4L1D [Namadurai et al., 2014]. Ademas, se generaron los siguientes
modelos por homologia para las subunidades mNavf 1, mNavf3, rNavp1 y rNavf33, asi como
de los complejos de las isoformas computadas hNav1.la, hNav1.3a, hNavl.5a, hNavl.6a,
hNav1.8a, hNav1.90, mNavl.la a mNav1.9a, rNavl.la a rNavl.4a, rNavl.60 a rNav1.90.
También se utilizaron las estructuras cryo-EM de la isoformahNav1.4a con cadenas A 'y B,
PDB 6AGF [Pan et al., 2018]), hNav1.2a con la cadena A, PDB 6J8E [Pan et al., 2019]),
hNav1.7a con la cadena A, PDB 6J8G [Shen et al., 2019]), rNav1.5a, PDB 6UZ0 [Jiang et

al., 2020]). Cabe aclarar que no se realizaron combinaciones quiméricas entre especies.

7.4. Determinacionde las regiones extracelulares de las Navas
Se determinaron las estructuras y secuencias de las ECL de las isoformas hNavl.la a
hNav1.9a, mNavl.la a mNavl.9a y rNavl.la a rNav1.9a, en base a las estructuras molde
disponibles: eeNavl.4o, hNavl.2o, hNavl.4a, rNavl.5a y hNavl.7a, que se habian
descargado de la base de datos Orientations of Proteins in Membranes (OPM) [Lomize et
al., 2006]. OPM proporciona informacion espacial sobre el empaquetamiento de la bicapa
lipidicade la parte helicoidal transmembrana para nuestros modelos de canal es. OPM ayudd

a definirel ECR, es decir, en qué posicion sobresale el bucle y vuelve a entraren TMH.

7.5. Calculo de las propiedadesde las ECLs
Se calcularon los 432 segmentos de aminoacidos, que definen todas las ECL bajo
nuestro escrutinio, es decir, D1 a DIV con 4 asas del ectodominio, y cada uno de ellos por

nueve isoformas paratres especies produce untotal de 16 x 9 x 3 =432 modelos topologicos.
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Se "extrajeron" de las secuencias primarias de hNavl.la a hNavl.9a, mNavl.la a
mNav1.9a y rNavl.la a rNav1.9a. Las longitudes de ECL y las propiedades informativas
de los aminoacidos que interactuan, las cuales se calcularon y documentaron
sistematicamente para los analisis de PPI posteriores. La gran cantidad de datos hizo que la
creacion de secuencias de comandos fuera un activo muy valioso en Chimera (consulte las
secuencias de comandos al final de SM). Las propiedades quimiométricas (descriptores o
parametros) incluyen areas polares, no polares, cisteinas y aminoacidos aromaticos. Cabe
destacar que se observo y documentd el enlace de hidrégeno, pero se omitid la presentacion
de datos, ya que la construcciénde la red de hidrégeno intra o intermoleculares una opcién
estandar. Los enlaces H en las interfaces se muestran facilmente, es decir, redes de hidrégeno
intermoleculares (en la zona de contacto, que se define por un radio de seleccion de atomos)
entre dos proteinas (c. f. modelo 3D de hNav1.40/Navp3 y la entrada de PDB 6AGF [Pan et
al., 2018] con hNav1.4a/Navp1 en formato PDB en SM).

7.6. Calculo de las propiedades quimicas en la superficie de las IF-ECL
Para todos los modelos 3D, las energias potenciales de las estructuras se minimizarony
las cargas totales y parciales se agregaron con un radio de sonda de agua de 1,4 A y una
densidad de vértice de 2,0 [Pedretti et al., 2004]. EI volumen molecular, el SAA total y el
SAA polary no polar de los a&tomos cargados o no cargados se estimaron en A2 para todas
las ECLs [Pettersenetal., 2004]. Habitualmente, todos los datos se calcularon para las nueve

isoformasde las tres especies.

7.7. Interaccioneselectrostaticas de las superficies IF-ECL (MEPS)

Las estructuras de los archivos de entrada (modelos 3D) se prepararon con el
complemento PDB2PQR en Chimera, de acuerdo al protocolo [Dolinsky et al., 2007]. El
cudl, asigna radios y cargas especificas en el soporte estructural para los célculos
electrostaticos por Poisson-Boltzmann (APBS), que constituye un nivel teérico mas alto que
las fuerzas electrostaticas calculadas en base al solucionador simple de ecuaciones de
Coulomb [Baker et al., 2001]. La salida numérica se convirtio para la visualizacion grafica
de MEPS. Para ello, se excluyeron todos aquellos puntos de datos por encimay por debajo
de un determinado umbral (£ 30) (protocolo empirico). Los valores de fuerza electrostética
en el rango de +30 a -30 se consideraron para el escalamiento lineal del codigo de color entre
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+1y -1 (normalizacion de datos de la unidad uno). La carga correspondiente en cada vértice
de la superficie se asigno utilizando la interfaz UCSF Chimera alpha v. 1.14 [Pettersen et
al., 2004] en selecciones moleculares para cada ECL.

7.8. Calculo de propiedades de interfaz de Nava/Navf1 y Navae/Navf3
En la interfaz, el area enterrada, el SAA total y las areas polares y no polares se
calcularon en A2 aplicando scripts en Chimeraalpha v. 1.14 [Pettersen et al., 2004]. Parauna
comparacion directa, algunos valores se expresaron como porcentajes para reflejar la porcion
relativa (%) de la longitud total del asa (100%) para tener en cuenta la enorme variaciénen
la longitud. Ademas, se tomaron como base residuos con cargas positivas o negativas para

comparar el MEPS en la interfaz.

7.9. Validacion del modelo externo de los modelos PPI
En una vision mas general, el advenimiento del conocimiento estructural sobre el
proteoma celular ha marcado el comienzo de una nueva area de estudios de PPl que
identifican “hot spots” de interaccion entre proteinas adyacentes [Sarvagalla et al., 2016].
Una vez finalizado nuestro estudio, se llevo a cabo una generacién de interfaz totalmente
automatizada. La herramienta basada en la web identific6 los mismos residuos que

interactdan (ver la seccién final de los Materiales Suplementarios [ Cukurogluet al., 2011].

19



8. RESULTADOS

8.1. Determinacionde las PPI en las isoformas de los Navs

Los patrones de propiedades de los residuos observados y calculados que interactdanen
la interfaz se describieron para ocho numeros Id de PPI (a continuacién, llamados PPI-Id)
por nueve isoformas por especies para dos pares (Nava/Navp1 y Nava/Navp3), los cuales
produce 832 PPl en 27 modelos 3D (8 x 9 x 3 x 2) basados en estructuras 3D conocidas y
modeladas in silico. Cuando se tiene en cuenta los cuatro dominios de cada subunidad a, la
cadena de poros y el hecho de que cada uno de los cuatro dominios (D1 a DIV) expone
cuatro ECLSs, entonces lagran cantidad de 432 conjuntos de calculos (16 ECLs x 9 isoformas
x 3 especies) fueron elaborados, realizados, recolectados, documentados e interpretados. La
Tabla 1 proporciona una sinopsis de los resultados obtenidos que describen la interaccién
entre Nava/NavB1 o Navo/Navp3. Es de destacar que se identificaron ocho patrones de
interaccion polar computados diferentes en los cuatro dominios (DI a DIV). Los cuales

extienden bastante la literatura existente por su analisis sistematicoy completo.

20



Tabla 3. Sinopsisde los patronesde PPI estudiados.

Los sitios de interaccion estan etiquetados como PPI-1d con nimeros arabigosdel "1" al “8" para su identificacion. Los patrones resultantes
estan etiquetados con numerosromanos de "[" a "IX". Ciertos PPI entre Nava/NavB1y Nava/NavB3 se han observado exp erimentalmente
mediante la elucidacion de las estructuras. Sus respectivas entradasPDB y valores PPI-Id estin marcadosen negrita. Se utilizaron como
moldes para el recordatorio. Los valores Y/N en las celdas de la tabla simbolizan SI/NO en referencia a la presencia/ausencia de
contribuciones a PPI.

IF-ECLs © S5 DI $1-S2 DI S5 DIV S6 DIV PPl
Isoforma Patré

PPI-Id ® 12 3 4 5 6 7 8 atron
hNa,1.1a° P354982 Y oY % Y Y N Y Y I
mNa,1.10° A2APXS ? Y oY % Y Y N Y Y I
rNayl.1a® P047742 YooY % Y Y N Y Y I
hNay1.2a* 6JBE! YooY % Y Y Y Y Y T
mNa,1.2a° BLAWNS ? YooY Y Y Y Y Y Y I
rNay1.205 P047752 YooY Y Y Y Y Y Y I
hNayl.3a° QINY46 2 Y v Y % Y N Y Y I
mNa,1 .30 A2ASI5 2 Y oY Y Y Y N Y Y I
rNayl.3a° P081042 YooY Y Y Y N Y Y I
eeNa,1.4a* 5XSY ! N Y Y Y Y Y Y Y IX
hNay1.4a* 6AGF ! YooY Y Y Y Y Y Y T
mNa,1.4a° QOERG0 2 Y v Y Y Y Y Y Y T
rNay1.4a° P153902 YooY Y Y Y Y Y Y I
hNa,1.505 Q145242 YooY N Y Y N Y Y i
mNa,1.50° Q9JIV9 2 Y oY N Y Y N Y Y 1l
rNayl.50* 6U70 ! YooY N Y Y N Y Y "
hNay1.6a° QoUQDO 2 YooY Y Y Y Y Y Y I
mNa,1.60° QOWTUS3 2 YooY Y Y Y Y Y Y I
rNay1.6a° 0884202 YooY Y Y Y Y Y Y I
hNay1.7a 6J8G ! Y v Y Y Y N Y Y I
mNa,1.70° Q622052 YooY Y Y Y N Y Y I
rNayl.7a° 0085622 Y v % Y Y N Y Y I
hNay1.8a° QOY5Y9 2 Y v Y N Y N Y Y v
mNa,1 .80 Q6QIY3 2 Y v N N Y N Y Y v
rNay1.8a° Q629682 Y N N N Y N Y Y VI
hNa,1.9a° QoUI332 Y N Y N Y N N N Vil
mNa,1.90° QIR053 2 Y oY N N Y N N N Vi
rNay1.9a° 0884572 YooY N N Y N N N Vi

'PDB (http://www.rcsh.org/); 2UniProt (https://www.uniprot.org/); 3PPI-Id para las interacciones computadas polares de las
subunidades hNa,a y hNa,B; “estructuras determinadas por modelado por homologia (3D templates); Smodels; °ECLs que
forman interfaces Na,1 or Na,f3 son llamadas IF-ECLs; Y: interaccion; N: No interaccion; eeNa,1.4a: Electrophorus
electricusNa,1.4a; I to XI: Grupos de patrones PPI.
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8.1.1. Analisis PPI del complejo estructural eeNavl.4a/eeNavf1
La Figura 5 presenta las PPl en eeNavl.4a/eeNavp1 (PDB: 5XSY [Yan et al., 2017]).
En donde ya se habian publicado seis interacciones en tres ECL antes de este estudio: S1-S2
DIll, S5 DIV y S6 DIV. Sin embargo, el analisis revelé un sitio de interaccion hasta ahora
inéditoen ECL S5 DI (6 + 1 = 7 PPI-Ids).

eeNavp1 N

T iKQS)(N) 7&/\
&

128(N)
T eeNavp1
D31(0}
4 %

€
AR\ =
; R50(N) 4
A24(N)

/J' o 1= | D1484(C)
Vi <« eeNavia p. - "’

i Q{ Jégv } A " eeNavi.4

Figura 5. Visualizacion del modelo 3D convista desde el ECL S6 DIV de eeNavl.4a/eeNavf1 [Yanetal., 2017].
El cuadro muestra detalles sobre los residuos que interactian en la interfaz. Etiquetas 2 a 8: nimeros de identificacion PPl (PPI-Ids) de interacciones
polares calculadas (consulte Tabla S1, Materiales suplementarios); los aminoécidos estdn marcados por c6digos de una letra con sus nimeros de residuo
de secuencia primaria y dtomos que interactdan, e. g. A24(N). Colores: limites de la membrana extracelular (rojo oscuro), limites de la membrana
intracelular (azul marino), regiones proteicas transmembranae intracelular de Navo. que no participanen PPI (gris), subunidad Navf1 (azul cyan); S5 DI
(magenta), S1-S2 DIII (naranja), S5 DIV (marrén), S6 DIV (cian); interacciones polares calculadas: lineas punteadas negras. Visualizacion lograda por
Chimera Alpha 1.14 [Pettersen et al., 2008].

8.1.2. Analisis PPI de los modelos hNavl.4a/hNavf1 y hNavl.4a/hNavf3

Los complejos molde 3D eeNavl.4a/eeNavpl [Yan et al., 2017] y hNav1.4a/ hNavp1
[Pan et al., 2018] poseen una alta identidad de secuencia (Nava = 65% y Navp = 46%,
respectivamente) ademas de un alto grado de residuos conservados por homologia. Una
medida de la deformacion geométrica es la denominada desviacion cuadratica media
(RMSD). Las entradas de PDB 5XSY [Yan et al., 2017] versus 6AGF [Pan et al., 2018] se
compararon en términos de RMSD para ambas subunidades: Nava = 0,942, Navf = 0,955.
Una primerainspeccion visual de ambas estructuras molde 3D también revel6 qué tan bien
conservadas estan todas las IF-ECL con Navp1 entre ambas especies.

Después de la deteccion del séptimo sitio PPl (véase 8.1.1.), Inspeccionamos la
estructura molde 3D hNavl.4a/hNavfl [Pan et al., 2018] y el modelo por homologia
hNav1.40/hNavfB3 [Pan et al., 2018; Namadurai et al., 2014] (Figura 3). En esta etapa

detectamos otro sitio PPI en el ECL S5 DI. A continuacién, etiquetamos los seis sitios PPI
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publicados y los dos detectados de la siguiente manera: PPI-ID 3 a 8 y PPI-ID 1y 2,

respectivamente. Es de destacar que los PPI-Ids 3 a 8 se observaron en la estructura molde

3D eeNavl.4a/eeNavpl1 [Yan et al., 2017]. Sin embargo, la rotacion de la cadena lateral por

la biblioteca de rotameros incorporada de Chimera [Pettersen et al., 2008, Scouras et al.,

2011, Shapovalov et al.,, 2011] tuvo que aplicarse en la estructura molde 3D
hNavl.4a/hNavp1 [Pan et al., 2018]. Ambos PPI-ID detectados (1 y 2) se encuentran en la

ECL S5 DI.
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Figura 6. Visualizacion de los modelos 3D con vista desde el ECL S6 DIV de hNavl.4a/hNavpl [Panetal., 2018].

Modelos por homologia 3D de (a) hNav1.4a/hNavf1,basadoen [Panet al., 2018]y (b) hNav1.4a/hNavp3,basadoen [Panetal., 2018; Namaduraietal.,
2014]. Se presentan detallesatémicosen la interfaz. Etiquetas 1 a 8: PPI-lds de interacciones polares calculadas (Tabla S1, Materiales suplementarios); los
aminoacidosestan etiquetados por codigos de una letra con sus ndmeros de residuo de secuencia primaria y &tomosque interactian entre paréntesis, e. g.
en la parte inferior D1515 (O). Colores: limites de la membrana extracelular (rojo oscuro), limites de la membrana intracelular (azul marino), regiones
proteicas transmembrana e intracelular de Nava que no participan en PPI (gris), subunidad Navp1 (azul cyan), subunidad Navf3 (verde bosque), S5 DI
(magenta), S1-S2 DIl (naranja), S5 DIV (marrén), S6 DIV (cian); interacciones polares calculadas: lineas punteadas negras. Visualizaciéon hecha con

Chimera Alpha 1.14 [Pettersen et al., 2008].
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8.1.3. Identificacidn de los residuos en las Navas
El alineamiento de secuencias multiples (MSA) fue realizado por el servidor Clustal
Omega basado en web [Clustal Omega Clustal Omega < Multiple Sequence Alignment <

EMBL-EBI] con las secuencias primarias de eeNavl.4a, hNavl.lo a hNav1l.9a, mNavl.la
amNavl.9a, rNavl.lo a rNavl. 9a y todas las subunidades § (eeNavf1, hNavp1 a hNavf4,
mNavB1l a mNavp4 y rNavpl a rNavp4). Identificamos los aminodcidos conservados
deacuerdo a los residuos identificados por homologia (cf. 8.1.1., 8.2.2), ya que constituyen
componentes fundamentales estructuralesy funcionalmente para el canal (Tabla 4). Como
activo mas valioso, los residuos interactivos conocidos hasta ahora de las estructuras molde
3D sirvieron como referencia para identificar los residuos en los demas modelos (Tabla 1y
Tabla S1). Las estructuras molde 3D fueron las siguientes: eeNavl.4a/eeNavfl,
hNavl.4a/hNavp1l y hNavl.4o/hNavp3 (Figuras 5y 6).

En Nava, se detectaron dos residuos conservados en las posiciones de secuencialy 5
en las ECL S5 DI y S5 DIV, respectivamente. En el apartado de la Tabla 4 de la subunidad
B, las subunidades Navpl y Navp3 contienen residuos parcialmente conservados en las
posiciones de los PPI-Ids 2b, 3b y 5b, pero en el PPI-Id 8b la valina (V) permanece sin
cambios. Curiosamente, ambas  también presentan dos residuos homologos al mantener sus
respectivas cargas en las posiciones 4 (negativa) y 6 (positiva) en todas las isoformas y
especies. Por el contrario, la Tabla 4 también revela que los residuos equivalentes en Nav[32
0 Navp4 no se conservan cuando se comparan con ubicaciones en las tres secuencias de
referenciade los moldes de eeNavp1, hNavp1l o hNavf3.

A continuacidn, se describen dos casos de PPI-Id para ilustrar como se combinan las
Tablas 3, 4 y S1 con las Figuras 2, 3y S1 a S9. Tome la esquina superior izquierda de la
Tabla 1. El valor en la celda para el PPI-Id 1 de Navl.1a es "Y", es decir, si, hay un PPI.
Esto corresponde a la cisteina (C) en la Tabla S1 (entrada de la primerafila de datos cruzada
por laterceracolumna: "aggqCpeg (O)". Esto corresponde a la cadena "agqCpEgym™ que fue
generada por el MSA en la Tabla 4. La Tabla S1 informa que cisteina (C) esta en contacto
con arginina (R) de Navp1 humana (3 columnabajo el PPI-Id "1b" el valor "R" en la cadena
"sckRrse (N)™). En este caso, la configuracion espacial se representa en detalles atobmicos
(Figura S1). En este caso, el atomo de oxigeno de laamida (>C = O) de la cisteinaformaun

enlace de hidrogeno con un nitrégeno de la argininaen .
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Tabla 4. Alineamiento de secuencia miltiple de los PPI-Id.
El alineamiento de secuencia multiple de los PPI-Id para las nueve subunidades ay las cuatro subunidades f3 de tres organismos mamiferos
incluyendo la estructura molde 3D de anguila. El MSA identificé ocho residuos conservadosu homologos en Nava y Navp. Asteriscos (*)
en la primera columna: estructuras molde 3D de PDB. Letras mayusculas en negrita: los ocho residuos alineados. Letras minuscu las:
aminoacidos vecinos de los ocho residuos alineados para una identificacion sin considerar nimeros de secuencia. Colores: residuos

cargados positivos y negativos (en azuly rojo, respectivamente), residuos polares y no polares (en cyany naranja, respectivamente).

ECLs
Nava uct S5 DI S1-S2 DIl S5 DIV S6 DIV
1,2 3,4 5 6,7,8
hNav1.la P35498 agaCpEgym yidrKtik gidDmfn pnk ass
mNavl.lo A2APX8 agqCpEgym yidrKtik gidDmfn pnk gss
MNavl.lo P04774 agqCpEgym yid rKtik gidDmfn pnk gss
hNavl.2a Q99250 agqCpEgyi yie rKtik gidDmfn pdkDHgss
mNavl.2a B1AWNG aggCpEgyi yie rKtikd gidDmfn pekDHgss
rNavl.2a P04775 agqCpEgyi yie  rKtik gidDmfn pekDHgss
hNavl.3a QI9NY46 aggCpEgyi yie rKtik gidDmfn pdtiH"~gss
mNavl.3a A2ASI5 agqCpEgyi yie rKtik gidDmfn pda!HPgss
rNavl.3a P08104 agqCpEgyi yie rKtik gidDmfn pdalHFgss
*eeNavl.4o P02719 agk CpEgyt yiwRrRvik gvdDifn pdvE' gtd
*hNavl.4o P35499 aghCpEgye yie rRvir gidDmfn pnlE " Fgts
mNavl.4a Q9ER60 aghCpEgye yie rRvir gidDmfn ptlIE" Fgtn
Navl.4o P15390 aghCpEgye yie rRvir gidDmfn ptlIE" Fgtn
hNavl.5a Q14524 agtCpEgyr yleErKtik gidDmfn ptl ngs
mNavl.5a Q9JIV9 agtCpEgyr yleErKtik gidDmfn pnl ngs
Navl.5a P15389 agtCpEgyr yleErKtik gidDmfn pnl ngs
hNavl.6a Q9UQDO agqCpEgyq yie rKtir gidDmfn IdkEH"gsg
mNavl.6a QIWTU3 agqCpEgfq yie rKtir gidDmfn IdkEH"gsg
rNavl.6a 088420 agqCpEgfq yie rKtir gidDmfn IdkEH~gsg
hNavl.7a Q15858 sgqCpEgyt yieRkKtik ginDmfn pkk'/HFgss
mNavl.7a Q62205 sgqCpEgye yieKkKtik ginDmfn pkk'\/HFgss
Navl.7a 008562 sgqCpEgyi yieKkKtik ginDmfn pkk'\/H"gss
hNav1.8a Q9Y5Y9 sghCpDgyi yld© kPtvk gidDmfn pnl ngt
mNavl.8a Q6QIY3 aghCphdyv yleEKPrvk gidDmfn pnr-’iongs
Navl.8a Q62968 aghCpgyv yleEKPrvk gidDmfn pnl ngs
hNav1.9a QIuUI33 nsaCsiqye hle 'g~kiq gidDifn rskE " nss
mNav1.9a QI9R053 rrsCpDgst nlp-r-qve gidDifn esk nss
MNavl.9a 088457 srpCphgst nip-r-qve gidDifn eakEH' nss
Navp uct 7,83 4 15 6 2
*eeNavf1 AOAL1L3MZ94 sng/.c/EvdsDtea sck!VIRgev mgsKntf yfdRtlt
*hNavp1 Q07699 acg-c\VEvdsEtea sckRRset ngsRgtk hvyRIIf
mNavf1 P97952 awg-c\/EvdsDtea sckRRset ngsRgtk hvyRIIf
Navp1 Q00954 awgc\VEvdsEtea sckRRset ngsRgtk hvyRIIf
*hNavp3 QINY72 cfp'/cVEvpsEtea scmKReev ngsKdlg nvsRefe
mNavf3 Q8BHK2 cfp'/cVEvpsEtea scmKReev ngsKdlg nvsRefe
rNavp3 Q9JKO00 cfp\/cVEvpsEtea scmKReev ngsKdlq nvsRefe
hNavp2 060939 grs' eV vpa Inv fns Vtvn sgni’sky yim' ppd
mNavp2 Q56A07 grs. eV apt/lsv fns Vtvn sgnisky yit 'ppd
Navp2 P54900 grs' eV vpt!lsv fns_ Vtvn sgnsky yit' 'ppd
hNavp4 Q8IWT1 sle's\/(-katDiya fss' -gfe vgs | kek hvk' pke
mNavp4 Q7M729 sle /s\VCkat iya fss' vgfe egs I kek fvr pke
Navp4 Q7M730 sle 's\kat ' iya fss' vgfe egs ' kek fvr pke

11 UC: Cédigo UniProthttps: //www.uniprot.org

La Tabla S1 informa acerca de esta instancia de PPI de una manerano gréafica. La IF

tiene dos lados con PPI-1d 1y PPI-Id 1b. En la subunidad formadoradel poro de humano de

la isoforma 1.1 (hNav1l.1la), el valor de cadena "agqCpeg (O)" informa que el residuo que

interactla es cisteina (C). Interactla a través de su estructura de oxigeno atomo (O). En el

25



otro lado, la Tabla S1 contiene el valor de cadena "sckRrse (N)" en la posicion PPI-1d "1b"
para Navpl. Esto significaque laargininaes la contraparte. En una escalaatémica, el &tomo
de nitrogeno del grupo guanidinio monocationico de la cadena lateral puede establecer el
enlace de hidrégeno con una fuerte atraccion polar.

En la Tabla 3, en la esquina inferior derecha se informaque no existe (valor “N”) para
PPI-Id 8 en el caso de rNav1.9a. Nuevamente, la Tabla S1 brinda informacion no solo a
nivel molecular sino tambiéna escala atomica. La subunidad o de la isoforma 1.9 tiene una
contribucion potencial de una cisteinaen la posicion de secuencia PPI-1d 8 ("kehCnss"), pero
las subunidades (Navp) presentan una valina (V) que no interactda. Este residuo alifatico se
conserva en las cuatro subunidades B. Como resultado directo, la Tabla 3 resume esta
interaccion negativa con un calificador "N" en su celda de tabla correspondiente junto con
todas las demas contribuciones de "Si" o0 "No" para las combinaciones sistematicas de tres
especies de mamiferos, nueve isoformas y ocho sitios potenciales de PPI (etiquetados PPI-
ID 1 a 8). Las dos ilustraciones detalladas subrayan la riqueza informativa de los estudios
quimiométricos para complementar los datos experimentales limitados. Sin embargo,
también plantean los desafios profesionales del modelado molecular en relacidon a la gestion

y presentacién de datos en grandes volimenes.

8.1.4. Alineacion estructural de las Navfs

La Figura 7 muestra los resultados del alineamiento estructural 3D (SA), es decir, las
superposiciones del ectodominio (IgD) en el espacio para las estructuras molde 3D de las
estructuras cryo-EM de eeNavfp1, hNavp1l. Ademas, se muestra el SA de las estructuras
determinadas por CRX de hNavf2 a hNavp4 (PDB: 5XSY [Yanetal., 2017], 6AGF [Pan et
al., 2018], 5FEB [Das et al., 2016], 4L1D [Namadurai et al., 2014] y 4MZ2 [Gilchristet al.,
2013].

El SA de las subunidades eeNavB1l y hNavpl proporciona un medio visual para
identificar los residuos que interactian para eeNav1.4a/eeNavp1 [Yan et al., 2017] (Figura
2). Como puede observarse, las caracteristicas esenciales permanecen en estrecha
proximidad espacial mientras mantienen sus propiedades, excepto por uno de los ocho sitios
de interaccion: PPI-1d 1 (Figura 7a).

26



(b)

27



\G20-7 o
\tR R46-5
R45-1

T37-4 T33-3 V22-8

(d)

Figura 7. Alineamiento estructural de los ectodominios (IgD) de las estructuras molde de Navps.
(a) eeNavB1 conhNavp1; (b) hNavB1 con hNavp3; (c) hNavp1 con hNavf2; (d) hNavp1 con hNavp4; eeNavf1: verde mar; hNavp1:
salmén; hNavp3: verde bosque; hNavB2: pirpura; hNavf4: dorado; etiquetas 1 a 8: posiciones de los residuos de MSA de acuerdo a la
Tabla 4.
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8.2. Modulacion de la aceleracion de la inactivacion rapida del gating del poro por
Navf
En esta investigacion la hipotesis se deriva del desplazamiento del S4 DIII hacia la

region extracelular durante la despolarizacion de la membrana celular cuando entra en
contacto con Navp1 o Navp3, en donde las cargas de superficie en Navo predomina la P-
MEPS en el S4 DIII (por una lisinay una arginina en un segmento de secuencia altamente
conservado gaiKslRtlr) en Nava estan bajo la influencia de una posible colision con una
superficie electropositiva en Navp1 é Navf3 por una lisina conservada en las tres especies
(Tabla5y Figura8).
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Figura 8. Sensor de voltaje S4 DIII de hNavl.4o.en estrecho contacto con hNavp1 o hNavp3.
(@) hNav1l.4ointerconectado conhNavpl; (b)hNavl.4o interconectado con Navp3; (c,y €) el MEPS en la interfazhNav1.4a/hNavpl; (d,
y f) el MEPS en la interfaz entre hNav1.4a y hNavp3. Las estructuras se prepararon con el complemento PDB2PQR [Dolinsky et al.,
2007] de Chimera y se calcularon las MEPS para superficies PPI utilizando Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) [Baker et al.,
2001], una herramienta complementaria en Chimera Alpha 1.14 [Pettersen etal., 2004]y simulada con Chimera X [Goddard et al., 2017].
Sensor de voltaje S4 DI11: magenta; hNavpl: azulcyan; hNavp3: verde.

No es fuerade lo comun suponer que, si un sensor de voltaje se acerca lo suficiente para
la unién no covalente con ectodominios de IgD, se producirauna reordenacion espacial.

En consecuencia, este desplazamiento podria desencadenar la modulacion de la
subunidad de los poros (Nava). Ademads, suponemos que este contacto ejerce una rotacion
del IgD que afecta la inactivacionrapida de Navo gating.

Estos hallazgos indican que el S4 DIII podria crear una repulsion electrostatica con las
subunidades Navp1 o Navp3. Como consecuencia mecanicista sugerida, las IF-ECL mueven
y tirande la ECR, que a su vez transfiere energia de deformacion a la subunidad Nava. Esto
ocurre precisamente en los S4 (DI y DIV) y podria generar un cambio conformacional en el
canal que acelera la inactivacion rapida y finalmente cierra el ciclo de modulacion con S4
en DI y DIV volviendo a sus posiciones iniciales.

Los resultados quimiométricos y estructurales, consecuentemente conducen a la
pregunta obvia que, si Navp1 o Navf3 tienen un posible contacto por repulsion de cargas
con Nava, seria posible que si NavBf2 o Navp4 se unan a Nava mediante el mismo
mecanismo, y posiblemente tengan contacto con un sensor de voltaje hasta la fecha
desconocido, en donde hipotéticamente puedan tener una influencia desconocida en la
modulacion de los Nava que podria estar involucrada en el asa extracelular S5 DIl (Pan et

al., 2019). Estas conjeturas de Nav2 o Navp4 no se discuten en esta investigacion.
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Tabla 5. Residuos de contacto del S4 DIII con las subunidades Navf1y Navf3.

Na,a Navﬁ

Isoforma  Codigo  !Residuos S4 DIIl  Subunidad Codigo 2Residuos Subunidad Codigo 2Residuos

hNavl.la “P35498 gaiKsIRtr
hNav1.2a *6J8E gaiKsIRtr
hNavl.3a “QINY46 gaiKsIRtIr
hNavlda  °6AGF gpiKsIRtIr
hNavl5a “Q14524 gpiKsIRtIr hNa,p1 36AGF  mtfKilc hNa,B3 *4L1D  npmKilrc
hNav1l.6a “Q9UQDO gaiKslRtlr
hNavl.7a  %J8G gpiKsIRtIr
hNav1.8a “*Q9Y5Y9 apiKalRtlr
hNav1.9a “Q9UI33 melKsfRtIr
mNavl.lo “A2APX8 gaiKsIRtlr
mNav1l.20 ‘B1AWNG6 gaiKsIRtlr
mNav1.30 *A2ASI5 gaiKsIRtlr
mNavl.4o “Q9ER60 gpiKsIRtIr
mNav1.50 “Q9JIV9 gpiKsIRtIr mNa,f1  “P97952  mtfKilc mNa,f3  *Q8BHK2 nsmKirc
mNav1l.6a “QIWTU3 gaiKsIRtIr
mNavl.7a  “Q62205 gpiKsIRtIr
mNav1.80 *Q6QlIY3 asikKalRtlr
mNav1.90 “Q9R053 pnlKsfRnlr
rNavl.loa  “P04774 gaiKsIRtlr
rNavl.2a  “P04775 gaiKsIRtlr
rNav1l.3a  “P08104 gaiKsIRtlr
rNavl.4a  “P15390 gpiKsIRtlr
rNavl5a  “P15389 gpiKsIRtlr rMNa,f1  “Q00954 mtfKilc rNa,f3 4Q9JK00  npmKlrc
rNavl.6a  “088420 gaiKsIRtIr
rNavl.7a  “008562 gpiKsIRtIr
rNavl.8a  “Q62968 asikKalRtlr
rNavl.9a “088457 psIKsfRtIr

Residuos del S4 DI que interactdan con lassubunidades Nav 1y Navp3; ?Residuos de las subunidades Navp1y Navf3 que interactdan
con el sensor de voltaje S4 DIII; *Cédigo PDB: http://www.rcsh.org/; “Codigo de Uniprot: https://www.uniprot.org/. Los aminoacidos

que interactdan estan en negrita y letras mayusculas,e.g. Ky R.

En base en los presentes hallazgos, proponemos un posible mecanismo de modulacién

de la subunidad o formadora del poro por subunidades B para la aceleracion de la
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inactivacion rapida (Figura 9). En los modelos PPI, se aplic6 una biblioteca de rotameros
para encontrar contactos favorables de van der Waals [Pettersen et al., 2008, Scouras et al.,
2011, Shapovalov et al., 2011] en relaciona Nava/Navf1 y Navoa/Navp3 (Tabla S1).

(12 34 Naplor Na.p3 sgd
L (=l L1 IHT o | | 5
Elbndll ddEndli b bhdld bbbadls
(a)

12 34 Na,Blor Na,p3
N ba e
b DAl b T4k dan [ k4
") (+#) (+#)DI (+) (+) (+) (+) (+) DIl (#) (+) (+) (+) DUl (+) (+) (+
42 4 Na,Blor Na, 3

(©
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Number of residues
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iy | sl & s 5518 s sl 88N

§ o e = - - | § ¢
(#) (+#) DI (+#) (+) (+) (+) (+) DIl (+) (+) (+) (+) DII(+) (+) {+) (+) DIV (+) (+)

(d)

Figura 9. Modulacién hipotética de la inactivacion rapida del gating Navapor NavB1 o Navf3.

(a)Navaen estado inactivo (cerrado) en interaccion con Navp1 o Navp3; (b) Nava en estado abierto (activado) en presencia de modulacion
Navf1 oNavp3; (c) inactivacion rdpida modulada porNavB1 o Navp3; (d)inactivacion rapida desencadenada porla puerta de ina ctivacion
de IFM; nimeros 1 a 8: PPI-Ids de las PPI polares calculadas (Tabla S1); PPI polares calculados: flechas azul marino; el retorno a su
posicion inicial de S4 forzado por las IF-ECL mediante interacciones polares calculadas con NavBl o Navp3: flechas verdes; cargas
negativas: signos negativos rojos entre paréntesis; cargas positivas: signos positivos azul marino entre paréntesis; regiones Nava sin PPI:
gris claro y oscuro; subunidad NavB1 o Navp3:salmén claro; S5 DI: magenta; S1-S2 DIII: naranja; S5 DIV: marrén; S6 DIV: cyan; S4:
azul cielo, segmentos S1, S2, S3, S4, S5y S6: gris claro.

8.3. Determinacionde las propiedades de las ECLs
Se cuantificaron todos los tamarios de las ECLs de las nueve isoformas para las tres

especies las cuales se muestran en la Figura 10.
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Figura 10. Longitud de las ECLs de las Navas.
ECLs: S1-S2, S3-S4, S5y S6.
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Number of residues

Ademas, se determinaron las propiedades de la ECR y las ECLs S5 y S6, las cuales se
presentan en la Figura 11.

EiEiEiEiTieieioicigiyiiigiviiiiieivingeieivieieieieivy

- - - = = = N 3 h

A i AT AT i il it g iidiiliiidiigisdiiiigiiigd

2523432523452 5234 :2%2 343232523232 3252 %2 3232382523232 3:%2%

AR A A A A A AR A A AR AR A R AN AR R AN A F AR AN AR
Domain of Na, isoform

Figura 11. Propiedades de los residuosde la ECR de las Navas.

S5y S6: representan lasasasextracelulares por isoforma; NP: no polar; P: polar; CYS: cisteinas; Arom: residuos aromaticos; (-): Cargado
negativamente; (+): cargado positivamente. Losresiduos polares y apolaresrepresentan los residuos totalesde la region analizada.

También, se determinaron las propiedades de los residuos de las ECLs de la subunidad
a, Figura 12.

Number o residues.

DI b DI

Extracellular loop 51-52

(a)
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Number of residues

DI DIl DI DIV
Extracellular loop $3-54

(b)

Number of residues

g0y

jpouf9Natoong | | [ Doonon; .

DI DIl DIl DIV
Extracellular loop S5

(c)

Nusberofseddacs

Extracellular loop S6

(d)

Figura 12. Propiedades de los residuos de las ECLs de las Navas.
(a) ECL S1-S2; (b) ECL S3-S4; (c) ECL S5; (d) ECL S6; NP: no polar, P: polar, CYS: cisteinas; Arom: residuos aromaticos; (-): residuos
cargados negativamente; (+): residuos cargados positivamente. Los residuos polares y apolares representan los residuos totales de la region

analizada.
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Domain of Na, isoform

Los tamafos de las ECLs, las propiedades de la ECR y las ECLs S5y S6 y las

propiedades de los residuos de las ECLs de las Navas, se determinaron mediante ecuaciones

empiricas en [Microsoft Excel, 2016]. Cada isoforma y ECL presenta caracteristicas

inherentes especificas, que se discuten con mas detalle en discusion de resultados.

Debido a las caracteristicas inherentes de cada ECR, es de suponer que cada isoforma

formadorade poro varia en cuanto a superficiey volumen.

Como un parametro adicional para calcular variaciones en el ECR entre isoformas y

especies, se calculd el volumen moleculary la SAA de la ECRs y las ECLs S5y S6, las
cuales se muestranen la Figura 13.
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Figura 13. Propiedades de SAA y volumende la ECR y ECLs S5y S6de las Navas.
(@) SAA y (b) volumenmolecular; S5y S6: asasextracelularesS5y S6; DI - DIV: dominios | - 1V, respectivamente.
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De manera divergente a los resultados de la Figura 13, se calcul6 el volumen molecular

y laSAA de las ECLs, las cuales se presentanen las Figuras 14 y 15.
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Figura 14. S4A4 de las ECLs de las Navaos.
DI — DIV: dominios | - IV, respectivamente.
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Debido al tamafio, composicion de residuos y estructura 3D variable de los modelos de
las IF-ECLs y la ECR, es de suponer que presentan propiedades de superficie variables con
caracteristicas inherentes que son puntos clave en la interfaz de las IF-ECLs. El area de
superficie polar (PSA), el area de superficie no polar (NPSA) y MEPS (potencial
electrostatico de superficie) negativo: N-MEPS y MEPS positivo (P-MEPS) se calcularon

paratodas las IF-ECL como un total general y valores individuales para cada IF-ECL (Figura
16).
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Figura 16. Propiedadesde SAA de laECR y las IF-ECL de las Navas.

(a) ECRs las Navas; (b) S5 DI; (c) S1-S2 DIl (d) S5 DIV; (e) S6 DIV; PSA: superficie polar; NPSA: superficie no polar; (+): P-MEPS;

(-): N-MEPS. El PSA y NPSA representan el area totalde la regién analizada.
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Surface (A?)

8.4. Propiedades de interfazy Patrones de interaccion en los Navs
La Tabla S2, muestra el &rea enterrada de interfaz que se forma entre las IF-ECLs y las
Navps. Como parametro adicional, se determind el area SAS de los &tomos que forman el
area enterrada entre o y B, es decir, el area SAS completa de los atomos que forman la
interseccion espacial de las IF-ECLs con Navp1 y Navp3 (Figura 17).
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Figura 17. Area total de los dtomos que forman la interfaz Nava/Navp.
a: area de los &tomosde Nava que forma la interfaz; B: area de los &tomosde Navp que forma la interfaz.

Para evitar el sesgo de la longitud del asa (las ECLs mas largas tienden a tener mas
posibilidades de formar una mayor area de interfaz enterrada que las ECLs mas cortas), se
decidié presentar valores normalizados, como regla general: se toma el porcentaje de IF del
total mencionado anteriormente como base del 100%. Se calcularon las siguientes
propiedades en lainterfaz paralas IF-ECLS con ambas subunidades : PSA, NPSA, P-MEPS
y N-MEPS (Figuras 18 a 21).

En el siguiente paso, se detectaron caracteristicas comunes en las propiedades de
interfaz y se agruparon en los siguientes patrones de interaccion: S5 DI: (Navl.la y
Navl.3a), (Navl.5a y Navl.7a), (Navl.2a, Navl. 40 y Navl.6a), (Navl.8a) y (Navl.9a);
S1-S2 DII: (Navl.la y Navl.4a), (Navl.3a y Navl.5a), (Navl.2a y Navl.6a), (Navl.8a)
y (Nav1l.9a); S5 DIV: (Navl.la y Navl.5a), (Navl.2a, Navl.3a y Navl.6a), (Navl.4a y
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Navl.7a),(Nav1.8a)y (Navl.9a). En el caso del S6 DIV, no se encontraron similitudesentre

las nueve isoformas.
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Figura 20. Porcentajes de las propiedades de superficie de interfaz de Navf1y Navf3 en complejo con el S5 DIV.
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Figura 21. Porcentajesde las propiedades de superficie de interfaz de Navp1y Navp3 en complejo con el S6 DIV.

alp: superficie de la subunidad a que participan en la interfaz; p/a: superficie de la subunidad g que participan en la interfaz; PSA:
superficie polar; NPSA: superficie no polar; (+): P-MEPS; (-): N-MEPS. EI PSA'y NPS representa el areatotal de la interfaz
analizada.



La Figura22, ilustra como ejemplo demostrativo, la superficie de interfaz de la

subunidad B1 y sus propiedades en todos los detalles.

Figura 22. Ejemplo demostrativo de las propiedades de superficie de los atomos que forman la interfaz en hNavp1/S5 DI del complejo

hNavf1/hNavl 4.
(a) atomosque forman la interfaz en verde; (b) area de interfaz: PSA y NPSA en cian y naranja, respectivamente; (c) & rea de interfaz: P-

MEPS y N-MEPS en azulrey y rojo, respectivamente; superficie que no forma interfaz en blanco. La MEPS se calculé para lasestructuras
y modelos individuales utilizando las herramientas de complemento PDB2PQR y Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) [Baker et
al., 2001; Dolinsky et al., 2007] en Chimera Alpha 1.14 [Pettersen et al., 2004]. Es de destacarque las areasde &tomos que contribuyen a
la interfaz no constituyen necesariamente areas enterradas (cf. Tabla S2).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1. Patrones de PPI en las isoformas de los Navs

El fundamento de las funciones de las proteinas en la mayoria de los procesos biolgicos
constituye la plétora de interacciones atomo-atomo entre proteinas y otras biomoléculas (cf.
interactoma). La prediccion de interacciones a nivel atomico sigue siendo uno de los
esfuerzos mas desafiantes en biologiaestructural [Hermann et al., 2007; Zahiri et al., 2013;
Ezkurdia et al., 2008].

Durante la evolucion, la estructura de las proteinas se conserva mas que su secuencia
primaria subyacente, es decir, las secuencias divergen de un ancestro comdn, pero mantienen
funciones idénticas o similares con pequefios cambios debido a intercambios homologos en
sus sitios activos [Whisstock et al., 2003; Izidoro et al., 2014; Jacobson et al., 2014]. Los
residuos en la sensibilidad de las interfaces se vuelven importantes para la geometriao la
sefializaciony, por lo tanto, tienden a conservarse en la estructura de la proteina [Ma et al.,
2003]. Otra propiedad bien caracterizada de las interfaces se refiere a la existencia de
residuos importantes de interaccion "hot spots”, que son los residuos que hacen las mayores
contribucionesa la formacién de complejos [Keskin et al., 2005]. En el contexto de nuestro
estudio, varios informes han planteado la cuestion de qué componentes atomicos estan
hechas exactamente las interfaces de proteinas para mejorar el poder de prediccion de las
PPI [Li et al., 2004].

La investigacion in vitro para obtener informacion sobre los mecanismos de los Navs a
escala atomica ha sido una tarea abrumadora durante décadas debido a la ubicacion de la
subunidad Navo formadora del poro integrada en la membrana lipidica 'y su complejidad
multidominio [Catterall, 2000; Kruger et al., 2006]. Es en tales situaciones cuando los
enfoques quimiométricos brindan una vision que desentrafia patrones atobmicos que subyacen
en funciones bioldgicas, que hasta la fecha han pasado desapercibidas.

Las subunidades de Navp pertenecen a la superfamilia de inmunoglobulinas (1g). Su
estructurageneral es un pliegue de ldminas beta tipicas de las moléculas de adhesion celular
[Salvage et al., 2020]. La variacion en presencia (o ausencia) de subunidades B regula la
expresion de la subunidad o para diferenciar tejidos. Ademas, modulan la cinética de la
unidad formadora de poro [Calhoun e Isom; 2014; Isom et al., 1995], en donde el mecanismo

por el cual se produce este fendmeno se ha estudiado ampliamente y aln permanece incierto.
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Sin embargo, en esta investigacién, un indicio importante de manera hipotética de la
comprension del mecanismo de la modulacion de la aceleracion de lainactivacion rapida del
canal y su modulacién, en detalle acaba de emerger de una manera bit a bit.

Echando un vistazo hacia atras en la historiade la investigacion de los Navs, en los afios
1985y 2000 las subunidades Navp1 y Navp3, respectivamente fueron reportadas por primera
vez como proteinas de adhesion celular (de superficie) en interaccion con la unidad o
formadora de poro a través de enlaces no covalentes [ Messner y Catterall., 1985; Morgan et
al., 2000].

Nuevos aspectos estructurales de las subunidades Navp, provienen del laboratorio de
A.P. Jackson [Namadurai et al., 2014] que han dilucidado una estructura cristalina trimérica
de Navf3, es decir, tres IgD en una celda unitaria cristalografica. No obstante, ha sido una
pregunta sin resolver si el trimero también refleja una unidad biologica funcional.
Recientemente, estudios in silico de dindmicas moleculares indicaron que la oligomerizacion
esponténea de las subunidades de NavP3 de longitud completa en un trimero probablemente
seria un proceso muy lento si ocurriera en las membranas celulares. Incluso si las tres TMH
de Navp3 interactuaran, seria con fuerzas moleculares débiles [Glass et al., 2020]. En este
estudio, se realizé un anélisis estructural para concretar si las IgD de las subunidades hNavf1
podrian formar trimeros [Panet al., 2018; Namadurai et al., 2014]. Determinamos que en las
tres IgD de hNavp1 existe una fuerte repulsion entre las cargas totales negativas de los
residuos de Asp25 y Glu27 al alinearlos en las posiciones espaciales de cada monémero de
la estructura trimérica Nav33 (PDB: 4L1D [Namadurai et al., 2014]). Hasta ahora, este
hallazgo no se ha reportado. Ambos aminoacidos permanecen conservados durante la
evaluacion a través de especies de mamiferos, lo que sugiere un punto clave de PPI
fundamentales para las Navo (Figura 23, Tabla S1 y Figuras S1 a S9). Glass et al., 2020,
razonaron que, si el trimero de hNavP3 interactuara estructuralmente con los VSD de la
proteina o formadora de poro en analogia con hNavpl conocida, seria necesaria una

reordenacion sustancial de las IgD de de hNavf3.

49



\ ASP25 ',
* GLU27
ASP25
VAL24 .
VAL22 ~
VAL22

| ”“;!U

R

-ﬁ:;/‘.

(@) (b)

Species
Homo sapiens GCVEVDSETEAV
Mus musculus GCVEVDSDTEAV
Rattus norvegicus GCVEVDSETEAV
Bos Taurus GCVEVDSETEAV
Pan troglodytes GCVEVDSETEAV
Canis lupus familiaris GCVEVDSETEAV
Oryctolagus cuniculus GCVEVDSETEAV
Equus caballus GCVEVDSETEAV

(©)

Figura 23. Presentacion de un modelo de hNavB1 trimérico.

(@) Trimero de Navp1 visto de arriba (1gD) hacia abajo (b) Vista de cerca desde arriba del supuesto hotspot (c) Secuenciasalineadasde
especies de mamiferos; cuadro blanco: area de analisis; lineas de puntosverdes: repulsién de cargascalculada; estructuraen forma de
bastones: residuos con carga negativa; estructuraen forma de bastonesy esferas: residuos que forman un posible nucleo hidrofébico.
Datos generadospor Chimera Alpha 1.14 [Pettersen etal., 2004].

Dado que las interfaces de las estructuras determinadas por cristalografia de
Nava/Navp1 en el complejo existen ademas de Navp3 triméricay el NavBl monomérica
(hNavp3 [Namadurai et al., 2014], hNavp1 [Pan et al., 2018]), fue posible realizar estudios

de biologiaestructural superponiéndolos entre si (Figura 24).
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hNavB1 chain A hNavp3 chain C
hNavB3 chain A hNavB3-chain B

Extracellular

(@)

hNavB1 chain A
hNavp3 chain B

Extracellular

(b)

Figura 24. Superposicion de proteinas Navfi monoméricas y triméricas en complejo con Nava.

(@) hNavB3 trimérico determinado experimentalmente [Namadurai et al., 2014] (tres colores: magenta, cyan, naranja) en
superposicion con la estructura molde hNav1.4a/ hNavBl (azul oscuro/gris) [Pan et al., 2018] y (b) monomero IgD (de tres) de
hNavB3 homotrimérico (naranja) [Namaduraietal., 2014] en superposicién con la estructura molde hNav1.4a/hNavp1 [Panetal.,
2018]. Se puede vera simple vista, que dos de las tres subunidades choquen contra la membrana y la subunidad formadora delporo.
Limites de la membrana extracelular: rojo oscuro; limites de la membrana intracelular: azul marino; subunidad Nava: gris;
subunidad hNavf1:azuloscuro; cadenasA, B y C de hNavp3: naranja,cyany magenta, respectivamente.
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Figura 25. Ubicacién tridimensional (3D) de las subunidades NavB1 y Navp3 en la subunidad formadora del poro Navo.

(a, b) Topologia de Nava en complejo con Navf1y NavB3. Visualizacion de estructuras 3D con superficies excluidas al disolvente en los
paneles(c) y (d); (c) Estructura Cryo-EM de hNav1.4aen complejo con NavBl1 [Pan etal., 2018]y (d) Complejo estructuralde Cryo-EM
dehNavl.4a[Panetal.,2018]ensamblada estructuralmente (3D) con la estructura de cristal hNavB3 [Namaduraietal.,2014] posicionada
de acuerdo alanalisis estructuralrealizado; S4: azulcielo; en los paneles(c) y (d) las superficies moleculares excluidasal disolvente estan
coloreadas: NavB1: azul cyan; NavB3: verde bosque; y color gris para las superficies de la subunidad Nava. Se aplicaron los m ismos
colores a los paneles(a) y (b) anteriores. Modelos 3D de Chimera X [Goddard et al., 2017].

En comparacion con el gran nimero de variaciones de todos los niveles B, también
conocidos como miembros de la superfamilia de las Ig, el ectodominio IgD de hNavp3
[Namadurai et al., 2014] es extremadamente similar a la IgD de hNavp1 [Pan et al., 2018].
Se ha reportado evidencia estructural sobre eeNavl.4a/eeNavpl [Yan et al., 2017],
hNavl.4o/hNavf1 [Pan et al., 2018] y hNav1.7a/hNavf1 [Shen et al., 2019] acerca de un
sitio de union en laregion TM de Navf1 entre las hélices S1y S2 en el VSD DIl [Namadurai
et al., 2014; Zhu et al., 2017]. Es de destacar que el hallazgo de las regiones TM de las
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subunidades NavB1 y NavpB3 indica que poseen una alta similitud de secuencia. Ademas,
estudios in vitro revelan que la region TM de Navp3 se une de forma no covalente al VSD
DIl [Zhu et al., 2017] de manera similar como lo hace Navf1 [Yan et al., 2017; Pan et al.,
2018; Shen et al., 2019]. Sin embargo, no hay datos estructurales para sefialar la ubicacion
del sitio de union de Navf3 en las subunidades a.

Con frecuencia, se ha asumido que la subunidad NavB3 interactiia con la subunidad
Nava a través del mismo mecanismo que la subunidad Navp1 [Namadurai et al., 2014]. No
obstante, los estudios in vitro demuestran que tanto Nav31 como Navp3 atenuan la uniéon de
la lidocainaa Nav1.3a [ LenkowskKi et al., 2003]. Dicho anestésico local se une a la hélice S6
del dominio IV mediante enlaces no covalentes [Ragsdale et al., 1994] y evidencia
estructural afirma que Navp1 forma PPl con Navl.4a en el IF-ECL S6 DIV [Yan et al.,
2017; Pan et al., 2018; Shen et al., 2019].

En esta investigacion, se tienen bases tedricas, métodos y analisis de fuerte soporte, en
donde se propone que el sitio de union de Navp3 en la subunidad o formadora del poro es el
mismo que el de Navpl. La suposicion se basod en los analisis de datos estructurales de
eeNavl.4a/eeNavp1 [Yan et al., 2017] alineados en 3D con hNav1.4a/hNavf1 [Pan et al.,
2018]. EI mismo patron de conservacion se encuentra nuevamente en el complejo
(determinado en esta investigacion) hNavl.4a/hNavp3 [Namadurai et al., 2014; Pan et al.,
2018]. Ademas, se realizo el analisis y determinacion de las PPI, propiedadesde las ECLs e
interfaz en todas las isoformas en las tres especies bajo un fuerte escrutinio (Tabla S1 y
Figuras S1 a S9).

En las estructuras molde (3D) analizadas y nuestros modelos 3D, encontramos patrones
de interaccion en las interfaces Nava/NavP1 y Nava/NavP3. Tras la inspeccion munuiciosa,
es seguro generalizar nuestros hallazgos detallados de que estos patrones de interaccion
divergen significativamente entre isoformas que cruzan la barrera de las especies. En
particular, observamos patrones de PPI especificos entre Nava con subunidades Navp1l o
Navp3.

Aplicando las capacidades de alineacion bidimensional (2D) con 3D en combinacién
para la superposicion racional de proteinas, las estructuras molde de hNavf1 [Pan et al.,
2018] y hNavp3 [Namadurai et al., 2014; Pan et al., 2018], se alinearon como referencias

espaciales (Figura 7b). A continuacién, identificamos todos los residuos que interactuan
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entre las estructuras molde hNavl.4o/hNavpl [Pan et al., 2018] y el modelo 3D
hNav1.4a/hNavp3 [Namadurai et al., 2014; Pan et al., 2018] (Figura 6). La identificacién
fue asistida por los residuos identificados inicialmente en la estructura cryo-EM
eeNavl.4a/eeNavp1 [Yan et al., 2017] como una referencia de alto valor de informacion
para identificar la conservacion en organismos relacionados de manera cercana o lejana,
aqui: tres especies de mamifero versus anguila (Figura5). Como un activo para la validacion
de las PPI, basadas no solo en las similitudes secuenciales sino también estructurales de
hNavfB3 con hNavf1 se encuentran significativamente por encima de la zona twilight (cf.
Modelado molecular in silico) con = 50% y RMSD = 1.2, respectivamente. Tomados en
conjunto todos los patrones topoldgicos, la quimiometria revelé pruebas convincentes
(teoricas), las cuales indican que la subunidad NavP3 se une y modula Nava en la misma
posiciony a través del mismo mecanismo que la subunidad Navp1, debido a que el patrén
de residuos que interacttan es casi el mismo (cf. modelo 3D de hNavl.4a/Navp3 y PDB
6AGF [Pan et al., 2018] con hNavl.4a/Navf1). Sin embargo, existen variaciones en los
residuos conservados de PPI en ambas proteinas Navo/Navp (Figuras S1 — S10), los cuales
podrian explicar hasta cierto punto las diferencias en la cinética de los Navs que deben
confirmarse en estudios futuros in silico de dindmicas moleculares con investigaciones
fundamentales experimentales in vitro.

Como inferencia del analisis de datos del estudio quimiométrico realizado, también
estudiamos las estructuras conocidas de hNavP2 [Das et al., 2016] y hNavp4 [Gilchrist et
al., 2013], en donde nuevamente se llevaron a cabo alineaciones 2Dy 3D versus laestructura
de referencia hNavp1 (cf. Tabla 4 y Figuras 7c y 7d). Los datos criticos analizados de los
alinemietos 2D y 3D de hNavf2 vs hNavB1 y hNavp4 vs hNavp1 se encuentran claramente
dentro de la zona de twilight con ~ 18,8 y 18,1%, RMSD: 4,52 y 7,12, respectivamente. El
grado de desajustes posicionales de residuos equivalentes se vuelve obvio a la vista, con
respecto a las secuencias 32 o 4 frente a los residuos interactivos conocidos de la referencia
hNavpB1 [Pan et al., 2018]. La pérdida de posiciones conservadas PPl para los residuos de
interaccion de ambas subunidades (B2, B4) sugiere fuertemente la existencia de una interfaz
totalmente distintaen un sentido estricto de interaccion respectoa las ECLs y dominios con
la subunidad o formadora de poro. Este hallazgo no ha sido reportado en la literatura, a pesar
de la evidencia cryo-EM hNavp2/hNav1.2a [Pan et al., 2019].
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En esta etapa, se logré caracterizar el comportamiento topoldgico de las nueve isoformas
y agruparlas en vista de sus distintos patrones de interaccion (cf. Tablas 3y S1, Figuras S1
— S10): (i) lasisoformas hNav, mNavy rNav (1.2, 1.4 y 1.6), presentan ocho PPI con Navp1
y Navf3; (ii) las isoformas hNav, mNav y rNav (1.1, 1.3y 1.7) presentan siete PPl. Ambos
comparten caracteristicasesenciales, por lo que sugerimos que tengan un efecto similar sobre
la modulacion. En contraste (débil), (iii) las isoformas hNav, mNav y rNav (1.1, 1.3, 1.5,
1.7, 1.8 y 1.9) coinciden en un residuo que no interactuaen la posicién 6 en ECL S6 DIV.
En contraste (fuerte), (iv) las isoformas hNav, mNav y rNav (1.5, 1.8 y 1.9) siempre
comparten dos caracteristicas: primero, todas carecen de dos o mas PPl y, en segundo lugar,
todas pertenecen a la clasificacion farmacoldgica TTX-R, y se asocian a una carencia de
interaccion en la IF-ECL S1-S2 DIII, (v) mientras que las isoformas hNav, mNav y rNav
(2.9) no interactuan en absoluto con la IF-ECL S6 DIV. Resumiendo, los hallazgos en una
idea mecanicista, la activacion de las isoformas que pertenecen a la clasificacion
farmacologica TTX-R, también podria coincidir en un mecanismo de modulacion comun.
(vi) La ausencia de interaccionen el PPI-1d 6 en la ECL S6 DIV concierne a las isoformas:
(h, m, r) Navs (1.1, 1.3, 1.5, 1.7, 1.8 y 1.9). Este sitio de interaccién (PPI-Id 6) expone una
fuerte interaccidn por puente de sal para las isoformash, m, rNav 1.2, 1.4y 1.6. (Figuras S1
a S9). Se infiere que la presencia o ausenciade esa fuerte sefial electrostaticaen la IF podria
ser una caracteristicasignificativainherente para desencadenar variaciones dependientes de
las isoformas en la modulacion de poros y posiblemente una caracteristica fundamental para

la expresion en ciertos tejidos, la cual en la actualidad aun no es clara.

9.2. Aceleracidn hipotéticade la inactivacion rapida del gating de los Navs.

La despolarizacion de la membrana celular esta asociada con un movimiento en espiral
hacia la region extracelular para exponer los sensores de voltaje helicoidales S4 en la
subunidad formadoradel poro (Figuras 3y 8). La exposicion de los S4 a lasuperficie implica
un cambio conformacional del canal para entrar en un estado abierto [ Payandeh et al., 2011,
Long et al., 2005 y 2007; Yu et al., 2005]. Como resultado, la puerta de inactivacion de tres
amino&cidos (IFM) ubicada entre las hélices S6 DIl y S1 DIV se conecta rapidamente al
poro y evita la entrada de iones de sodio (ocurre el bloqueo hidréfobo del poro desde la

region intracelular y una congestion en la cavidad del poro por afluencia de Na*), lo que
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conduce a un estado inactivado. Gracias a la identificacion de residuos que interacttan en
base a los modelos topoldgicos (secuenciales) y estructurales (espaciales) sistematicos en
esta investigacion, fue posible vincularlos con los aspectos electrofisiologicos informados
sobre latransicion funcional de la activacion a la inactivacion de las nueve isoformas de Nav
(Figuras 3, 8 y 9) [Catterall, 2012; Vargas et al., 2012. En este estudio, es imprescindible
mencionar que la glicosilacion variable ligada a los residuos N de los ectodominios (IgD) no
afecta a nuestros resultados quimioinformaticos ya que no se encuentra en la interfaz entre
ambas subunidades [Namadurai et al., 2015]. Ademas, Ferrera et al. [2006], demostraron
que NavB1 puede cambiar las cargas electrostaticasen la superficie formadora del poro que
interviene en la activacion de los canales. También, Namadurai et al., 2015 asumen que si
una subunidad B se acerca lo suficiente a un sensor de voltaje podria ocurrir un cambio
hiperpolarizante, i. e. en la membrana celular la mayoria de los Navs se inactivarian
(rapidamente) aboliendo la corriente de Na*. Finalmente, Zhu et al., [2017], concluyeron de
sus estudios in vitro que Navp1 y NavB3 aceleran la inactivacion al tener contacto con el S4
en Navl.5a, especificamente: NavP1 en S4 (DIII y DIV) y Navp3 en S4 DIIL
Curiosamente, en los modelos construidos y simulados Nava/Navpl y Navo/Navp3
(Tabla S1 y Figuras S1 a S10), ambas subunidades 3 estan ubicadas en las proximidades del
sensor de voltaje S4 en DIIl. En términos hipotéticos, cuando la membrana celular se
despolariza, el S4 DIIl se desplaza hacia la zona extracelular (hacia la zona extracelular y
consecuentemente hacia las Navp1l 6 Navf3), posteriormente, dos residuos conservados
cargados positivamente en el S4 DIII entran en contacto repulsivo con una lisina (carga-
carga electropositiva) conservada en ambas subunidades p (Tabla 5). Las tres cargas
positivas estan claramente expuestas en la superficie accesible al solvente de la superficie de
la proteina formadora del poro (Figura 8). Es seguro concluir que se activa una fuerte sefial
bioquimica cuando esta repulsion de carga tiene lugar en el S4 DIl (Figura 8). Como
consecuenciadirecta de la geometria general del canal, se produce un cambio en el dominio
de las IgD (se produce un movimiento hasta la fecha desconocido de los ectodominios de
Navp1 y NavpB3) para iniciar la modulacién (el mecanismo hipotético de la modulacion de
la inactivacion rapida por Navp1 6 Navp3). El segmento S1-S2 DIII sirve como una bisagra
flexible para formar una asociacion no covalente con las IgD B1 y B3. En una respuesta mas

lenta a la despolarizacién los S5 DI y S5 DIV terminan el ciclo forzando a los sensores de
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voltaje S4 (DI y DIV) a regresar a su posicion inicial en forma de resorte (generando un
cambio conformacional en el canal hasta la fecha desconocido). Finalmente, el S6 DIV
detiene —como un ancla— ambas subunidades . Sobre una base tedrica, los presentes
hallazgos explican la cooperacion entre las ECLs y ciertas subunidades Navf para la
modulacion del canal. Desde un punto de vista evolutivo, esto tiene sentido, ya que las
Ilamadas proteinas externas (fs auxiliares) para ayudar a modular la funcion de la proteina
(poro a) se logra mucho mas rapido que la adaptacion de segmentos de asas proteicas
mediante la seleccion evolutiva lenta de mutaciones puntuales aleatorias sobre las asas.
Evidentemente, esto sucedio en algin punto en el tiempo de la evolucion celular en el que
ya se habia producido la fusién de genes para transformar el canal homotetramérico
(bacteriano) monocatenario en una proteina de poro, que se compone de cuatro dominios
diferentes (“subunidad monocatenaria hetero-tetra-dominio”). En este contexto, la existencia
de nueve mutantes estrechamente relacionadas (isoformas) muestran el trabajo de la
evolucion desde el pasado “cercano” hasta el presente, cuando una proteina ancestral comun

ha ido evolucionando junto con la expresidn génica diferencial y la especializacion tisular.

9.3. Propiedades de los residuos de las ECLs en las isoformas Navas

El S5 DI constituye la ECL mas larga. Su tamafio aberrante refleja mayor interfaz en
Navp1 y NavP3, el cual presenta un segundo PPI; PPI-Id 1 que se conserva en todas las
isoformasy especies; PPI-Id 2 se conserva en casi todas las isoformas con la excepcion de
Navl.8a y Navl.9a. La longitud del ECL de S5 DIV contiene un residuo cargado
negativamente (PPI-Id 5) que se conserva en las nueve isoformas de las tres especies.
Posiblemente, las ECLs de S5 DI y DIV han evolucionado de manera constante en contacto
con las subunidades NavB1 y Navp3, lo que lleva a especulaciones sobre su papel como
principales sitios de unidn para la modulacion de Nava.

Las propiedades quimiométricas que describen a los S5 y S6 se documentan en las
Figuras 11, 12 y 16. En las tres especies, Navl.4a (respecto a la isoforma Navl.5a)
representa la cantidad més alta de residuos polares y cargados negativamente en S5 y S6.
Dos isoformas contienen el menor nimero de residuos apolares: Nav1.8ay Nav1.9a. Ambos
muestran el mayor porcentaje de residuos de ECR polaresy, en particular, en ECL S5y S6

para las tres especies. Dicho hallazgo refleja la literatura existente que especula sobre la
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ausencia de evidencia experimental para la cooperacion de Nav1.9a con las subunidades 3
para la modulacion del gating. Las Figuras 11, 12 y 16 resume las propiedades de las ECLSs.
Naval.4 y Naval.6 poseen el mismo nimero de PPI. A pesar de este patron comun, las
diferencias sutiles también pueden explicar por qué difiere su comportamiento cinético. El
ECL de S5 en DI en Nav1.4a (respecto a Naval.6) aloja la cantidad més alta (o0 mas pequefia)
de aminoédcidos polares y cargados negativamente. Curiosamente, la isoforma Nav1.6a
acumula residuos aun mas polares y cargados negativamente en sus asas S5 en DIII. Los
dominios DI y DIII se enfrentan entre si desde posiciones diametralmente opuestas a través
de la parte del poro central. Ambos han desarrollado las ECL S5 mas largas entre todas las
Nava. Se puede especular que sus longitudes podrian reflejar la principal atraccion
electrostatica de Nava para la conduccion de Na* hacia el poro del canal. Este equilibrio de
residuos distribuidos en las ECLs S5 (DI y DIll) probablemente ha evolucionado para
proporcionar a las isoformas Nav1.4a y Nav1l.6a una MEPS similara una huella digital con
caracteristicas inherentes para realizar una funcion especificaen el tejido. Hasta ahora, los

hallazgos mencionados anteriormente no se han informado en la literatura existente.

9.4. Propiedades de volumeny superficie de las ECLs en las isoformas Navas

La evolucién conduce a mutaciones puntuales aleatorias o SNPs con consecuencias
variables en la supervivencia de los organismos, en donde a nivel molecular cambian las
estructuras y funciones de las proteinas [Kinch y Grishin, 2002; Starr y Thornton, 2016].
Las isoformas pueden entenderse como estados transitorios durante la evolucion divergente
para separarlos de una proteina ancestral comun cuando las células evolucionan a tejidos
maés especializados en los organismos [Kauvar y Villar, 1998; Russell y Sasieni, 1998]. En
proteinas de membrana, la sefializacion bioquimica no se encuentra rara vez en los
segmentos de las asas expuestas en las superficies celulares con una conservacién notable
de residuos relevantes para la sefial en medio de los segmentos de asas variables. Esta
observacion es la razon fundamental para combinar técnicas de alineacion 2D y 3D que nos
permiten revelar este micromundo oculto de amino&cidos de sefializacion o interaccion que
subyacen en la interfaz a/p [ Spitzer etal., 2013; Richards, 1977; Gainza et al., 2019]. El tipo
de estructurade la proteina, también conocida como unidad de pliegue, estd mas conservada

gue su secuencia primaria subyacente. Ademas, las estructuras inalteradas mantienen la
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funcion bioquimica, lo que a veces se puede observar incluso en casos extremos de
divergencia de secuencia [lllergard et al., 2009; Sousounis et al., 2012; Gibrat et al., 1996
95-97]. Es de destacar que cada ECR tiene 16 ECL en cada isoforma.

Con respecto a las nueve isoformas, la isoforma Nav1.4a tiene el mayor volumeny la
SAA mas amplia respecto a las ECR de las isoformas en general. Ademas, respecto a la
arquitecturadel poro, este patrén se repite para las ECLs S5 y S6. En contraste, la isoforma
Navl1.9a tiene el volumen y SAA mas pequefios en la ECR y las ECLs S5 y S6 (Figuras 14
y 15). Este hallazgo aiin no ha sido reportado por otros autores.

La IF-ECL S5 DI en h, m, rNav1.4a tiene un volumen molecular mucho mayor que las
otras isoformas. Por el contrario, el volumen molecular de las ECLs S6 DIV en Nav1.9a es
significativamente menor que en todas las demas isoformas. Esta propiedad quimiométrica
explica muy bien por qué las isoformas de Navl.9a no entran en contacto con ambas
subunidades B (1 y 3) a través de la ECL S6 DIV, cabe mencionar que tampoco ha sido
reportado por otros autores.

De todas las isoformas, lasisoformas h, m, rNavl.4a (h, m, rNav1.8ay h, m, rNav1.9a)
tienen las més altas N-MEPS en las IF-ECLs (Figura 16). Estos patrones son idénticos para
las ECLs S5 DIy S6 DIV. Por otro lado, Nav1.8a y Nav1.9a tienen los P-MEPS maés altos
para las ECL de S1-S2 DIIl. Curiosamente, las isoformas Navl.4a poseen las areas mas
pequefias de N-MEPS en las ECLs S1-S2 DIl (Figura S17). Los rasgos caracteristicos
dependientes de la isoformade cada isoforma podrian atribuirse a la afinidad de la atraccion
electrostatica a las subunidades Navpl y Navp3 en donde predomina en la interfaz la

electronegatividad MEPS.

9.5. Propiedades de interfaz deNava/Navf1 y Naval/Navf3
La observaciéon de que s6lo una pequefia parte de la superficie total pertenece a
segmentos estructurales-funcionales se refleja en la alta conservacion de dichos segmentos
[Caffrey et al., 2004; Grishiny Phillips, 1994; Binkowski y Joachimiak, 2008; Marshall et
al., 2002]. Especialmente, las fuerzas electrostaticas a menudo acttan como determinantes
criticos para la sefializacion bioquimicau otras funciones proteicas como el reconocimiento
de ligandos, las afinidades o la estabilidad estructural. Se menciona a menudo, que las PPIs

tienen lugar en ubicaciones especificas de la superficie (huellas digitales) con
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complementariedad geométricay quimica [Chothiay Janin, 1975; Sheinerman et al., 2000;
Heifetz et al., 2002; Vizcarray Mayo, 2005]. De esta manera, las ECLs en el canal de sodio
tienden a mantener similitudesfisicoquimicas en sus superficies, lo cual se resume a distintos
patrones de interaccion.

El &rea de superficie variable entre las IF-ECL y ambas subunidades B se document6 en
laTabla S2 y Figura17. Para la mayoria de las isoformas de los Navs, el siguiente patron de
interaccion de las IF-ECLs con las Navas en la interfaz general de rea enterrada se mantiene
en el siguiente orden: S5 DI>S1-S2 DIII>S6 DIV>S5 DIV, a excepcion de el areade interfaz
de la IF-ECL S6 DIV/h,m,rNav1.9, en donde los resultados indican que las areas de interfaz
enterrada y la superficie de los atomos que forman el area de interfaz enterrada son mucho
mas pequefias en comparaciéon con todas las demas isoformas (como consecuencia del
tamario reducido del volumeny superficie molecular de la IF-ECL S6 DIV, cf. Apartado 9.4
y Figuras 14 y 15). Dicha observacion esta en excelente consonancia con el papel
electrofisiologico de h, m, rNav1.9a, que carece de PPl con ambas subunidades 1y B3 (cf.
Apartados 8.1, 9.3, 9.4, Tablas 3 y S1 y Figuras S1 a S10) Por lo tanto, no parece extrafio
inferir que las isoformas de mamifero Nav1.9a no interactiancon la IF-ECL S6 DIV.

Las Figuras 18 a 21 informan en detalle sobre las puntuaciones porcentuales relativas
de las IF-ECLs y ambas subunidades [ para las siguientes propiedades: PSA, NPSA, P-
MEPS y N-MEPS, medidas en una escala de superficie atomica, que se restringe a la
superficie accesible al solvente de los atomos que forman la interfaz (no area de interfaz
enterrada). Las isoformas Navl.2a y Navl.6o poseen patrones de interaccion, que se
asemejan a los de las IF-ECL S5 DI, S1-S2 DIl y S5 DIV. Estas caracteristicas (no
reportadas hasta la fecha) podrian explicar por qué las propiedades de la superficie de la
interfaz en ambas subunidades (Nava y Navp) se conservan ya que reflejan una modulacion
similar (de acuerdo a los PPI-Ids del gating hipotético cf. Tablas 3y S1, Figuras9y Sl a
S9). Curiosamente, Nav1.2a y Navl.6a presentanlos mismossitios PPI junto con Nav1.4a.
Sin embargo, el tamafio, las propiedades residuos, SAA, MEPS, el volumen molecular,
difieren bastante entre Nav1.2a o Nav1.6a versus Navl.4a, enfatizando las IF-ECLs S5 DI.
Por otro lado, las IF-ECL S6 DIV no muestran ningunasimilitud entre las isoformas, lo cual
esta en linea con el papel fundamental de las IF-ECL S6 DIV como un fuerte contribuyente

a lamodulacion de poros debido a sus fuerzas electrostaticas tnicas en su superficie.
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10. CONCLUSIONES

En este trabajo, se analizaron las interfaces proteina-proteina observadas en estructuras
determinadas por cryo-EM y postulamos otras en modelos derivados de estructuras molde
3D determinadas experimentalmente (cryo-EMy estructuras cristalograficas). Los modelos
se generaron para las nueve isoformas existentes de tres especies (humano, rata, ratén). La
interfaz es referente a los residuos de asas extracelulares en estrecho contacto con las
subunidades Navp1 o NavpB3. Gracias al analisis quimiométrico, se formulé un modelo para
determinar la aceleracion de la inactivacion rapida del gating en las subunidades formadora
de poros Nava modulada por la presencia de proteinas auxiliares Navf3l o Navfp3. En el
terreno tedrico, obtuvimos una visién mecanicista de los movimientos alrededor del sensor
de voltaje S4 DIII, que es modulado (teéricamente) por las subunidades .

Describimos la modulacion de las Navas en términos de un modelo esquemaético de PPI
entre la proteina o transmembrana formadora del poro y las proteinas B auxiliares para las
nueve isoformas en tres especies de mamiferos. Nuestros modelos estructuralesy el anélisis
topoldgico de secuencias llevan a la conclusion de que sus distintas interfaces reflejan las
diferencias observadas en la cinéticade activacion.

Calculamos patrones quimiométricos para criterios especificos, como enlaces no
covalentes, longitud de asas, area accesible al solvente, superficies enterradas, volimenes
moleculares y otros descriptores electrostaticos. Las isoformas se agruparon de acuerdo a
patrones de interaccion comunes y se opusieron a otras con patrones diferentes, y todos los
resultados se relacionaron mecénicamente con informes sobre la cinética de activacion e
inactivacion rapida. Los patrones incluyen un &rea accesible al solvente o posiciones
conservadas para residuos cargados de manera opuesta a ambos lados de la interfaz. Estos
hallazgos sobre variaciones sutiles en los patrones electrostaticos afectan la capacidad de
modulacidn individual de cada isoforma, lo cual est4 en consonancia con las observaciones
electrofisiol6gicas de lacinética del gating ampliamente estudiadas y resumido graficamente
en nuestros dibujos topol6gicos esquematicos, simulaciones in silico, analisis estructurales
y una gran cantidad de datos descriptores de informacion quimiométricaen la interfaz.

Este estudio quimioinformatico se basé completamente en observaciones tomadas de la
literatura existente, y nuestros resultados estan en linea con sus hallazgos experimentales.

Ademas, informamos dos patrones de interaccionen las PPI-1D no identificados hasta ahora
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para las estructuras molde 3D (estructuras cryo-EM), asi como los modelos de interfaz

propuestos, los cuales encajan en una imagen mecanicistamas amplia con los otros PPI-ID

de interaccion, que fueron reportados por primeravez por Yan et al, con el advenimiento de

una estructuracompleta de canales de sodio para las especies de vertebrados (anguila) ['Yan
etal., 2017].

Este trabajo en su mayor parte heuristico con suposicionesy bases tedricas enfocado en

analisis estructurales de residuos e interfaces, concluye con los siguientes puntos

convergentes:

Las isoformas Navl.5a, Navl. 8o y Nav1.9a presentan la menor cantidad de PPIs con
las subunidades Navp1 y Navf3, en donde podrian influir en la mecénica funcional del
gating, participando con menor grado en la inactivacion rapida de la cinética de los
Navs. Cabe destacar que son isoformas resistentesa TTX y presentan los valores mas
bajos de superficie accesible al solvente de interfaz (area enterraday area de atomos que
forman la interfaz) con Navp1 y Navp3, el cual puede ser un indicio de la afinidad de
dichatoxina a los Navs.

Las PPI-1ds que se forman en las interfaces Navo/Navp1 y Nave/Navp3 podrian ser un
indicio de la mecéanica funcional y estructural del gating de acuerdo al nimero de PPI

en las isoformas.

Los residuos que participan en las PPI de las subunidades Navp3 en las tres especies
tienen posiciones estructurales casi identicas a las subunidades Navpl, por lo que

podrian modular a Nava de manera muy similar.

Los residuos que participan en las PPI-Ids de las asas S5 DI y S5 DIV (PPI-lds 1y 5,
respectivamente), se encuentran conservados en todas las isoformas y especies. Ademas,
estan implicados en la modulaciéndel gating hipotéticade los Navs los cuales ayudan
a regresar mas rapidamente a los sensores de voltaje S4 (Dly 1), podriaconducir a cerrar
mas rapidamente a la subunidad formadora del poro dando lugar a la aceleracion de la

inactivacion rapida.

El trimero determinado experimentalmente de Na,f3 [Namadurai et al., 2014]
alineado estructuralmente a Nay1 en el complejo de la interfaz Na,f1/Nava forma

un empalme molecular. En cambio, un monémero de la subunidad Na,[3 se alinea
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con altasimilitud a Na,f1, en donde es plausible discernir que el sitio de interaccion
de la interface de Na,3 con Nava es posiblemente el mismo que ocupa Na,f1 en
la interfaz Nayp1/Navo.

e Lasuperficie de interfaz del asa extracelular S6 DIV de la isoforma Nav1.9a y las
subunidades Navpl y Navp3 en las tres especies, no presenta interfaz debido a la
longitud, area, volumen molecular menores y caracteristicas electrostaticas
diferentes respectoa las demas isoformas.

Finalmente, este estudio podria orientar a la investigacion cientifica futura en biologia
molecular o ayudar a disefiar estudios de mutagénesis sitio dirigida en la interfaz de
subunidades de los canales de sodio dependientes de voltaje. En particular, los estudios de
dindmica molecular en supercomputadoras podrian simular las trayectorias de activacion a
lo largo del tiempo y confirmar que los movimientos de las isoformas se pueden agrupar

siguiendo los patrones quimioinformaticos propuestos.
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12. MATERIAL SUPLEMENTARIO

El Material Suplementario fue necesario para documentar los hallazgos esenciales como
una sinopsistomada de un nimero ain mayor de estudios quimiométricos realizados
sisteméaticamente sobre los canales de sodio:

10.

11.

12.

13.

Alineamientos de secuencia multiple (MSA): 9 (isoformas) x 3 (especies) x 16
(ECL) = 432 secuencias primarias.

Modelos 3D de estructuras molde determinadas por cryo-EM: 9 x 3 x 2 (B1, B3) =
54 archivos PDB.

Calculos de superficies: 9 x 3 x 16 = 432 modelos de superficie x 2 (a+p) = 864
superficies

Calculos de superficies polaresy no polares: (9 x 3 x 16) x 2 (PSA, NPSA) =432 x
2 propiedades.

Calculos de volumenes moleculares: 9 x 3 x 16 = 432 patrones de volumen.
Calculo del area de interfaz (area enterrada): 9 x 3 x 2 (o/B) x 4 (ECL) =216
numeros de regiones enterradas entre las subunidades a y .

Calculos del area IF de nueve isoformas por tres especies por cuatro IF-ECL: 9 x 3
x 2 (B1, B3) x4 (IF-ECL) x 2 (a/ B) = 432 numero total de patrones de superficie.
Calculos del &rea IF de los atomos polares y apolares que forman la interfaz: 9 x 3
x 2 (B1, B3) x 4 (IF-ECLs) x 2 (a./ B) = 432 patrones atomicos polaresy 432 no
polares.

Calculos del area MEPS (rojo = negativo, azul = positivo) basados en los vértices
de la superficie accesible al solvente de los &tomos que componen la interfaz: 9 x 3
x 2 (B1,B3) x4 (IF- ECL) x 2 (a/ B) =432 patrones de carga positivay 432
patrones de carga negativa.

Recuento de las longitudes de las asas: 9 (isoformas) x 3 (especies) x 16 (ECL) =
432 recuentos.

Recuento de residuos polares: 9 (isoformas) x 3 (especies) x 16 (ECL) = 432
recuentos.

Recuento de los residuos de cisteinacomo formacidn potencial de puentes S-S: 9
(isoformas) x 3 (especies) x 16 (ecl) = 432 recuentos.

Recuento de residuos aromaticos cargados positiva o negativamente: 9 (isoformas)
x 3 (especies) x 16 (ECL) x 3 =432 x 3 recuentos.
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Tabla S1. PPIs de los residuos de interfaz de Nava/Nav(3

ECL S5 DI $1-S2 DIII S5 DIV S6 DIV
Nava
PPI 1d3 1 2 3 4 5 6 7 8
hNav1.17  P354982 agqCpeg(O) qcpEgym(O) yidOrkt(N) dqrKtik(N) gidDmfn(O) PnkVnpgM  nkv pgs(O) kvnl’gss(O)
mNavl.17  A2APX8 agqCpeg(O) qcpEgym(O) yidOrkt(N)  dqrKtik(N) gidDmfn(O)  pnkVnpgN  nkv pgs(O) kvnl’gss(O)
rNav1.17 P04774>  agqCpeg(O) qcpEgym(O) yidOrkt(N)  dqrKtik(N) gidDmfn(O) pnkVnpgN'  nkv  pgs(O) kvnl’gss(O)
hNav1.25 6J8E! agqCpeg(O) qcpEgyi(O)  yieOrkt(N)  eqrKtik(N) gidDmfn(O) pdkDhpg(O) dkdHpgs(N) kdhi’gss(O)
mNav1.2?  BIAWNG6 agqCpeg(O) qcpEgyi(O)  yieOrkt(N) eqrKtik(N) gidDmfn(O) pekDhpg(O) ekdHpgs(N) kdh!’gss(O)
rNav1.2?  P047752  agqCpeg(O) qcpEgyi(O)  yieOrkt(N) eqrKtik(N) gidDmfn(O) pekDhpg(O) ekdHpgs(N) kdh’gss(O)
hNav1.37  (QINY462 agqCpeg(O) qcpEgyi(O)  yieOrkt(N)  eqrKtik(N) gidDmfn(O) pdt’hpg! dtiHpgs(N)  tihI’gss(O)
mNav1.37  A2ASI5?  agqCpeg(O) qcpEgyi(O)  yieOrkt(N) eqrKtik(N) gidDmfn(O)  pdalhpgNt daiHpgs(N)  aih!’gss(O)
rNav1.37  P08104> agqCpeg(O) qcpEgyi(O)  yieOrkt(N) eqrKtik(N) gidDmfn(O)  pdalhpgN! daiHpgs(N)  aih’gss(O)
eeNavl.45 5XSY! agkCpegNt kepEgyt(O)  yiwRrrv(N)  wrrRvik(N) gvdDifn(O)  pdvEnpg(O) dve pgt(©) venl’gtd(O)
hNav1.45 6AGF! aghCpeg(O)  hcpEgye(O) yieOrrv(N)  eqrRvir(N) gidDmfn(O) pnlEnpg(O)  nle pgt(O) len’’gts(O)
mNavl.47 QI9ER602 aghCpeg(O) hcepEgye(O)  yieOrrv(N) eqrRvir(N) gidDmfn(O)  ptlEnpg(O) tle 'pgt(O)  len’’gtn(O)
rNav1.47 P153902  aghCpeg(O) hcpEgye(O) yieOrrv(N)  eqrRvir(N) gidDmfn(O)  ptlEnpg(O) tle 'pgt(O) len’gtn(O)
hNav1.57  Q14524> agtCpeg(O)  tcpEgyr(O) yleErktNt eerKtik(N)  gidDmfn(O) ptl'nsn™N tlp 'sng(O)  Ipn - ngs(O)
mNavl.57  QIJJV92  agtCpeg(O)  tcpEgyr(O) yleErktNt eerKtik(N)  gidDmfn(O) pnlnsnN! nlp sng(O)  Ipn - ngs(O)
rNav1.5° 6U70! agtCpeg(O)  tcpEgyr(O) yleErktN! eerKtik(N)  gidDmfn(O) pnli'nsnM nlp'sng(O)  lpn ngs(O)
hNa/ 1.6/ QOUQDO agqCpeg(O) qcpEgyq(O)  yieOrkt(N)  eqrKtir(N) gidDmfn(O) IdkEhpg(O) dkeHpgs(N) keh!’gsg(O)
mNav1.67  QIWTU3 agqCpeg(O)  qcpEgfq(O) yieOrkt(N)  eqrKtir(N) gidDmfn(O) IdkEhpg(O) dkeHpgs(N) keh!’gsg(O)
rNav1.67  O88420> agqCpeg(O) qcpEgfq(O)  yieOrkt(N)  eqrKtir(N) gidDmfn(O) 1dkEhpg(O) dkeHpgs(N) keh!’gsg(O)
hNav1.75 6]8G! sgqCpeg(O)  qcpEgyt(O)  yieRkkt(N)  erkKtik(N) ginDmfn(O)  pkkVhpgN'  kkvHpgs(N) kvhi’gss(O)
mNavl.77 Q622052 sgqCpeg(O) qcpEgye(O)  yieKkkt(N) ekkKtik(N) ginDmfn(O)  pkkVhpgNt  kkvHpgs(N) kvh!gss(O)
rNav1.77 0085622 sgqCpeg(O) qcpEgyi(O)  yieKkkt(N) ekkKtik(N) ginDmfn(O)  pkkVhpgM¥  kkvHpgs(N) kvhi’gss(O)
hNa/1.87  Q9Y5Y92 sghCpdg(O) hepDgyi(O)  yldOkpt(N)  dqkltvkNM  gidDmfn(O) pnlnsnN! nlp sng(O)  lpn ngt(O)
mNav1.87  Q6QIY3> aghCpnd(O) hepiNdyv(O) yleEkprN! eek!'rvkM  gidDmfn(O) pnr’nsnN! nrp sng(O)  rpn-ngs(O)
rNav1.87 Q629682 aghCpgg(O) heplgyvN yleEkprNt eek!’rvkN  gidDmfn(O) pnlnsnM nlp sng(O) lpn ngs(O)
hNa/1.97  QI9UI33?  nsaCsiq(O) acs!qyeN! hleNgpk(N)  enqkigM gidDifn(O) rskEscn NI ske cns N kes' nssN!
mNav1.97  Q9R0532  rrsCpdg(O)  scpDgst(O) nlpSrpg M psri’qveN! gidDifn(O) esk/Ascn N ska cnsNt kas' nssN!
rNav1.97  088457> srpCpng(O)  pcpNgst(O) nlpSrpq ™M psri’qveN! gidDifn(O) eakEhen M akeHens N keh' nssN!
Na.B PPI 1d* 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b
eeNav/f1°  5XSY! sckVirgeN! yfdRtIt(N) acvEvds(O)  vdsDtea(O) ckmRgev(N) mgsKntf(N) sngicve(N) gacVevd(N)
hNa.f1° 6AGF! sckRrse(N) hvyRIIf(N) gcvEvds(O)  vdsEtea(O) ckrRset(N) ngsRgtk(N)  acgCcve(N) ggcVevd(N)
mNavB17  P979522  sckRrse(N) hvyRIIf(N) gcvEvds(O)  vdsDtea(O)  ckrRset(N) ngsRgtk(N) awgC.cve(N) ggcVevd(N)
rNa+«317  Q00954>  sckRrse(N) hvyRIIf(N) gcvEvds(O)  vdsEtea(O) ckrRset(N) ngsRgtk(N) awgC.cve(N) ggcVevd(N)
hNav33¢ 4L1D? scmKree(N)  nvsRefe(N)  vevEvps(O)  vpsEtea(O) cmkReev(N) ngsKdlq(N)  cfpVeve(N)  pvcVevp(N)
mNavB3” Q8BHK2 scmKree(N) nvsRefe(N)  vcvEvps(O)  vpsEtea(O) cmkReev(N) ngsKdlg(N) cfpVeve(N)  pvcVevp(N)
rNav«337  Q9JK00> scmKree(N) nvsRefe(N) vevEvps(O)  vpsEtea(O) cmkReev(N) ngsKdlg(N)  cfpVeve(N)  pvcVevp(N)

1Codigo PDB (http://www.rcsb.org/), %c6digo UniProt (https://www.uniprot.org/), *PPI-ld para las posiciones de las interacciones polares
calculadas los residuos en Nava (1-8), “PPI-Id para las posiciones de las interacciones polares calculadasde los residuos en Navply
Navp3 (1b—8b) con respecto a Nava; estructuras moldes (*Cryo-EM, estructuras determinadas por cristalografia de rayos X), ‘modelos,
NI: no interaccion; residuos que forman interacciones polares calculadas (letras mayusculasen negrita); aminoacidosadyacentesen
secuencia a residuos que forman interacciones polares calculadas (letras minusculas); residuos cargados positivos y negativos (azul y rojo,
respectivamente), residuos polares (cian), residuos no polares (naranja).
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TABLA S1 (Alternativa)

Presentacionalternativaa las Tablas S1y 3

Extracelular loop

Codes of PDB S5DI sis2om | 52 S6DIV
Isoform or UniProt biv
entries Id of interactions
*eeNav1.4 5XSYPPB
hNav1.1 P35498AY"
mNav1.1 A2APX8
Nav1.1 P04774 %
hNav1.2 GIBEFE | YES | [ YES |
NavL 2 AOAO%ER P28
Navl.2 P04775Y?
hNav1.3 QINY46 VP
mNav1.3 A2AYESS5 UP
Navl.3 P08104 V?
hNav1.4 6AGF™PB
mNav1.4 QIER60 P
Navl.4 P15390 V?
hNav1.5 Q14524 VP
mNav1.5 QaJIV9 P
Navl.5 6U70 P8
hNav1.6 Q9uUQDO
mNav1.6 QoWTU3 P
Nav1.6 088420 V°
hNav1.7 6J8G"PB
mNav1.7 Q62205 P
Nav1.7 008562 U°
hNav1.8 Q9Y5Y9 VP
mNav1.8 Q6QIY3 P
Nav1.8 Q62968 U7
hNav1.9 QouUI33 P
mNav1.9 Q9R053 VP
Nav1.9 088457 VP

Azul

Rojo

Puente de hidrégeno
= Puente de sal
No interaccion
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura S1. PPI de las tres isoformash, m, rNav1.1 en interfaz con NavpBly Navp3. (a, b) complejosde humano; (c, d)
raton; (e, f) rata; secciones que no participan en la interfaz: gris; S5 DI: magenta; S1-S2 DIII: naranja; S5 DIV: marrén;
S6 DIV: cian; NavB1l: azul cyan; NavB3: verde bosque; nimeros: PPI-Ids segin la Tablas S1 y 3; NI: sin interaccion;
lineas punteadas: interacciones polares.
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Figura S2. PPI de las tres isoformash, m, rNav1.2 en interfaz con Navp1ly Navf3. (a, b) complejosde humano; (c, d)
raton; (e, f) rata; secciones que no participan en la interfaz: gris; S5 DI: magenta; S1-S2 DIII: naranja; S5 DIV: marrén;
S6 DIV: cian; NavB1l: azul cyan; NavB3: verde bosque; nimeros: PPI-Ids segin la Tablas S1 y 3; NI: sin interaccion;
lineas punteadas: interacciones polares.
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rNav1.3

(e) (f)

Figura S3. PPI de las tres isoformash, m, rNav1.3 en interfazcon Navply Navp3. (a, b) complejosde humano; (c, d)
ratdn; (e, f) rata; seccionesque no participan en la interfaz: gris; S5 DI: magenta; S1-S2 DIl1: naranja; S5 DIV: marrén;
S6 DIV: cian; Navp1: azul cyan; Navp3: verde bosque; nimeros: PPI-lds segn la Tablas S1 y 3; NI: sin interaccion;
lineas punteadas: interacciones polares.
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Figura S4. PPI de las tres isoformash, m, rNav1.4 en interfaz con Navply Navp3. (a, b) complejosde humano; (c, d)
ratén; (e, f) rata; seccionesque no participan en la interfaz: gris; S5 DI: magenta; S1-S2 DIl1: naranja; S5 DIV: marrén;
S6 DIV: cian; Navp1: azul cyan; Navp3: verde bosque; nimeros: PPI-lds seglin la Tablas S1 y 3; NI: sin interaccion;
lineas punteadas: interacciones polares.
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Figura S5. PPI de las tres isoformash, m, rNav1.5 en interfaz con Navply Navp3. (a, b) complejosde humano; (c, d)
ratén; (e, f) rata; seccionesque no participan en la interfaz: gris; S5 DI: magenta; S1-S2 DIl1: naranja; S5 DIV: marrén;
S6 DIV: cian; Navpl: azul cyan; Navp3: verde bosque; nimeros: PPI-lds segun la Tablas S1 y 3; NI: sin interaccion;
lineaspunteadas: interaccionespolares.

rNavi1.5
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Figura S6. PPI de las tres isoformash, m, rNav1.6 en interfaz con Navp1ly Navp3. (a, b) complejosde humano; (c, d)
raton; (e, f) rata; secciones que no participan en la interfaz: gris; S5 DI: magenta; S1-S2 DIII: naranja; S5 DIV: marrén;
S6 DIV: cian; NavB1l: azul cyan; NavB3: verde bosque; nimeros: PPI-Ids segin la Tablas S1 y 3; NI: sin interaccion;
lineas punteadas: interacciones polares.
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(e) (f)

Figura S7. PPI de las tres isoformash, m, rNav1.7 en interfaz con Navply Navp3. (a, b) complejosde humano; (c, d)
raton; (e, f) rata; secciones que no participan en la interfaz: gris; S5 DI: magenta; S1-S2 DIII: naranja; S5 DIV: marrén;
S6 DIV: cian; Navp1: azul cyan; Navp3: verde bosque; nimeros: PPI-lds seglin la Tablas S1 y 3; NI: sin interaccion;
lineas punteadas: interacciones polares.
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Figura S8. PPI de las tres isoformash, m, rNav1.8 en interfaz con Navply Navp3. (a, b) complejosde humano; (c, d)
ratén; (e, f) rata; secciones que no participanen la interfaz: gris; S5 DI: magenta; S1-S2 DIl1: naranja; S5 DIV: marrén;
S6 DIV: cian; Navp1l: azul cyan; Navp3: verde bosque; nimeros: PPI-lds segun la Tablas S1 y 3; NI: sin interaccion;
lineaspunteadas: interaccionespolares.
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Figura S9. PPI de las tres isoformash, m, rNav1.9 en interfaz con Navply Navp3. (a, b) complejosde humano; (c, d)
ratén; (e, f) rata; seccionesque no participanen la interfaz: gris; S5 DI: magenta; S1-S2 DIl1: naranja; S5 DIV: marrén;
S6 DIV: cian; Navp1l: azul cyan; Navp3: verde bosque; nimeros: PPI-lds segun la Tablas S1 y 3; NI: sin interaccion;
lineaspunteadas: interaccionespolares.
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Tabla S2. Area de interfaz de las IF-ECLs/Navas.

Navpl  Navp3  Navpl  Nav3  Navpl  Navp3

Isoformade Nava IF-ECLs de Nava

S5DI 621.8 584.1 664.3 527.2 491.0 367.6
S1-S2Dlll 294.4 339.8 308.4 299.6 263.0 332.6

Navl.la
S5DIV 120.2 151.9 163.1 170.8 137.1 164.6
S6DIV 2175 264.1 270.0 295.9 210.0 3275
S5DI 587.7 552.4 612.8 485.6 535.8 490.1
S1-S2Dlll 333.8 360.1 350.4 327.3 317.6 380.6

Navl.2a
S5DIV 136.7 174.5 1714 158.9 140.5 162.4
S6DIV 208.8 254.6 234.0 259.2 220.8 357.5
S5DI 602.3 544.5 664.0 554.6 498.0 387.7
S1-S2Dlll 293.1 330.3 313.2 309.4 315.0 378.9

Navl.3a
S5DIV 137.9 183.6 171.8 162.6 130.7 135.3
S6DIV 187.1 2515 249.4 2724 215.4 312.2
S5DI 578.6 550.6 559.4 441.0 549.9 434.7
S1-S2Dlll 304.8 341.4 359.2 350.4 318.0 399.1

Navl.4a
S5DIV 144.0 170.6 154.6 135.4 129.0 158.5
S6DIV 248.2 268.2 284.9 282.3 227.2 300.1
S5DI 570.0 534.6 610.2 483.8 535.7 417.3
S1-S2Dlll 324.7 360.3 368.6 362.0 293.9 357.9

Navl.5a
S5DIV 175.3 200.0 189.5 184.6 170.9 197.0
S6DIV 249.3 281.2 280.7 274.9 218.7 314.3
S5DI 525.5 471.6 552.9 440.3 465.3 388.4
S1-S2Dlll 3255 360.3 294.8 2785 287.4 334.5

Navl.6a
S5DIV 147.2 169.5 167.4 162.1 119.5 145.0
S6DIV 199.2 253.7 269.3 288.1 216.1 314.0
S5DI 665.5 593.6 663.3 544.9 576.2 461.7
S1-S2Dlll 381.9 425.8 389.6 380.2 376.9 428.6

Navl.7a
S5DIV 108.5 141.4 143.9 140.4 89.0 122.7
S6DIV 203.5 236.8 232.6 252.1 183.5 261.1
S5DI 585.5 551.0 623.7 510.7 583.5 464.8
S1-S2Dlll 292.5 343.5 279.5 273.7 261.0 330.9

Nav1.8a
S5DIV 179.3 207.6 165.8 136.8 115.7 135.3
S6DIV 125.0 162.7 262.0 260.1 211.3 309.4
S5DI 633.0 575.7 602.7 520.6 479.9 306.7
S1-S2Dlll 317.7 385.5 266.2 271.1 298.4 368.2

Nav1.9a
S5DIV 141.6 186.1 138.8 133.1 96.4 128.7
S6DIV 17.7 24.9 14.7 25.7 30.0 34.9

Las unidadesde area son en A2 La superficie de interfaz de area enterrada fue calculada



Tabla S3. Validacion de la secuencia de residuos de la interfaz entre la subunidad Navay las subunidades Navp1y Navp3.

Finalmente, se documento la zona de interaccién proteina-proteina calculada por HOTREGION para la estructura molde de anguila para
modelos 3D de canalesde sodio (cddigo PDB: 5XSY, [Yan et al., 2017]) mediante una herramienta bioinforméatica basada en la web en
http://prism.ccbb.ku.edu.tr/hotregion/ . Los residuos identificados corresponden a todos aquellos que también pueden ser estudiados por
la herramienta Chimera. Para obtener mas detalles, consulte la documentacion del software. La lista de salida de residuos que interactdan
entre ambassubunidades paraelcanalde sodio de la anguila (c6digo PDB: 5XSY) porHotRegion es una base de datos de puntos calientes
cooperativos.

|Interfaoe Name |Residue Number |Residue Type |Chain

11|
’5XSYBA ‘301 |GLU 'A—
R R N
|5XSYBA |323 |LYS IA—
R N S

|5XSYBA |325 |PRO ’A—
|5XSYBA |326 |GLU ’A—
|5XSYBA |327 |GLY ’r
|5XSYBA |985 |ILE lA—
|5XSYBA |988 |ASN |A—
|5XSYBA |989 |LEU ,A—
|5XSYBA |992 |THR ’—

N N N
’5XSYBA ‘1005 |PHE 'A—
R N N

|5XSYBA |1023 |TYR
|5XSYBA |1025 |TRP
|5XSYBA |1026 |ARG

|5XSYBA |1028 |ARG

|5XSYBA

|5XSYBA

I N N
|5XSYBA |1043 |TYR ’A—
1 1 1 |
I N N

| 1039

|5XSYBA |1475 |TYR ’A—
|5XSYBA |1484 |ASP ’A—
|5XSYBA |1489 |GLU ,A_
|5XSYBA |1528 |ASN ,A_
|5XSYBA |1529 |PRO ’A—
|5XSYBA |1530 |GLY ,A—
’5XSYBA ‘1531 |THR '—
1 11
|5XSYBA |25 |CYS ’B—
ISXSYBA Ize |VAL ’B—
|5XSYBA |27 |GLU ’B—
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|5XSYBA |za |VAL IB—
|5XSYBA |31 |ASP ’r
R E N
|5XSYBA |47 |CYS l_
|5XSYBA |49 |MET ,B_
111
- 1 1|
|5XSYBA |1oe |ASP IB—
R N R AN
|5XSYBA |135 |TYR l—
ISXSYBA |137 |PHE ’r
|5XSYBA |158 |ALA IB—
|5XSYBA |159 |SER IB—
|5XSYBA |1ez |SER ,B_
|5XSYBA |166 |MET IB—
|5XSYBA |170 |ILE ,B_
- 1 1|
|5XSYBA |174 |GLN IB—
|5XSYBA |177 |LEU ,B—
|5XSYBA |1ao |GLU ’r
R N N A
|5XSYBA |184 |CYS l—
ISXSYBA |185 |TYR ’r
|5XSYBA |189 |ALA IB—

Scripts
The Chimera scripts are documented here which were applied throughout the study.

< Protein - Protein Interface = PPI detection >
measure buriedArea #0.1 #0.2
>Insert formula: sum(@.ASaS)
Select and classif residues

<Superposition of PPIs by Match Maker >

open proteins 1 and 2

commands :

match #2 to #1 bring #3

swapaa (aminoacid name) #1 or #2:Number. (Chain)

mm #2 to #1/a pair bs alg sw matrix PAM-150 ss false cut 5.0

matrix similarity-matrix

The similarity-matrix can be any of: BLOSUM-30, BLOSUM-35, BLOSUM-40, BLOSUM-45, BLOSUM-50, BLOSUM-55, BLOSUM-60, BLOSUM-
62 (default), BLOSUM-65, BLOSUM-70, BLOSUM-75, BLOSUM-80, BLOSUM-85, BLOSUM-90, BLOSUM-100, BLOSUM-N, PAM-40, PAM-120,
PAM-150, PAM-250, SDM, HSDM, Nucleic.

<Generation of PPI surface, buried surface area and calculate the area>
measure buriedArea #0.1 #0.2

>Tools>Structure analysis>Attribute calculator

>Insert formula: sum(atom.areaSES)

Interf

select @/buriedSESArea> 1

Aplly

Algorithms in phyton

Used by methods that color a surface and automatically update the coloring.
# Calling this routine turns off the previous auto-coloring code.

#

def set_coloring method(name, model, stop_cb = None) :

if hasattr(model, 'coloring method'):
cname, cb = model.coloring method
if name != cname:
if cb:
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cb (model)
model.coloring method = (name, stop_cb)

# Used by methods that adjust surface visibility automatically.
# Calling this routine turns off the previous visibility-adjusting code.
#

def set_visibility method(name, model, stop_cb = None):

if hasattr(model, 'visibility method'):
cname, cb = model.visibility method

if name != cname:
if cb:
cb (model)
model.visibility method = (name, stop_cb)
# _____________________________________________________________________________
#

def visibility method(model) :

if hasattr(model, 'visibility method'):
cname, cb = model.visibility method
return cname

return None

def visibility updating (model) :

if hasattr(model, 'visibility method'):
cname, cb = model.visibility method
return not cb is None

return False

def reshow_surface (model) :

import chimera
if isinstance (model, chimera.MSMSModel) :
model.visibilityMode = model.ByAtom
else:
for p in model.surfacePieces:
show_all triangles(p)

def show_all_triangles(p):

mask = p.triangleAndEdgeMask
if not mask is None:

mask |= 0x8
p.triangleAndEdgeMask = mask

# TODO: Make set_triangle mask() surface piece method.
#
def set_triangle mask(p, m):

mask = p.triangleAndEdgeMask
if mask is None:

mask = m * 0xf
else:

mask &= 0x7

mask |= (m * 0x8)
p.triangleAndEdgeMask = mask

def surface models_with_id(model_id, require_one = False, at_most_one = False):

from chimera import openModels as om
if model_id is None or model_id == (om.Default, om.Default):
return (None if require one or at_most_one else [])

from _surface import SurfaceModel
id, subid = model_ id
slist = om.list(id = id, subid = subid, modelTypes = [SurfaceModel])
if require_one or at_most_one:
if len(slist) ==
if at_most_one:
return None
mid = '%d' % id if subid == om.Default else '%d.%d' % (id, subid)
from Commands import CommandError
raise CommandError ('no surfaces with model id %s' % mid)
elif len(slist) > 1:
mid = '$d' % id if subid == om.Default else '%d.%d' % (id, subid)
from Commands import CommandError
raise CommandError ('multiple surfaces with model id %s' % mid)
return slist[0]

return slist



def selection_surface distance():

from chimera import selection

alist = selection.currentAtoms ()

if len(alist) == 0:
from chimera.replyobj import status
status ('No atoms or markers selected')
return

from chimera import openModels
from _surface import SurfaceModel
smlist = openModels.list (modelTypes = [SurfaceModell])

write surface_distances(alist, smlist

def write surface_distances(atoms, surfaces):

sdisp = [s for s in surfaces if s.display]
dshown = False
for s in sdisp:
xyz = atom_coordinates (atoms, s.openState.xform)
dist = distance_to_surface(xyz, s)
for a,d in enumerate (dist) :
print ('Distance from $s to surface $s'
% (atoms[a].oslIdent(), s.name))
'

print (' d = %.5g, surface point (%.5g, %.5g, %.5g), side %.0f'
% tuple(d))
atoms[a].distance = d[0]
from chimera.replyobj import status
status('d = %.5g"' % d[0])
dshown = True
# show_line_segments (xyz, dist[1:4])
from SimpleSession import registerAttribute
import chimera
registerAttribute (chimera.Atom, 'distance') # Save distances in session files

if not dshown:
from chimera.replyobj import status
status ('No displayed surfaces')
return

def atom coordinates (atoms, xform):

from multiscale import get_atom coordinates

xyz = get_atom_coordinates(atoms, transformed = True)
from Matrix import xform matrix

tf = xform matrix(xform.inverse())

from _contour import affine_transform vertices
affine transform vertices(xyz, tf)

return xyz

def distance_to_surface(xyz, smodel):

from _surface import surface_distance
dist = None
for p in smodel.surfacePieces:
if p.display:
varray, tarray = p.maskedGeometry(p.Solid)

dist = surface_distance(xyz, varray, tarray, dist)

return dist

Compute the closest distance from a point to a surface.

is inside or outside the surface.

Q. #= W o H

if dist is None:
from numpy import zeros, single as floatc
dist = zeros((len(xyz),5), floatc)
dist[:,0] = 1le38

for i,p in enumerate (xyz):
di = dist[i,:]
for vertex_indices in surf_ triangles:

The su
represented as a list of triangles. The distance, closest point, and
side of the closest triangle that the given point lies on is returned.

Side +1 is the right-handed normal clockwise vertex traversal,
indicates the opposite side. This is for determining if the given point

ef surface distance(xyz, surf vertex xyz, surf_ triangles, dist =

t = [surf_vertex xyz[v] for v in vertex_indices]

d, txyz, tside = triangle_distance(p, t)
if d != None and d < di[0]:

dif[o] =d

di[l:4] = txyz

di[4] = tside

return dist

rface is

while -1

None) :
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# Returns distance, triangle point, and side (1 or -1) of triangle.
#
def triangle_distance(xyz, triangle_vertices):

# Check if point projects to triangle interior
va, vb, vc = triangle vertices
vab = subtract (vb, va)
vac = subtract(vc, va)
vbc = subtract(vc, vb)
n = normalize (cross (vab, vac)
if n == None:
return None, None, None # degenerate triangle

v = subtract(xyz, va)
nv = dot(n, v)
vt = subtract (v, multiply(nv, n)
if (dot(cross(n, vab), vt) >= 0 and
dot (cross (vac, n), vt) >= 0 and
dot (cross(n, vbc), subtract(vt, vab)) >= 0):
sxyz = add(va, vt)
d = distance(xyz, sxyz)
return d, sxyz, sign(nv)

# Check if point projects onto any edge
d = None
for (vl, v2) in ((va, vb), (va, vc), (vb, vc)):
v12 = subtract(v2, vl)
v12n2 = dot(vl12,v12)
v = subtract (xyz, vl)
vvl2 = dot(v,v12)
if vvl2 >= 0 and vvl2 <= v12n2:
exyz = add(vl, multiply(vv12/v12n2, v12))
de = distance(xyz, exyz)
if d is None or de < d:
d = de
SXyzZ = exyz

# Check the closest triangle vertex
vdist = [(distance(xyz, tv), tuple(tv)) for tv in triangle vertices]
vdist.sort ()
dv, v = vdist[0]
if d is None or dv < d:
d = dv
SXyz =V

return d, sxyz, sign(nv)

def distance (u,v):
w0, wl, w2 = u[0]-v[0], ull]l-v[1l], ul2]-v[2]
import math
return math.sqgrt (wO*wO+wl*wl+w2*w2)

def dot(u,v):
return u[0]*v[0]+ul[l]l*v[1]+ul2]*v[2]

def add(u,v):
return (u[0]+v[0], u[l]+v[1], u[2]+v[2])

def subtract (u,v):
return (u[0]-v[0], u[l]-v([1], ul[2]-v[2])

def multiply(a,v):
return (a*v[0], a*v[l], a*v[2])

def cross(u,v):
return (u[l]l*v([2]-ul[2]*v[1],
u[2]*v[0]-u[0]*v([2],
ul0]*v[1]-u[1]*v[0])

N

def normalize (v):
import math
n = math.sqrt (v[0]*v[0]+v[1]*v[1]+v[2]*Vv[2])
if n ==
return None
return (v[0]/n, v[1]/n, v[2]/n)

def sign(x):
if x >= 0:



return 1
return -1

def show_line_segments(vl, v2, color = (1,1,1,1), surface model = None):

n = len(vl)

from numpy import empty, single as floatc, intc, arange
varray = empty((2*n,3), floatc)

tarray = empty((n,3), intc)

varrayl[:n,:] = vl

varray[n:,:] = v2

tarrayl[:,0] = tarrayl[:,2] = arange(n)

tarrayl[:,1] = tarrayl[:,0] + n

create_model = (surface_model is None)
if create_model:
from _surface import SurfaceModel
surface _model = SurfaceModel ()

p = surface_model.addPiece (varray, tarray, color)
p.displayStyle = p.Mesh

if create_model:
from chimera import openModels as om
om.add ([surface_modell])

return p

class Volume Manager:
def _ init_ (self):

self.data_regions = []
self.data_to_regions = {}

import defaultsettings as d
self.default settings = ds = d.Volume Viewer Default Settings()

# Set default data cache size.
from VolumeData import data_cache
data_cache.resize(ds['data_cache_size'] * (2**20))

self.open_callbacks = []
self.close_callbacks = []
self.save_session_callbacks = []

from chimera import openModels as om
self.open_handler = om.addAddHandler (self.open _models_cb, None)

from chimera import triggers, CLOSE_SESSION
from SimpleSession import SAVE SESSION
triggers.addHandler (SAVE_SESSION, self.save session_cb, None)
triggers.addHandler (CLOSE_SESSION, self.close_session_cb, None)
from chimera import SCENE_TOOL_SAVE, SCENE_TOOL_RESTORE
from session import save_scene, restore_scene
triggers.addHandler (SCENE_TOOL_SAVE,

lambda t,vm,s: save_scene(vm,s), self)
triggers.addHandler (SCENE_TOOL_RESTORE,

lambda t,vm,s: restore_scene(vm,s), self)

def add_volume_opened callback(self, volume opened cb) :

self.open_callbacks.append (volume_opened_cb)

def add_volume_closed callback(self, volume closed cb):
self.close_callbacks.append (volume_closed_cb)

# ___________________________________________________________________________

# Callbacks are called after data has be saved.

# State saved via a callback registered with this routine is restored

# only after volume data has been restored.

#

ds

ef add_session_save_callback(self, save_session):

self.save session_callbacks.append(save_session)

# ___________________________________________________________________________
#
def open_models_cb(self, trigger_name, args, models):

vlist = [v for v in models if isinstance (v, Volume)]

if vlist:

self.add volumes (vlist)



#
def add_volumes (self, vlist):

self.data_regions.extend(vlist)

import chimera
d2r = self.data_to_regions
for v in vlist:
data = v.data
if data in d2r:
d2r[data]l .append (v)
else:
d2r([data] = [v]
chimera.addModelClosedCallback (v, self.model closed_cb)

for cb in self.open_callbacks:
cb (vlist)

def add volume (self, v):
self.add_volumes ([v])

def set_initial volume color (self, v):

ds = self.default_settings
if ds['use_initial colors']:
n = len(volume_list())
if v in volume_list():

n-=1
icolors = ds['initial colors']
rgba = icolors[n%len(icolors)]

v.set_parameters (default_rgba = rgba)

def replace_data(self, data, new_data):
d2r = self.data_to_regions
d2r[new data] = d2r[data]
del d2r[datal
for dr in d2r[new_data]:
dr.replace_data(new_data)

def volume list(self):

return self.data_regions

def regions_using data(self, data):

return self.data_to_regions.get (data, [])

def data_already_ opened(self, path, grid_id):

if not path:
return None
dlist = self.data_to_regions.keys ()
for data in dlist:
if not data.writable and data.path == path and data.grid _id == grid id:
return data
return None

def model closed cb(self, v):

if v in self.data_regions:
self.remove_volumes ([v])

def save_session_cb(self, trigger, x, file):

import session
session.save_volume data_state(self, file)

for cb in self.save_session_callbacks:
cb(file)

def close_session_cb(self, trigger, al, a2):

self.remove_volumes(self.data_regions)
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#
#

#

def remove_volumes (self, volumes):
remove_volumes = tuple(volumes)

for v in remove_volumes:
index = self.data_regions.index (v)
del self.data_regions[index]

data = v.data
if data is None:
# Volume has already been closed and data attribute set to None.
data = [d for d,vlist in self.data_to_regions.items() if v in vlist][0]
vlist = self.data_to_regions[data]
vlist.remove (v)
if len(vlist) == 0:
del self.data_to_regions([data]
data.clear_ cache ()

for cb in self.close callbacks:
cb (remove_volumes)

# Close models only after removing from volume list.
# This stops the model closed callback from recalling this routine.
for v in remove_volumes:

v.close ()

Decide whether a data region is small enough to show when opened.

def show_when_opened(data_region, show_on_open, max_voxels):

#
#
#

#

if not show_on_open:
return False

if max_voxels == None:
return False

voxel limit = int(max_voxels * (2 ** 20))
ss_origin, ss_size, subsampling, ss_step = data_region.ijk_region()

voxels = float(ss_size[0]) * float(ss_size[l]) * float(ss_size[2])
return (voxels <= voxel limit)

Decide whether a data region is large enough that only a single z plane
should be shown.

def show_one_plane(size, show_plane, min_voxels):

#
#
#
#

#

if not show_plane:
return False

if min_voxels == None:
return False

voxel limit = int(min_voxels * (2 ** 20))
voxels = float(size[0]) * float(size[l]) * float(size[2])

return (voxels >= voxel limit)

Manages surface and volume display for a region of a data set.
Holds surface and solid thresholds, color, and transparency and brightness
factors.

from _surface import SurfaceModel
class Volume (SurfaceModel) :

def _ init__ (self, data, region = None, rendering options = None,
model id = None, open_model = True, message_cb = None) :

SurfaceModel. init_(self

from chimera import Material
self.material = Material.lookup ("default"

self.data = data
data.add_change_callback(self.data_changed_cb)

if region is None:
region = full region(data.size)
self.region = clamp_region(region, data.size)

# C++ Model object raises an error if a unicode name is set.
# Encode in utf-8 to get a str object that the C++ code can handle.
self.name = utf8_string(self.data.name)

if rendering options is None:
rendering options = Rendering Options ()
self.rendering_options = rendering_options

self.message_cb = message_cb
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self.matrix stats = None
self.matrix_id =1 # Incremented when shape or values change.

rlist = Region_List()

ijk_min, ijk_max = self.region[:2]
rlist.insert_region(ijk_min, ijk_max)
self.region_list = rlist

self.representation = 'surface'

self.solid = None
self.keep displayed data = None

self.display = False # Undisplay surface
self.initialized thresholds = False

# Surface display parameters

self.surface_levels = []

self.surface colors = []

self.surface piece_ list = [] # SurfacePiece graphics objects
self.surface_brightness_factor = 1

self.transparency factor = 0 # for surface/mesh

self.outline box = Outline Box(self

# Solid display parameters

self.solid levels = [] # list of (threshold, scale)
self.solid colors = []
self.transparency depth = 0.5 # for solid

self.solid brightness_factor = 1
self.default_rgba = data.rgba if data.rgba else (.7,.7,.7,1)
self.change_callbacks = []

if open_model:
self.open_model (model_id)

from chimera import addModelClosedCallback
addModelClosedCallback (self, self.model closed_cb)

from chimera import triggers

h = triggers.addHandler ('SurfacePiece', self.surface piece changed cb, None)
self.surface_piece_change_handler = h

def message (self, text):

if self.message_cb:
self.message_cb (text)

def full name (self):

return self.name

def name_with_id(self):

if self.subid:
sid = '#%d.%d' % (self.id, self.subid)

else:
sid = "#%d' % self.id
return self.name + ' ' + sid
B
#

def add_volume_change_callback(self, cb):

self.change_callbacks.append (cb)

def remove volume_change callback(self, cb):

self.change_callbacks.remove (cb)

def call _change_callbacks(self, change_types):

if isinstance(change_types, basestring):
change_types = [change_types]

for cb in self.change_callbacks:
for ct in change_types:
cb(self, ct)

# Detect surface piece color change and display style change.
#

def surface_piece_changed_cb(self, trigger, unused, changes):



change = ('color changed' in changes.reasons
or 'display style changed' in changes.reasons)
if not change:
return

if len(self.surface piece_list) != len(self.surface_colors):
return

pindex = {}
for i, p in enumerate(self.surface_piece_list):
pindex[p] = i

# Check if surface pieces for this volume have changed.
ctypes = set()
pchange = False
for p in changes.modified:
if p in pindex:
i = pindex|[p]
vcolor = self.modulated_surface color (self.surface colors([i])
from numpy import array, single as floatc
if (p.color != array(vcolor, floatc)).any():
self.surface_colors[i] = p.color
ctypes.add('colors changed')
pchange = True

# Check if display style of all surface pieces has changed.
if pchange and self.representation != 'solid':
styles = set()
for p in self.surface piece_list:
styles.add(p.displayStyle)
if len(styles) == 1:
pstyle = {p.Solid: 'surface', p.Mesh: 'mesh'}.get (styles.pop(), None)
if pstyle and self.representation != pstyle:
# TODO: Eliminate special case for 2d contour rendering.
contour_2d = (pstyle == 'mesh' and
not self.rendering options.cap_faces
and self.single_plane())
if not contour_2d:
self.set_representation(pstyle)

# Notify about changes.
self.call change_callbacks (ctypes)

def replace_data(self, data):

d = self.data

cc = (data.origin != d.origin or
data.step != d.step or
data.cell _angles != d.cell_angles)

dc = self.data_changed cb
d.remove_change_callback (dc)
self.data = data
data.add_change_callback (dc)
dc ('values changed')
if cc:

dc ('coordinates changed')

Programatically set data region parameters. The following keyword
parameters are valid.

surface levels

surface_colors (rgb or rgba values
surface_brightness_factor

transparency_ factor

solid levels

solid_colors (rgb or rgba values
transparency_depth

solid brightness_factor

Any rendering option attribute names can also be used.

The volume display is not automatically updated. Use v.show() when
redisplay is desired.

S e dE 3 SR R SR 3k 3 3 3R R 9k 3k 3 3 3 %

def set_parameters(self, **kw):

parameters = ('surface_levels',
'surface_colors',
'surface_brightness_ factor',
'transparency_factor',
'solid_levels',
'solid_colors',
'solid_brightness_factor',
'transparency_depth',
'default_rgba',
)

if len(color) == 3:
return tuple(color) + (1,)
return color

def rgb_to_rgba(color):
(



if 'surface_colors' in kw:

kw['surface_colors'] = map(rgb_to_rgba, kw['surface colors'l])
if 'solid colors' in kw:
kw['solid_colors'] = map(rgb_to_rgba, kw['solid colors'l])

if ('surface_levels' in kw and
not 'surface colors' in kw and

len(kw['surface_levels']) != len(self.surface_levels)):
kw['surface colors'] = [self.default rgba] * len(kw['surface levels'])
if ('solid_levels' in kw and
not 'solid colors' in kw and
len(kw(['solid_levels']) != len(self.solid colors)):
rgba = saturate_rgba(self.default_rgba)
kw['solid_colors'] = [rgba] * len(kw['solid levels'])

if 'default_rgba' in kw:
self.default rgba = kw['default rgba']l = rgb to rgba(kw['default rgba'l)

# Make copies of lists.
for param in ('surface_levels', 'surface colors',
'solid_levels', 'solid_colors'):
if param in kw:
kw[param] = list (kw[param])

for param in parameters:
if param in kw:
values = kw[param]
setattr (self, param, values)

# Update rendering options.
option_changed = False
if ('orthoplanes_shown' in kw and not 'box faces' in kw and
true_count (kw['orthoplanes_shown']) > 0):
# Turn off box faces if orthoplanes enabled.

kw['box_faces'] = False

ro = self.rendering options

box_faces_toggled = ('box_faces' in kw and kw['box faces'] != ro.box_faces)

orthoplanes_toggled = ('orthoplanes_shown' in kw and
kw['orthoplanes_shown'] != ro.orthoplanes_shown and
(true_count (kw['orthoplanes_shown']) == 0 or
true_count (ro.orthoplanes_shown) == 0))

adjust_step = (self.representation == 'solid' and

(box_faces_toggled or orthoplanes_toggled))
for k,v in kw.items () :
if k in ro._dict_ :
setattr(self.rendering options, k, v)
option_changed = True
if adjust_step:
r = self.region
self.new_region(r([0], r[1], r[2], show = False, adjust_step = True,
save_in_region_queue = False)

if 'surface_levels' in kw or 'solid levels' in kw:
self.call_change_callbacks ('thresholds changed')

if ('surface_colors' in kw or 'solid colors' in kw or
'surface_brightness_factor' in kw or 'transparency_ factor' in kw or
'solid_brightness_factor' in kw or 'transparency depth' in kw):
self.call_change_callbacks ('colors changed')

if option_changed:
self.call change_callbacks ('rendering options changed')

# Sets new region and optionally shows it.
#
def new_region(self, ijk min = None, ijk max = None, ijk_step = None,
show = True, adjust_step = True, save_in_region_queue = True):

if ijk_min is None:
ijk_min = self.region([0]

if ijk max is None:
ijk_max = self.region[1]

# Make bounds integers.

from math import ceil, floor

ijk_min = [int(ceil(x)) for x in ijk min]
ijk_max = [int(floor(x)) for x in ijk_max]

# Make it lie within dota bounds.
(ijk_min, ijk_max) = clamp_region((ijk_min, ijk max), self.data.size)

# Determine ijk step.
if ijk_step == None:
if self.region:
ijk_step = self.region[2]

else:
ijk_step = (1,1,1)
else:
ijk_step = [int(ceil(x)) for x in ijk step]

# Adjust ijk_step to meet voxel limit.
ro = self.rendering options
fpa = faces_per_axis(self.representation, ro.box_ faces,



ro.any orthoplanes_shown())
adjusted_ijk step = ijk step for voxel limit (ijk min, ijk_max, ijk_step,
fpa, ro.limit_voxel count,
ro.voxel limit)
if adjust_step:
ijk_step = adjusted_ijk_step

elif tuple(ijk_step) != tuple(adjusted_ijk_step):
# Change automatic step adjustment voxel limit.
vc = subarray_size(ijk_min, ijk_max, ijk_step, fpa)
ro.voxel limit = (1.01*vc) / (2**20) # Mvoxels rounded up for gui value

self.call_change_callbacks ('voxel limit changed')

if save_in_region_gqueue:
self.region_list.insert_region(ijk_min, ijk _max)

region = (ijk_min, ijk _max, ijk_step)
if same_region(region, self.region):
return False

self.region = region
self.matrix_changed()

self.call_change_callbacks ('region changed')

if show:
self.show()

return True

def is_full _region(self, region = None):

if region is None:
region = self.region
elif region == 'all':
return True
ijk_min, ijk_max,ijk_step = region
dmax = tuple([s-1 for s in self.data.size])
full = (tuple(ijk_min) == (0,0,0) and

tuple (1jk_max) dmax and
tuple (ijk_step) (1,1,1))
return full
B
# Either data values or subregion has changed.
#

def matrix_changed(self):

self.matrix_stats = None
self.matrix_id += 1

def has_thresholds (self):

return len(self.surface_levels) > 0 and len(self.solid_levels) > 0

Matchmaker scripts & Algorithms
$Id: _ init_ .py 39819 2014-05-20 00:16:46Z pett $

import SmithWaterman

import NeedlemanWunsch

from chimera.Sequence import StructureSequence

from chimera import replyobj, UserError, LimitationError

CP_SPECIFIC_SPECIFIC = "ss"
CP_SPECIFIC BEST = "sb"
CP_BEST = "bb"

SA_NEEDLEMAN_WUNSCH = "Needleman-Wunsch"
SA_SMITH _WATERMAN = "Smith-Waterman"

from prefs import defaults, CHAIN_PAIRING, SEQUENCE_ALGORITHM, MATRIX, \
GAP_OPEN, GAP_EXTEND, SS_MIXTURE, SS_SCORES, ITER CUTOFF, HELIX OPEN, \
STRAND_OPEN, OTHER OPEN, COMPUTE_SS

defaultSSMatrix = defaults[SS_SCORES]

# called recursively, so any changes to calling signature need to happen
# in recursive call too...
def align(ref, match, matrix, algorithm, gapOpen, gapExtend, ksdsspCache,
ssMatrix=defaults[SS_SCORES],
ssFraction=defaults[SS_MIXTURE],
gapOpenHelix=defaults[HELIX OPEN],
gapOpenStrand=defaults[STRAND OPEN],
gapOpenOther=defaults [OTHER_OPEN],
computeSS=defaults[COMPUTE_SS]) :
similarityMatrix = SmithWaterman.matrices[matrix]
ssf = ssFraction
ssm = ssMatrix
if ssf is not None and ssf is not False and computeSS:
needCompute = []
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if ref.molecule not in ksdsspCache:
for r in ref.residues:
if r and len(r.atoms) > 1:
# not CA only
needCompute.append (ref.molecule)
ksdsspCache.add (ref.molecule)
break
if match.molecule not in ksdsspCache:
for r in match.residues:
if r and len(r.atoms) > 1:
# not CA only
needCompute.append (match.molecule)
ksdsspCache.add (match.molecule)
break
if needCompute:
from chimera.initprefs import ksdsspPrefs, \
KSDSSP_ENERGY, KSDSSP_HELIX LENGTH, \
KSDSSP_STRAND_ LENGTH
from Midas import ksdssp
ksdssp (needCompute, energy=ksdsspPrefs[KSDSSP_ENERGY],
helixLen=ksdsspPrefs[KSDSSPiHEleiLENGTH],
strandLen=ksdsspPrefs [KSDSSP_STRAND_LENGTH]
if algorithm == "nw":
score, segs = NeedlemanWunsch.nw(ref, match,
scoreGap=-gapExtend, scoreGapOpen=0-gapOpen,
similarityMatrix=similarityMatrix, returnSeqgs=True,
ssMatrix=ssMatrix, ssFraction=ssFraction,
gapOpenHelix=-gapOpenHelix,
gapOpenStrand=-gapOpenStrand,
gapOpenOther=-gapOpenOther)
gappedRef, gappedMatch = segs
elif algorithm =="sw":
refName = ref.molecule.name
if not ref.name.startswith("principal"):
refName += ", " + ref.name
gappedRef = StructureSequence (ref.molecule, refName)
matchName = match.molecule.name
if not match.name.startswith("principal"):
matchName += ", " + match.name
gappedMatch = StructureSequence (match.molecule, matchName)
def ssLet(r):
if not r:
return ' '
if r.isHelix:
return 'H'
elif r.isStrand:
return 'S'
return 'O’
if ssf is False or ssf is None:
ssf = 0.0
ssm = None
if ssm:
# account for missing structure (blank SS letter)
ssm = ssm.copy ()
for let in "HSO ":
ssm[(let, ' ')] = 0.0
ssm[(' ', let)] = 0.0
score, alignment = SmithWaterman.align(str(ref), str(match),
similarityMatrix, float (gapOpen), float (gapExtend),
gapChar=".", ssMatrix=ssm, ssFraction=ssf,
gapOpenHelix=float (gapOpenHelix) ,
gapOpenStrand=float (gapOpenStrand) ,
gapOpenOther=float (gapOpenOther)
join([ssLet(r) for r in ref.residues]),
join([ssLet(r) for r in match.residues]))
gappedRef.extend (alignment [0])
gappedMatch.extend (alignment [1])
# Smith-Waterman may not be entirety of sequences...
for orig, gapped in [(ref, gappedRef), (match, gappedMatch)]:
ungapped = gapped.ungapped (

for i in range(len(orig) - len(ungapped) + 1):
if ungapped == orig[i:i+len (ungapped)]:
break
else:

raise ValueError ("Smith-Waterman result not"
" a subsequence of original sequence"
gapped.residues = orig.residues[i:i+len (ungapped) ]
resMap = {}
gapped.resMap = resMap
for j in range (len (ungapped)) :
gres = gapped.residues[j]
if gres:
resMap[gres] = jJ
else:
raise ValueError ("Unknown sequence alignment algorithm: $s"

o

% algorithm)

# If the structures are disjoint snippets of the same longer SEQRES,

# they may be able to be structurally aligned but the SEQRES records

# will keep them apart. Try to detect this situation and work around

# by snipping off sequence ends.

srDisjoint = False

if '"SEQRES' in ref.molecule.pdbHeaders and 'SEQRES' in match.molecule.pdbHeaders:
structMatch = 0
for i in range (len(gappedRef)) :



uri = gappedRef.gapped2ungapped (i)
if uri is None:
continue
umi = gappedMatch.gapped2ungapped (i)
if umi is None:
continue
if gappedRef.residues[uri] and gappedMatch.residues[umi]:
structMatch += 1
if structMatch >= 3:
break
if structMatch < 3:
seqMatch = 0
for sl, s2 in zip(gappedRef[:], gappedMatch[:]):
if sl.isalpha() and s2.isalpha():
seqMatch += 1
if segMatch > 3:
break
if segMatch > 3:
need = 3 - structMatch
if (ref.residues|:need].count (None) ==
or ref.residues[-need:].count (None) ==
and (match.residues|[:need].count (None)
or match.residues[-need:].count (None)
srDisjoint = True

if srDisjoint:
from copy import copy
clippedRef = copy (ref)
clippedMatch = copy (match)
for seq in (clippedRef, clippedMatch) :
numNone = 0
for r in seq.residues:
if r:
break
numNone += 1
if numNone:
seqg[:] = seg[numNone:]
seq.residues = seq.residues[numNone:]
for r, 1 in seqg.resMap.items():

seq.resMap[r] = i - numNone
numNone = 0
for r in reversed(seq.residues):
if r:
break

numNone += 1
if numNone:
seq[:] = seqg[:-numNone]
seg.residues = seq.residues|[:-numNone]
return align(clippedRef, clippedMatch, matrix, algorithm, gapOpen,
gapExtend, ksdsspCache, ssMatrix=ssMatrix, ssFraction=ssFraction,
gapOpenHelix=gapOpenHelix, gapOpenStrand=gapOpenStrand,
gapOpenOther=gapOpenOther, computeSS=False)
for orig, aligned in [(ref, gappedRef), (match, gappedMatch)]:
if hasattr(orig, '_dmRebuildInfo'):
aligned._dmRebuildInfo = orig._dmRebuildInfo
_dmCleanup.append (aligned)
return score, gappedRef, gappedMatch

def matrixCompatible (chain, matrix):

proteinMatrix = len(SmithWaterman.matrices[matrix]) >= 400
return proteinMatrix == chain.hasProtein()

def match(chainPairing, matchItems, matrix, alg, gapOpen, gapExtend, iterate=None,

showAlignment=False, align=align, domainResidues=(None, None),
verbose=False, **alignKw) :
"""Superimpose structures based on sequence alignment

'chainPairing' is the method of pairing chains to match:

CP_SPECIFIC_SPECIFIC --
Each reference chain is paired with a specified match chain

CP_SPECIFIC_BEST --
Single reference chain is paired with best seg-aligning
chain from one or more molecules

CP_BEST --
Best seg-aligning pair of chains from reference molecule and

match molecule(s) is used
wan

ksdsspCache = set()
alg = alg.lower()

if alg == "nw" or alg.startswith("needle"):

alg = "nw"

algName = "Needleman-Wunsch"
elif alg =="sw" or alg.startswith("smith"):

alg = "sw"

algName = "Smith-Waterman"
else:

raise ValueError ("Unknown sequence alignment algorithm: $s"

% alg)

pairings = {}
smallMolErrMsg = "Reference and/or match model contains no nucleic or"\

" amino acid chains.\nUse the command-line 'match' command" \
" to superimpose small molecules/ligands."
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rdRes, mdRes = domainResidues
if chainPairing == CP_SPECIFIC_SPECIFIC:
# specific chain(s) in each

# various sanity checks
#
# (1) can't have same chain matched to multiple refs
# (2) reference molecule can't be a match molecule
matchChains = {}
matchMols = {}
refMols = {}
for ref, match in matchItems:
if not matrixCompatible (ref, matrix):
raise UserError ("Reference chain (%s) not"
" compatible with %$s similarity"
" matrix" % (ref.fullName (), matrix)
if not matrixCompatible (match, matrix):
raise UserError ("Match chain (%s) not"
" compatible with %s similarity”
" matrix" % (match.fullName (), matrix)
if match in matchChains:
raise UserError ("Cannot match the same chain"
" to multiple reference chains")
matchChains[match] = ref
if match.molecule in refMols \
or ref.molecule in matchMols \
or match.molecule == ref.molecule:
raise UserError ("Cannot have same molecule"
" model provide both reference and"
" match chains")
matchMols [match.molecule] = ref
refMols[ref.molecule] = match

if not matchChains:
raise UserError ("Must select at least one reference"
" chain.\n")

for match, ref in matchChains.items/():

match, ref = [checkDomainMatching([ch], dr) [0] for ch, dr in
((match, mdRes), (ref, rdRes))]
score, sl, s2 = align(ref, match, matrix, alg,

gapOpen, gapExtend,
ksdsspCache, **alignKw)
pairings.setdefault (s2.molecule, []).append(
(score, sl, s2))

elif chainPairing == CP_SPECIFIC_BEST:
# specific chain in reference;
# best seg-aligning chain in match model (s)
ref, matches = matchItems
if not ref or not matches:
raise UserError ("Must select at least one reference"
" and match item.\n")
if not matrixCompatible (ref, matrix):
raise UserError ("Reference chain (%s) not compatible™"
" with %$s similarity matrix"
% (ref.fullName (), matrix)
ref = checkDomainMatching([ref], rdRes) [0]
for match in matches:
bestScore = None
segs = [s for s in match.sequences ()
if matrixCompatible (s, matrix)]
if not segs and match.sequences():
raise UserError ("No chains in match structure"
" %s compatible with %s similarity"

" matrix" % (match, matrix))

seqs = checkDomainMatching(segs, mdRes)
for seq in segs:
score, sl, s2 = align(ref, seq, matrix, alg,

gapOpen, gapExtend,
ksdsspCache, **alignKw)
if bestScore is None or score > bestScore:
bestScore = score
pairing = (score, sl, s2)
if bestScore is None:
raise LimitationError (smallMolErrMsg)
pairings[match]= [pairing]

elif chainPairing == CP_BEST:
# best seg-aligning pair of chains between
# reference and match structure(s)
ref, matches = matchItems
if not ref or not matches:
raise UserError ("Must select at least one reference"
" and match item in different models.\n"
rseqgs = [s for s in checkDomainMatching(ref.sequences(), rdRes)
if matrixCompatible (s, matrix)]
if not rsegs and ref.sequences():
raise UserError ("No chains in reference structure"
" %s compatible with %s similarity"
" matrix"™ % (ref, matrix))
for match in matches:
bestScore = None
mseqs = [s for s in checkDomainMatching (match.sequences (), mdRes)
if matrixCompatible (s, matrix)
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if not msegs and match.sequences():
raise UserError ("No chains in match structure"

" %s compatible with %s similarity"

matrix" % (match, matrix)
for mseq in msegs:
for rseqg in rsegs:
score, sl, s2 = align(rseq, mseq,
matrix, alg, gapOpen, gapExtend,
ksdsspCache, **alignKw)
if bestScore is None \
or score > bestScore:
bestScore = score
pairing = (score,sl,s2)
if bestScore is None:
raise LimitationError (smallMolErrMsg)
pairings[match]= [pairing]
else:
raise ValueError ("No such chain-pairing method")

from chimera.misc import principalAtom

retvals = []

for matchMol, pairs in pairings.items():
refAtoms = []

matchAtoms = []
regionInfo = {}
if verbose:
seqPairings = []
for score, sl, s2 in pairs:
try:

ssMatrix = alignKw]['ssMatrix']
except KeyError:

ssMatrix = defaultSSMatrix
try:

ssFraction = alignKw['ssFraction']
except KeyError:

ssFraction = defaults[SS_MIXTURE]

replyobj.info ("\n")

replyobj.status ("Matchmaker %s (%s) with %s (%s),"
" sequence alignment score = %g" % (
sl.name, sl.molecule.oslIdent/()
s2.molecule.oslIdent (), score), log=l)

replyobj.info ("with these parameters:\n"
"\tchain pairing: %s\n\t%s using %s\n"

% (chainPairing, algName, matrix))

if ssFraction is None or ssFraction is False:
replyobj.info ("\tno secondary structure"
" guidance used\n")
replyobj.info ("\tgap open %g, extend %g\n" % (
gapOpen, gapExtend))
else:
if 'gapOpenHelix' in alignKw:
gh = alignKw['gapOpenHelix']
else:
gh = defaults[HELIX_OPEN]
if 'gapOpenStrand' in alignKw:
gs = alignKw['gapOpenStrand']
else:
gs = defaults[STRAND_OPEN]
if 'gapOpenOther' in alignKw:
go = alignKw['gapOpenOther']
else:
go = defaults[OTHER_OPEN]
replyobj.info("\tss fraction: %g\n"
"\tgap open (HH/SS/other) %g/%g/%g, "
"extend %g\n"
"\tss matrix: " % (ssFraction, gh, gs,
go, gapExtend))
for ssl, ss2 in ssMatrix.keys():
if ss2 < ssl:

continue
replyobj.info (" (%s, %s): %g" % (ssl,
ss2, ssMatrix[(ssl, ss2)]))

replyobj.info ("\n")
if iterate is None:
replyobj.info ("\tno iteration\n")
else:
replyobj.info("\titeration cutoff: %g\n"
% iterate)
skip = set()
if showAlignment:
from MultAlignViewer.MAViewer import MAViewer
for s in [sl,s2]:
if hasattr(s, '_dmRebuildInfo'):
for i, ¢, r in s._dmRebuildInfo:
g = s.ungapped2gapped (i)
s[gl = ¢
s.residues[i] = ¢
skip.add(r)
s.resMap.clear ()
for i, r in enumerate(s.residues):
if r:
s.resMap([r] = i
mav = MAViewer ([sl,s2], autoAssociate=None)



mav.autoAssociate = True
mav.hideHeaders (mav.headers (shownOnly=True))
from MAVHeader.ChimeraExtension import CaDistanceSeq
mav.showHeaders ([h for h in mav.headers ()
if h.name == CaDistanceSeg.name])
for i in range(len(sl)):

if s1[i] == "." or s2[i] == ".":

continue
refRes = sl.residues[sl.gapped2ungapped (i) ]
matchRes = s2.residues[s2.gapped2ungapped (i) ]
if not refRes:

continue
refAtom = principalAtom(refRes)
if not refAtom:

continue
if not matchRes:

continue
matchAtom = principalAtom(matchRes)
if not matchAtom:

continue
if refRes in skip or matchRes in skip:
continue
if refAtom.name != matchAtom.name:
# nucleic P-only trace vs. full nucleic
if refAtom.name != "P":
try:
refAtom = refAtom.residue.atomsMap["P"] [0]
except KeyError:
continue
else:

try:
matchAtom = matchAtom.residue.atomsMap["P"] [0]
except KeyError:
continue
refAtoms.append (refAtom)
matchAtoms.append (matchAtom)
if showAlignment and iterate is not None:
regionInfo[refAtom] = (mav, i)

if verbose:
segPairings.append((sl, s2))
import Midas
if len(matchAtoms) < 3:
replyobj.error ("Fewer than 3 residues aligned; cannot"
" match %$s with %s\n" % (sl.name, s2.name))
continue
try:
retVals.append (Midas.match (matchAtoms, refAtoms,
iterate=iterate, minPoints=3))
except Midas.TooFewAtomsError:
replyobj.error ("Iteration produces fewer than 3"
" residues aligned.\nCannot match %s with %s"
" satisfying iteration threshold.\n"
% (sl.name, s2.name))
continue
replyobj.info ("\n") # separate matches with whitespace
if regionInfo:

byMav = {}

for ra in retvVals[-1][1]:
mav, index = regionInfol[ra]
byMav.setdefault (mav, []).append(index)

for mav, indices in byMav.items () :
indices.sort ()
from MultAlignViewer.MAViewer import \
MATCHED_REGION_INFO
name, fill, outline = MATCHED REGION_INFO
mav.newRegion (name=name, columns=indices,
£fi11=fill, outline=outline)
mav.status ("Residues used in final fit"
" iteration are highlighted")
if verbose:
for sl, s2 in segPairings:
replyobj.info ("Sequences:\n")
for s in [sl,s2]:
replyobj.info(s.name + "\t" + str(s) + "\n")
replyobj.info ("Residues:\n")
for s in [sl, s2]:
replyobj.info (", ".join([str(r) for r in s.residues]) + "\n"
replyobj.info ("Residue usage in match (l=used, O=unused):\n")
matchAtomsl, matchAtoms2 = retVals[-1][:2]
matchResidues = set([a.residue
for matched in retvals[-1][:2] for a in matched])
for s in [sl, s2]:
replyobj.info (", ".join([str(int(r in matchResidues))
for r in s.residues]) + "\n")

global _dmCleanup
for seq in _dmCleanup:
delattr (seq, ' dmRebuildInfo')
_dmCleanup = [] -
return retVals

def cmdMatch(refSel, matchSel, pairing=defaults[CHAIN_ PATIRING],

alg=defaults[SEQUENCE_ ALGORITHM], verbose=False,
ssFraction=defaults[SS_MIXTURE], matrix=defaults[MATRIX],
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gapOpen=defaults [GAP_OPEN], hgap=defaults[HELIX OPEN],
sgap=defaults[STRAND OPEN], ogap=defaults[OTHER OPEN],
iterate=defaults[ITER CUTOFF], gapExtend=defaults[GAP_EXTEND],
showAlignment=False, computeSS=defaults[COMPUTE_SS],
matHH=defaultSSMatrix [ ('H', 'H")],
matSS=defaultSSMatrix[('S', 'S")],
matOO=defaultSSMatrix[('O0', 'O')],
matHS=defaultSSMatrix [ ('H', 'S")],
matHO=defaultSSMatrix [ ('H', '0")],
matSO=defaultSSMatrix[('S', 'O')]):
"""wrapper for command-line command (friendlier args)"""
from Midas import MidasError
if matrix not in SmithWaterman.matrices:
raise MidasError ("No such matrix name: %s" % str(matrix))
try:
gapOpen + 1
gapExtend + 1
hgap + 1
sgap + 1
ogap + 1
except TypeError:
raise MidasError ("Gap open/extend penalties must be numeric")
if pairing == CP_SPECIFIC_SPECIFIC:
matches = matchSel.chains (ordered=True)
elif pairing == CP_SPECIFIC_BEST:
matches = matchSel.molecules ()
if pairing == CP_SPECIFIC_SPECIFIC or pairing == CP_SPECIFIC_BEST:
refs = refSel.chains (ordered=True)
if not refs:
raise MidasError ("No reference chains specified")
if pairing == CP_SPECIFIC_BEST:
if len(refs) > 1:
raise MidasError ("Specify a single reference chain only")
else:
refMols = refsel.molecules()
if not refMols:
raise MidasError ("No reference model specified")
if len(refMols) > 1:
raise MidasError ("Specify a single reference"
" model only")
refs = refMols
matches = matchSel.molecules ()
if not matches:
raise MidasError ("No molecules/chains to match specified")
for ref in refs:
if ref in matches:
matches.remove (ref
if not matches:
raise MidasError ("Must use different reference and match"
" structures")
if pairing == CP_SPECIFIC_SPECIFIC:
if len(refs) != len(matches):
raise MidasError ("Different number of reference/match"
" chains (%d ref, %d match)" %
(len(refs), len(matches)))
matchItems = zip(refs, matches)

else:
matchItems = (refs[0], matches)
ssMatrix = {}
ssMatrix[('H', 'H')] = float (matHH)
ssMatrix[('S', 'S')] = float(matSs)
ssMatrix[('O', '0O')] = float (mat00)
ssMatrix[('H', 'S')] = ssMatrix[('S', 'H')] = float (matHS)
ssMatrix[('H', '0O')] = ssMatrix[('O', 'H')] = float (matHO)
ssMatrix[('S', 'O')] = ssMatrix[('0O', 'S')] = float (matSoO)
if type(iterate) == bool and not iterate:
iterate = None
try:

match (pairing, matchItems, matrix, alg, gapOpen, gapExtend,
ssFraction=ssFraction, ssMatrix=ssMatrix,
iterate=iterate, showAlignment=showAlignment,
domainResidues=(refSel.residues (), matchSel.residues()),
gapOpenHelix=hgap, gapOpenStrand=sgap,
gapOpenOther=ogap, computeSS=computeSS, verbose=verbose)

except UserError, v:
raise MidasError, v

_dmCleanup = []
def checkDomainMatching(chains, selResidues):
if not selResidues:
return chains
chainResidues = set([r for ch in chains for r in ch.residues if r]
selResidues = set (selResidues)
if not chainResidues.issubset (selResidues):
# domain matching
newChains = []
for chain in chains:
thisChain = set([r for r in chain.residues if r])
if thisChain.issubset (selResidues) :
newChains.append (chain)
continue
nc = StructureSequence (chain.molecule, chain.name)
nc._dmRebuildInfo = []
_dmCleanup.append (nc)
newChains.append (nc)
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for ¢, r in zip(str(chain), chain.residues):

if r in selResidues:
nc.append (c)
nc.resMap[r] = len(nc.residues)
nc.residues.append (r)

else:
nc._dmRebuildInfo.append((len(nc.residues), c, r))
nc.append('?")
nc.residues.append (None)

chains = newChains
return chains
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