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ABSTRACT

Ermpl is a putative metalloprotease from S. pombe and a member of the Fxna peptidases,
the function of which is not yet fully understood. Previous investigations of orthologous
proteins in rats and humans suggest their involvement in the maturation of ovarian
follicles and in increasing proteotoxic stress in the endoplasmic reticulum (ER). To
elucidate the function of Ermpl in fission yeast and what role it would have in the ER
stress response, this study reports the first in silico predictions of protein-protein
interactions of this metalloprotease. To achieve this, bioinformatics tools were used to
predict protein-protein interactions by comparing human-yeast interologues and
molecular docking. Thanks to this strategy, it is proposed that Ermp1 could interact with
45 highly conserved proteins in humans and yeast. These proteins include Gsk3 and
Amk2, previously genetically related to Ermpl1 in fission yeast. It is also proposed that
Ermp1l would not only act as a proteolytic enzyme, but also play an important role in
maintaining ER lumen homeostasis by interacting with other proteins. Therefore, three
chemical agents were evaluated to induce the stress response in ER, evidencing
Tunicamycin as the most effective inducer in S. pombe. Gene expression analysis of wild
type cells revealed fluctuations in the expression of the erm1, amk2, and gsk3 genes during
stress induction. The expression of erm1 initially decreased followed by a significant
increase over time, while amk2 and gsk3 exhibited a progressive increase in expression. At
the protein level, Amk2 and Gsk3 participate in key signaling pathways that regulate
cellular activity and response to metabolic and stress signals. Therefore, elucidating the
correlation of Ermpl with Amk2 and Gsk3 would support in the identification of more
cellular regulatory processes that have not yet been described. In conclusion, the
bioinformatic and experimental findings reported in this thesis would serve as support

for future investigations of Fxna peptidases from other species such as humans.

KEY WORDS: Ermp1; S. pombe; metalloprotease; protein-protein interactions; docking

molecular; stress; UPR.



RESUMEN

Ermp1 es una metaloproteasa putativa de S. pombe y miembro de las Fxna peptidasas,
cuya funcién aun no se comprende completamente. Investigaciones previas de
proteinas ortdlogas en rata y humano han demostrado su relacion en la maduracion de
foliculos ovaricos y en el incremento del estrés proteo-toxico en el reticulo
endoplasmico (RE). Para elucidar la funcion de Ermpl1 en la levadura de fision y qué
papel tendria en la respuesta al estrés en RE, este estudio reporta las primeras
predicciones in silico de interacciones proteina-proteina de la metaloproteasa. Para
lograrlo, se emplearon herramientas bioinformaticas para predecir interacciones
proteina-proteina mediante comparacion de interdlogos humano-levadura y docking
molecular. Gracias a esta estrategia, se propone que Ermp1 pudiera interactuar con 45
proteinas altamente conservadas en humanos y levaduras. Entre estas proteinas se
incluyen Gsk3 y Amk2, previamente relacionadas genéticamente con Ermpl en la
levadura de fisién. También se plantea que Ermp1 no solo ejerceria una funcién como
enzima proteolitica, sino que también desempenaria un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis del lumen del RE al interactuar con otras proteinas.
Por lo tanto, se evaluaron tres agentes quimicos para inducir la respuesta al estrés en
RE, evidenciando a Tunicamicina como el inductor mas efectivo en S. pombe. El analisis
de la expresion génica de células wilde type reveld fluctuaciones en la expresion de los
genes erml, amk2 y gsk3 durante la induccion del estrés. La expresion de erml
experimento una disminucion inicial seguida de un aumento significativo en funcién
del tiempo, mientras que amk2 y gsk3 exhibieron un aumento progresivo en su
expresion. A nivel de proteinas, Amk2 y Gsk3 estan implicadas en vias de sefializaciéon
clave que regulan la actividad celular y la respuesta a sefiales metabolicas y de estrés.
Por lo tanto, elucidar la correlacion de Ermpl con Amk2 y Gsk3 ayudaria en la
identificacion de mas procesos de regulacion celular que atin no han sido descritas. En
conclusion, los hallazgos bioinformaticos y experimentales reportados en esta tesis
servirian de apoyo para futuras investigaciones de Fxna peptidasas de otras especies

como los humanos.

PALABRAS CLAVE: Ermp1; S. pombe; metaloproteasa; interacciones proteina-

proteina; docking molecular; estrés; UPR.



1. INTRODUCCION

La Metaloproteasa 1 de Reticulo Endoplasmico (ERMP1), Fxna peptidasa o Felix-
ina, es una proteasa de nueve dominios transmembranales y tiene un dominio de la
familia M28 de zinc metalopeptidasas [1,2]. El gen se identifico por primera vez en las
células de la granulosa de los foliculos ovaricos de rata, donde su expresion es necesaria
para la organizacion folicular, probablemente para facilitar el procesamiento de

precursores proteicos necesarios en la comunicacion celular intraovarica [1].

1.1. Relacion entre ERMP1 humana y la Respuesta a Proteinas Desplegadas (UPR)
Los estudios in vitro han demostrado que la sobreexpresion de ERMP1 humana
contribuye al aumento del estrés del RE al activar la Respuesta a Proteinas Desplegadas
(UPR) a través de GRP78-PERK-CHOP [2—4]. La via UPR requiere de tres proteinas
transmembranales que actiian como sensores del estrés en el RE: IRE1, PERK y ATF6
[5-7] (Figura 1). Cada sensor se encuentra unido a la chaperona GRP78/BiP formando
un complejo inactivo, el cual se disocia cuando existe una acumulacion de proteinas
mal plegadas en el RE [5-7]. En seguida, estos mediadores activan la via de rescate UPR
para mantener la integridad y la funcionalidad del organelo mediante la regulacion de
otros procesos como la expansion de la membrana del RE, la sintesis selectiva de
chaperonas, asi como la disminucidn de la carga proteica a través de la ubiquitinacion,
degradacion por el proteosoma y/o autofagia [8,9]. Si el estrés proteo-toxico se reduce
rapidamente, las células logran adaptarse con éxito al estrés, pero si persiste y
compromete la homeostasis celular, la via de sefializacion activa la apoptosis a través
de CHOP [10] (Figura 1). UPR compromete otros procesos que son criticos para la
célula, como la proliferaciéon y supervivencia celular, la respuesta antioxidante, la

regulacion metabolica, asi como las respuestas inmune e inflamatoria [6,11,12].
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Figura 1. Modulacion del estrés de RE a través de la via de sefializacion UPR en mamiferos. Imagen
creada en BioRender.com.

Por otro lado, existen estudios donde se ha demostrado que la regulacion positiva
de ERMP1 se relaciona con la proliferacidn celular y progresiéon de cancer a través de la
via PIBK/AKT/mTOR/B-catenina, por lo que se ha considerado como un posible
marcador de deteccion y progresion de diferentes tipos de cancer como mama, pulmon,
intestino y colon, asi como un prometedor blanco terapéutico [13,14]. Aunque hay
evidencia de que ERMP1 en humanos podria desempefiar un papel importante en las
vias de senalizacion anteriormente mencionadas, el mecanismo molecular sigue sin
estar claro. En la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe, el gen erml

(SPCC1259.02¢) codifica la proteina Ermpl (Metalopeptidasa Putativa de Reticulo

Endopldsmico). De acuerdo con la inferencia de homologia, se considera una proteina
homologa de ERMP1 de humano y rata. Sin embargo, su funcion celular no se ha

estudiado en este microorganismo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2539040/

1.2. La levadura de fision como organismo modelo en estudios de biologia molecular

S. pombe es un ascomiceto evolutivamente lejano de Saccharomyces cerevisiae con
una separacion estimada de aproximadamente 420 millones de afios [15]. Esta eucariota
unicelular tiene una forma cilindrica de 3-4 um de didmetro y 7-14 um de longitud. Se
divide formando un septo en la zona media para dar lugar a dos células hijas iguales

de tipo haploide o diploide [16] (Figura 2).

Figura 2. Microfotografias de Schizosaccharomyces pombe. (A) Células haploides que tienen un septo
de division. (B) Células diploides. Imagen de Hoffman y colaboradores; 2015 [15].

Este patron de division hace que S. pombe sea un organismo modelo de mamiferos
en estudios de crecimiento y division celular, diferenciacion, replicacion, mecanismos
de reparacion del ADN, dindmica cromosdmica, recombinacién y segregacion durante

la mitosis y meiosis [17] (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo celular de S. pombe. Imagen de USC Dornsife. PombeNet Forsburg Lab.



La levadura de fision comparte muchas caracteristicas con las células eucariotas a
pesar de su divergencia evolutiva de alrededor de 1144 millones de afios [16]. La
conservacion genética entre S. pombe y humanos se ha confirmado mediante la
complementacion funcional de mutantes de la levadura con genes humanos,
demostrando una alta similitud entre ambas especies [16-19]. El genoma de S. pombe
codifica alrededor de 5054 proteinas, de las cuales se ha establecido que al menos 1355
son ortélogas en humanos [17,20]. Los ortologos se definen como genes homdlogos que
divergen después de un evento de especiacioén, pero mantienen su funcién principal
conservada. Por lo tanto, S. pombe es un organismo modelo util para el andlisis funcional
de genes eucariotas relacionados con el ciclo celular y la regulacion de la expresion

génica [21,22].

1.3. Via UPR conservada en S. pombe

En S. pombe, la via UPR opera solo con Irel, que es altamente conservada en
eucariotas, ya que carece de PERK y ATF6 [23,24]. Por lo tanto, Irel es el principal
regulador de la respuesta al estrés en el RE. Una de sus funciones principales es
degradar los ARNm que ingresan al lumen del RE (Figura 4-A). Este proceso tiene como
objetivo disminuir la carga proteica para disminuir el estrés. Ademas, Irel procesa
ARNm especificos, como Bipl (Figura 4-A), a través de un mecanismo conocido como
Regulacion de la Degradacion de ARNm Dependiente de Irel (RIDD) y que se conserva
en humanos [23,25]. Existen otros elementos que trabajan en sinergia con Irel, como la
UDP-glucosa-glicoprotein-glucosiltransferasa (UGT) [26], el ortélogo de la calnexina
humana (cnx1) [27] que regulan el plegamiento de proteinas, y la identificacion reciente

de Eprl [28] que promueve la autofagia en condiciones de estrés celular (Figura 4-B).
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Figura 4. Mecanismos de respuesta al estrés de RE en S. pombe. (A) Via de sefializacion UPR. Imagen
de WU Haoxi y colaboradores; 2014 [24]. (B) Irel promueve la autofagia en RE mediante la regulacion
positiva de Epr1. Imagen de Zhao Dan y colaboradores; 2020 [28].

Por lo que la via UPR parece ser adaptable y se remodela de manera diferencial de
acuerdo con las necesidades de las células. Esto sugiere que existirian mas factores de
regulacion que ain no se han identificado, y abre una puerta para el estudio de otros

elementos de la via en levaduras y humanos.

1.4. Agentes quimicos que inducen estrés en RE

Como este proyecto aborda la induccién de estrés reticular en S. pombe, fue
necesario abordar el fundamento de induccién en modelos celulares. Durante varios
anos, el estrés en el RE ha surgido como un objetivo potencial para diferentes drogas
terapéuticas, siendo crucial para el estudio de mecanismos importantes como la
disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo [29].

El RE desempefia un papel crucial en la sintesis de todas las proteinas que son
secretadas por las células o insertadas en las membranas de otros compartimentos
celulares [30,31]. El plegamiento eficiente de las proteinas en el RE depende de un

estrecho acoplamiento entre la llegada de nuevas proteinas al lumen del RE y la
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capacidad de plegamiento del organelo. Para lograr un plegamiento eficiente, son
necesarias proteinas residentes en el RE, como chaperonas y foldasas dependientes de
Ca* [31]. Numerosas situaciones fisiologicas o patologicas pueden interferir con el
plegamiento de proteinas y, por ende, afectar la homeostasis del RE. Estas incluyen
alteraciones en las reservas luminales de calcio en el RE, agotamiento de energia,
cambios en el potencial redox, deficiencia de glucosa, acumulacién de lipidos,
infecciones virales, intoxicacion por etanol y exposicion a xenobioticos [32-35]. Como
se compromete la viabilidad celular, el estrés en el RE desencadena la activacion de la
respuesta a proteinas desplegadas (UPR), cuyo objetivo es mantener la homeostasis de
las proteinas. Esto se logra reduciendo la carga de proteinas desplegadas y aumentando
el plegamiento eficiente de las mismas.

Los medicamentos pueden inducir estrés en el RE a través de diferentes
mecanismos, incluidos la inhibicién del proteosoma, la disfuncién mitocondrial y la
alteracion de componentes clave del RE [29]. Los agentes quimicos mas utilizados en
biologia celular y molecular han sido Tapsigargina, Tunicamicina y DTT, los cuales se
han empleado en distintas células eucariotas (Figura 5).

La Tapsigargina es un potente inductor del estrés reticular que se obtiene de la
planta mediterrdnea Thapsia garganica. Actta inhibiendo las ATPasas de Ca* (Figura 5)
del reticulo sarco-endoplasmico (SERCA), lo que conduce a un agotamiento severo del
Caen el RE [36]. Esta disminucion activa efectores que pueden desencadenar la muerte
celular, ademas del aumento concomitante del Ca* citosolico libre, y que también

funciona como una senal pro-apoptotica potente en diversos tipos de células [37].
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Figura 5. Mecanismos potenciales de agentes quimicos que inducen estrés en RE. La figura indica los
respectivos blancos de inhibicion de Tapsigargina, Tunicamicina y DTT en las células. Imagen creada
en BioRender.com.

La Tunicamicina es un antibiotico que contiene glucosamina producida por
Streptomyces lysosuperificus. Este farmaco actia contra diferentes tipos de
microorganismos, incluidas las bacterias grampositivas, hongos, levaduras y virus [29].
Se ha demostrado que este antibidtico es capaz de inhibir la sintesis de N-glicoproteinas
(Figura 5), especificamente, impidiendo la transferencia de la N-glucosamina al lipido
dolicol fosfato poliisoprenoide, en el primer paso de sintesis de oligosacaridos
precursores de N-glicoproteinas [38]. En particular, este proceso biosintético tiene lugar
dentro del RE en células eucariotas. De manera que, la alteracion del proceso de
glicosilacion de proteinas recién sintetizadas provoca defectos en su plegamiento [8].

Respecto al DTT, se trata de un potente agente reductor capaz de atravesar las
membranas celulares y modificar el potencial redox del RE, lo que afecta la formacién
de enlaces disulfuro (Figura 5) y, en consecuencia, impacta negativamente en el

plegamiento de proteinas [39,40].



Dado que los tres agentes inductores tienen como objetivo la alteracion del
plegamiento de proteinasy, por ende, la activacion de la via UPR, la seleccion del agente
quimico dependera del impacto fenotipico que se desee estudiar, asi como del modelo

celular utilizado.

1.5. Interaccién proteina-proteina: una estrategia comparativa de interélogos entre
especies

En los ultimos 20 afios se ha incrementado el namero de publicaciones cientificas
enfocadas a la identificacion de redes de interaccion proteina-proteina (PPIs) para la
caracterizacion de vias de sefializacion, complejos de interaccion y la investigacion de
funciones celulares de proteinas putativas [41-43].

Por lo tanto, estas limitaciones han motivado a la comunidad cientifica al
desarrollo de herramientas computacionales para la prediccion de PPIs a gran escala
como STRING, PEPPI y Deep Neural Networks [44—46]. Aun asi, su precision y
fiabilidad dependen en gran medida del conocimiento previo de las proteinas
analizadas. Por otro lado, existen bases de datos que recopilan las interacciones
reportadas en publicaciones basadas en evidencia experimental como BIND, DIP,
INTACT, MINT y BioGRID [47-52].

Ademds de la deteccion empirica de PPIs, la estrategia comparativa de
interacciones de proteinas conservadas en diferentes especies, también denominados
interdlogos, ha contribuido a la anotacion funcional de proteinas no caracterizadas [53].
Aunque la prediccion de interélogos humanos inferidos a partir de organismos modelo
es menos abundante de lo esperado, la alta conservacion de pequefios grupos de
ortologos se ha podido relacionar con procesos celulares altamente conservados

evolutivamente [42,53-55].
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En los dltimos afios, S. pombe también ha sido util para el estudio de aspectos
bioquimicos de los productos genéticos, tales como la identificacion de dominios
relacionados con la actividad catalitica y la interaccion con otras proteinas [20-22,56].

Por otro lado, la determinacion estructural de las proteinas es fundamental para
entender su funcion celular, sin embargo, existe un ntimero limitado de estructuras
tridimensionales de proteinas procedentes de distintos organismos de interés bioldgico.
Las dificultades que implica la determinacion experimental de las estructuras atomicas
de proteinas hacen que los métodos predictivos de modelado 3D sean herramientas
invaluables [57]. Ademas, el docking proteina-proteina ha sido otro importante método
computacional para delinear caracteristicas especificas de las interacciones, como el
papel de las mutaciones de residuos cruciales en las interacciones de unién y las
predicciones de afinidad [58-60].

Un campo poco explorado ha sido la interaccion proteolitica de metaloenzimas y
proteinas diana [61-63]. La prediccion de la susceptibilidad proteolitica ha sido una
tarea dificil, debido a que es un mecanismo que no depende solamente de la secuencia
de aminodacidos para la busqueda de sitios potenciales de escision [64], sino que debe
considerarse el orden estructural de las proteinas, la co-expresion proteasa-sustrato y
las condiciones fisiologicas [64,65]. El conocimiento de los sitios especificos de hidrdlisis
por proteasas no es solo fundamental para entender la interaccion dindmica entre las
enzimas y sus sustratos, sino que es un prerrequisito para el disefio de sensibilidad y
actividad especifica de inhibidores [66-68].

Actualmente existen herramientas bioinformaticas especificas para la prediccion
de sitios potenciales de escision proteolitica a partir de la secuencia de aminoacidos
[68,69]. Por ejemplo, el servidor web PROSPER es una herramienta que predice sitios
escindibles de las proteinas con buena especificidad para 4 grupo de proteasas:
aspartico-, cistein-, serin-, y metalo-proteasas [70-72]. Los resultados de prediccién han
sido comparables con las determinaciones experimentales, por lo que, se considera una
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herramienta predictiva confiable [72,73]. Por lo tanto, los métodos computacionales de
determinacidén estructural de proteinas y anadlisis de interaccién no soélo aportan
informacion sobre la termodindmica de las moléculas, sino también son potencialmente

utiles en la comprension de redes de interaccion de proteinas.

2. ANTECEDENTES DIRECTOS

En el afio 2012, nuestro grupo de investigacion reportd en un trabajo de tesis que
la expresion de Ermpl en S. pombe se mantiene constante a lo largo de la cinética de
crecimiento celular (Figura 5). Esto fue realizado mediante la semi-cuantificacion de
productos de RT-PCR observados en gel de agarosa [74], sin embargo, a nivel de
proteina no se ha podido caracterizar.

Debido a que no existen anticuerpos comerciales para la identificacion de un gran
numero de proteinas de la levadura, en 2019 se continu6 con la produccion de
anticuerpos policlonales [75]. La estrategia consistié en la expresion de la region C-
terminal citosolica de Ermp1 en células de E. coli y su posterior purificacion mediante
cromatografia de afinidad. El purificado se utilizé como antigeno para la inmunizacion
en gallinas como método no invasivo para la recuperacion de los anticuerpos. El proceso
de obtencion de anticuerpos se basé en la deslipidacion de las yemas de huevo y su
posterior purificacién, obteniendo altos rendimientos de recuperacion. Estos
anticuerpos fueron especificos para la identificacion de la regién C-terminal
recombinante de Ermp1 en E. coli. Actualmente, la evaluacion de especificidad de estos
anticuerpos continta en estudio. Se ha estado trabajando en la optimizacion de técnicas
de extraccion de proteinas de membrana en S. pombe para la identificaciéon de Ermpl

mediante western-blot, sin embargo, dichos estudios atin no han concluido.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La dificultad metodologica para purificar proteinas de membrana ha sido una de
las principales razones para la falta de informacion sobre la caracterizacion estructural
y funcional de las Fxna peptidasas, como Ermp1 de S. pombe. Aunque algunas proteinas
de membrana son abundantes en las células, aquellas que estan implicadas en la
comunicacion intracelular, regulacion del transporte de iones y metabolitos
generalmente se encuentran en niveles muy bajos. Aunque la expresion heterologa es
una buena estrategia de sobre-expresion, enfrenta desafios significativos. Ademas, la
purificacion de las proteinas de membrana requiere de experimentos de extraccion y
solubilizacion que demandan tiempo y recursos, ya que se deben optimizar parametros
como el uso de detergentes, pH, concentracion salina y aditivos que no afecten su

estructura.

4. JUSTIFICACION

Debido a la falta de precedentes sobre la interaccion de Ermp1 con otras proteinas
en S. pombe, asi como la ausencia de su caracterizacion estructural, fue necesario recurrir
a estrategias bioinformaticas para ayudar en la elucidaciéon de su papel funcional.

S. pombe conserva la via de sefializacién UPR, lo que nos permite estudiar el estrés
proteo-toxico en el RE y su posible relacion con Ermpl. Ademads, S. pombe se ha
consolidado como un organismo modelo para el andlisis funcional de genes eucariotas
debido a su facil manipulacién en el laboratorio. El interés en el estudio de ERMP1/Fxna
ha aumentado significativamente desde su descubrimiento en ovario de rata, siendo
objeto de estudio en numerosos centros de investigacion de todo el mundo en los
altimos 8 afios. Algunos grupos de investigacion han tenido cierto interés en el estudio

del posible rol de ERMP1 en la biologia molecular del cancer.
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Por lo tanto, nuestro proyecto busca contribuir a la investigacion del papel
funcional de las Fxna peptidasas, mediante la identificacion de procesos celulares

altamente conservados entre S. pombe y humanos.

5. HIPOTESIS

Al comparar interdlogos entre el ser humano y la levadura de fision S. pombe, se
podria obtener una comprensién mas profunda del papel funcional de la proteina
Ermp1 en la levadura de fision. Ademas, es posible que la expresion génica de Ermpl
en S. pombe sea sensible al estrés en el RE, de manera similar a lo observado con ERMP1

en humanos.

6. OBJETIVOS
6.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel funcional de Ermp1 en S. pombe mediante un enfoque in silico
y andlisis de expresion génica, con el propdsito de explorar su posible relacion con la

respuesta al estrés en el RE.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1.  Prediccion in silico de una red de interaccion proteina-proteina de Ermpl en S.
pombe mediante la comparacion de interélogos levadura-humano.

2. Modelado 3D de Ermpl y posibles proteinas diana empleando las herramientas
Phyre2 y AlphaFold.

3. Analisis estructural de Ermp1 y docking molecular con posibles proteinas diana en
los programas ClusPro y BioLuminate.

4. Evaluacion de la expresion de Ermpl y genes relacionados con la via UPR en un

modelo de estrés reticular de S. pombe mediante qRT-PCR.
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7. METODOLOGIA

7.1. Esquema metodologico

Comparacion de inter6logos humano-levadura
= BioGRID Database

= DIOPT Ortholog Finder

= Gene Ontology

= Software Cytoscape

Prediccion in silico de interacciones proteina-
proteina de Ermp1 en S. pombe

Analisis de secuencias Modelado 3D

= BLAST-NCBI * Phyre2
Modelado 3D de Ermp1 y posibles proteinas diana = = NetPhos 3.1 = AlphaFold
= PROSPER
l L * MIB
Preparacion de modelos  Docking molecular
e . . en Maestro 13. 0 = ClusPro 2.0
Analisis estructural de Ermp1y docking molecular 4 . prepwizard » BioLuminate 4.5
Induccion de estrés RE en cepa Evaluacion de expresion génica de
¥ 972 h- S. pombe células tratadas con Tunicamicina
Evaluacion de la expresion de Ermp1 y genes * Tapsigargina 10 pM = Extraccion de ARN total
relacionados en un modelo de estrésde REde < * Tunicamicina 1 ug/ml * Sintesis de ADNc
S. pombe = DIT1mM * Disefio de primers
= Control Neg sin tratamiento = PCR punto final

PCR tiempo real con SYBR Green

7.2. Prediccion de interacciones proteina-proteina

La red de PPI de ERMP1 humano se obtuvo del repositorio BioGRID [52]. Las
consultas se realizaron en la plataforma entre 2020 y 2023, teniendo en cuenta las tltimas
actualizaciones de la base de datos. El servidor DIOPT Ortholog Finder [76] se utilizd
para la busqueda de proteinas ortdlogas en S. pombe utilizando la red PPI de ERMP1
humano como referencia. DIOPT emplea un conjunto de herramientas y algoritmos,
incluidos En-sembl Compara, HomoloGene, Inparanoid, Isobase, OMA, orthoMCL,
Phylome, RoundUp y TreeFam, para predecir ortélogos en una variedad de especies,
incluidos humano, ratén, mosca de la fruta, gusano, pez cebra y levaduras [76]. Estas
herramientas proporcionan un método simplificado para integrar, comparar y acceder
a predicciones ortoldgicas basadas en la homologia de secuencias, arboles filogenéticos
y similitud funcional. DIOPT calcula una puntuacién simple que indica la cantidad de

herramientas que respaldan la relacion del par de genes ortélogos.
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Posteriormente se utilizd Gene Ontology para la asignacion de la localizacion
subcelular y los procesos bioldgicos de las proteinas ortologas identificadas en S. pombe.
Para la distribucion de la red binaria de interacciones proteina-proteina de Ermpl se
utilizé como criterio de distribucion la puntuacion de relacion ortologica asignada por

DIOPT. La edicion de las redes de PPI se realiz6 en el software Cytoscape 3.10.

7.3. Seleccion de proteinas diana: prediccion de secuencias de escision proteolitica

Del grupo de proteinas que conforman la red de PPI que se predijo para Ermp1 en
S. pombe, se seleccionaron aquellas con puntuaciones DIOPT superiores a 9 para la
prediccion de secuencias de escision proteolitica y el andlisis posterior de docking
molecular con el dominio proteolitico M28 de Ermpl. Ademads de la puntuacion de
DIOPT, también se considerd para la seleccion de las proteinas su localizacion en el
compartimento citosolico, incluidas proteinas de membrana con regiones citosdlicas.
Las proteinas diana seleccionadas en este estudio fueron las primeras en ser
identificadas como verdaderos homologos humanos en la levadura de fision desde que
se consulto el repositorio BioGRID en 2020.

Las secuencias de aminodcidos de las proteinas Amk2, Ypt5, Pex12, Oca8, Fisl y
Pmcl fueron analizadas en PROSPER [77]. Esta herramienta utiliza un sistema de
aprendizaje autébnomo (machine learning) para predecir secuencias consenso de escision
proteolitica a partir de la determinacion de estructuras secundarias y accesibilidad
proteolitica de las secuencias [77]. PROSPER tiene informacion especifica sobre cuatro
grupos de proteasas (aspartico, cisteina, metalo- y serin-proteasas) derivadas de la base
de datos MEROPS. En este estudio, la prediccion se realizd con el grupo de
metaloproteasas. Las secuencias consenso de escision de cada una de las proteinas diana
fueron seleccionadas bajo dos criterios: la puntuacién de probabilidad superior a 0,8
calculada por el programa [78], y la estructura secundaria de las secuencias consenso. Se

dio prioridad a las asas para aumentar la probabilidad de accesibilidad proteolitica.
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A pesar de que PROSPER ha demostrado una buena especificidad, con
predicciones comparables a los resultados experimentales [70-73], decidimos validar el
programa utilizando las secuencias de aminodcidos de sustratos conocidos de las Matriz
Metaloproteinasas MMP8 y MMP12, un grupo de metaloenzimas de Zn*> ampliamente
estudiadas. Los sustratos seleccionados fueron Fibronectina 1 y el Factor XII de

Coagulacion.

7.4. Modelado 3D de Ermp1 y proteinas diana

El dominio M28 de Ermp1 y las proteinas diana Ypt5, Pex12, Oca8, Fisl y Pmcl se
modelaron por homologia en Phyre2 [79]. Las plantillas se seleccionaron en funcion del
porcentaje de homologia de las secuencias, conservacién de dominios y funcion celular.
Ademas, se revisaron los informes de validacion de las plantillas propuestas por Phyre2
en el Protein Data Bank para seleccionar aquellas que cumplieran con los criterios de
aceptacion de calidad, como el método experimental, la resolucién de las estructuras y
las puntuaciones de los percentiles (que van de 0 a 100) de las métricas de validacion
globales: R- Value Free, R-Value Work y R-Value Observed; y los valores atipicos de los
graficos de Ramachandran. Los modelos fueron validados en PDBeFold [80] y
PROCHECK-SAVES v6.0 Structure Validation Server [81]. Se consideraron como los
principales pardmetros de validacién el valor de RMSD <1 A y un Q-score
aproximadamente a 1, debido a la calidad del alineamiento de las estructuras
secundarias con respecto a la plantilla y su asociacién con el porcentaje de residuos
alineados [80,82,83].

Dado que un segmento N-terminal de la proteina Amk2 no podia ser modelado
mediante homologia y era esencial para el analisis de docking molecular, se obtuvo el
modelo 3D de la base de datos AlphaFold [84]. Asimismo, se descargaron los modelos
3D de Ermpl y las proteinas diana transmembranales Seil, Yos1, C630.12 y Emp70 de

misma base de datos para el posterior andlisis de docking molecular.
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7.5. Andlisis del dominio M28 de Ermp1 y region transmembranal

Se realizd un andlisis de alineamiento de secuencias del dominio M28 de las
proteinas ERMP1 humana (Q7Z2K6) y Ermpl de S. pombe (094702) en NCBI-BLAST
para la determinacién del porcentaje de homologia. También se recuperd informacion
complementaria de la base de datos PhosphositePlus [85] para la busqueda de
modificaciones postraduccionales reportadas en ERMP1 humana. Ademas, se utilizo el
servidor NetPhos 3.1 [86] para realizar un analisis predictivo de posibles sitios de
fosforilacién de serina en ambas proteasas. Las puntuaciones >0.9 calculadas por el
programa fueron consideradas como una medida de precision de las predicciones [87].
Por otro lado, el modelo de AlphaFold de Ermp1 se analiz6 en el servidor MIB (Metal
Ion-Binding Site Prediction and Docking Server) [88] para la prediccion de sitios potenciales
de union a Ca™ de la region transmembranal.

MIB proporciona informacién precisa para la busqueda de residuos de union a
iones metalicos utilizando el método de transformacion de fragmentos. El método de
transformacion realiza una comparacion estructural entre las proteinas de consulta y
las plantillas de su base de datos [88]. De acuerdo con la similitud de las estructuras
analizadas, el programa calcula una puntuacion de los posibles residuos de unioén para
12 iones metalicos (Ca*?, Cu*?, Fe*’, Mg, Mn*, Zn*?, Cd*?, Fe*?, Ni*?, Hg*?, Co*2y Cu*) con
una distancia de 3,5 A. Al final, MIB proporciona el acoplamiento de los iones metélicos

después de la prediccion.

7.6. Optimizacion de la estabilidad conformacional y minimizacion de energia de los
modelos 3D
Los archivos PDB de las proteinas se prepararon para la optimizacion de su
estabilidad estructural y se minimizd la energia a pH 7.4 utilizando la herramienta
Protein Preparation Wizard (PrepWizard) de Maestro 13.0 [89] previo al docking

molecular. Se revisé y ajusto la integridad de cada una de las estructuras. Se agregaron
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atomos de hidrdgeno para cada proteina y se verificaron las conformaciones de los
rotdmeros de residuos polares. Ademas, los estados tautoméricos y de protonaciéon de
Asp, Glu, Arg, Lys e His se ajustaron a pH 7.4. La orientacion de los enlaces de hidrégeno
se ajustd utilizando PROPKA a pH 7.4 y las proteinas se minimizaron utilizando el
campo de fuerza OPLS4 con un RMDS de 0.3 A [90]. Los modelos fueron editados en
UCSF Chimera 1.17.1 [91] y Maestro 13.0.

7.7. Docking proteina-proteina

Se realizo docking molecular rigido y ciego en ClusPro 2.0 [92] y Bio-Luminate 4.5
[93]. Dado que ClusPro y BioLuminate utilizan el método de Transformacién Réapida
de Fourier de PIPER para el muestreo de miles de orientaciones de complejos proteina-
proteina en multiples etapas, la cantidad de conformaciones que predicen podrian ser
cercanas a las nativas. Por lo tanto, para validar la capacidad predictiva de interacciones
metaloenzima-proteina diana de los programas, se utilizaron las estructuras
cristalograficas de MMPS8 (PDB ID: 20Y2) y MMP12 (PDB ID: 3EHX) y sus respectivos
sustratos Fibronectina 1 (PDB ID: 2HA1) y Factor XII de Coagulacién (PDB ID: 6GT6).
Por otro lado, los modelos de Ermp1 fueron designados como receptores rigidos y las
proteinas diana como los ligandos en ambos programas.
Los archivos PDB fueron importados a ClusPro 2.0, y el docking proteina-proteina se
inicié automaticamente con un RMSD < 10 A entre el receptor y el ligando. ClusPro
utiliza el método de correlacién de la Transformada Réapida de Fourier (FFT) y el
modelo computacional PIPER para la prediccion de los acoplamientos [92,94]. Los
mejores 1000 modelos de interaccidon son procesados para ser agrupados de acuerdo
con las puntuaciones de contribucion energéticas que se derivan en 4 categorias:
electrostaticas-favorecidas, hidrofébicas-favorecidas, van der Waals-electrostaticas y
contribuciones de energia equilibradas [92]. En este estudio se utilizo la configuracion

predeterminada por el programa, por lo que los resultados de los acoplamientos se
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seleccionaron de la categoria de energia equilibrada. Debido a que ClusPro elimina los
iones metdlicos durante el procesamiento de los archivos PDB, los iones Zn*? del
dominio M28 de Ermpl fueron agregados a los complejos de interaccion de acuerdo
con las coordenadas del modelo.

En el software BioLuminate 4.5, los ensayos de docking proteina-proteina se
realizaron con un limite de 70 000 rotaciones para cada ligando evaluado. De manera
particular, el potencial electrostatico de los atomos de Zn*?>del dominio M28 de Ermpl
se asignd para cada complejo de interaccion usando PIPER y Prime. Finalmente, los
mejores 30 modelos fueron analizados en Maestro 13.0. Las interacciones moleculares
del dominio M28 y proteinas diana fueron analizadas en la herramienta DIMPLOT del

programa LigPlus [95].

7.8. Solvatacion de modelos de interaccion: dominio M28 de Ermp1 y proteinas diana

Los modelos de interaccion del dominio M28 de Ermpl con las proteinas diana
fueron solvatados en la herramienta WaterMap [96]. Se llevo a cabo una simulacion de
dindmica molecular en presencia del disolvente y también se realizo un andlisis
termodindmico del agua en el sitio de unién de la proteina [97]. Los cédlculos de
WaterMap se ejecutaron con los pardmetros de simulacion predeterminados: modelo
de solvente TIP4P a 300 K, 1 atm y 2 ns de simulacion. Posteriormente, se realiz6é un
andlisis de los clusters para identificar los principales sitios de hidratacion, mediante la
particién de la distribucién de densidad del solvente dentro de la cavidad de unién

[96,98].

7.9. Dindamica molecular: dominio M28 de Ermp1 y proteinas diana
Los modelos de interaccion obtenidos del docking molecular fueron analizados
para identificar aquellos que exhibian una mayor proximidad entre la cavidad catalitica

de la metaloproteasa y las secuencias consenso de las proteinas diana. Por lo tanto, se
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realizd una simulacién de dinamica molecular en Desmond [99,100] de los complejos
de interaccion Ermp1-Amk2, Ermp1-Ypt5 y Ermp1-Pex12 para evaluar su estabilidad.
La simulacion se realizé dentro de una caja ortorréombica, con el complejo receptor-
ligando situado en el centro a una distancia de 10 A. Se utilizaron moléculas de agua
para solvatar la caja, y se utilizo una concentracion de 150 nM de cloruro de sodio para
simular las condiciones fisiologicas. El sistema energético se minimizo6 utilizando el
campo de fuerza OPLS4 con 2000 iteraciones, con un criterio de convergencia de 1
kcal/mol/A [101]. Finalmente, se realizé una simulacién de 120 ns a 300 K y 1 bar de
presion. La desviacion cuadratica media (RMSD) y la fluctuacion cuadratica media

(RMSF) fueron reportadas para cada complejo de interaccion.

7.10. Induccion de estrés reticular en células de S. pombe

Se incubaron células de la cepa 972 h- wilde type de S. pombe en 15 mL de medio
YES durante 24 horas a 30 °C en agitacion constante. Posteriormente, las células se
cultivaron en matraces de 15 mL de medio minimo YNB con una densidad ptica inicial
de 0.4 a 600 nm. Las células fueron sometidas a cuatro condiciones independientes:
tratamiento con 10 uM de Tapsigargina, 1 pg/mL de Tunicamicina, 1 mM de DTT, y
agua estéril para el control sin tratamiento. Las células se incubaron a 30°C en agitacion
constante. Se monitored el crecimiento midiendo la densidad ¢ptica cada 4 horas
durante 24 horas. Se graficaron las absorbancias en funcion del tiempo para construir
las cinéticas de crecimiento, utilizando el modelo de crecimiento microbiano de Monod.
Para la determinacion de la viabilidad se tomaron alicuotas de 20 pL de células
(equivalente a 2 U.A.) cada 4 horas y se mezclaron con un volumen igual de azul de
tripano. La mezcla se incub6 durante 5 minutos y se depositd una alicuota de 20 pL en
una camara de Neubauer de 0.01 mm por capilaridad. Una vez que la muestra se
distribuy6 en toda la cdmara de Neubauer, se realizé el conteo de las células de 5

cuadrantes en microscopio optico a 40X.
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El porcentaje de viabilidad se calculd con la siguiente formula:

No. células vivas
% viabilidad = ~ x 100
No. células muertas

7.11. Extraccion de ARN total

Se tomaron muestras de 1 a 4 mL (equivalente a 2 U.A.) de los cultivos celulares
tratados con 1 pg/mL de Tunicamicina a las 4, 8 y 12 horas de incubacion. Las muestras
se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos a 4°C para separar las células del medio
de cultivo. Las células se lavaron 2 veces con agua estéril fria entre cada centrifugacion.
Después las células se resuspendieron en 30 uL de buffer de zimoliasa con 0.1 mg de
zimoliasa y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, las suspensiones
celulares se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se descartaron los
sobrenadantes. Las células se resuspendieron en 500 pL de TriZol Reagent de Invitrogen
y se homogeneiz6 por pipeteo hasta obtener una suspensién homogénea sin restos
celulares visibles. Las suspensiones se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente y en seguida se agregaron 100 pL de cloroformo. Se agitd vigorosamente en
vortex por 30 segundos aproximadamente hasta homogeneizar. Se incubd nuevamente
5 minutos a temperatura ambiente y se centrifug6 a 12000 rpm durante 15 minutos a
4°C. Se recupero la fase acuosa en un tubo eppendorf nuevo y se adicionaron 250 pL de
isopropanol frio sobre las paredes del tubo y se mezclé suavemente por inversion hasta
homogeneizar. Se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente, se centrifugo a
12000 rpm por 10 minutos a 4°C y se elimino el sobrenadante. La pastilla de ARN total
se lavé con 1 mL de etanol frio al 75% en vortex durante 30 segundos y se centrifugo a
12000 rpm por 5 minutos. Se decant6 el sobrenadante y las pastillas de ARN total se
secaron a temperatura ambiente con los tubos invertidos por 5 minutos. El ARN total

se resuspendié en 20-30 pL de agua de DEPC al 0.1%. Se cuantificé a 260 nm y se
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determiné su pureza mediante la relacion 260/280 nm. Se verifico la integridad del ARN

por electroforesis en gel de agarosa al 1%. El ARN se almaceno a -20°C hasta su uso.

7.12. Sintesis de ADNc (RT-PCR)

Para la sintesis de ADNCc, previamente se tratdo 1 ug de ARN total con Thermo
Scientific DNasa I (1 U/uL) en un volumen de reaccion de 10 de acuerdo con el protocolo
del kit. Se utilizo el kit ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis de New England
BioLabs para la transcripcion reversa de 200 ng de ARN total tratado con DNasa I en un

volumen de reaccién de 10 pyL. de acuerdo con la Tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de reacciones para sintesis de ADNc con ProtoScript® II First Strand cDNA

Synthesis Kit.

Reactivo Volumen pL
Agua libre de nucleasas 1
ProtoScript II Reaction Mix (2X) 5
ProtoScript II Enzyme Mix (10X) 1
Oligo d(T)2s VN 1
ADNCc (200 ng) 2
Volumen total 10

En el termociclador se programo un ciclo a 42°C/ 60 minutos y un ciclo a 70°C/ 10

minutos. El ADNc se almaceno a -20°C hasta su uso.

7.13. Disefio de primers

Se utiliz6é Primer designing tool de NCBI para el disefio de primers de los genes
erm1, amk2, gsk3, irel, bip1 y el gen enddgeno sdh1 para la amplificacion de regiones de
70-102 pb. El anélisis de las propiedades de los primers se realizé en OligoAnalyzer Tool

y SnapGene Viewer 7.1.2. Los primers se sintetizaron en el Instituto de Biotecnologia de
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la UNAM, en la Unidad de sintesis y Secuenciacion de ADN. En la Tabla 2 se muestran

las secuencias de los primers y sus propiedades.

Tabla 2. Propiedades de primers disefiados para qRT-PCR.

Amplicon Primer Secuencias pb Tm (°C) GC (%)
71 pb erml1-F 5-AAGCCGTTCTCATCAATGCT-3’ 20 62.4 45.0
ermI-R 5-AGCAAGAGCATCATCAGTGG-3’ 20 62.2 50.0

70 pb amk2-F 5-CGGAACTTCAGGATCGAGTG-3’ 20 61.9 55.0
amk2-R 5-AGGCTGATGTGTCTTCTTGC-3’ 20 624 50.0

76 pb gsk3-F 5-GAACTATCCATTCGTCCTGACC-3’ 22 62.0 50.0
gsk3-R 5-CAAGTTTCACGGGTAAAGCATC-3’ 22 61.9 45.5

102 pb irel-F 5-TGCTGCCACAGTGTTTGATA-3’ 20 62.3 45.0
irel-R 5 -GGTTGTCGAAGCAGAACAGA-3’ 20 62.2 50.0

81pb bil-F 5-GGTATCAATCCCGATGAGGC-3’ 20 61.9 55.0
bip1-R 5 -GTTATCACTTCCTTCCTCGC-3’ 20 60.0 50.0

100 pb sdh1-F 5 -TCTTGCACACTCTTTACGGGCAATCTC-3’ 27 68.2 48.1
sdh1-R 5-CCACGACATTCACCACCTTCCATGAT-3’ 26 68.2 50.0

7.14. PCR de punto final

Para determinar la temperatura éptima de alineamiento para la amplificacion de
los fragmentos de ADN de cada gen, se realizaron evaluaciones a 60, 61 y 63 °C. Se
realizaron reacciones de PCR de punto final en un volumen de reaccién de 10 pL, de
acuerdo con el protocolo del kit PCR Master Mix 2X de Thermo Scientific (Tablas 3 y 4).
Los productos de PCR se observaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % y

se determiné que la temperatura de alineamiento 6ptima fue a 61 °C.
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Tabla 3. Preparacion de reacciones de PCR de punto final con Kit PCR Master Mix 2X de Thermo

Scientific.

Reactivo Volumen pL
Agua libre de nucleasas 2
Master Mix 2x 5
Primer-F (1 uM) 1
Primer-R (1 uM) 1
ADNCc (20 ng) 1
Volumen total 10

Tabla 4. Condiciones de termociclador para PCR de punto final.

Etapa de PCR Temperatura Tiempo

Pre-desnaturalizacion 95°C 3 min

Desnaturalizacion 95°C 30 seg

Alineamiento 60, 61, 63°C 30 seg

Extension 72°C 45 seg
40 ciclos

Extensién final 72°C 10 min

7.15. PCR en tiempo real
Se utilizo el equipo StepOne ™ Real Time PCR System de Applied Biosystems,
Thermo Scientific para la deteccion cuantitativa de los productos de PCR y el kit Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific). Las reacciones se realizaron en
volimenes de 10 pL de acuerdo con el protocolo del kit. La concentracion de los primers
que se utilizaron para las reacciones de qPCR de validacion, rango dindmico y

comparacion de niveles de expresion se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Preparacion de reacciones de PCR con kit Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(Thermo Scientific).

Primers  Concentraciéon uM Reactivo Volumen (uL)
erml 0.9 Agua libre de nucleasas c.b.p.
amk2 0.8 SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X 5
gsk3 0.9 Primer-F (0.3-0.9 uM) c.b.p.

irel 0.6 Primer-R (0.3-0.9 pM) c.b.p.
bipl 0.9 ADNCc (1-16 ng) <1
sdhl 0.3 Volumen total 10

La determinacion del rango dindmico se realizo con 3 réplicas y 5 registros de
concentracion de ADNc (1, 2, 4, 8, y 16 ng). La eficiencia de amplificacion de las reacciones
de gPCR se calculd en funcion de la pendiente de la curva estandar, donde el log de la
concentracion de ADNc estd en el eje X y los valores de Ct en el eje Y. Debido a que se
utilizo el agente intercalador SYBR Green, también se determinaron las curvas de
disociacién o Melting Curve para evaluar la especificidad de los primers. Los valores de Ct
y las curvas de disociacion se obtuvieron del software StepOne v2.3. Las condiciones de

amplificacion que se utilizaron en el equipo StepOne ™ se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Condiciones de amplificacion en el equipo StepOne ™ Real Time PCR System de Applied
Biosystems, Thermo Scientific para la deteccion cuantitativa de los productos de PCR.

Etapa del termociclador Temperatura (°C) Tiempo

Etapa inicial

Desnaturalizacion inicial 95 10 min

Etapa de amplificacion
No. ciclos: 40

Desnaturalizacion 95 30 seg
Alineamiento 61 30 seg
Extension 72 30 seg

Etapa de curva de disociacion

95 15 seg
61 + 0.3 hasta 95 1 min
95 15 seg

7.16. Determinacion de la eficiencia de reaccion q-PCR de primers

Se evalu¢ la eficiencia de reaccion de PCR en tiempo real (q-PCR) tomando en
cuenta el rango dindmico, el valor de R? la precision y la sensibilidad del método.

Para la validacion de las corridas de q-PCR se utilizé como plantilla ADNc de la
cepa 972 h-de S. pombe sin tratamiento y primers disefiados para la amplificacion del gen
enddgeno sdhl y los genes erm1, amk2, gsk3, irel y bipl. En la Figura 6 se presentan las
curvas de disociacion y los graficos de curva estandar de cada gen en funcién del log10
de las concentraciones de ADNCc (eje X) y los valores de Ct(eje Y). Se puede observar que
cada curva de disociacion mostré la formacion de un solo pico, que representa la
amplificacion de un tnico producto de PCR y, por ende, denota la especificidad de la

reaccion.
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Figura 6. Validacion de la eficiencia de reaccion q-PCR mediante la determinacion del rango dindmico.

(A-F) Curvas de disociacién y curvas estdndar de los genes de interés de S. pombe. El valor de Tm

representa la temperatura de disociacion. Las curvas estindar representan el 95% de confianza de una

serie de 5 log de la [ADNc] con un minimo de 3 réplicas. Desviacién estindar < 0.250.
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Enla Tabla 7, se muestran los parametros de validacion de la eficiencia de reaccion

g-PCR calculados de cada uno de los genes de S. pombe.

Tabla 7. Pardmetros de validacion de la eficiencia de reaccion de g-PCR de genes de S. pombe a una
temperatura de alineamiento de 61°C.

Gen [primers] pM Pendiente Eficiencia (%) R?
sdhl 0.3 -3.573 90.49 0.998
irel 0.6 -3.337 99.37 0.995
bipl 0.9 -3.388 97.31 0.999
erml 0.9 -3.335 99.46 0.988
amk?2 0.8 -3.331 99.62 0.999
gsk3 0.9 -3.329 99.71 0.993

Para determinar con precision la eficacia de una reaccién de PCR, el valor de la

pendiente debe oscilar en -3.3 +10% para que refleje una eficiencia del 100% +10%. La

eficiencia calculada en la mayoria de los genes se obtuvo en un rango de 97.31 al 99.71%,

a excepcion del gen endogeno sdhl que tuvo una eficiencia de 90.49%. Esto demuestra

que la eficiencia calculada se encontré dentro del rango aceptable, lo que indicaria que

el sistema es capaz de amplificar y detectar eficazmente un minimo de copias de la

plantilla inicial, alcanzando asi el mdximo nivel de sensibilidad. Otro pardmetro critico

para evaluar la eficiencia es el coeficiente de determinacion (R?), que es un término

estadistico que supone que tan cerca estdn los datos de la linea de regresion ajustada.

Los valores de R? calculados para todos los genes oscilaron alrededor de 0.99 (Tabla 7),

lo que significa que el modelo lineal proporciona un alto nivel de confianza en cuanto

a la correlaciéon de los datos.
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7.17. Cuantificacion relativa por el método de la curva estandar

El método de la curva estandar se considera cuando se evaltia un numero reducido
de muestras, se buscan cambios de expresion muy discretos y las eficiencias de PCR de
los genes no son equivalentes. Este método proporciona resultados cuantitativos muy
precisos porque los valores se interpolan a partir de curvas estandar, donde la
cuantificacion relativa de la muestra problema se expresa en relacion con un calibrador
(control sin tratamiento). Es decir, el calibrador se convierte en el valor de referencia 1X,
y todos los demds valores cuantificados de las muestras problema se expresan como n
veces de la diferencia relativa con respecto al calibrador. Para todas las muestras
experimentales, el valor de la concentracion de cada gen de interés fue normalizado con
el valor del control enddgeno sdhl para la condicién tratada con 1 pg/mL de
Tunicamicina y la condicion sin tratamiento, de acuerdo con las siguientes férmulas:

[Target]
[Control endbgeno]

Target normalizado (Test) =

[Target]

Target normalizado (calibrador) = [Control endbgeno]

Posteriormente, cada uno de los valores de las muestras problema normalizadas se
dividié por el valor normalizado del calibrador para generar los niveles de expresion

relativas:

Target normalizado (Test)

Fold di int t=
0 If ference in targe Target normalizado (calibrador)

Para el analisis, se utiliz6 ADNc de muestras de ARN total que se obtuvieron a las
4, 8 y 12 horas de la cinética de crecimiento de células de S. pombe con y sin tratamiento
inductor de estrés de RE. Se realizaron 3 experimentos independientes de qPCR, cada uno
con triplicados para cada gen en ambas condiciones. El analisis estadistico de los datos de
cuantificacion se realiz6 con una prueba t student para dos muestras independientes.
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8. RESULTADOS

8.1. Prediccion de interacciones proteina-proteina de Ermp1 en S. pombe

Durante el periodo de consulta entre 2020 y 2023 en BioGRID, se obtuvo un
registro de 190 proteinas con evidencia experimental de interaccion con ERMP1 en H.
sapiens (Q7Z2K6), incluidas ocho proteinas virales del SARS-CoV-2 y una del SARS-
CoV (Figura 7). A pesar de esto, no se observd evidencia de interacciéon con las
principales proteinas de la via UPR, como IRE1, PERK, ATF6 y GRP78. Sin embargo, el
andlisis de la red reveld la presencia de proteinas que estdn relacionadas con la
activacion de la via en el RE de manera no candénica, como TM9SF4 [102], IER3IP1 [103]

y BSCL2 [104] (Figura 7), aunque el mecanismo exacto atin no esta claro.
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Figura 7. Red PPI de ERMP1 humana. Informacion obtenida de la base de datos BioGRID. La red fue
editada en Cytoscape 3.10.

De acuerdo con el repositorio de BioGRID, actualmente no existe una red de PPI
de Ermp1 en S. pombe (094702), pero hay un registro de interacciones genéticas (GI)
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positivas con los genes amk2 y gsk3. Estas interacciones se reportaron en un estudio de
matrices genéticas y sintéticas (SGA) de simples y dobles mutantes de la levadura de
fision, donde se identificaron genes relacionados con procesos dependiente de la via de
sefalizacion TORC1 (Complejo de Rapamicina) [105].

Por lo tanto, se sugiere que Ermpl interactte fisicamente con Amk2 y Gsk3, ya
que puede haber una sinergia entre las interacciones genéticas y las interacciones
proteina-proteina. Estas proteinas se incluyeron en la red PPI de Ermpl, y las proteinas
ortologas humanas, PRKAB1 y GSK3B, también fueron agregadas a la red de
interaccion de ERMP1 humana (Figura 7, resaltadas en naranja).

En DIOPT se identificaron 45 proteinas ortologas humanas en S. pombe (Figura 7,
resaltadas en amarillo y naranja). Estas proteinas se distribuyeron en una red de
interaccion de acuerdo con la puntuacion asignada por DIOPT. Aquellas proteinas con
puntuaciones superiores a 9 (Figura 8, resaltadas en verde) se consideraron verdaderos
homologos, debido a sus caracteristicas topoldgicas y funcionales conservadas entre S.

pombe y humanos.
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Figura 8. Prediccion de red PPI para Ermp1 en S. pombe. La red fue editada en Cytoscape 3.10.
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Tabla 8. Comparacion de proteinas ortologas que interactiian con ERMP1/Ermp1 en humano y S. pombe. Categorias GO: componente celular y
proceso biologico. Score DIOPT, porcentajes de similitud e identidad. Las proteinas resaltadas en gris se usaron en el andlisis de propension
proteolitica y docking molecular.

Proteina Componente Proceso Ortologos Componente Proceso biologico Score % % identidad
humana celular biologico GO S. pombe celular GO DIOPT similitud
GO GO
PGRMC1 RE, Sintesis del SPAC25B8.01 RE Metabolismo de 14 61 44
Mitocondria grupo hemo (Dap1) lipidos
ERCC4 Ntcleo Reparacién de SPCC970.01 Ntcleo Reparacion de ADN 13 54 32
ADN (Rad16)
PRKAB1 Citosol, Nucleo Transduccion SPCC1919.03¢ Citosol, Adhesion celular, 13 55 38
de senales (Amk2) Nucleo sefializacion
EMC2 RE Insercion de SPBC15C4.01c RE Inserciéon de 12 47 28
proteinas en la (Oca3) proteinas en la
membrana del membrana del RE
RE
ATP6VOC Membrana Transporte SPAC1B3.14 RE, Vacuola Transporte 12 89 76
plasmatica transmembranal (Vma3) transmembranal de
de protones portones
GSK3B Citosol, Ntcleo Transduccién SPAC1687.15 Citosol, Senalizacion 12 40 22
de senales (Gsk3) Ntcleo
EMC1 RE Insercion de SPAC25H1.07 RE Insercién de 12 54 34
proteinas en la (Emcl) proteinas en la
membrana del membrana del RE
RE
TMO9SF4 Golgi, Colocacion de SPBC1105.08 Golgi, Localizacién de 12 47 36
Endosomas proteinas en la (Emp70) Endosomas proteinas hacia la
membrana membrana celular
TMEM30B Membrana Transporte de SPBC11B10.07¢ RE Organizacién de 12 76 62
plasmatica lipidos (Ivnl) membrana celular,
traslocacion de
complejos de
ATPasas
CYB5B RE, Transportes de SPCC16A11.10c RE Metabolismo de 12 61 38
Mitocondria electrones (Oca8) lipidos, transporte de
electrones
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PEX12 Peroxisoma Organizacion SPAPB17E12.03 Peroxisoma Organizacion del 11 40 21
del peroxisoma, (Pex12) peroxisoma,
actividad de ubiquitinacion de
transferasa en la proteinas
ubiquitinacion
de proteinas
RAB5C Endosomas Transporte SPAC6F6.15 Citosol, Transporte 11 78 68
intracelular de (Ypt5) Endosomas intracelular de
proteinas proteinas
ATP2B2 Membrana Transporte de SPAPB2B4.04c Vacuola Transporte de calcio 11 49 34
plasmatica calcio (Pmcl)
IRE3IP1 RE Mediacion de SPAC19A8.09 RE, Golgi Regulacién del 10 67 45
transporte (Yosl) transporte vesicular
vesicular de RE RE a Golgi
al Golgi
WDR5 Ntcleo Regulacién de SPBC354.03 Ncleo, Regulacién de 10 45 27
transcripcion, (Swd3) Citosol transcripcion, uniéon
conformacion de histonas
de histonas
BSCL2 RE Formacién de SPAC3A11.04 RE Formacioén de esferas 10 34 24
esferas lipidicas, (Seil) lipidas, metabolismo
metabolismo de de lipidos
lipidos
NCEH1 Membrana Catabolismo de SPAC1039.03 Citosol, Catabolismo de 10 58 38
plasmatica, RE lipidos Nucleo lipidos
FIS1 Mitocondria Fision de la SPBC11G11.01 Mitocondria Fision de la 10 62 29
membrana (Fisl) membrana
mitocondrial mitocondrial
MPPE1 Golgi, RE Transporte RE a SPAC630.12 RE Sintesis del ancla GPI 9 40 23
Golgi,
biosintesis del
ancla GPI
CCDC47 RE Insercion de SPBC2G5.01 RE Insercion de 9 41 22
proteinas en la proteinas en la
membrana del membrana del RE,
RE, chaperonas chaperona
SLC23A2 Membrana Transporte SPAC1399.01c Vacuola, Transporte 8 39 21
plasmatica transmembranal Membrana transmembranal de
plasmatica nucledtidos
SLC13A4 Membrana Transporte SPBC3B8.04c RE, Transporte 8 37 21
plasmatica transmembranal (P1t1) Membrana transmembranal de
plasmatica fosfatos
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SLC31A2 Membrana Trasporte SPBC23G7.16 Vacuola, Transporte 45 25
plasmatica transmembranal (Ctr6) Membrana transmembranal de
plasmatica cobre
SPAG4 Ntcleo Diferenciacion SPBC12D12.01 Ntcleo Divisién nuclear 48 28
celular (Sad1)
SLC5A6 Membrana Transporte SPBC23G7.13¢ Membrana Transporte 41 19
plasmatica transmembranal plasmatica transmembranal de
urea
SLC7A14 Membrana Transporte de SPAP7G5.06 Golgi, Transporte 36 21
plasmatica, aminoacidos (PRE1) Membrana transmembranal de
Lisosoma plasmatica aminodacidos
ATP2A1 RE Transporte SPBC31E1.02¢ RE, Golgi, Transporte 51 35
transmembranal (Pmr1) Membrana transmembranal de
de calcio plasmatica calcio
NUP35 Ncleo Transporte SPAC19E9.01c Ntcleo Transporte ntcleo a 38 24
nucleo a (Nup40) citoplasma,
citoplasma exportacion de ARNr
TRHDE Membrana Catabolismo de SPBC1921.05 Vacuola, Catabolismo de 49 28
plasmatica péptidos (ape2) Citosol péptidos
ATP2A3 RE Transporte SPBC31E1.02¢ RE, Golgi, Transporte 51 34
transmembranal (Pmr1) Membrana transmembranal de
de calcio plasmatica calcio
YWHAH Citosol Transduccién SPAC8E11.02¢ Citosol, Senalizaciéon de 78 62
de senales (Rad24) Ntcleo mitosis
SCN4A Membrana Transporte SPAC6F6.01 Membrana Importacién de calcio 38 21
plasmatica transmembranal (Cchl) plasmatica al citosol
de sodio
ENTPD2 Membrana Catabolismo de SPCC11E10.05¢ RE, Golgi, Metabolismo de 40 26
plasmatica, RE nucledsidos (Ynd1) Membrana nucledtidos
difosfatados plasmatica
RNF185 RE, Catabolismo de SPBC17A3.10 Peroxisoma, Ubiquitinacién 48 31
Mitocondria proteinas (Pas4) RE
dependiente de
ubiquitinacién
ACPT Membrana Actividad de SPBC4.06 Mitocondria Metabolismo de 33 23
plasmatica fosfatasa acida lipidos, metabolismo
de fosfolipidos
GGT7 Membrana Sintesis de SPAC664.09 Vacuola, RE Catabolismo de 46 27
plasmatica glutation (Ggtl) glutation
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AQP2 Golgi, Transporte de SPAC977.17 Membrana Transporte de agua 42 30
Membrana agua plasmatica
plasmatica
RHCG Membrana Transporte de SPCPB1C11.01 Golgi, Transporte 37 22
plasmatica amonio (Amtl) Membrana transmembranal de
plasmatica amonio
SLC39A5 Membrana Transporte SPAP8A3.03 RE Transporte 48 28
plasmatica transmembranal (Zip3) transmembranal de
de Zinc zinc
ELAVL1 Ntcleo Estabilizacion SPAC343.07 Nucleo Unién a ARN 39 22
del ARNm via (Mug28)
3’-UTR
ZDHHC12 RE, Golgi Adicién de SPBC3H7.09 RE, Golgi Adicién de acido 41 26
acido palmitico (Erf2) palmitico a proteinas
a proteinas
AQP6 Membrana Transporte de SPAC977.17 Membrana Transporte de agua 42 27
plasmatica agua plasmatica
ISG15 Citosol Ubiquitinacion SPAC1805.12c Citosol, Ubiquitinacion 57 37
(Ubi2) Ntcleo
CREB3L1 Ntcleo, RE Regulacion de SPBC29B5.01 Ntcleo Regulacion de la 32 20
transcripcion (Atf1) transcripcion
por la ARN
polimerasa II
RXFP1 Membrana Regulacion de SPBC887.09¢c Citosol, Polarizacién de las 40 26
plasmatica vias de (Sog2) Ntcleo células
sefalizacion
hormonales,
organizacion de
la matriz
extracelular
SLC22A23 Membrana Transporte SPAC20G8.03 Membrana Transporte 38 21
plasmatica transmembranal (Itr2) plasmatica, transmembranal de
RE inositol
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Las proteinas se clasificaron en categorias GO de acuerdo con Gene Ontology:
componente celular y proceso bioldgico (Tabla 8).

Se identificaron 29 proteinas ubicadas abundantemente en la membrana del RE,
la membrana celular y el citosol, mientras que las proteinas restantes se clasificaron en
otros compartimentos celulares como ntucleo, vacuola, mitocondria, peroxisoma y
aparato de Golgi (Tabla 8, Figura 9-A). En cuanto a la clasificacion de los procesos
bioldgicos, 15 proteinas se asociaron con el transporte transmembranal (Figura 9-B). La
funcion principal de estas proteinas es transportar iones, incluidos, Ca*?, Cu*?, Zn?y H*.

Se pueden encontrar los detalles adicionales en la Tabla 8.

A B

Localizacion celular Proceso biolégico
Aparato de Golgi Fision de membrana mitocondrial
Division meidtica nuclear Il
Reparacién de ADN Il
Mitocondria Palmitoilacién de proteinas [l
Ubiquitinacion NN

Membrana Peroxisomal

Vacuola
Regulacion de la transcripcion [N
Niicleo Insercién de proteinas-membrana RE [N
Citosol Transporte intracelular de proteinas N

Sefializacion [N
Procesos metabdlicos NG
Membrana de RE ‘ . ! ! ! ! ! ! | Transporte transmembranal N
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 é fli é !'3 16 1I2 1‘4 1I6

Membrana celular

Figura 9. Agrupacion de proteinas que interactiian con Ermp1 en S. pombe. (A) Localizacion celular y
(B) anotacion del proceso bioldgico en categorias GO.

Por otro lado, se identificaron 9 proteinas asociadas con el metabolismo de lipidos
y péptidos (Figura 9-B). Como se sefiald anteriormente, el RE desempefia un papel
crucial en diversos procesos celulares, como la sintesis de proteinas, el almacenamiento
de Ca? la desintoxicacién de compuestos quimicos, la sintesis de lipidos y el
ensamblaje de membranas lipidicas [8]. Ademas, se identificaron proteinas relacionadas
con el transporte de proteinas, la regulacién transcripcional, ubiquitinaciéon la

palmitoilacion, todas ellas implicadas en mecanismos de procesamiento de proteinas.
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8.2. Comparacion del dominio M28 de Ermp1 entre humanos y S. pombe

Dado que las Fxna peptidasas como Ermpl aun no han sido clasificadas a una

subfamilia en MEROPS debido a su estado putativo, no existen referencias sobre su

caracterizacion estructural o enzimatica.

Por consiguiente, este estudio llevd a cabo un andlisis de secuencias comparativas

entre el dominio M28 de ERMP1 humano y su homologo en S. pombe, con el fin de

determinar su grado de similitud. Ambas proteinas comparten un 37% de identidad y

conservan los residuos del centro activo: His, Asp y Glu, que se unen al Zn*? (Figura 10,

resaltados en naranja). También se identificaron otros residuos Glu y Tyr que

desempenarian papeles importantes en el proceso catalitico (Figura 10, resaltados en

morado y magenta respectivamente).
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Figura 10. Alineamiento de secuencias del dominio M28 de Ermp1 en humanos y S. pombe.

De acuerdo con la evidencia experimental proporcionada por PhosphoSitePlus

[106], estda demostrado que el residuo Ser326 de ERMP1 humana es susceptible a la

fosforilaciéon [107]. Dada esta informacién, decidimos investigar si Ermp1 de S. pombe
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también podria conservar este sitio. Como se muestra en la Figura 10, se identifico el
alineamiento de Ser326 con Ser279 de Ermp1 de S. pombe, cuyo sitio se encuentra dentro
de una secuencia consenso conservada (Figura 10, resaltado en cian y gris,
respectivamente). Las secuencias de ambas metaloproteasas también fueron analizadas
en NetPhos 3.1, y se observo que los sitios de fosforilacion que predijo el programa
coincidieron con las referencias y el alineamiento de secuencias.

Ademads, en NetPhos 3.1 se predijeron otros sitios de fosforilacion que coincidieron en
el alineamiento de secuencias, correspondientes a Ser212 de ERMP1 humana y Ser168
de Ermp1 de S. pombe (Figura 10, resaltada en gris y cian respectivamente).

En la red PPI de Ermpl, se identificé a Ubi2, una ubiquitina-ligasa (Figura 8 y
Tabla 8). Por lo tanto, se realiz6 la busqueda de secuencias consenso de ubiquitinacion
para Ermpl. Vale la pena sefialar que, segin la referencia experimental en
PhosphoSitePlus, el residuo Lys356 de ERMP1 humano se puede ubiquitinar [108,109].
Ademas, en el andlisis de las secuencias, se observd el alineamiento de Lys356 con
Lys309 de Ermpl de S. pombe (Figura 10, resaltada en verde). Es posible que Ubi2
participe en la degradacion proteasomica de Ermpl, tal como lo sugieren las

predicciones.
8.3. Modelado 3D del dominio M28 de Ermp1 de S. pombe

Ermp1 conserva el dominio M28 de las metaloproteasas dependientes de Zn*? en
su region N-terminal citosolica. Para continuar con el andlisis funcional de Ermp1 fue
necesario obtener una estructura tridimensional de la proteina. Desafortunadamente,
no existen estructuras cristalograficas de Fxna peptidasas en el Protein Data Bank. Por
lo tanto, optamos por el modelado in silico.

La inteligencia artificial AlphaFold ha sido ampliamente reconocida por su
capacidad para predecir con precision estructuras 3D completas utilizando un sistema

de redes neuronales de aprendizaje profundo [110]. Sin embargo, se observo que el
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modelo 3D de Ermpl (094702) obtenido de la base de datos AlphaFold no era el
adecuado para analizar el dominio M28 debido a su conformacion estructural, ya que
impediria la interaccion del centro activo de la enzima con otras proteinas.

Por otro lado, debido a la escasez de plantillas que exhibieran altos porcentajes de
homologia, una cobertura de modelado adecuada y métricas de validacion esenciales
para la generacion de un modelo tridimensional del dominio M28 de Ermp1 de S. pombe,
las plantillas disponibles fueron evaluadas minuciosamente. En el proceso de seleccion
se dio prioridad a las plantillas que pudieran generar pardmetros de validacion
cercanos a los valores ideales en PDBe-Fold y PROCHECK. En consecuencia, la
aminopeptidasa Ap1 de V. proteolyticus (PDB ID: 1IRTQ) se determind como la plantilla
optima para el modelado por homologia en Phyre2.

La secuencia modelada abarcé las posiciones 39-339 del dominio M28 de Ermp1,
con un porcentaje de identidad del 20% respecto a la plantilla y se obtuvo un modelo
con un Q-score de 0,76 y un RMSD de 0,72 A. Estos parametros se relacionan con el
porcentaje de residuos alineados y la calidad del alineamiento de las estructuras
secundarias con respecto a la plantilla.

La Figura 11-A muestra la estructura 3D del dominio M28 de Ermp1. La estructura
se caracteriza de laminas (3 rodeadas por hélices a, donde el centro activo se ubica en
un conjunto de asas (Figura 11-A, representado por los residuos de union de Zn*,
resaltados en naranja). Esta topologia es similar a la aminopeptidasa Y de S. cerevisiae,
la aminopetidasa S de Streptomyces griseus, la aminopeptidasa IAP de E. coli y la

aminopeptidasa Ap1l de Vibrio proteolyticus [111-113].
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Ramachandran Plot
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Figura 11. Estructura 3D del dominio M28 de Ermp1 de S. pombe. (A) Modelado por homologia en
Phyre2. El sitio de union Zn*? se muestra en naranja. (B) Validacion del modelo en PROCHECK-
SAVES v6.0. El grifico de Ramachandran muestra que el 85,4 % de los residuos se encuentran en las
regiones mds favorecidas. Edicion del modelo en UCSF Chimera 1.17.1.

De acuerdo con la bilbiografia, para validar la estructura tridimensional de las
proteinas, se recomienda que mas del 85-90 % de los residuos se encuentren en las
regiones favorecidas de cada estructura secundaria modelada (laminas 3, hélices o y
bucles) en un grafico de Ramachandran [114]. El modelo del dominio M28 de Ermp1
obtenido en Phyre2 representa el 85,4% de los residuos en las regiones favorecidas en
el grafico de Ramachandran (Figura 11-B). Por lo tanto, el modelo fue considerado
adecuado para los propositos de este estudio.

La Figura 12-A muestra la representacion de superficie del dominio M28 de
Ermpl, destacando su conformacién globular y la exposicion del centro activo, el cual
seria crucial para la interaccion con proteinas y péptidos diana. La cavidad catalitica
esta conformada por los residuos de union de Zn*, incluidos His161, Asp173, Glu208,

Glu234 e His307, asi como los residuos responsables del proceso catalitico Glu207 y
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Tyr306 (Figura 12-A residuos resaltados en naranja, morado y magenta
respectivamente).
= Sitio de unién a Zn?* O Prediccion de sitios de fosforilacion I

I Sitio catalitico [ Sitios hidrofébicos /\
Il Estabilizador catalitico [ Zn*2
Leu210 \ ’

4

Figura 12. Representacion de la cavidad catalitica del dominio M28 de Ermp1 de S. pombe. (A) Modelo
de superficie y (B) residuos que comprenden la cavidad catalitica. Edicién del modelo en Maestro 13.0.

Como se puede observar en la Figura 12-A, la cavidad catalitica se restringe al
acceso de pequenos péptidos y estructuras secundarias flexibles, como las asas de las
proteinas. En la Figura 12-B se muestran los aminoacidos que se identificaron en la
cavidad catalitica. Tomando de referencia a la metaloproteasa Apl de V. proteolyticus
[115], los residuos Asp173, Glu208 e His307 forman enlaces de coordinacion con un ion
Zn* para la activacion de una molécula de H20 a OH". Ademas, se sugiere que Glu207
desempefia un papel crucial en la aceptacion del proton, un mecanismo necesario para
aumentar la polaridad del ataque nucleofilico del Zn* sobre el enlace peptidico del
sustrato. Es importante sefialar que estos hallazgos estarian sujetos a una mayor

investigacion e interpretacion.
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El ion Zn*? adicional se coordinaria con His161, Asp173 y Glu234, posiblemente
para reducir el pKa de la molécula de H:0O, promoviendo una mayor especificidad y
estabilizacion de la reaccion catalitica [111]. El residuo Tyr306 (Figuras 12-A y 12-B,
resaltado en magenta) desempefaria un papel en la estabilizacion del estado de
transicion del intermediario del sustrato en el paso final de la catdlisis. Los aminoacidos
hidrofdbicos correspondientes a los residuos Leu210, Ala235, Ile277 y Leu278 (Figuras
12-A y 12-B, resaltados en amarillo) podrian desempefiar un papel crucial en el
mantenimiento de la conformacion estructural de la cavidad catalitica. Ademas, como
se muestra en las Figuras 12-A y 12-B, los sitios potenciales de fosforilacion que se
predijeron anteriormente se localizan cerca del centro activo de Ermpl1 (resaltados en
azul cian), especificamente Ser168 y Ser279. Por lo que, no se descartaria la posibilidad

de que la actividad proteolitica de Ermp1 sea regulada por algun tipo de cinasa.

8.4. Validacion de herramientas computacionales para la prediccion de interacciones

metaloenzima-proteina diana

En ausencia de referencias metodoldgicas para investigar las interacciones
proteina-proteina que involucran metaloproteasas de Zn*? y proteinas diana, realizamos
un estudio previo enfocado en la prediccidon de secuencias consenso con susceptibilidad
proteolitica de metaloproteasas y sustratos conocidos. De acuerdo con la bibliografia, la
Metaloproteinasa 8 (MMP8) exhibe una preferencia proteolitica por el residuo P1’-
Leu721 de la Fibronectina-1 humana [116]. Por otro lado, la Metaloproteinasa 12
(MMP12) tiene preferencia por la escisién del Factor XII en los residuos Leu377 y Leu380
[117]. En consecuencia, se empleo el servidor web PROSPER para la prediccion de sitios
de escision por el grupo de metaloproteasas. En la Tabla 9 se muestran los resultados
de las predicciones realizadas en el programa. Efectivamente, se identificé en la

secuencia de Fibronectina-1 el sitio de escision Leu721 en la secuencia PFSPLVAT con
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una puntuacion de 0,98 para MMP9. Mientras que en la secuencia del Factor XII se
identifico el sitio escindible Leu377 en la secuencia VVGGLVAL con puntuaciones de
1,06 para MMP2 y MMP9, y 0,97 para MMP3. Aunque, el programa no identifico a
Leu380 como sitio de escision del Factor XII, este residuo se localizé dentro de la

secuencia consenso de Leu 377.

Tabla 9. Prediccién de sitios de escision de Fibronectina-1 y Factor XII humanas por el grupo de
metaloproteasas en PROSPER.

Proteina UniProt Prediccion Sitio de Secuencia Score
ligando ID MMP! escision escindible
Fibronectina-1 P02751 MMP9 720-721 PESPYLVAT 0.98
humana
Factor XII P00748 MMP2 376-377 VVGGYVYLVAL 1.06
humana MMP3 0.97
MMP9 1.06
1 Metaloproteinasa.

¥ Sitio de escision.

Una vez evaluada la capacidad predictiva de PROSPER, se realizé un docking
rigido y ciego de las proteinas. Afortunadamente, se dispone de estructuras
cristalograficas en el Protein Data Bank tanto de las MMPs (MMPS, PDB ID: 20Y2;
MMP12, PDB ID: 3EHX) como de sus respectivos ligandos (Fibronectina 1, PDB ID:
2HAT1; Factor XII, PDB ID: 6GT6). El docking se realizd en ClusPro 2.0, BioLumiante 4.5
y PathDock para evaluar su capacidad predictiva de complejos de interaccion
metaloenzima-proteina diana. En la Tabla 10 se muestran los resultados de prediccion

de ambos programas, el ranking y la puntuacién de energia de interaccion global.
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Tabla 10. Resultados del docking proteina-proteina de MMPS-Fibronectina 1 y MMP12-Factor XII en
ClusPro 2.0, BioLuminate 4.5. y PatchDock.

Programa Docking MMPS8- Score Docking MMP12- Score
Fibronectina 1 Energia Factor XII Energia
(Leu 721) Global (Leu 380) Global
ClusPro 2.0 Positivo -710.50 Positivo -671.60
BioLuminate Positivo -732.27 Positivo -668.06
4.5
PatchDock- Negativo - Negativo -
FireDock

Con respecto a los resultados del docking proteina-proteina en PatchDock,

cualquier prediccion del TOP10 no se consider6 favorecida porque no se identificd

ninguna interaccidn entre el bolsillo catalitico de las MMPs y las secuencias escindibles

de sus respectivos ligandos. Debido a que PathDock utiliza un algoritmo de

complementacion geométrica para determinar la interaccion entre dos proteinas, este

programa no seria el adecuado en la prediccion de complejos de interaccion enzima-

sustrato, ya que la tasa de éxito reportada es inferior al 25% [118]. No obstante, este

porcentaje aumenta al 60% para la prediccion de otro tipo de complejos de interaccion

[60,118]. La capacidad predictiva tanto de ClusPro como de BioLuminate fue similar,

ya que los complejos obtenidos fueron coherentes con las interacciones entre la cavidad

catalitica de las MMPs y los sitios escindibles de sus respectivas proteinas diana

(Figuras 13 A-B).
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Figura 13. Docking molecular de MMPS8 y MMP12 con sus respectivas proteinas diana Fibronectina 1
y Factor XII de Coagulacion en ClusPro y BioLuminate. (A) Interaccion del bolsillo catalitico de
MMPS con el sitio de escision de Leu721 de Fibronectina 1. (B) Interaccion del bolsillo catalitico

MMP12 con el sitio de escision de Leu380 del Factor XII. Edicion de los modelos en UCSF Chimera
1.17.1 y Maestro 13.0.
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En el ranking del TOP10 de ambos programas, se logr6 una tasa de positividad de
hasta el 50%. No obstante, es importante sefialar que las puntuaciones de energia global
calculadas por ClusPro y BioLuminate no pueden considerarse medidas de afinidad de
union, ya que se necesitarian de la aplicacion de métodos de refinamiento para la
minimizacidon de energia. Por lo tanto, el ranking y el tamano de los clusters podrian
considerarse como criterios de seleccion inicial para reducir la cantidad de falsos
positivos. Este estudio evidencio que las herramientas PROSPER, ClusPro y
BioLuminate poseen una aceptable capacidad predictiva, dado que los resultados de
interaccion de las MMPs con sus respectivas proteinas diana coincidieron con las
publicaciones experimentales previamente reportadas. Es importante destacar que este
estudio fue publicado en julio de 2023 en la revista Life in Silico como uno de los

productos derivados de este proyecto [119].

8.5. Identificacion de secuencias consenso de escision y generacion de modelos 3D de

proteinas diana de Ermpl

Tomando en cuenta la validacion realizada de los programas, se continud con el
analisis de propension proteolitica de algunas de las proteinas de la red PPI de Ermp1
que se propone en S. pombe. Dado a que la cavidad catalitica del dominio M28 de Ermpl1
es angosta, es probable que la interaccion con proteinas diana sea en los motivos donde
se ubican las asas, ya que estas estructuras tienen una mayor probabilidad de ser
escindidas debido a su accesibilidad y flexibilidad [65].

La Tabla 11 muestra los resultados de prediccion de propensién proteolitica de
PROSPER realizadas para las proteinas Amk2, Ypt5, Pex12, Oca8, Fisl y Pmcl. Cabe
mencionar que estas proteinas fueron seleccionadas para el estudio debido a que fueron
las primeras en ser identificadas en el andlisis comparativo de interélogos humano-

levadura realizado en 2020.
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Tabla 11. Prediccion de segmentos escindibles de posibles proteinas diana de Ermp1 en S. pombe

realizada en PROSPER.
Proteina ] Ortdlogo UniProt Prediccion Segmento ..,
humana UniProt ID SCHP(g)1 ID MMP2 escgindible Posicion  Score?
PRKAB1 Q9Y478 Amk2 P78789 MMP9 RAQSVYMISI Met40 1.16
RAB5C P51148 Ypt5 P36586 MMP9 SLAPYMYYR Met83 1.08
PEX12 000623 Pex12 QS8TEFHS MMP9 FWRLvy MI Met342 1.22
CYB5B 043169 Oca8 QIUSM6 MMP9 GEEVyLVDL Leu4b 0.98
FIS1 Q9Y3D6 Fis1 QIUSZ8 MMP9 EALKy LKNR Leull7 1.05
ATP2B2 Q01814 Pmcl QIHDW? MMP9 TTMAy MRTE Met429 1.23

1 Schizosaccharomyces pombe.

?Metaloproteinasa.

3 Valores superiores a 0.8 aumentan la confianza de la prediccion.

Sitio de escision.

En la Tabla 11 se observa que la prediccion de los segmentos escindibles de cada

una de las proteinas mostré6 puntuaciones superiores a 0.8 con la Matriz

Metaloproteinasa 9 (MMP9), donde la mayoria de las escisiones proteoliticas se

localizaron en el extremo N-terminal de los residuos de Met y Leu.

Para determinar la posible interaccion entre el dominio M28 de Ermpl y las

secuencias consenso de escision proteolitica, fue necesario modelar cada una de las

proteinas para el andlisis posterior de docking molecular. En la Tabla 12 se muestran las

plantillas que se utilizaron para el modelado por homologia en Phyre2 de las posibles

proteinas diana de Ermpl, con la excepcion de Amk?2.
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Tabla 12. Plantillas utilizadas para el modelado por homologia en Phyre2 de proteinas diana.
Parametros de validacion obtenidos de PDBeFold y PROCHECK-SAVES v6.0.

. Porcentaje
Proteina . - , RMSD® Ramachandran
SCHPO! Plantilla Organismo PDB ID _ dg Q-score A) Plott
identidad
YptS Rab11 H. sapiens 2D7C [120] 43 % 0.95 0.33 87.1%
Pex12 Ring 3 ligase S. 4RTE [121] 28 % 0.71 0.71 85.1%
cerevisiae
Oca8 Cytochrome  B. taurus 1M21 [122] 50 % 1.00 0.00 90.3%
b5
Fisl Fis1 H. sapiens INZN [123] 25% 0.90 0.49 90.0 %
Pmcl SERCAZ2b H. sapiens 6LLE [124] 28 % 0.80 0.47 87.5%

1 Schizosaccharomyces pombe.
2Q-score: calidad del alineamiento, la puntuaciéon mas alta = 1.
3RMSD: cuanto menor sea el RMSD, mejor sera el modelo en comparacién con la plantilla.

# Ramachandran Plot: se esperaria que un modelo de buena calidad tenga mas del 85-90% de los residuos en las regiones
mas favorecidas del grafico.

La seleccion de las plantillas se realizo en funcién del criterio de Phyre2 para

calcular el porcentaje de confiabilidad del modelado. El porcentaje de confiabilidad

calculado por Phyre2 considera la homologia de secuencias entre la plantilla y la

proteina a ser modelada, por lo tanto, este porcentaje es distinto de la calidad del

modelo. Es importante destacar que la disponibilidad limitada de plantillas para

modelar proteinas de S. pombe con altos porcentajes de homologia comprometié la

calidad de los modelos de las proteinas diana. Sin embargo, los valores de los

parametros de validacion se aproximaron a los ideales. Ademas, en los diagramas de

Ramachandran, mas del 85% de los residuos modelados de cada proteina se

encontraron en las regiones favorecidas para cada estructura secundaria (Figura 14).
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Figura 14. Estructuras 3D de posibles proteinas diana de Ermp1 de S. pombe. (A-E) Representacion de
los modelos y diagramas de Ramachandran. Modelado por homologia en Phyre2 y validacion de los
modelos en PROCHECK-SAVES v6.0. Edicion de los modelos en UCSF Chimera 1.17.1.

En el caso particular de Amk2, el modelo 3D se obtuvo de AlphaFold (P78789).
Aunque existen estructuras cristalograficas de Amk2 de S. pombe depositadas en el
Protein Data Bank (PDBs ID: 200X, 200Y, 2QR1, 2QRC, 2QRD y 2QRE), cabe senalar

que no tienen el segmento escindible de interés. Esto se debe a que la secuencia esta

51


https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P78789

ubicada en una regién intrinsecamente desordenada (IDR), la cual exhibe una transicion
estructural que varia entre el orden y el desorden. Este tipo de regiones no pueden ser
resueltas mediante cristalografia [125,126]. Como resultado, el modelado por
homologia también se consider6 inadecuado para incluir IDRs. A pesar de que el
diagrama de Ramachandran del modelo de AlphaFold muestra el 81,1% de los residuos
en las regiones mas favorecidas, se puede atribuir que los residuos que se encuentran
fuera son IDRs. Como estas regiones se consideran dindmicas, carecen de una estructura
secundaria definida (Figura 15). Esto es consistente con la puntuacion pLDDT < 50
calculada en AlphaFold para esa region, que, de acuerdo con el programa,
corresponderia a una region no estructurada o IDR. Por lo tanto, es importante destacar
que AlphaFold se ha convertido en una valiosa herramienta bioinformadtica para la

prediccion y modelado de IDRs.

PROCHECK

Ramachandran Plot

3D viewer @

Model Confidence:
[l Very high (pLDDT > 90)

Psi (degrees)

Confident (90 > pLDDT > 70)
Low (70 > pLDDT > 50)
[ Very low (pLDDT < 50)
AlphaFold produces a per-residue confidence

score (pLDDT) between 0 and 100. Some

regions below 50 pLDDT may be unstructured

in isolation.

Phi (degrees)

Figura 15. Prediccion la estructura 3D de Amk2 de S. pombe. Modelo de AlphaFold y diagrama de
Ramachandran donde se muestra que el 81.1 % de los residuos se encuentran en las regiones mds
favorecidas.

8.6.Docking proteina-proteina del dominio M28 de Ermp1 y candidatos proteoliticos

Para determinar si se favorece la interaccion del dominio M28 DE Ermp1 con los

segmentos escindibles de posibles proteinas diana que se predicen en PROSPER, se
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realizd el docking proteina-proteina en los programas ClusPro 2.0 y BioLuminate. En la
Tabla 13 se muestran los resultados de las predicciones que se favorecieron en el

ranking TOP30 y el tamano de los clusters correspondientes.

Tabla 13. Prediccion de la interaccion del dominio M28 con las secuencias consenso de escision de
posibles proteinas diana de S. pombe. Comparacion de resultados del docking molecular en ClusPro y

BioLuminate.
Ligando Prediccion Docking Software Score de energia Tamaiio

SCHPO! Docking global PIPER del cluster

ClusPro -923.2 28
RAQSvYMISI

Amk2 « BioLuminate -951.3 57
ClusPro -645.5 31
YptS SYLAPMYYR BioLuminate -638.4 28
ClusPro -680.8 124
Pex12 FWRYLMI BioLuminate 6674 78
ClusPro -500.6 62
Oca8 GEEVLVDY L BioLuminate 5426 54
Fisl EALKLKN ¥ R ClusPro -607.1 92
BioLuminate -633.0 74
ClusPro -1137.7 35
Pmel TTYMAMRTE BioLuminate 1212.5 20

1 Schizosaccharomyces pombe.

VSitio de escisién.

Debido a que en ambos programas se obtuvieron modelos de interaccion
similares, los scores de energia global no fueron muy diferentes. Ademas, si bien los
programas de docking mostraron desplazamientos en los sitios de escisién que predijo
PROSPER de las proteinas diana (indicados por flechas rojas en la Tabla 13), cabe
sefnalar que se favorecio la interaccion del dominio M28 de Ermp1 con las secuencias de

consenso escindibles (Figuras 16 A-F).
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Figura 16. Docking molecular del dominio M28 de Ermp1 con posibles dianas proteicas en
BioLuminate (A-F). Los sitios de union para Zn*? se resaltan en naranja, el sitio catalitico en violeta y
el estabilizador catalitico en magenta. La prediccion de los sitios de fosforilacion se resalta en azul cian.

Los residuos hidrofobicos se resaltan en amarillo. Los segmentos escindibles de las dianas proteicas
estan representados en azul y los sitios de escision se resaltan en rosa. Solvatacion de los complejos en
WaterMap. Edicion en Maestro 13.0.

Las secuencias consenso escindibles fueron identificadas principalmente en las
asas de las proteinas, con la excepcién de Oca8 y Fis1, que se localizaron en proximidad

de las cadenas cortas de las a hélices (Figuras 17 A-F).
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A) Ermp1-Amk2 B) Ermp1-Ypt5 C) Ermp1-Pex12

D) Ermp1-Oca8 E) Ermp1-Fis1 F) Ermp1-Pmc1

Figura 17. Representacion del docking molecular del dominio M28 de Ermp1 con posibles dianas
proteicas en BioLuminate (A-F). El segmento escindible de las dianas proteicas se muestra en azul y los
residuos de escision se muestran en rosa. Edicion de los modelos en Maestro 13.0.

El andlisis en DimPlot mostré que en el docking molecular se favoreci6 la
interaccion de algunos residuos de la cavidad catalitica de Ermp1 con residuos de las
secuencias consenso de las proteinas mediante puentes de hidrégeno, principalmente

Leu, Met y Arg (Figura 18).
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Figura 18. Representacion de Interaccion 2D de DIMPLOT. Interacciones identificadas entre los
residuos de la cavidad catalitica del dominio M28 de Ermp]1 y los posibles residuos de escision de las
proteinas diana evaluadas (A-F). La linea discontinua horizontal representa la interfaz. La linea de

puntos verde representa la longitud del enlace de hidrégeno.

De acuerdo con las predicciones, es posible que el dominio M28 de Ermp1 pudiera
tener una preferencia de interaccion con segmentos de proteinas que incluyen estos
aminodcidos como la aminopeptidasa Apl de V. proteolyticus.

En el mecanismo de accion de las metaloproteasas se describe que es necesaria la
interaccion de una molécula de agua con el Zn*? del centro activo. Por lo tanto, también
se realizé una simulacion de hidratacion de los complejos de interaccién en WaterMap
(Figuras 16 A-F). De acuerdo con el mecanismo de hidratacién e intercambio entre el
agua y el Zn*?, la distancia de enlace entre el Zn* y el oxigeno del H20 deberia oscilar
entre 2,0y 2,1 Aenla primera esfera de coordinacion del metal, 3,6 Aenla segunda
esfera, y longitudes entre 2,7 y 3,0 A en los estados de transicién entre ambas esferas

[127].
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A) Ermp1-Amk2 B) Ermp1-Ypt5

D) Ermp1-Oca8
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Figura 19. Representacion de la solvatacion de los complejos de interaccion del dominio M28 de Ermp1
y dianas proteicas (A-F). Los sitios de union de Zn*? se muestran en naranja. El sitio catalitico se
muestra en violeta. El estabilizador catalitico se muestra en magenta. Los sitios de escision de las
posibles dianas proteicas se muestran en rosa. Solvatacion realizada en WaterMap. Edicion de los

modelos en Maestro 13.0.
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En las simulaciones de WaterMap, se observo que la hidratacion de los complejos
se favorecio principalmente en la cavidad catalitica del dominio M28 de Ermp1, por lo
que, las distancias entre el Zn* y el oxigeno del agua se midieron en cada uno de los
complejos. En la Figura 19 se muestran las variaciones en la longitud de los enlaces Zn-
O que oscilaron entre 2.46-3.51 A, de tal manera que las interacciones se encontrarian
entre la primera y segunda esfera de coordinacion del Zn*2. Estas predicciones coinciden
con otros estudios de quimica computacional, donde el intercambio de ligandos y los
mecanismos cataliticos se ven favorecidos en los estados de transicion de ambas esferas

de coordinacion del Zn*? [128,129].

8.7. Dinamica molecular

Para determinar si las predicciones de las interacciones proteina-proteina pueden
ser estables, se analizaron tres complejos de interaccion del dominio M28 de Ermp1 que
resultaron interesantes para observar su comportamiento a través de estudios de
dindmica molecular. Los complejos Ermp1-Amk2, Ermp1-Ypt5 y Ermp1-Pex12 fueron
seleccionados para la simulacion debido a que las interacciones entre la cavidad
catalitica del dominio M28 de Ermpl y las secuencias consenso de escision de las
proteinas resultaron mas favorecidas. La desviacién cuadratica media (RMSD) de cada
snapshot relativo a la estructura inicial minimizada en energia se calcul6 luego del
alineamiento basado en los Ca para cada trayectoria. Como se muestra en la Figura 20,
los valores de RMSD para todos los sistemas exhibieron fluctuaciones razonables, que
oscilaron entre 0,8 y 2,6 A a lo largo de la simulacién. Se observé que después de los 120
ns de simulacién la conformacién del complejo proteina-proteina no tuvo cambios

importantes.
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Figura 20. Simulacién de dindmica molecular. Variacion en la desviacion cuadrdtica media (RMSD) de
los complejos Ermp1-Pex12, Ermpl-Amk2 y Ermp1-Ypt5. Cada simulacion tuvo una duracion de 120
ns en Desmond Molecular Dynamics System para evaluar la estabilidad de las interacciones.

Por otro lado, los datos de la trayectoria de RMSF mostraron que las fluctuaciones
de la mayoria de los aminoacidos oscilaron entre 0,4 y 3,2 A (Figura 21). Se puede
observar que en los tres complejos simulados los residuos iniciales mostraron mas
variaciones con respecto al resto. Estos residuos corresponderian a los motivos
conformados por asas del dominio M28 de Ermpl, lo que le otorgaria una mayor
flexibilidad de movimiento. Los residuos ubicados en la region donde se encontraria el
centro activo mostraron una menor flexibilidad, a excepcion del analisis de fluctuaciéon
del complejo Ermp1-Ypt5. Por lo tanto, es posible que las fluctuaciones de los residuos

del centro activo sean criticas para favorecer o no la interaccion con otras proteinas.
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Figura 21. Anilisis de trayectorias RMSF de residuos de los complejos de interaccion del dominio M28
de Ermp1 de S. pombe. Fluctuaciones residuales a lo largo del tiempo de simulacion para Ermp1-Amk2,

Ermp1-Pex12 y Ermp1-Ypt5 (A-C respectivamente).
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Los resultados de las predicciones in silico reportadas hasta este apartado seran
publicados en la revista current issues in molecular biology de MDPI préximamente como

producto derivado del proyecto de tesis.
8.8. Docking molecular entre la cinasa Gsk3 y el dominio M28 de Ermp1

Dentro del grupo de proteinas con las que pudiera interactuar Ermp1 en S. pombe,
se incluye la serina-cinasa Gsk3, lo que motivo la evaluacion de su interaccion con el
dominio M28 de Ermpl. Dado que este dominio presenta dos posibles residuos de
serina susceptibles a la fosforilacion, los cuales se encuentran alrededor de la cavidad
catalitica, se considerd relevante explorar la interaccion entre ambas proteinas. En la
Figura 22-A se presentan los resultados de las predicciones de docking en ClusPro 2.0 y

BioLuminate 4.5.

A [ Sitios de unién a Z*2de Ermp1
[ Sitios de fosforilacion de Ermp1 (prediccion)
M Sitio activo de Gsk3
[ Sitio de union a ATP de Gsk3

Gsk3
Programa Score de Tamarno del
Docking energia PIPER cluster
ClusPro -878.40 34
BioLuminate -905.05 26

Figura 22. Docking molecular Gsk3-Ermp1. (A) Representacion 3D de la interaccion proteina-proteina
y Comparacion de resultados de docking en ClusPro y BioLuminate. (B) Interaccion del dominio cinasa
de Gsk3 y el dominio M28 de Ermp1. Los modelos se editaron en Maestro 13.0.

61



En ambos programas los complejos que se favorecieron fueron similares y
mostraron la posible interaccion entre el sitio activo de Gsk3 (Asp157) y una region
proxima a Ser279 del dominio M28 de Ermp1 (Figura 22-B).

También se observd que en la estructura del dominio M28, se favorecié la
interaccion de un asa (donde se encuentra Ser279) en las proximidades del sitio de union

a ATP de Gsk3.

8.9. Analisis del dominio transmembranal de Ermp1 y docking molecular

Para esclarecer la topologia del dominio transmembranal de Ermpl, se utiliz6 el
modelo de AlphaFold. Ermp1 presenta una topologia transmembranal compuesta por
8 hélices a, que se asemeja a la de un poro o canal, tal como se muestra en la Figura 23-

A (resaltado en rojo).

Posicion aa. Score

386 Gly 1.689

388 Glu 1.689

439 Pro 1.981

441 lle 1.981

< 456 Glu 2.404

458 Leu 2.404

527 Asn 2.530

7 530 Glu 2.530

; , i, 531 lle 1.645

Membrana RE. ba*zy 541 Thr 1.850

""""" ' e 542 Asp 1.50
Lumen RE 3 566 Po | 234
““ca*2 = 568 lle 2342

598 Gln 2.195

B Dominio M28 599 Asp 2.195

B Dominio transmembranal
B Region C-terminal

Figura 63. Estructura 3D de Ermp1 de S. pombe y prediccion de sitios de union a Ca+2. (A) Modelo de
Ermp1 generado en AlphaFold. (B) Representacion 2D de la prediccion de MIB server. (C) Prediccién
de sitios de unién a Ca*? del dominio transmembranal de Ermp]1.
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El dominio M28 se localiza en la region N-terminal de Ermpl1 (resaltado en verde
en la Figura 23-A), mientras que la region C-terminal citosodlica se destaca en azul cian.
Resultd interesante observar que la topologia de la region C-terminal de Ermpl se
caracteriza por motivos estructurales conformados por asas, lo que sugiere que estas
estructuras secundarias le podrian conferir flexibilidad.

Dado que el dominio transmembranal tiene una topologia de canal, es posible que
funcione como un canal idnico, especialmente considerando su ubicacion en el RE. Es
importante destacar que este organelo requiere de un flujo constante de iones,
principalmente de Ca*?, para el funcionamiento adecuado de chaperonas moleculares,
oxido reductasas y disulfuro isomerasas que participan en el plegamiento de proteinas.

El andlisis de la region transmembranal de Ermp1 en el servidor MIB resultd en la
prediccion de sitios potenciales de union a Ca*?, los cuales forman un patron de difusion
entre las a hélices transmembranales TM2, TM3, TM6, TM7 y TM8 (Figura 23 A-B). De
los aminodcidos que podrian interacttian con este ion, destacan los residuos de carga
negativa como Glu y Asp, asi como los residuos polares como Asn, Gln y Thr (Tabla de
la Figura 23-C).

En consecuencia, se investig6 la posible interaccion de Ermp1l con proteinas de
membrana del RE identificadas en la red de PPI que se propone. Los ensayos de docking
molecular se realizaron con las proteinas Seil, Yosl, C630.12 y Emp70 debido que se
localizan en RE, de acuerdo con Gene Ontology y la comparacién con sus respectivos
ortdlogos en humanos. Las estructuras tridimensionales de las proteinas fueron
obtenidas de AlphaFold, dado que era esencial modelar las regiones transmembranales
para el andlisis de interaccion. En este caso, no fue apropiado utilizar un modelo por
homologia debido a la escasez de plantillas disponibles para el modelado.

Los resultados del docking molecular fueron seleccionados considerando la

topologia de las proteinas para que fueran bioldgicamente posibles. En la Tabla 14 se
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puede observar nuevamente que en ambos programas el score de energia global es

similar. Sin embargo, se observaron variaciones en el ranking y el tamano de los clusters.

Tabla 14. Comparacién de los resultados del docking molecular en ClusPro y BioLuminate utilizando
modelos de AlphaFold de Ermp1 y dianas proteicas de membrana.

Proteina UniProt ID Programa Score de energia Ranking Tamafio del
SCHPO! PIPER TOP30 cluster

Seil 014119 ClusPro -1547.9 13 23
BioLuminate -1495.1 15 20
Yosl 013825 ClusPro -1265.6 13 42
BioLuminate -1269.91 5 43
Emp?70 Q9Y819 ClusPro -1608.2 9 26
BioLuminate -1159.2 23 17
C630.12 Q9UUHO ClusPro -1809.6 13 20
BioLuminate -1790.8 16 20

1 Schizosaccharomyces pombe.

Las predicciones de interaccion se observaron entre las o hélices
transmembranales de las proteinas, por lo que, simularia la formacién de complejos
transmembranales de Ermpl con cada una de las posibles dianas proteicas (Figura 24

A-D).

A) Ermp1-Sei1 B) Ermp1-Yos1 C) Ermp1-C630.12 D) Ermp1-Emp70

Lumen RE

Figura 24. Docking molecular de Ermp1 y dianas proteicas de membrana en BioLuminate 4.5. Los
modelos 3D se obtuvieron en AlphaFold Data Base y la edicién se realizé en Maestro 13.0.
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Por inferencia Seil parece ser una proteina de membrana asociada a la biogénesis
de gotas lipidicas en el RE, mientras que Yosl actia como un transportador vesicular
RE-Golgi. En cuanto a C630.12, se identifica como una fosfodiesterasa putativa de
manosa-etanolamina fosfato remodeladora de GPI (glicosilfosfatidilinositol) [130], cuya
funcién, de acuerdo con la inferencia por homologia con MPPEI humana, estaria
relacionada con la modificacion postraduccional de proteinas que requieren la adicion
del glucolipido GPI en el extremo carboxilo terminal para su anclaje a las membranas
[131]. Por ultimo, Emp70 parece ser una proteina de transporte endosomal RE-Golgi
[132]. En humanos, la proteina homdloga TM9SF4 se ha asociado con la regulacion del
estrés en el RE, contribuyendo al mantenimiento del Ca*? luminal, aunque atin no se
comprende completamente cémo podria modular la concentracion de este ion [102,133].

Tomando como referencia La comparacion funcional de Seil, Yosl, C630.12 y
Emp?70 con sus respectivos homologos humanos, es posible que la interaccion de Ermp1
con proteinas transmembranales del RE se relacione con procesos de transporte iénico

y el mantenimiento funcional de la membrana.
8.10. Induccion de estrés reticular en S. pombe

Para continuar con el andlisis funcional de Ermpl en S. pombe, fue importante
evaluar su expresion en condiciones de estrés de RE. Esto se consider6 crucial debido a
que se tiene el precedente de que la expresion de ERMP1 en humanos se altera en
procesos patologicos relacionados con el estrés reticular [2,3,134]. Por lo tanto, las
células de S. pombe fueron tratadas con Tapsigargina, Tunicamicina y DTT con el
proposito de seleccionar y estandarizar el mejor modelo de estrés de RE en la levadura.
Para esto, se consultaron diversas referencias bibliograficas para definir la
concentracion minima de induccién con cada uno de los agentes quimicos y tiempo

necesarios para la observacion del fenotipo celular.
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Los resultados de los diferentes tratamientos se muestran en las Figuras 25 A-B.
La induccion de estrés del RE en S. pombe con 10 uM de Tapsigargina no mostro efectos
en el crecimiento ni la viabilidad celular durante las 24 horas de tratamiento (Figuras 25

A-B).
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Figura 25. Induccion de estrés de RE en la cepa 972 h- de S. pombe crecidas en medio YNB. (A) Curva
de crecimiento de células tratadas con Tapsigargina (1g), Tunicamicina (Tm) y DTT durante 24 horas.
Modelo de Monod ajustado, n=5. (B) Grifica de viabilidad con azul de tripano de las mismas células.

Por otro lado, el tratamiento con 1ug/mL de Tunicamicina y 1 mM de DTT mostré
efectos adversos significativos en el crecimiento y la viabilidad celular después de 8
horas de incubacion (Figuras 25 A-B). Aunque el comportamiento de la curva de
crecimiento de la levadura fue similar en ambos tratamientos (Figura 25-A),
manteniéndose en aproximadamente 1 U.A. desde las 4 horas hasta las 24 horas de
incubacion, el impacto en la viabilidad fue mas severo con DTT.

En la Figura 25-B, se observa que tanto la Tunicamicina como el DTT
disminuyeron la viabilidad celular en un 20% a las 12 horas del tratamiento. No

obstante, a diferencia de la Tunicamicina, el tratamiento con DTT provoco una drastica
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reduccion del 80% de la viabilidad celular a las 24 horas, mientras que con Tunicamicina
se mantuvo en un rango del 20%.

La observacion microscdpica de las células control y las tratadas con Tapsigargina,
no reveld defectos morfoldgicos ni evidencia del compromiso de la viabilidad celular,
de acuerdo con la cuantificacion de nimero de células por mL de cultivo (Figura 26).
En contraste, las células tratadas con Tunicamicina y DTT mostraron aglomeraciones y
defectos morfoldgicos, como células grandes y redondeadas, asi como evidencia de la
muerte celular (células tefiidas en azul). Estas caracteristicas fueron mas evidentes y
frecuentes a las 24 horas del tratamiento (Figura 26).

De acuerdo con los resultados anteriores, el tratamiento con Tunicamicina
demostré una menor toxicidad celular que el DTT. Por lo tanto, si se necesita realizar
una evaluacion prolongada del estrés reticular sin comprometer significativamente la
viabilidad celular, Tunicamicina seria el mejor agente inhibidor para el estudio del

estrés de RE en S. pombe.
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Figura 26. Determinacion del niimero de células/mL viables de S. pombe. Tincion con azul de tripano
de células sin tratamiento y tratadas con Tapsigargina (Tg), Tunicamicina (Tm) y DTT durante 24

horas, n=5. Observacion de la morfologia celular a 40x en microscopio optico.
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8.11. Expresion de Ermp1 en condiciones de estrés de RE

Para demostrar que la expresion de Ermp1 es sensible al estrés en RE como ERMP1
humana se trataron células wilde type de S. pombe con 1 pg/mL de Tunicamicina,
considerando que es el mejor agente inductor de estrés en levaduras.

Durante la fase exponencial de crecimiento, entre las 4 y 12 horas de la cinética de
crecimiento, el tratamiento con Tunicamicina revelo resultados interesantes. Se observo
que la expresion de erm1 es sensible al estrés de RE, disminuyendo hasta en un 50%
durante las primeras 4 horas de induccion (Figura 27). Sin embargo, su expresion
aumento progresivamente en funcion del tiempo de incubacion con el agente quimico,
llegando a ser 1.5 veces mayor a las 12 horas en comparacion con el control sin

tratamiento, lo que es un cambio significativo.
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Figura 7. Nivel de expresion relativa de genes de interés en condiciones de estrés reticular de células de
S. pombe. Cuantificacion determinada por el método de la curva estandar. Tratamiento con Tm
1ug/mL. Prueba t student de dos variables (con y sin tratamiento). Los asteriscos muestran las

diferencias estadisticamente significativas (* p< 0.05; ** p< 0.01; ** p< 0.001, ns = no significativo).
Resultados de triplicados de 3 experimentos independientes.
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En el caso del gen amk2, se observd un patron de expresion diferente. Durante las
primeras 4 horas de induccion, su expresion se mantuvo sin cambios en comparacion
con el control. Sin embargo, a las 8 horas de induccion alcanzé su maximo nivel de
expresion, siendo aproximadamente dos veces mayor al control. Posteriormente, al
prolongar la incubacion hasta las 12 horas, se observd que el nivel de expresion
disminuyo, aunque no llego al nivel basal (Figura 27).

La expresion de gsk3 también se mantuvo estable durante las primeras 4 horas de

induccion. Pero, contrario a lo observado con el gen amk2, la expresion de gsk3 aumentd
de forma progresiva y significativa en funcion del tiempo, llegando a ser
aproximadamente dos veces mayor a las 12 horas en comparacién con el control sin
tratamiento (Figura 27).
Para determinar qué tan sensibles son los genes erml1, amk2 y gsk3 al estrés de RE,
también se cuantifico el nivel de expresion de los genes candnicos de la via UPR, los
cuales regulan la respuesta al estrés en RE. En la Figura 27 se puede observar que el
nivel de expresion de irel disminuy6 aproximadamente un 50% durante las 4 horas del
tratamiento con Tunicamicina, un compartimiento de expresion similar al del gen erm1.
Sin embargo, su nivel de expresion incremento significativamente a las 8 y 12 horas,
registrandose un aumento de 2.5 a 3.2 veces mayor en comparacion con el control,
respectivamente. Por otro lado, bipl experiment6 una disminucién en su expresion de
casi el 90% en las primeras 4 horas del tratamiento, recuperandose a las 8 horas, donde
alcanzd niveles de expresion similares al control (Figura 27). Aunque, fue hasta las 12
horas de induccion del estrés que la expresion de bipl aumento significativamente,
siendo 1.5 veces mayor en comparacion con el control sin tratamiento.

Estos resultados demuestran la alta sensibilidad de los genes de interés al estrés
prolongado en RE, sugiriendo una posible asociacion con mecanismos de supervivencia
celular. Esto se puede correlacionar con la disminucion progresiva de la viabilidad
celular en funcion del tiempo que se observo en las Figuras 25 y 26.
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9. DISCUSION

9.1. Comparacion de interdlogos: interaccion de Ermp1 con 45 proteinas en S. pombe

Ermpl es una proteina putativa de la levadura de fision S. pombe. Para elucidar su
funcion celular y su relacion con el estrés en RE, este estudio reporta las primeras
predicciones in silico de interacciones proteina-proteina de la metaloproteasa. Para
lograrlo, se emplearon herramientas bioinformaticas para predecir interacciones
proteina-proteina mediante comparacion de interélogos humano-levadura y docking
molecular.

BioGRID es una base de datos de acceso abierto que alberga interacciones de genes
y proteinas de multiples especies, incluidas levaduras, gusano, mosca y humano. Todo
el contenido se selecciona a partir de evidencia experimental reportada en publicaciones
cientificas, lo que lo convierte en el repositorio mas completo de su tipo [52].

Aproximadamente 1.93 millones de las interacciones reportadas pueden usarse
para construir redes de interaccion que faciliten la investigacion biomédica,
particularmente en el contexto de la salud y las enfermedades humanas [52]. La base de
datos BioGRID contiene actualmente un registro de un interactoma que consta de 19
229 interacciones entre 3 844 proteinas codificadas en el genoma de la levadura.
Ademas, se ha observado que al menos 1 355 proteinas del proteoma de S. pombe
corresponden a ortélogos humanos que estan relacionados con enfermedades como
diabetes, hipertension y cancer [17,21]. Por ejemplo, el estudio molecular en S. pombe ha
resultado invaluable para el andlisis funcional de genes relacionados con enfermedades
humanas, como RAD1, RAD9 y HUS1 [135,136]. Estos genes humanos desempefian un
papel crucial en la respuesta al dano del ADN, y su expresidon aberrante se ha
relacionado con varios tipos de cancer, incluidos los de prdstata, mama, intestino,

tiroides y gastrico.
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Por lo tanto, gracias a la comparacion de interologos, se propone que Ermpl
pudiera interactuar con 45 proteinas altamente conservadas en humanos y levaduras.
Dentro de este grupo de proteinas se incluyeron a Gsk3 y Amk2, debido a que
previamente en S. pombe se reportaron GI positivas con Ermp1 [105]. Las GI se clasifican
en negativas (de letalidad) o positivas (de supresion). En el caso de las IG negativas,
una doble mutante exhibe un fenotipo mas severo que el observado en mutantes
simples, lo que indica que los productos genéticos funcionan de manera redundante en
paralelo en una via de sefializacion. En los casos de GI positivas, el fenotipo de los
mutantes dobles es menos grave que el observado en los mutantes simples. Esto puede
sugerir que los productos genéticos podrian interactuar dentro de una misma via de
senalizacion [137-139].

La clasificacion de las 45 proteinas en GO sugieren que Ermp1 podria desempefiar
un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis de Ca?, aminoacidos y
proteinas en el RE, un organelo con alta actividad de sintesis y degradacion de
proteinas. En las células de mamiferos el RE es el organelo principal de almacenamiento
de Ca*, debido al alto potencial oxidante que tiene, el cual es necesario para la actividad
de numerosas enzimas responsables del plegamiento, el procesamiento
postraduccional y el trafico de proteinas [140]. De manera similar, en S. pombe, las
ATPasas dependientes de calcio como Pmrl y Pmcl son responsables de regular la
homeostasis del Ca* tanto en el RE como en la vacuola [141]. Ambos transportadores
fueron identificados en la red PPI de Ermpl en S. pombe, lo que sugiere una relacion
potencial entre Ermp1 y la homeostasis de Ca*2. De acuerdo con la clasificacion de los
procesos bioldgicos de las demds proteinas, es posible que la interaccion de Ermp1 con
proteinas metabolicas como Dapl, Oca8 y Seil esté relacionada con el mantenimiento
de la homeostasis de lipidos y proteinas de membranas de RE. Ademas, considerando
que Ermp1 es una proteina transmembranal, es probable su interaccidon con proteinas
involucradas en la insercion de proteinas en la membrana del RE y el trafico vesicular,
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como Oca3, Emcl y Emp70. Por otro lado, Ermp1 podria ser regulada tanto a nivel de
ARNm como de proteina mediante la interaccién con proteinas responsables de la
regulacion transcripcional, ubiquitinacion y palmitoilacion como Atfl, Ubi2 y Erf2
respectivamente. Las proteinas que fueron clasificadas en proporcion reducida en otros
procesos bioldgicos, como la reparacion del ADN, la divisién nuclear y la fision
mitocondrial, podrian interactuar con Ermpl en el RE antes de ser dirigidas a sus

respectivos compartimentos celulares.

9.2. Interaccion del dominio M28 de Ermp1 con posibles proteinas diana

Las Fxna peptidasas se clasifican como miembros de la familia de metaloproteasas
M28 debido a su conservacion del motivo His-Xaa-Asp y Glu-Glu [112,142]. Esta familia
incluye miembros representativos como la aminopeptidasa Y de S. cerevisiae, la
aminopeptidasa S de Streptomyces griseus, la aminopeptidasa IAP de E. coli y la
aminopeptidasa Ap1 de Vibrio proteolyticus. Este tipo de metaloproteasas se caracterizan
por la presencia de dos iones Zn* en su centro activo. Estos iones se encuentran
coordinados tetraédricamente con tres aminoacidos (His, Asp y Glu) y una molécula de
agua. Ademads, un aspartato o glutamato puede estar coordinado con ambos iones
metalicos [113,142].

El andlisis de secuencia y estructural del dominio M28 de Ermp1 fue interesante
porque ademas de identificar los residuos que conforman su cavidad catalitica, se
predijeron dos sitios de serina que podrian ser potencialmente fosforilados en las
proximidades del centro activo. En la red de PPI se incluye la proteina Gsk3, una cinasa
de serina/treonina. En todas las células eucariotas GSK3 se expresa de forma ubicua, y
tiene la capacidad de fosforilar numerosos sustratos, aunque sélo una fraccion pequefia
de ellos ha podido ser validada en algunos sistemas celulares [143,144]. La fosforilacion

de los sustratos de Gsk3 generalmente conduce a su inactivacion o degradacion, con el
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fin de mantener el equilibrio energético y metabdlico de las células [145,146]. En
humanos, la fosforilacién de algunos sustratos de GSK3 se ha relacionado con el control
de la proliferaciéon o supervivencia celular. Las proteinas fosforiladas pueden ser
reconocidas por ligasas de ubiquitina E3 especificas para su degradacion por el
proteosoma [147]. Por lo tanto, se plantea la hipotesis de que Ermp1 podria depender
de la fosforilacion de cinasas como Gsk3 para su degradacion en respuesta a diferentes
sefiales ambientales. Es importante destacar que estos mecanismos también son
influenciados por la via UPR, cuya activacidon varia dependiendo del grado de estrés en
el RE [140]. Aunque el docking molecular entre Gsk3 y Ermp1 sugiere que el Asp157 de
Gsk3 interacttia en la proximidad de la Ser279 de Ermpl, se requieren de ensayos
experimentales para confirmar esta prediccion.

Dado que Ermp1 conserva el dominio M28 en su region N-terminal citosolica, se
evaluo la interaccién metaloenzima-sustrato de 6 candidatos proteoliticos de la red de
PPI. Sin embargo, debido a la escasez de referencias bibliograficas especificas sobre el
docking proteina-proteina entre metaloenzimas de Zn* y proteinas diana, llevamos a
cabo una validacion preliminar de herramientas computacionales como PROSPER,
ClusPro y BioLuminate [119]. De acuerdo con los resultados de propension proteolitica
y docking molecular, se sugiere que Ermp1 podria interactuar con secuencias consenso
ubicadas preferentemente en las asas de las proteinas Amk?2, Ypt5, Pex12 y Pmc1 con la
excepcion de Oca8 y Fisl que se localizaron en las cadenas cortas de las o hélices.
Aunque la protedlisis en las a hélices no es comun, la interacciéon enzima-sustrato atin
puede ocurrir porque estas estructuras secundarias en solucion generalmente se
encuentran en un equilibrio dindmico que flucttia entre la o hélice y las asas [148,149].

Algunas metaloproteasas de la familia M28 como la aminopeptidasa Y de S.
cerevisiage y la aminopeptidasa Apl de V. proteolyticus escinden preferentemente el N-
amino de residuos Leu, sin embargo, también son capaces de hidrolizar el N-amino de
Lys, Arg, Met, Val e Ile [111,150]. Por lo tanto, la interaccién del dominio M28 de Ermp1
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en la proximidad del N-amino de residuos de Leu y Met ubicados dentro de las
secuencias consenso analizadas, sugiere la posibilidad de que Ermpl pueda actuar
como una aminopeptidasa.

El docking molecular del dominio M28 de Ermp1 con Amk2 fue interesante, debido
a que la secuencia consenso de escision proteolitica se encontré en una IDR. En las
ultimas dos décadas se ha demostrado la existencia y abundancia de proteinas con IDRs
similares a Amk?2 [125]. El descubrimiento de estas proteinas desafio el concepto clasico
de que una estructura bien definida era esencial para que una proteina desempefiara su
funciéon. Actualmente se sabe que las IDRs son funcionales, ya que se consideran
estructuras dindmicas que suelen estar en los puntos de conexion de interacciéon con
otras proteinas, principalmente en las vias de senalizacion celular [126].

Los resultados de la dindmica molecular de los complejos Ermpl-Amk2, Ermpl1-
Ypt5 y Ermpl-Pex12 mostraron que las interacciones proteina-proteina pueden
mantenerse estables después de 120 ns de simulacién. Sin embargo, para determinar la
afinidad de union de estos complejos, se requeriria del conocimiento de los pardmetros
cinéticos y enzimaticos de la metaloproteasa, asi como de la caracterizacion estructural
del dominio M28. No obstante, esta informacién podria ser util para futuros estudios
experimentales orientados a la identificacion de posibles sustratos peptidicos.

Cabe mencionar que las aminopeptidasas estan presentes en organelos
intracelulares, citoplasma y membranas celulares [151]. Su papel es crucial en la
degradacion de proteinas, ya que escinden péptidos generados por el proteosoma o
hidrolizan aminodcidos libres para el reciclaje y sintesis de nuevas proteinas [152].
Ademas, se sabe que el proteosoma libera péptidos que constan de 6 a 24 aminoacidos,
los cuales pueden ser rapidamente degradados por peptidasas citosdlicas [151,152].

Durante muchos afios, las aminopeptidasas han sido ampliamente estudiadas
debido a su relacidn con diversos procesos celulares y sus implicaciones en el desarrollo
de diferentes patologias, como procesos inflamatorios, diabetes y cancer [153]. De
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acuerdo con algunas publicaciones, la sobreexpresion de aminopeptidasas en células
con cancer facilita el suministro exdgeno de aminoacidos, necesario para su
supervivencia y proliferacion [151,154]. En otros estudios se ha enfatizado el papel del
microambiente tumoral en la regulacion de la expresion de aminopeptidasas, lo que, a
su vez, se relacionaria con el incremento en la demanda de sintesis de proteinas

[152,155,156].

9.3. Interaccion del dominio transmembranal de Ermp1 con posibles proteinas diana

Ademas del dominio M28, Ermpl tiene dos regiones importantes: un dominio
transmembranal de 9 a hélices y una region C-terminal citosdlica de aproximadamente
226 aa. La topologia del C- terminal muestra un conjunto de motivos estructurales
conformados por asas, lo que sugiere que podria conferirle flexibilidad. Esta flexibilidad
podria permitirle adquirir diferentes conformaciones tridimensionales, lo que facilitaria
la interaccidn con otras proteinas, como factores de transcripcion y reguladores de
transduccion de senales [126].

El andlisis de la conformacion estructural del dominio transmembranal de Ermpl
y los resultados de interaccion con proteinas del RE, plantea la hipdtesis de que podria
actuar como un canal iénico. Se identificaron aminodacidos con carga negativa (Glu y
Asp) y polares (Asn, GIn y Thr) en las a hélices transmembranales con cierto potencial
de unién a Ca®, formando un patrén de difusion que podria conectar el citosol con el
lumen del RE. Estos aminodcidos han sido descritos en la bibliografia como aquellos
con mayor afinidad hacia el Ca* [157]. También se realizd el andlisis con otros iones
como Zn*? y H*, donde se observaron interacciones con los mismos aminoacidos de las
a hélices transmembranales.

Aunque aun no se comprende completamente el mecanismo exacto, existe

evidencia de que no solo los transportadores SERCA son responsables del transporte
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de Ca®, ya que se han identificado otras proteinas de la membrana del RE que
responden a cambios en la concentracion de este ion y actiian como canales pasivos
[158]. Las fluctuaciones dindmicas en la concentracion de Ca* regulan procesos
esenciales para las células, como proliferacion, secrecion, migracién, metabolismo,
expresion genética e incluso la apoptosis [159]. De modo que, el Ca*? se considera un
mensajero universal y, por ende, sus concentraciones intracelulares deben ser reguladas
[160]. Las concentraciones de Ca* citosdlico pueden regularse mediante tres
mecanismos: la entrada de Ca*? externo a través de canales idnicos o intercambiadores
de la membrana plasmatica; la liberacion de Ca*? desde el interior de organelos como
mitocondrias, sistema endolisosomal, Golgi, envoltura nuclear y especialmente el RE, a
través de canales de liberacion de Ca*?; o una combinaciéon de ambos mecanismos
mediante rutas de sefializacion positiva y negativa [161]. Por lo tanto, seria importante
investigar a Ermpl como un posible canal ionico en futuros estudios de caracterizacion
estructural.

De acuerdo con las predicciones de docking molecular con Seil, Yos1, C630.12 y
Emp70 que residen en la membrana del RE, es posible que su interaccion se relacione
con el transporte de Ca*2. Aunque la funcion celular de estas cuatro proteinas no ha sido
caracterizada en S. pombe, se infiere que podrian actuar de manera similar a sus
homologas en humanos. En el caso de Seil, la proteina homdloga BSCL2 humana
interactiia con transportadores SERCA para regular la concentracién de Ca*? en el RE
[162]. En condiciones de estrés reticular, BSCL2 resulta afectada debido a defectos en el
plegamiento de su region luminal, lo que lleva a su aglomeracion y la activacion de la
via UPR [163,164]. Por otro lado, se ha reportado en la bibliografia que la proteina
homologa humana de Yos1 (IER3IP1) tiene un dominio de union a ARNm en su regiéon
citosdlica [103]. Durante el estrés en RE, se ha observado que IER3IP1 aumenta la
actividad de la via UPR a través de IRE1at y XBP1. Estas proteinas, a su vez, incrementan
la expresion de genes asociados con las vias secretoras y promueven la expansion de la
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membrana reticular, lo que ayuda a mitigar el estrés causado por la acumulacién de
proteinas [103]. Por lo tanto, se cree que existe una relacion entre la captacion de ARNm
por parte de IER3IP1 y la sintesis de proteinas.

C630.12 es una proteina homodloga de MPPEI humana necesaria para el transporte
de proteinas de anclaje GPI desde el RE hacia el aparato de Golgi [130,131]. Ambas
proteinas conservan un dominio fosfoesterasa similar a la Calcineurina, por lo que,
estarian relacionadas con la regulacion intracelular del Ca*. Ademas, la proteina
homdloga humana de Emp70 (TM9SF4) también se ha relacionado con el
mantenimiento de Ca*? luminal [102,133].

De acuerdo con todas las predicciones in silico obtenidas hasta ahora, Ermpl
podria considerarse una proteina versatil, ya que no solo actuaria como enzima
proteolitica, sino que también se relacionaria con el mantenimiento de la homeostasis
del RE. Es importante destacar que estos procesos suelen ser los primeros en ser

modificados en situaciones que afectan la integridad del RE.

9.4. Cambios en la expresion de Ermp1 durante el estrés reticular en S. pombe

Como se ha mencionado anteriormente, S. pombe es un organismo modelo bien
establecido para comprender los procesos celulares basicos debido a la facilidad con la
que su genoma puede ser manipulado. Las mutaciones en su genoma han hecho que
sea particularmente sencillo estudiar las consecuencias biologicas de la expresion
aberrante de los genes [15]. Para analizar el patrén de expresion de Ermp1 en células
silvestres de S. pombe en condiciones de estrés reticular, fue necesario estandarizar el
modelo experimental, por lo que se evaluaron tres inductores quimicos: Tapsigargina,
Tunicamicina y DTT.

El tratamiento con Tapsigargina fue descartado debido a que no gener6 ningun

efecto observable en las levaduras. Aunque es un agente quimico comunmente
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utilizado para inhibir el transporte de Ca* en el RE de las células eucariotas [165], la
ausencia del efecto se deberia a la actividad compensatoria de las ATPasas vacuolares
dependientes de Ca™ en la levadura. Por lo tanto, su uso solo se limita a células
eucariotas que tienen al RE como principal reservorio de este ion. Se demostré que una
concentracion de 1 pg/mL de Tunicamicina fue ideal para monitorear el estrés
prolongado en cinéticas de crecimiento de la levadura, sin comprometer drasticamente
la viabilidad celular, contrario a lo que se observd en el tratamiento con DTT. Estos
resultados pueden atribuirse a que la alteracion de la N-glicosilacion con Tunicamicina
resulta en un efecto menos téxico [166] que la inhibiciéon de los puentes disulfuro
causada por el DTT [40].

La exposicion al tratamiento con Tunicamicina en células silvestres de S. pombe
durante la fase exponencial de la cinética de crecimiento puso en evidencia la
sensibilidad al estrés de RE del gen erml. Fue interesante observar que el nivel de
expresion de erml fluctia en funcion del tiempo. Durante las primeras 8 horas de
induccién, se observd una disminucion aproximada del 50% en su expresion. Sin
embargo, a las 12 horas, al final de la fase exponencial de la cinética de crecimiento, se
registr6 un aumento significativo, alcanzando hasta 1.5 veces mas la expresion que el
control sin tratamiento.

En S. pombe, Irel mantiene la homeostasis del RE a través de dos mecanismos
postranscripcionales: inicia la degradacion selectiva de ARNm (RIDD) y procesa la
estabilizacién del ARNm de Bip1 [23]. RIDD tiene como objetivo de degradacién los
ARNmMm de proteinas glicosiladas, de membrana y catabolicas que residen en el RE, esto
con el fin de disminuir la carga de trabajo de la maquinaria encargada del plegamiento
de proteinas [25]. Sin embargo, esta reduccion no tiene un impacto significativo en la
disminucion total de proteinas. Se ha observado que en S. pombe, incluso en condiciones
de estrés severo, la disminucion total de proteinas es solo del 15% [23]. De acuerdo con
nuestros resultados, es posible que el ARNm de Ermp1 sea un blanco de RIDD en una
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fase temprana del estrés. No obstante, parece que la prolongacion del estrés induciria
el incremento de la expresion de Ermpl, independientemente de la actividad de Irel.
Cabe resaltar, que el incremento de la tasa de transcripcion no siempre se correlaciona
directamente con el incremento de sintesis de proteinas, ya que esto dependera de las
necesidades de las células. Por lo tanto, se plantea la hipdtesis de que el aumento en la
expresion de Ermp1 durante el estrés prolongado esté relacionado con mecanismos de
supervivencia celular, ya que se puede correlacionar con la disminucion de la viabilidad
celular al final de la fase exponencial de la cinética de crecimiento de las levaduras.

En condiciones de estrés en RE, se ha observado una relacion de ERMP1 con la
actividad de PERK/Nrf2 en humanos, una via de sefializacién que regula la via UPR y
el estrés oxidativo causado por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
[2,167]. En S. pombe, Zipl es un ortdlogo de Met4 de S. cerevisiae, y ambos factores de
transcripcidn estan funcionalmente relacionados con Nrf2 en mamiferos [168], de modo
que seria interesante investigar si Zipl pudiera regular la expresion del gen erml en
condiciones de estrés reticular.

Para los genes amk2 y gsk3, el patrén de expresion fue diferente. Durante las
primeras 4 horas de induccién, su expresion se mantuvo sin cambios significativos. Sin
embargo, se observd un incremento progresivo del nivel de expresion de ambos genes
en funcion del tiempo de induccidn de estrés reticular, a excepciéon de amk2, donde su
pico mas alto de expresion fue a las 8 horas.

Amk2 y Gsk3 son proteinas de sefializacion que se encargan de regular la
actividad metabolica y transcripcional de las células mediante procesos dependientes
de TOR y estrés ambiental [105,169-172]. Amk2 es una proteina ortéloga de PRKAB1
humana y sirve como subunidad del complejo heterotrimérico AMPK, que acttia como
andamio para el ensamblaje de las subunidades PRKAA1 y PRKAGI. El complejo
AMPK desempena un papel importante como supresor fisioldgico de la via UPR [173],
debido a que la activaciéon de AMPK inhibe los procesos celulares que consumen ATP,
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como la sintesis de proteinas y el crecimiento celular [174]. Por otro lado, se ha
demostrado que GSK3B en humanos se activa en condiciones de estrés de RE y se ha
relacionado con la induccion de la autofagia, lo que permite que las células recuperen
la homeostasis [175]. No obstante, la actividad de GSK3B también se ha correlacionado
con CHOP y la viabilidad celular en la tiltima etapa del estrés prolongado del RE, siendo
una sefal critica para la activacion de la apoptosis [175,176]. De acuerdo con nuestros
resultados, el aumento en la expresion de los genes amk2 y gsk3 durante la fase temprana
del estrés reticular en S. pombe, se relacionaria con los mecanismos de adaptacion y
rescate de la homeostasis celular, sin embargo, el estrés prolongado induciria el
aumento significativo de la expresion de gsk3, lo que podria estar asociado con la muerte
celular observada en los ensayos de viabilidad celular.

Se ha reportado que ERMP1 facilita la expresion de AKT tanto a nivel de ARNm
como de proteina, y que su vez promueve la actividad de la via PI3K/AKT/mTOR en
células con cancer de colon y hepatico, aumentando la proliferacion y la supervivencia
celular. Debido a que el complejo AMPK y GSK3B se encargan de la modulacion de
AKT, un regulador clave en la modulacién del crecimiento celular, proliferacion, ciclo
celular y apoptosis, seria interesante estudiar estos mecanismos en la levadura de fision.

Elucidar la correlacién entre Ermp1, Amk2 y Gsk3 en vias de sefalizaciéon como
TOR y UPR, ayudaria en la identificacion de mas procesos de regulacion celular que
aun no han sido descritas, los cuales se conservarian tanto en levaduras como en
mamiferos.

Finalmente, la evidencia de la sensibilidad al estrés de RE de los genes erm1, amk2
y gsk3 se pudo comparar con el patron de expresion de los activadores de la via UPR,
irel y bipl. Resulto interesante observar que la expresion de irel y bipl disminuyera
drasticamente durante las primeras 4 horas de induccion de estrés reticular, ya que se
esperaria que incrementara significativa, debido a que son los principales sensores del
estrés en RE. En S. pombe esta reportado que el ARNm de bipl experimenta una baja
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regulacion en la etapa inicial del estrés de RE. Esto se asocid con el rapido
procesamiento de los ARNm de bip1 a especies de ARN de transferencia (ARNt)m un
mecanismo dependiente de Irel para su estabilizacion [25]. Eventualmente, si el estrés
persiste, la expresion de bipl incrementa considerablemente. A diferencia de otras
especies, en S. pombe, Bipl es la tinica en tener un sitio de glicosilacion, por lo que, el
incremento de su expresion durante el estrés reticular compensa la pérdida de la
proteina glicosilada [25] . Esta informacion coincide con lo observado en este estudio,
donde hasta las 12 horas de induccion del estrés, la expresion de bipl incremento
significativamente. Aunque no existen reportes de que la expresion de irel experimenta
una baja regulacion al inicio del estrés, es posible que se relacione con su actividad de
endoribonucleasa para el mantenimiento de la homeostasis. Si el estrés se prolonga, es
probable que la expresion de irel se incremente considerablemente debido a que se
veria rebasada su actividad de degradacion de ARN mensajeros, tal y como se observo

en nuestro analisis de expresion con Tunicamicina.
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10. CONCLUSIONES

Este estudio proporciona una vision integral sobre el papel potencial de la
metaloproteasa putativa Ermp1 en la levadura de fision S. pombe. A través de enfoques
bioinformaticos y experimentales, se propone que Ermp1 pudiera estar involucrada en
procesos relacionados con la homeostasis del RE, como la degradacion de aminoacidos
y proteinas, y la respuesta al estrés en el RE.

Las predicciones in silico de interacciones proteina-proteina sugieren que el
dominio M28 de Ermpl podria interactuar con posibles proteinas dianas cuyos
segmentos escindibles se localicen en los motivos estructurales conformados por las
asas. Ademas, el andlisis de la region transmembranal de Ermp1 sugiere que podria
actuar como un canal debido a su topologia y la posible interaccion con proteinas de la
membrana del RE que se relacionan con el mantenimiento del flujo de Ca® y la
organizacion de la membrana en el organelo.

El analisis de la expresion génica en condiciones de estrés reticular con
Tunicamicina en células wilde type de S. pombe reveld patrones dindmicos en la expresion
del gen erm1. La disminucion significativa de la expresion de erm1 en una fase temprana
del estrés, se relacionaria con la actividad de Irel, un regulador de la via UPR. Sin
embargo, el incremento es su expresion en una fase prolongada de estrés podria
asociarse con mecanismos de supervivencia celular.

La expresion de los genes amk2 y gsk3 incrementd en funcion del tiempo de
induccién de estrés. Debido a que sus productos génicos se relacionan con la regulacion
del metabolismo y la respuesta al estrés ambiental a través de TOR, era de esperar que
su expresion aumentara cuando se compromete la viabilidad celular en una fase
prolongada del estrés.

Estos hallazgos no solo proporcionan una mejor comprension de la funcién de

Ermp1 en S. pombe, sino que también abren nuevas vias de investigacion para explorar
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sus implicaciones en la regulacion celular y la respuesta al estrés. Futuros estudios

podrian dirigirse a validar experimentalmente las predicciones in silico de interacciones

proteina-proteina, asi como a profundizar en los mecanismos moleculares de los

patrones de expresion génica observados.

11. PERSPECTIVAS

R/
A X4

Comprobar las interacciones proteina-proteina de Ermp1 que se predicen en este
trabajo mediante co-inmunoprecipitacion o ensayo de doble hibrido en levadura.
Expresion y purificacion del dominio M28 de Ermp1 de S pombe.
Caracterizacion estructural del dominio M28 de Ermpl mediante cristalografia
de rayos X, resonancia magnética nuclear o crio-microscopia electronica.
Realizar ensayos enzimaticos del dominio M28 de Ermpl en presencia de
péptidos, tomando como referencia las secuencias consenso de escision que se
predicen en este trabajo.

Evaluar del impacto de Ermpl en la fisiologia de la levadura mediante la
delecion del gen y en condiciones de estrés reticular.

Explorar la relevancia de Ermp1 en lineas celulares humanas mediante estudios
de expresién génica a nivel transcriptomico con técnicas de RNA-seq en

condiciones de estrés reticular.
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13. ANEXOS (PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES)

Medio rico YE

% 5 g/L Extracto de levadura
% 2 % Glucosa

(Si se requiere medio sdlido, agregar 2 % de agar bacteriologico). Esterilizar en autoclave

a 15 psi durante 15 minutos).
Medio minimo YNB

% 6.7 g/L YNB DIFCO sin aminoacidos
% 1 g/L Acetato de sodio

L)

o

0.9 g/L Cloruro de potasio
2 % Glucosa

% Suplementos (vitaminas 1X y aminoacidos 1X)

X3

*

0

(Si se requiere medio solido, agregar 2 % de agar bacterioldgico). Esterilizar en autoclave

a 15 psi durante 15 minutos).
Vitaminas 1000X

% 0.1 % Acido pantoténico
% 1% Acido nicotico

1 % Inositol

< 0.01 % Biotina

La solucion es fotosensible por lo que se recomienda preparar en frasco &mbar. Esterilizar

por filtracién.
Aminoacidos 50X
Preparar 11.25 mg/mL de cada componente:

+ Adenina

+»+ Histidina

+» Leucina

+» Uracilo

+ Lisina
Esterilizar por filtracion.
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Buffer de Zimoliasa

% 50 mM a pH 5.6 Acido citrico
% 450 mM a pH 5.6 Na2HPO

% 40 mM a pH 8 EDTA

1.2 M Sorbitol

o
S

*

Esterilizar en autoclave a 15 psi /15 min y almacenar a 4 °C.
Tapsigargina (SIGMA-ALDRICH)
Preparar stock 10 mM

% 1mg de Tapsigargina
+» Disolver en 153 pl de DMSO estéril

Mezclar y almacenar a -20°C.
Tunicamicina (SIGMA-ALDRICH)
Preparar stock 1 mg/mL

% 1 mg de Tunicamicina
«» Disolver en 1 mL de DMSOQO ésteril

Mezclar y almacenar a -20°C.
DTT (SIGMA-ALDRICH)
Preparar stock 1 M

% 0.1545g de DTT

% Disolver en 1 mL de Agua estéril
Mezclar y almacenar a -20°C.
AGUA DEPC 0.1%
Preparar 100 mL

% 0.1 % DEPC
% 100 mL Agua tridestilada

Esterilizar 3 veces en autoclave a 15 psi /15 min y almacenar a temperatura ambiente.
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The prediction of the proteolytic susceptibility of the metalloenzpme-target protein complexes has been a
little-explored field of protein-protein interactions [PP]. Thus, the davelopment and spplication of
beoirformatics tools focused on protecktic propersity and molecular docking are neaded This study
correlated the predictive sbility of PROSPER snd prot=in-protein docang tooks for the id=ntificetion of
deavage sites of fnown zinc-metalloprotesss substmtes. Human intersction complexes MMPS-Fibronectin
1 ared MMPL2-Factor Xl were =veluated snd the comparstive docking srabysis was performed usine
ClusPro, Bioluminate, and PatchDock programs. According to the results, the ssquences with the highest
probability of protealytic propensity proposed by PROSPER coincided with up to 50% of the true positives of
the TOPLD solution obtsired in ClusPro and Biol umimate. Howewer, in PatchDock favorable results were not
obtained. Finally, the sohestion of MMPE-Fibrorectin in the WaterMap tool showed the interaction of Zn*
with water molecules in the active site of the enzpme. The results were compamble with the wsual
protechtic mechanism of zinc metalloprotesses. In conclusion, this is a novel study that proposed powssriful
toals for the in silico prediction of the interaction of metalloenzymes snd target proteins, becsuse of their
high predictive power. In addition, with the support of protein-protein interaction networks, the dscovery
of new targets could be facilitated.
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n the last 20 years, the number of scientific publications focused en the identification of
protein-protein interaction networks [PPIs) has increased, but an area of limited exploration has
been the protechytic interaction of metalloenzymes with target proteins (Andreini et al., 2009;
acobucc et al,, 2021; Lopez-Otin & Bond, 2008).

The prediction of protechytic susceptibility has been a difficult process becawse it i a
meachanism that does not depend enly on the aming acid sequence to search for potential
cleavage sites (Verspurten et al., 2008}, but rather on the structural order of the preteins, the
protease and substrate co-expression in wive, and the physiological conditions must be
considered (Kazanov etal., 2011; verspurten etal, 2009).

Knowledge of the spacific sites of hydrolysis by proteases i not only eszential for understanding
the dynamic interection between enzymes and their substrates, but it is alse a prerequisite for
the design of sensitivity and specific activity of inhibitors (Edkhard et al.. 2016; Kasperkiewicz et
al., 2012; Ozols et al., 2021).
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meztalivenzyme-protein intemctions spplied to MMFPE-Fibronectin £ and MMFLZ-Factor 2L Ui in Sifte, 2(1), 25-33.
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¥-ray crystzllography has been @ major technigue used to identify
and characterize protein-metal interactions for linking structural
stability andfor functional activity in a3 wide range of
metallognzymes (Abe etal., 2018; Aron et al., 2022); however, there
iz still a large number of metalloenzymes whose biclogical
substrates are unknown. Currently, there are bioinformatic tools
specialized in the prediction of proteolytic cleavage sites from the
amino acid sequence (Li et al., 2019; Ozols et al., 2021).

For instance, the PROSPER web server is a tool that predics protein
cleavage sites with good specificity for & limited number of
proteases (Hidayat et al. 2022; ojha et al, 2022; Zolfaghari
Emameh et al, 2022} showing comparable results with the
experimental determination (0jha et al., 2022; Schn et al., 2022).

There & an important group of metalloenzymes extensively studied
such as matrix metalloproteinase (MMP), which are endopeptidases
dependent on calcium and zinc (Bassiouni et al, 2021: Cieplak &
Swrongin, 2017).

Metalloproteinases conserve @ HExGHxxGxxH motdf in the catahytic
damain, in which three histidines form coordination bonds with the
Zn** [Tallant et al., 2010). The proteclytic mechanism reguires a
glutamate that acts a5 @ base to extract 3 proton from @ water
maolecule previously attached to Zn*, converting it into an OH-
radical, that direcdy hydrohzes the amide bond of the target
protein (suld, 2013).

In this work, we correlated the predictive ability of PROSPER and
protein-protein docking tools for the identdfication of the deavage
sites of known zinc metalloprotease substrates. For analysis, the
human metzlloproteinases MMPE and MMP12 were s2lected, with
evidence that these enzymes cleawe human Fibronectin 1 and
Coagulation Factor XIl, respectively (Eckhard et al. 2016: Hiller et
al., 2000). whose 3D structures are available in the Protein Data
Bank [PD8). A comparative analysis of the proteinprotein coupling
for the prediction of enzyme complexes was carried out using the
protein-protein  docking programs  ClusPro,  Bioluminate, and
PatchDock according to the TOPL0D solutions, the receptor-ligand
conformation, and the influence of Zn*.

2. Materials and methods
2.1. Prediction of proteolytic sites by metalloproteinases

The prediction of the cleavable sites of human Fibronectin 1
[UniProt ID: PO2751) and human Coagulation Factor X1 (UniProt 1D:
POO748) was performed in PROSPER [Protease Specificity Prediction
Server: |hitps://prosper.erc.monash_edu.au). The server determines
the protein cleavage sites from the amino acid seguence and uses
machine learning which predicts the secondary structure and
proteolytc accessibility (Song et al., 2012). In addition, PROSPER
uses the specific infermation on four groups of proteasaes (aspartic,
cysteine, metallo- and serine-proteaszes) derived from the MEROPS
database. In this study, the prediction results for the group of
metalloproteases with szcores higher than 0.9 were selected
according to the experimental repors.

2.2, Selection of metalioproteinase structures and substrates

The crystal structures from MMPE [PDB ID: 2072) [Dragoni et al,
2009) and MMP12 [PDB ID: 3EHX) [Bertini et al, 2006) were
selected in the Protein Data Bank [hitps:/fwww.resboorgl). Both
structures have 3 resclution of 1.5 and 1.0 A respectively, and it was
ensured that the catalytic pocket of the metzlloenzymes were co-

crystallized with Zn*%. In addition, it was wverified that the 3D
structures of Fibronedtin 1 (PDE 1D: 2HA1) (vakonakis et al., 2007)
and Factor Xl (PDE ID: 6GTS) [Pathzk et al, 2018) included the
cleavable amino acid sequence that would be targeted in molecular
docking-

2_3. Preparation and minimization of receptors ond figands

The Protein Preparation Wizard (PrepWizard) tool in Maestro 130
from Schrodinger was used to process the PDB structures [Bhachoo
& Beuming. 2017). The missing hydrogens were assigned and the
confermations of the rotamers of the polar residues were verified.
Moreover, the protonation states of the histidine. aspartate, and
glutamate residues were optimized. Energy minimization was
performed at pH 7.4, which commesponds to the physiological pH of
the enzymatic activity of metzlloproteinases [Bertini et al., 2008;
Dragoni et al. 2009) according to the previously established
protocol  (Carrasco-Carballe et al, 2022). UCSF chimerm 1.15
\Pettersen et al, 2004) and Maestro 13.0 [Schrodinger Release,
2023-2a) were used for model editing and visualization.

2.4 Protein-protein docking in ClusPro 2.0

ClusPro 2.0 [https:/fclusprobuedu/home.php) performs rigd
moleoular docking using the PIPER computer program, which i
bazad on the Fast Fourier Transform (FFT] comrelstion methed
\Kozakov et al. 2047). The program autcmatically runs protein-
protein docking with an RMSD < 10 A between the rigid receptor
and the ligand that rotates around it, to eveluate the possible
interaction contacts (Kozakow et al, 2017). The best 1000
interaction models are processed to refine the energy minimization
and the results are grouped according to sooring energetic
contributions such as electrostatics-favored, hydrophobic-favored,
wan Der Waals-electrostatics, and balanced energies. Receptors and
ligands in their monomeric form were uploaded to the server. For
this study, the default setdngs of the program were used. The
balanced energy category was selected to download the docked
complex structures determined with this coefficient. which &
recommended for the analysis of enzyme complexes. The TOPLD
models were analyzed acoording to the number of members in each
cluster instead of the energy value. Since PIPER does not estimate
the true interaction energy, the score provided by ClusPro should
not be considered a measure of binding affinity (Kozakov et al.,
2017). since ClusPro removes metal ions during the processing of
PDE files, Zn** ions were added two the interection complexes,
according to the coordinates of MMPE and MBMP12 structures.

2_5. Protein-protein docking in BioLuminate 4.5

Bioluminate 4.5 software was utlized for docking simulations.
Standard protein-protein docking was performed wsing monomers
as receptors or ligands with a limit of 70.000 rotations per ligand.
The 30 most fawvored conformations were analyzed by Maestro
Bioluminate (Schrodinger Release, 2023-2b). The electrostatic
potential of the Zn** atoms was assigned in the protein-protein
docking module, with PIPER [Chuang et al., 2008; Desta et al., 2020;
Kozzkov et al., 2006) and Prime (Jacobson et al., 2002; Jacobson et
al, 2004). waterMap from the schrodinger platform (Abel et al.
2008; schrodinger Release, 2023-2b; Young et al., 2007) was used
for the solvation of interacting complexes with water molecules.
This tool guantifies the energetic effect of solvation on the protein-
protein interface, resulting in the displacement of water moleoules
o the active site of proteins (abel et al., 2008; Bhachoo & Beuming,
2017). The TOP1D models were analyzed according to the number
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of members of the cluster and the loczlization of the interaction
sites of interast.

2.6. Protein-protein docking in PatchDock

PatchDock (https://bicinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/) uses a rigd
molecular geometry and 2 surface complementarity docking
algorithm [Schneidman-Duhovny et 3l, 2005). The server has a set
of parameters optimized for different types of interaction
complexes: antigen-zntbody, enzyme-inhibitor, and protein-ligand.
In this caze, the “enzyme-inhibtor” and “default” parameters were
selected for 3 complete analysis and not to limit the search for
surface interaction cavities. In addition, in the advanced options
section of the program, a3 text file was submitted to spacify the
receptor and ligand binding sites [interface residues) for nteraction
analysis. An RMSD value of 4 A was used as the interaction distance
limit between the protens. According o the score assigned by the
program, the top 1000 interaction modek were selected to refine

via energy minimization in FireDock
= Binding site Zn"* S e B
9 Active site ey

MMPS

{https://bicinfo3d.cstau.ac.il/FireDock/}. This program optimizes
the ztomic contact energy (ACE), the energy of elsctrostatic
interactions, and van Der Waals for calculating the global interaction
energy in kcal/mol (Andrusier et zl., 2007)). Finally, the TOP10
models were obwined, which wers analyzed for the localization of
the interaction sites of interest.

2.7. Analyss of the interaction of metalloenzyme-protein

The resuits of protein-protein interactions cbtained from ClusPro,
ZioLuminate, and PatchDock were compared and corelated with
the prediction of proteolytic propensity in PROSPER. The best TOP10
solutions, the influence of Zn+? on the binding sites, and the correct
receptor-ligand conformation were taken as selection criteria. Those
interactions spanning the Fibronectin 1 and Factor XII cleavage sites
reported for MMP38 and MMP12 were considered positive results.
UCSF Chimera 1.15 and Maestro 13.0 were used for visualization
and protein interaction analysis.

PDB code: IEHX
MMPI2

Figure 1. 30 structures and surface representation of human MMPS and MMP12
[8) Catadytic comain of MMPE {PD3 ID: 20Y2); [b) Catalytic comen of MMP12 (PDE ID: 38HX); (¢} Surface representation of the catatybc coman of MMPE; {d] Surface representation
of the catalytic domain of MMPL2

3. Results and discussion

Since bioinformatics platforms have becoms essential tools in
scientific research, the purpose of this work was to corrzlate
PROSPER's proteolytic propensity prediction with protein-protein
docking programs such as ClusPro, BioLuminate, and PathDock with
3 focus on the interaction complexes of metalloenzymes. Therefore,

humzn MMPE zand MMP12 wers czelectec as reference
metalloenzymes for which the target proteins they cleave are
known. The 3D structures of the catalytk domain of both
metalloproteinases are shown in Figure 1. Like the rest of the
MMPs, MMPS and MMP12 have the same structural features: B
shests surrounded by a helices, a3 catalytic pocket containing
histidine residues binding to Zn* (indicated in red, Figure 1-a and 1-
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b), and glutamate as catalytic residue (indicated in yellow, Figure 1-a
and 1-b). In the surface representtion, the shape of the catalytic
pocket can be observed, which hazs the necessary space for the
interacton with the polypeptide chains of the substrates [Figure 1-c
and 1-d].

3.1. Prediction of cleawoge sites of Fibronectin-1 and Factor XN in
PROSPER

According to the likerature review, MMPE has a hopdrobytic
preference at P1°-Leu721 of human Fibronectin-l (Eckhard et al.,

2015), and MMPAZ cleaves Factor Xl at the Leu37?7 and Leu3sD
\Hiller et al., 2000). Conseguently, PROSPER was tested for the
prediction of cleavage sites by the metalloprotease group.

Table 1 shows the results of proteohytic propensity evaluated n
PROSPER based on the amino acid sequence of the ligands.
Fibronectin 1 was cleaved at Leu721 on the PFSPLVAT segment with
a score of 0.98 by MMPS. While Factor XIl was cleaved on the
VWEGLWAL segment at Leu37T with scores of 1.06 by MMPZ and
MMPS, and 0.97 with MMP3.

Table 1. Prediction of cleavage sites of Fibronectin-1 and Factor XII by metalloproteases in PROSPER

Lgmnd UniProt ID WP prediction Postian Seprment
Humen Fioronectn-1 POZTE1 AR Leu 721 FFSF = LWAT
Humen Factor 1 FOOT4E MIMEZ, MM, MMPS En wved L LvaL

However, the program did not identify the Leu3B0 residue cleavage
site in the Factor X1l sequence.

Since the PROSPER predictions were compared with the
experimental evidence, 3D structures that conserved the
Fiprenectin 1 [PDB ID: ZHA1) and Factor XIl (PDB ID: &5T6) cleavage
sequences were selected (Figure 2). Leucine residues at the cleavage
site of Fibronectin 1 and Factor X1 are highlighted in blue [Figure 2-a
and 2-b, respectively) located in extended regions of proteins with

PDB code: ZHAL
Fibronectin-1

_ Lew?21 "‘)

=

la)

Iittle or no defined structural conformation. These regions usually
known &= disorderad regions have high structural flexibility which
gllows them to be susceptible to proteclysis [Suskiewicz et al.,
2011). Many proteins with disordered regions have not been
resglved by crystallography, therefore their sbsence has made it
difficult to study enzyme-target protein interactions. For that
reason, it & important to mention that the selection of appropriate
crystallographic structures was critical for molecular decking.

PI}MB code: &GTH
Factor XI1

(b}

Figure 2. 3D structures of human Fibrenectin-1 and Factor X1
{s] Fibronectme-1 [FDE ID: 2HAA|, blue ndiortes the desmge st LeaT24; (b)) Fachor X1 [PDE I0: 8GTE), blue indiorbes the ceaavage sies Leu3?7 and Leu380

Table 2. Results of protein-protein docking of MMPE-Fibrenectin 1 and MMPL1Z-Factor X1l in ClusPro, BioLuminate and PawchDock

Program Docking MIMPE-Fibromectin 1 [Leu T2 ‘Global energy score Renk®  Dodong MMPLZ-Fackor X [Leus 380) Giobal energy scone Rank®
ClusPro Yes -710.50 1 Yas -571.60 E
Sioluminate Yes -73z2.27 1 Yas -568.06 5
PatchDoG-FireDock Mo - Ho - -

# Numencal position within the 10 best solutions.
3.2. Protein-protein docking in PatchDock, ClusPro. ond BioLuminate

The 10 best interaction models found in the TOPL10 of each of the
programs were analyzed acoording to the true positive predictions
that favored the interaction between the MMPs catzhytic pocket and
the cleavage sites of the proposed ligands. Table 2 shows the
ranking and the score of the global interaction energy of the best
models cbtained. Based on the analysis, the interactions of the
catalytic pocket of the MMPs with the respective ligand cleavage
sites were positive in ClusPro and Bioluminate, howewver, in
PatchDode no results were obtained that favored these interactions.

Although contact of the catalytic pocket of MMP12 with Leu3 77 of
Factor X1l was not observed, a positive interaction result was
chbtained with Leu380, which was another proposed cleavage site
within the same Cconsensus SequUence.

t should be mentioned that the ghobal energy scores of each
interaction complex determined by ClusPro and Bicluminate were
similar [Table 2) since both programs operate with the zame PIPER
predicticn algorithm. Therefore, these scores were not decisive for
the selection of the best interaction models.
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33 Analysis of the MMPE-Fibronectin 1 interaction in ClusPro and
BioLuminate

Figure 3 shows the 3D representations of the MBMPE-Fibronectin 1
docking in ClusPro and Bioluminate. Since ClusPro removes metal
ions during the processing of PDE files, Zn*! ions were added to the
interaction complex according to the coordinates of the MMPE (PDB
ID: 20Y2) to visualze metal ions in the catalytic pocket of the
metallognzyme (Figure 3-a). By comparing the MMPE-Fibronectin 1
interaction in both programs, the rotational conformation of the

Dackding ClusPro 2.0

(a)

complexes was similar. It is observed that, certainly, the Leu721
cleavage site of Fibronectin 1 interacts near the catalytic pocket of
MMPE. The docking pose generated in Bioluminate showed a
change in the rotational orientation of the His217, Hisz21, and
His227 residues with respect to Zn*? in MBPS (Figure 3-b) different
from the result obtzined in ClusPro (Figure 3-a). This can be
explained because BioLuminate's docking algorithm allows residues
from the catalytic pocket to interact with Zn+? through coordination

u,

-~

H:O

&)

Figure 3. 30 structures of MMP3-Fibronectin 1 molecular docking in ClusPro and BioLuminate
(=) Tre interaction of the MMPE mtalytic pocket with the Leu721 cleavage site in ChesPro; |E) The inheraction of the catalytic pocket of MIMPE with the Leu721 clemvage site in
Bioluminats sobmted with M0 molensdes

Moreover, it was chserved that Zn* interacts with HzD molecules,
following the solation of the complex with Waterhap (Figure 3-b).
This result is in accordance with the mechanism of action of MMPs,
where the interacticn of an H30 molecule with Zn*! is necessary to
facilitate the nucleophilic attack on the N—terminus of the cleavage
residue of the target protein. In this caze, the residue that acts in
the catalysie would be Gluzig of MMPE on the M-terminal of
Leu721 of Fibronectin 1.

3.4. Analysis af the MMPL2-Foctor X1 interaction in ClusPro and
BioLumingte

The resufts in MMP12-Factor X1l docking in both programs as well
show very similar rotational conformations, the interaction complex
locates Leu3E0 in the catalytic podket of MMEL2 [Figure 4). Zn* ion
was added to the PDB file of the interaction complex generated in
ClusPro to visualize the metal ion in the catalytic pocket of the 3D
structure of MMP12 (Figure 4-a). In the docking of MMP12-Factor
Xl obtained from BioLuminate, HiE218, His222, and His228 residues
of the catalytic pocket ako showed a change in their rotational
conformation upon interaction with Zn*? [Figure 4-b). Contrary to
the sobeation result observed in MMPE-Fibronectin 1 with

WaterMap, the interaction of H;O molecules with Zn*? was not
fawored in the MMP12-Factor X1l complex. Probably due to the
thermodynamic properties of the water and the hydnophobic
emvironment of the proteins avoided the interacton. However, the
interaction of MMP12 with Factor X1l was also related to the
proteolytic mechanism of MMPs. The Gluz19 catalytic of MMPL2
was located near the Leu380 cleavage residue of Factor X1, &t an
interface where the interaction of HxO0 molecules with Zn** would
be expected (Figure 4-b].

3.5 Comparative analysis of ClusPro, Bioluminate, and PotchDock

Three protein-protein dodking programs were evaluated: ClusPro,
BioLuminate, and PatchDock with & focus on the prediction of
proteolytic interactions of the MMPE-Fibronectin 1 and MMP12-
Factor Xil complexes. Therefore, the number of true positive results
of the TOP10 of each of the programs was plotted to compare the
confidence of the prediction.

In Figure 5, the TOP10D protein-protein docking results are shown.
The MMPE-Fiprenectin 1 complex had similar interaction results in
ClusPro and BioLuminate, with 4 and 5 true positives, respectively,
while for the MMPL2-Factor Xl docking. only one true positive was
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obtained in both programs. This 5 due to the experimentally
resoived structural topology of each ligand. For example, the 3D
structure of Fibronectin 1 (PDB ID: 2HA1) that covers positions 609-
808 and contains within it the Leu721 cleavage site, is in a
disordered region of the structure and s accessible to the MMP3
catalytic pocket. On the other hand, the 3D structure of Factor Xil
(PDB 1D: 6GT6) covers the positions 373-615 including Leu377 and

Docking ClusPro 2.0

Leu380 cleavage sites located at the N—terminus of the protein, in
an area close to the globular regions. As 3 result, accessibility is less
favored for the MMP12 catalytic pocket. Although other 3D Factor
Xl structures were examined, 6GT6 was the only PDB file contzining
the cleavage sites of interast.

®)

Figure 4. 3D structures of the docked conformations of MMP12-Factor XIl in ClusPro and BioLuminate
{a) The interaction of the MMP12 catalytic pocket with the Leu380 deavage site in ClusPro; (b) The interaction of the MMP12 catalytic pocket with the Leu3S0 cleavage ske n
Biclumnate

10 -
i
T 8
T
22 6
B
£8 ¢
T 29
-9 3 4
B3]
= 1
0
PatchDock ClusPro BioLuminate
OMMPS Fibromectin ] 4 s
BEMMPI2-Factor XI1 a 1 1

Figure 5. Comparison of protein-protein docking results with ClusPro, BioLuminate and PatchDock

With respect to the results of protein-protein docking in PatchDock,
any prediction of TOP10 was not considered to be true positive
because no interaction was found between the MMP catalytic
pocket with the cleavage sites of their respective ligands.

Because PathDock uses a geometric complementation zlgorithm,
this program is not ideal for predicting enzyme-substrate and
antigen-antibody complexes, as the success rate & less than 25%

(Zhang et 3., 2021), while for predicting other types of complexes, it
increases to 60% [Huang, 2015; Zhang et al,, 2021).

Due to the fact that ClusPro and BioLuminate operate with the
PIPER prediction algorithm, these programs require much mors
extensive computational work, so good docking results are obtzined
{8hachoo & Beuming, 2017; Sunny & Jayaraj, 2022).
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ClusPro is 3 web server commanly used in @ wide variety of protein-
protein docking research including enzyme complexes, cbtaining a
success rate of up tw 508 within the results of the TOPLO
[Bartholow et al., 2021; Sotudian et al., 2021; Tallei et al., 2021).

Moreover, Bioluminate i a licensed software that provides
different tools for the computer application of different biclogical
systemns (Gupta et al. 2022; Kumar et al, 2023) such as the
zolvation of the interaction complexes with HyO molecules with
waterddap, which was usad in this work.

4. Conclusions

Thanks to this work, it was possible to correlate the prediction of
PROSPER protechtic propensity with the molecular decking results
of the MMP3-Fibronectin 1 and MMP12-Factor XIl complexes.
ClusPro and Bioluminzte were good option to predicc enzyme-
substrate interactions, getting up to 50% true positive within TOPLO
results. Besides, BioLuminate's WaterMap tool was an excellent
option for the analysis of enzyme complexes that require the
interaction of HyD molecules and metal jons at the actve site of
metalloproteases. One of the advantages of using WaterMap is that
it shows graphical wvisualization of hydrated sites o offer @ more
intuitive interpretation of the interactions involved in enzyme active
sites.

According to the results, PatchDock was not the best program of
choice for the prediction of enzyme complexes, since its geometric
complementarity algorithm is not sufficient for the loclization of
the correct interaction regions, even if targeted docking is
performed by pointing to the receptor and ligand binding sites.

It is important to mention that the selection of appropriate
crystallographic  structures s critical for molecular docking
simulations. Particularly if the target proteins have disordered
regions that cannot be resoleed by crystallography. These regions
are usually sensitive to proteclysis, se  their absence in
crystallographic structures makes it difficult to study enzyme-target
protein interactions. Thus, in silico protein modeling would be a
good option for the study of disordered regions.

In conclusion, the application of the PROSPER protechytic propensity
predictor and the ClusPro and BioLluminate molecular dodking tools
are proposed for the in silico analysis of the interaction of
metalloenzymes and target proteins. This & a novel study, because,
at present, there are few works focused on these interaction
complexes. Therefore, there are still enzymes whose biclogical
substrate and related mechanism of action are unknown. In
addition, with the support of protein-protein interaction networks,
the discovery of new targets could be facilitated.
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Abstract: Ermpl is a putative metalloprotease from 5. pombe and a member of the Fxna peptidases.
Although their functien is unknown, crtholegous proteins from other crganisms such as rats and
humans have been associated with the maturation of ovarian follicles and ncreased endoplasmic
reticulum (EF) stress. To investigate the possible functional role of Ermpl in fission yeast, this stady
focused on the prediction of protein-protein interactions by comparing human-yeast interclogues
and molecular docking. As results, a network of 45 highly conserved proteins in humans is pro-
posed, and it is suggested that the interaction of Ermpl with Amk? and Gsk3 could be related to
signaling pathways that regulate the siress response. Furthermore, Ermpl loclization to the ER
could be assodated with Ca* homeostasis and proteclysis. Melecular docking suggests that the M28
domain of Ermpl could deavage Leu and Met residues of target profeins, consistent with the mech-
anism of action reported for the M2E family of zinc metalloproteases. These results could guide
future research on Fxna peptidases such as Ermpl. Especially in the regulation of gene expression
and biochemical aspects important for eukaryotic cells.

Keywords: Ermpl; 5. pombe; metalloprotease; protein-protein interaction; molecular dodking

1. Introduction

Endoplasmic Reticulum Metalloprotease 1 (EEMFP1), also referred to as Fxna pepti-
dase or Felix-ina, is a nine-transmembrane domain protease and a member of the M25
family of zinc metallopeptidases [1,2]. The gene was first initially discovered in the gran-
ulosa cells of rat ovarian follicles, where its expression is necessary for follicular organi-
zation, possibly to aid in the processing of protein precursors required for intraovarian
cellular communication [2].

In vitro studies have suggested that overexpression of ERMP] may contribute to in-
creased ER stress by activating the Unfolded Protein Response (UPR) through GEP7S-
PERE-CHOP [1,3-5]. The role of the ERMP1 protein in cancer proliferation and progres-
sion through PI3K/AKT/mTOR/f-catenin signaling pathways has been identified as a
promising therapeutic strategy for treating varicus types of cancer [6,7]. Although there
is evidence that ERMPI could play an important role in these signaling pathways, the
moelecular mechanism remains unclear.
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The use of PPI networks has been instrumental in analyzing the meolecular machinery 4
of cells [3,9]. This approach is primarily employed to assign functional roles to potential = 48
proteins and to characterize multi-protein complexes and signaling pathways [10]. High- 4=
throughput technelogies are available for the detection of PPIs, including veast two-hy- 50
brid, immunoprecipitation, X-ray crystallography, and protein chips [11,12]. Howewver, 51
these techmiques are limited to the analysis of reduced proteome coverage due to the time 52
and cost required to perform experiments in the laboratory. Consequently, these limita- 53
tions have prompted the development of computational tools for predicting large-scale  5¢
PFIs, such as STRING, PEPFI, and deep neural networks [153-15]. Even so, the accuracy 55
and reliability of these tools are highly dependent on the prior knowledge of the analyzed ss
proteins. In contrast, there are databases that compile the interactions reported in publi- 57
cations based on experimental evidence, such as BIND, DIP, INTACT, MINT, and Bi- s&
oGRID [11,16-20]. 35

In addition to the empirical discovery of PPIs, the comparative strategy of protein 60
interactions conserved across species (interologues) has contributed to the functional an- &1
notation of uncharacterized proteins [21]. Although the prediction of human interologues sz
inferred from model organisms is less frequent than expected, the high conservation of 63
small groups of orthologues could be related to highly evolutionarily conserved cellular &4
processes [9,21-23]. &5

In particular, Schizesaccharonyces pombe is a fission veast that shares many character- &6
istics with eukaryotic cells despite their evolutionary divergence of apprordmately 1144 &7
million vears [24]. Genetic conservation between 5. pombe and humans has been confirmed &8
by functional complementation of yeast mutants with human genes, showing high simi- &9
larity be-tween the two species [24-27]. Therefore, this model organism has been useful 7o
for the functional analvsis of eukaryotic genes related to the cell cycle and the regulation 71
of gene expression. In recent vears, 5. pombe has also been useful for the study of biochem- 72
ical aspects of genetic products, such as the identification of domains related to catalytic 73
activity and inter-action with other proteins [26-31]. T4

The arthelogous gene erml (ZPCCII59 02c) in 5. pombe encodes the protein Ermpl 75
(Putative Endoplasmic Reticulum Metallopeptidase 1), which has not vet been fully char- 78
acterized. According to homolegy, it can be inferred that Ermpl may be involved in 77
proteclysis, as it contains the M28 domain commenly found in zine metallopeptidases. 7B

Fortunately, 5. pombe conserves the UPR signaling pathway [32-34], which allows for 79
the study of protectordc stress in the ER and its relationship with Ermpl. This could facil- &0
itate the identification of the most essential function of this type of protease, which has 81
been conserved over millions of years of evolution. Because there is no precedent for the sz
proteclytic characterization of other Fxma peptidases, in the present study, an m-silice 53
analysis was performed for the prediction of PPI network by comparing human-yeast in- 8¢
terologues and proteolytic susceptibility by molecular docking, focusing on the structural 85
description of the M28 domain of Ermpl in the fission yeast, and its functional relation- &8
ship with target proteins. 87
2. Materials and Methods 88
2.1. Prediction of protein-protein tteraction networks 39

The PFI network of human EEMP1 was obtained from the BioGRID repository [20]. 90
The queries were conducted on the platform between 2020 and 2023, taking into account 91
the latest updates to the database. The DIOPT Ortholog Finder server [35] was used to 9z
search for orthologous proteins in 5. pombe using the PPI network of human EEMP] as 93
reference. DIOPT employs a suite of tools and algorithms, incduding Ensembl Compara, 94
HomoloGene, Inparanoid, Isobase, OMA, orthoMCL, Phylome, RoundUp, and TreeFam, 95
to predict orthologs across a range of spedes, including humans, mice, flies, worms, 9s
zebrafish, and weast [35]. These tools provide a simplified method for integrating, com- 97
paring, and accessing orthological predictions based on sequence homology, phylogenetic 98
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trees, and functional similarity. Additionally, DIOPT calrulates a simple score indicating 99

the number of tocls supporting a given orthologous gene pair relationship. Moreover, 100
Gene Ontology was used to assign subcellular localization and related biclogical pro- 1m
cesses. A PPI network for the Ermpl protein was constructed using orthologous proteins 102
identified in 5. pombe. The orthologous relationship score assigned by DIOPT wasused as 103
a distribution criterion. The PPI network was then edited using Cytoscape 3.10 software. 102

2.2. In silico prediction of cleavage sequences of proteolytic candidates 105

In order to identify potential proteclytic candidates for interaction analysis with the 106
W28 proteolytic domain of Ermpl, we considered proteins with DIOPT scores greater 107
than 9 [35] and located in the cytosclic compartment, as well as membrane proteins with 108
cytosolic regions. The proteins selected were the first to be identified as true human hom- 108
ologs in 5. pombe when the BioGRID repository was reviewed. To predict the cleavage 110
sequences for the metalloprotease family, the amino acid sequences of each protein were 111
analyzed using PROSPER [36]. The results were selected according to the cleavage prob- 112
ability score greater than (.8 [37] for subsequent protein-protein docking analysis. 113

2.3. 3D modelmg of the M28 domam of Evmnpl and proteolytic candidates 114

The M28 domain of Ermpl and the target proteins ¥pt5, Pexl?, OcaB, Fisl and Pmecl 115
were modeled by homology in Phyre2 [38]. The templates were selected based on the per- 116
centage of homelegy of the sequences, domain conservation, and cellular function. Addi- 117
tionally, validation reports of potential templates in the Protein Data Bank were reviewed 118
to selact those meeting acceptance criteria, such as experimental method, struchare reso- 119
lution, and percentile scores (ranging from (0 to 100) of global validation metrics like R- 120
value free, R-value work, B-value observed, and Ramachandran outliers. The modelswere 121
validated using PDBeFold [39] and PROCHECK-5AVES v6.0 Structure Validation Server 122
[£0]. A Q-score of approxdmately 1 and an EMSD value <1 A were considered as the main 123
modeling validation parameters, due to their assodation with the percentage of alipgned 122
residues and the quality of the alipnment of the secondary structures with respect to the 125
template [39,41,42]. Furthermore, it has been confirmed that the cleavage sequences pre- 126
dicted in PROSPER. were present in the 30 models of the proteclyvtic candidates, which 127
were subsequently utilized for docking analysis. As the MW-terminal segment of the protein =~ 128
could not be modeled by homology and was essential for the docking analysis, the 3D 129
model of Amk? was cbtained from the AlphaFold Protein Structure Database [43]. The 130
model was subjected to a validation analysis using PROCHECEK-5AVES vo.0, with the 131
confidence score pLDDT of AlphaFold (ranging from 0 to 100) serving as the criterion for 132
assessment. 133

24 Analysis of the sequence and structure of the M28 domain of Ermpl 134

A sequence alignment was conducted using NCBI-BLAST to determine the percent- 135
age of homelogy between the human EEMP1 (QFZ2ES) and Ermpl from 5. pombe 136
(084702} proteins. The M28 domain of both proteases was subjected to analysis, with sup- 137
plementary in-formation retrieved from the PhosphositeFlus database regarding post- 138
translational medifications of EEMP] in humans [44]. Furthermore, a predictive analysis 138
of serine phosphorylation sites of both proteasss was carried out on the NetPhos 3.1 server 140
[45], with results scoring =0.9 considered as a measure of prediction accuracy [46]. 141

2.5. Optimizing the conformational stalilify of protetrs throwgh energy minimization techmiques 142

The PDB files were prepared, and energy minimized at pH 7 £ using the Protein Prep- 143
aration Wizard (PrepWizard) tool from Maestro 13.0 [47] before molecular docking. The 134
integrity of each of the structures was reviewed and adjusted. Hvdrogen atoms were 145
added for each protein and the conformations of rotamers of polar residues were verified. 146
Furthermere, protonation and tautomeric states of Asp, Glu, Arg, Lys, and His were 147
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adjusted to pH 74. Additionally, the orientation of the hydrogen bonds was adjusted us- 148
ing PROPEA at pH 7.4 and the proteins were minimized using the OPL54 force field with 149
an BEMDS of 0.3 A [48]. The models were edited and visualized using UCSF Chimera 150
1.17.1[49] and Maestro 13.0. 151

2.6. Protem-Frotetn Doclang of Evmpl and Proteolytic Candidates 152

The Blind Docking process was conducted on the ClhusPro 2.0 server [50] and Bio- 153
Luminate 45 software [51] in accordance with previcusly established parameters for pro- 154
tein-protein docking of zine metalloproteases [52]. The M25 domain of Ermpl was desig- 155
nated as the rigid receptor, while the target proteins were considered as the ligands. The 156
PDB files were imported into ClusPro 2.0, and protein-protein decking was initiated au- 157
tomatically with an EMSD of less than 10 A between the receptor and ligand. The most 156
promising interaction models were selected from the balanced energy category, as thisis 159
the recommended approach for the analysis of enzyme complexes. The score calrulated 180
by the program using the PIPER algorithm is derived from the favored emergy contribu- 161
tions (electrostatics-favored, hydro-phobic-favored, and wvan der Waals-electrostatics), 182
and thus, it is not considered a measure of binding affinity. Because ClusPro 2.0 removes 163
metal ions during the processing of PDB files, Zn® ions from the M28 domain of Ermpl 184
were added to the interaction complexes according to the model coordinates. In the Bio- 185
Luminate 4.5 software, the protein-protein docking runs were conducted with a limit of 186
70,000 rotations for each ligand evaluated. The electrostatic potential of the Zn? atoms of 167
the M28 domain of Ermpl was assigned for each inter-action complex using PIPEE and 188
Prime. The TOP30 ranking of results obtained from each program wers analyzed to search 189
for interactions between the catalytic cavity of Ermpl and the cleavage sequences of the 170
proteclytic candidates that were predicted in PROSPER. Molecular interactions were an- 171
alyzed using DIMPLOT software in LigPlot program [53]. 172

2.7 Solvation of titeraction models i WaterMap 173

The Ermp]l interaction complexes were hydrated in the WaterMap tool [54]. A mo- 172
lecular dynamics simulation was carried out in the presence of the solvent and a thermo- 175
dynamic analysis of the water in the protein binding site was also performed [52,55]. The 176
WaterMap calculations were run with the default simulation parameters: TIP4P solvent 177
madel at 300 E, 1 atmospheric pressure, and 2 ns simulation time. Subsequently, a cluster 178
analysis was conducted to identify the principal hydration sites, through the partiioning 179
of the sol-went density distribution within the binding cavity [54,56]. 150

2.8 Molecular dynamics stmulafion 161

Melecular dynamics studies were conducted in Desmond [57,58] to assess the stabil- 152
ity of the interaction complexes: Ermpl-Pexl2, Ermpl-Amk? and Ermpl-¥pt5. The simu- 183
lation was conducted within an orthorhombic boox, with the ligand-protein complex situ- 154
ated at the center at a distance of 10 &_Molecules of water were utilized to solvate the box, 185
with a concentration of 150 nh of sodium chloride emploved to simulate physiological 186
conditions. The energy system was minimized using the OFL5 force field with 2000 in- 187
teractions, with a conwvergence criterion of 1 keal/mol/A [59]. Finally, a 120 ns simulation. 188
was conducted at 300 K and 1 bar of pressure. The root means square deviation (FMS5SD) 189

and reot mean square fluctuation (EMSE) were reported. 190
3. Results 191
3.1. Pradiction of protein-profein titevactions of Ermpl e 5. pombe 192

BioGRID is an open-access database resource thathosts gene and protein interactons 193
from multiple spedes, including yeast, worm, fly, and human. All content is selected from 194
experimental evidence reported in scientific publications, making it the most comprehen- 195
sive repository of its kind [20]. Approodmately 1.93 million of the reported interactions can 196
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be used to build interaction networks that faclitate biomedical research, particularly in
the context of human health and diseases [20]. The BioGRID database currently contains
a register of an interactome consisting of 19,229 interactions between 3,544 proteins en-
coded in the yeast genome. The BioGRID database currently contains a register of an in-
teractome consisting of 19,229 interactions between 3,844 proteins encoded in the yeast
genome. Furthermaore, it has been observed that at least 1,355 proteins in the 5. pombe pro-
teome correspond to human orthologs that are related to diseases such as diabetes, hyper-
tension, and cancer [27,29].

For esxcample, the melecular study in 5. perbe has proven invaluable for the functional
analysis of genes related to human diseases, such as RADI, RADY, and HLUS51. These hu-
man genes play a crucial role in the checkpoint response to DINA damage, and their aber-
rant expression has been linked to various cancers, including prostate, breast, intestinal,
thyroid, and gastric cancers. Motably, these genes exhibit high homology with radl, rad9,
and hus1 in 5. pombe [60,61].

Between 2020-2023, BioGRID recorded 190 proteins with experimental evidence of
interaction with ERMP1 in H. sapiens (Q7Z2E6), including eight viral proteins from SARS-
CoV-2 and one from 5AR5-CoV (Figure 1). Despite this, no evidence of interaction was
observed with the major UPR pathway proteins, such as IRE1, PERE, ATF6 and GEF7S.
However, the network analysis revealed the presence of proteins that are related to the
activation of the pathway in the ER in a non-canonical manmer, such as TM95F4 [62],
IER3IF1 [63] and B5SCL2 [64], although the exact mechanism of their involvement remains
unclear.
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Figure 1. PFI network for human EEMP]1. Information obiained from the BioGRID database. The
network was edited using Cytoscape 3.10 soffware.

According to BioGRID's records, there are currently no known instances of Ermpl
PPILin 5. pombe (094702), but there are positive genetic interactions (GI) with the amk? and
2skd genes. These interactions were identified in a synthetic genetic array (SGA) study of
single and double mutants of genes related to the TORC] (Rapamycin Complex) signaling
pathway [65].

GI can be classified as either negative (lethality) or positive (suppression). In the case
of a negative GI, a double mutant exhibits a more severe phenotype than that observed in
single mutants, indicating that the gene products function redundantly in parallel on a
signaling pathway. In cases of positive GI, it appears that the phenotype of the double
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mutants is less severe than that cbserved in the single mutants. This may suggest thatthe 231
gene products interact within the same signaling pathway [66—658]. 232

Ermpl is suggested to have a physical interachion with Amk? and Gsk3, asthere may 233
be a synergy between GI and PPL As a result, these proteins wers included in the FFI 234
network. Furthermore, the corresponding ortheologous proteins in humans, PREAB] and 235
GSE3E, were added to the human EEMPI interaction network (Figure 1, highlighted in =~ 236
orange). PRECAB] serves as a subunit of the heterotrimeric AMPE complex, which acts as 237
a scaffold for the assembly of the PREAAL and PREAG] subunits. The AMPE complex 238
plays a role as a negative regulator of the UPE pathway [69]. Additionally, GSE3B, a ki- 239
nase, has been associated with an increased apoptosis response during ER stress, although 240
its influence on the signaling pathway is not yet fully understood [70]. 241

Amnalysis in DIOPT identified 45 human orthologous proteins in 5. pombe (Figure 1, 242
highlighted in yellow and orange, Table 51). The proteins were distributed in an interac- 243
tion network based om the score assigned by DIOPT (Figure 2). Proteins with scores 244
greater than 9 (Figure 2, highlighted in green, and Table 51) are considered true homologs, 245
with conserved topological characteristics and cellular funchions between fission veastand 246

humans. 247

DIOPT Score

SRACEI0IZ  AH

SPACSTT.AT
Sog?

Figure 1. Prediction of a FFI network for Ermpl in 5. pownbe. The network was edited using Cyio- 249
scape 3.10 software. 250

The proteins were classified based on their subcellular localization and biclogical 251
processes using GO categories. 29 proteins were found to be abundantly located in the ER 252
membrane, cell membrane, and cytosol, while the remaining proteins were categorized in = 253
other cellular compartments such as the nucleus, vacuole, mitochondria, percodsome, and 254
Golgi apparatus (Figurs 3-4, Table 51). Fifteen proteins have been classified under trans- 255
membrane transport based on biclogical process. The primary function of these proteins 256
is to transport ions, inchuding but not limited to Ca®, Cu®, Zn*, and H*. Additional details 257
can be found in Figure 3-B and Table 51. 258
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Figure 3. Clustering of Ermpl interacting proteins in 5. pombe. (A) Go cellular compenent and (B) 260
biological process annotation 261

Mammalian cells rely on the endoplasmic reticulum (ER) as the primary organelle 282
for Ca* storage, due to the high orddant potential required for the activity of numerous 263
enzymes respansible for folding, post-translational processing, and protein trafficking 264
[71]. Similarly, in 5. pombe, calcium dependent ATPases such as Pmrl and Pmcl are re- 265
sponsible for repulating Ca?* homeostasis in both the ER and vacucle [72]. Both transport- 266
ers were identified in the 5. pombe PPI network, which sugpests a potential relationship 267
between Ermpl and Ca* homeostasis. On the other hand, % proteins are associated with 268
lipid and peptide metabolism were identified (Figure 3-B). As previously noted, the endo- 262
plasmic reticulum (ER) plays a crucial role in various cellular processes such as protein 270
synthesis, Ca® storage, detoxdification of chemical compounds, lipid synthesis, and lipid 271
membrane assembly [73]. It is possible that the interaction of Ermpl with metabolic pro- 272
teins is linked to the maintenance of lipid and protein homeostasis within the organelle. 273

Considering that Ermpl is a transmembrane protein, it is likely to interact with pro- 272
teins involved in protein insertfion into the ER membrane and vesicular trafficking. More- 275
over, Ermpl may be repgulated at the mEMNA and protein level through transcriptional 276
regulation, ubiquitination, and palmitoylation mechanisms (Figure 3-B). The proteins that 277
were classified in a reduced proportion in biological processes, such as DNA repair, nm- 275
clear division, and mitochondrial fission, could potentially interact with Ermpl in the ER 279
before being directed to different cellular compartments. 250

3.2, Comparing the M2 domain of Ermpl between humars and 5. pombe 261

Fxna peptidases are classified as members of the M28 family of metalloproteases dus 282
to their conservation of the His-Xaa-Asp and Glu-Glu motif [74,75]. This family includes 283
representative members such as aminopeptidase Y from 5. cerevisie, aminopetidase 5 282
from Strepfomyces griseus, aminopeptidase IAP from E. colt, and aminopeptidase Apl from 285
Vibrio proteohyticus. The metalloproteases in question are characterized by the presence of 286
two Zn® ions in their active center. These fons are tetrahedrally coordinated with three 287
amino acids (His, Asp, and Glu) and a water molecule. Additionally, an aspartate or glu- 285
tamate is coordinated to both metal ions [74,76]. 280

Since Fma peptidases such as Ermpl have not yet been assigned to a subfamily due  ze0
to their putative status, their structural or enzymatic characterization is not referenced. 291
Therefore, the M28 domain of human ERMP1 was compared to its orthologous pairin 5. 202
pombe based on a sequence alipnment. Both proteins share 37% identity and retain the 293
active center residues: His, Asp, and Glu, which bind to Zn?. The residues Glu, His, and 294
Tyt play important roles in the catalytic process (Figure 4, highlighted in crange, purple, 295
and magenta respectively). 296
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Figure 4. Sequence alignment of the M28 demain of Ermpl in human and 5. pombe. 298

According to experimental evidence provided by PhosphoSiteFlus [77], it has been 299
shown that the 5er326 residue of human ERMP1 is phosphorylated [78]. In light of this 300
information, we decided to investigate whether Ermpl from 5. pombe could also contain  3m
this site. As shown in Figure 4, we alipned Ser326 with 5er279 of Ermpl from 5. pombe, 302
which is located within a conserved consensus sequence (highlighted in cyan and gray, 303
respectively). The sequences of the metalloproteases were analyzed using NetPhos 3.1 302
[45]. It was observed that one of the predicted potential phosphorylation sites matched 305
the reference and alignment (Tables 52-53.adsx). 306

In addition, the analysis predicted the presence of a phosphorylation site for 5er212 307
of human EEMP1 and 5erl68 of Ermpl from 5. pombe (Figure 4, highlighted in gray and 308
cyan respectively; Tables 52-53 xlsx). The specific type of kinases that could target thistype 300
of metalloproteases is currently unknown. Howewver, the PPl network proposed for Ermpl 310
in fission yeast includes the serine/threonine kinase Gsk3. It is worth noting that phos- 311
phorylation of Gsk3 substrates typically leads to their inactivation or degradation [79]. It 312
is possible that under certain physiological conditions, Ermpl's activity may be regulated 313
by kinases, such as Gsk3, as part of cellular metabolic and energetic modulation [80]. 314

In the PPI network, Ubi2, a ubiquitin protein lipase was identified. As a result, a 315
search for ubiguitination consensus sequences for Ermpl was also conducted. It is worth 316
noting that, according to experimental reference in PhosphoSitePlus, the Lys356 residue 317
of human ERMP] can be ubiquitinated [§1,52]. Furthermore, in sequence analysis, the 318
alignment of Lys356 with Lys309 of Ermpl from 5. pombe was observed (Figure 4, high- 319
lighted in green). It is possible that Ubi2 may be involved in the proteasomal degradation 320
of Ermpl, as suggested by predictions. 3

3.3. 3D modelmg of the M28 domam of Ermpl from 5. pombe 322

To proceed with the analysis, it was necessary to obtain a three-dimensional structure 323
of Ermpl. Unfortunately, there are no crystallographic structures of Frma peptidases in = 322
the Protein Data Bank. Therefore, we opted for tn silico modeling of the protein. 325

The AlphaFold artificial intelligence has been widely recognized for its ability to ac- 326
curately predict complete 3D structures using a deep leaming neural network system [83]. 327
However, the 3D model of Ermpl (084702) obtained from the AlphaFold database was 326
found to be unsuitable for analyzing the M28 domain due to its conformation, which in- 328
hibits interaction with other proteins. 330

De to the shortage of templates exhibiting high homology percentages, adequate 331
modeling coverage, and validation metrics essential for generating the 30 model of the 332
M2E domain of Ermpl from 5. powmbe, the available templates were meticulously evalu- 333
ated. The selection process pricritized templates that could yield validation parameters 332
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closely aligned with the ideal values of FDBe-Fold and FROCHECE. Consequently, the 335
aminopeptidase Apl from V. proteolyticus (FDB ID: 1RTQ) was identified as the optimal 33
template for hemelogy modeling in Phyrel. 337
The modeled sequence covered positions 39-339, with an identity percentage of 20% 338
with respect to the template. The modeled sequence covered positions 39-339, with a 20% 33
identity percentage compared to the template. A model was obtained with a QQ-score of 340
0.76 and an RMSD of 0.72 A. These parametsrs were observed to have a correlation with 341
the percentage of aligned residues and the quality of the alipnment of secondary strue- 342
tures with respect to the template. 343
Figure 5-4 displays the 3D struchure of the M28 domain of Ermpl, which shows the 342
typical topology of metalloproteases. The enzyme is composed of f-shests surrounded by 345
a-helices, and its active center is represented by the Zn* binding residues located imthe 345
turns, highlighted in orange. M7
To ensure good quality, it is recommended that a model more than 85-90% of its res- 34
idues in the favored regions for each modeled secondary structure (f-sheets, a-helices, 348
and loops) on a Ramachandran plot [84]. The model obtained from the M28 domain of 350
Ermpl in Phyre? represents 85.4% of the residues in the favored regions in the Ramachan- 351
dran plot (Figure 5-B), which can be considered an acceptable model for the purposes of 352
this study. 353

Ramachandran Plot

Pl degrea)

W

Figure 3. 3D struchure of the M23 domain of Ermpl from 5. pembe. (A) Homology modeling in = 355
Phyrel. Binding site Zn* shows in orange. (B) Model validation by using PROCHECK-SAVES ve.0 356
server. Ramachandran plot shows B5.4 % residues are in the most favored region. Editing the model 357
in UCSF Chimera 1.17.1. 358

Figure 6-A displays the surface representation of the M25 domain of Ermpl, high- 35
lighting its globular conformation and the exposed active center available for interacton 360
with target proteins and peptides. The catalytic cavity of the protein, as shown in Figure 361
6-A with orange, purple, and magenta highlights, is formed by several Zn® binding resi- 362
dues including His16l, Aspl?3, Glu2?08, Glu234, and His307, as well as Glu207 and 363
Tyr306. This cavity restricts access to small peptides and secondary structures, such as 364
protein loops. Figure 6-B illustrates the amino acids that were identified in the catalytic 35
cavity. 366
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Figure 6. Fepresentation of the catalytic cavity of the M2E domain of Ermpl from 5. pembe. (A) Sur-
face model and (B) residues comprising the catalytic cavity. Editing the model in Maesiro 13.0.
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Based on the reference metalloprotease Apl from V. proteolyticus [85], Zn?* is coordi- 370
nated by Aspl73, Glu208, and His307 to activate a meolecule from H:0 to OH-. Addition- 371
ally, Glu207 plays a crucial role in accepting the proton, which is necessary to increase the 372
polarity of the nucleophilic attack of Zn® on the peptide bond of the substrate. It is im- 373
portant to note that these findings are subject to further investigation and interpretation. 374

The additional Zn+ ion coordinates with Hisl6l, Aspl?3, and Glu?34 to lower the 375
pEa of the H:O molecule, promoting greater specificity and stabilization of the catalytic 37
reaction [86]. In addition, Tyr306 (highlighted in magenta in Figure 6-A and 6-B) playsa 377
role in stabilizing the transition state of the substrate intermediate in the final step of ca- 376
talysis. 37

The hydrophobic amino acids corresponding to residues Leu210, Ala?35 Ned?7, and 380
Leul78 (highlighted in yellow in Figures 6-A and 6-B) could potentially play a crucial role 381
in maintaining the structural conformation of the catalytic cavity. Additionally, as shewn 382
in Figures 6-A and 6-B, there are potential phosphorylation sites located near the active 383
center of Ermpl (highlighted in cyan), specifically Serl68 and Ser279. It is possible that the 382
proteclytic activity of the metalloprotease is regulated by some type of kinass. 385

34 Hdentification of potential proteolytic cleavage sequences and generation of 30 models 386

In the absence of methodological references for investigating protein-protein interac- 387
tions invelving zinc-metalloproteasss and target proteins, we conducted a prior study fo- 388
cusing on predicting consensus sequences with proteclytic susceptibility. This investiga- 389
tion utilized PROSPER in conjunction with molecular docking tools such as ClusProand 390
BioLuminate, as previously reported [52]. The analysis aimed to identify consensus se- 391
quences of known proteins that can be cleaved by specific metalloproteases, for which 392
there was experimental evidence of enzymatic interaction. The study showsd that the 393
tools used had a high predictive power. The results were similar to those of the published 392
reports on the Metalloproteinase 8-Fibronectin 1[57] and Metalloproteinase 12-Factor XII 395
[88], which were used as validation controls. 396

Here in, the proteclytic analysis of selected proteins from the Ermpl PPI network 397
was also performed. A comparative analysis was conducted between the ceavage seg- 396
ments of proteins and their secondary structures, with a focus on the M28 domain of 399
Ermpl. This domain has a narrow catalytic cavity, which affects the cleavage prediction. 200
The consensus sequences were accepted for analysis if they were located in loops, asthese  2m
structures have a greater probability of being cleaved. The PPI network proteins were 202

123



Curr. Isses Mol Biol. 2024, 45, FORE FEER EEVIEW 11

selected for analysis based on the order of identification in the comparative analysis of hu-
man-veast interologues since 2020. Table 1 displays the results of the proteclytic analysis
of selected proteins from the Ermpl PPI network, spedfically the cleavage sequences pre-
dicted by PROSPER for the proteins Amk2, Ypt5, Pex12, Oca8, Fisl, and Pmcl. Metallo-
proteinase & was found to have the highest scores with scores =0.5. The majority of the
proteclytic cleavages were found to be located at the N-amino terminus of the Met and
Leu residues.

Table 1. Prediction of FROSPER cleavage sites of Ermpl target proteins in 5. pambe.

I::':: UniProt ID 2;;1;? UniProt ID Pf;::m Segment Position  Score’
FREAFEL ENE ¥ Amk2 P78789 MMPS RAQSY MISI Ietd0 116
RABSC P51148 Ypth P36586 MMP2 SLAPY MYYR MetB3 1.05
PEX12 Q00673 Pexl2 DSTEHS MMPS FWRLY MI Met342 122
CYB5B Q43160 Ocal QOTIShiG MMPS GEEVY LVDL Leusb 0.98
FI51 3 Fisl Qavsgs MMMPS EALKY LKME Leull? 1.06

ATPIB2 Q01814 Pmcl QSHDWY MMPS TTMAY MRTE Metd 25 123

1 Schizosaccharomyces pombe.

‘Metalloproteinase.

“Walues greater than 0.5 increase the confidence of predicting proteclytic deavage.

+ Cleavage site.

These predictions made in this study are consistent with the findings in other metal-
loproteases of the M28 family, such as the aminopeptidase Y from 5. cerevnisine and the
aminopeptidase Apl from V. profeolyficus. These proteases prefer deaving the N-amino of
Leu, but they are also capable of hydrolyzing the N-amino of Lys, Arg, Met, Val, and Ie
[56,39]. Table 2 shows the templates that were used for homology modeling of the prote-
olytic candidates in Phyre2, with the exception of Amk2.

From the list of templates refurned by Phyre2, those that exhibited reliability per-
centages approaching 100% were subjected to analysis. The reliability percentage calcu-
lated by Phyre considers the homology of sequences between the template and the target,
therefore, this percentage is distinct from the quality of the model. Moreover, due to the
limited awvailability of templates with high levels of homology, models for some 5. pombe
proteins were selected based on their ability to achieve validation parameters that were as
close as possible to the ideal values. All models passed the validation and accuracy crite-
ria, cbtaining a Q-score =07 and EMS5D walues <1 A Additionally, in the Ramachandran
plots, owver 85% of the modeled residues of each protein were found in the favored regions
for each secondary structure (please refer to Figure 51).

422
423
424
425
426
427
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Table 2. Homology modeling in PhyreZ of Ermpl target proteins in 5. pembe. Model validation by
using FDBeFaold and PROCHECK-SAVES v6.0.

Protein Template Organism PDE ID Tdentity Q-scoret RMSD:(A) Ramachandran Plot*
percentage
Ypis Rabll H. sapiens ID7C [90] 43 % 095 0.33 871%
Pexl? Ring3ligase 5. cerevisine 4RTE [91] 8% 071 0.71 851 %
Ocaf  Cytochrome b5 B. tmurus 1M2T [92] 50 % 1.00 0.00 503 %
Fisl Fisl H. sapiens INZN [93] 5% 020 045 %00 %
Pmcl SERCAZb H. sapiens 6LLE [%4] 8% 050 047 875 %

1Q-score: quality of alignment, the highest score=1.

*EMSD: the lower FMSD, the better the model is in comparisen to the target structure.

* Ramachandran Flot: good quality model would be expected to find more than 85-90% in the most
favored regions.

For molecular docking, the cleavable segments located in the loops were considered
instead of the f-shests and/or a-helices of the 3D models of the proteclytic candidates.
This is because these regions are typically more accessible, flexdble, and susceptible to pro-
teolytic cleavage [95].

In contrast to other proteins, it is worth noting that the 3D model of Amk? was ob-
tained from AlphaFold (F78789). It is important to mention that the crystallographic struc-
tures of Amk? from 5. pombe are deposited in the Protein Data Bank (PDBs ID: 200X,
200, 20R1, 20QRC, 2QRD, and 2QRE); howewer, it should be noted that they do not in-
clude the cleavage sequence of interest. This is due to the fact that the sequence is situated
in an area with a consistent structural transition between order and disorder, referrad to
as an intrinsically disordered region (IDE), which cannot be resolved through crystallog-
raphy [96,97]. As a result, homology medeling was also deemed unsuitable for incorpo-
rating IDRs=.

Although the Ramachandran plot of the AlphaFold model indicated that 51.1% of the
residues were located in the most favored regions, this can be attributed to the presence
of residues in the IDEs. As these regions are considered dymamic, they lack a defined sec-
andary structure (s=e Figure 52). This is consistent with the pLDDT score < 50 calculated
in AlphaFold for that region, which, according to the program, would correspond to an
unstructured region.

In the past two decades, the existence and abundance of proteins with IDEs such as
Amk? have been demonstrated [%6]. The discovery of these proteins challenged the classic
concept that a well-defined structure was essential for a protein to perform its function.
Currently, it is kmown that IDEs are functional, as they are considered dynamic struchures
that are usually at the connection points of interaction with other proteins, mainly in cell
signaling pathways[97]. Consequently, AlphaFeld has emerged as a valuable bicinformat-
ics tool for the prediction and medelling of IDEs.

3.5. Protem-protein declkang between the M28 dowmain of Ermpl and proteolytic candidates

To further evaluate the PROSPER proteclytic susceptibility prediction, a protein-pro-
tein rigid docking analysis was conducted using the ClusPro 2.0 server and BioLuminate
software. The M28 domain of Ermpl was docked with each of the proteclytic candidates.
Table 3 shows the blind docking prediction results that were identified within the TOP30
of the ranking and the size of the clusters.
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471
472
473
274
453
276
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Table 3. Prediction of cleavage sites by decking of target proteins and Ermpl in 5. pombe. Compari- 485

son of melecular docking results in ClusPro and BioLuminate. 256
Ligand Docking Docking PIPER energy Cluster size
SCHPO! Prediction program score
ClusPro 9232 28
Amk? RAQS 4 MISI
sy BioLuminate -951.3 57
ClusPro -6455 3
e SYLAPMOR  gioluminate 6384 28
ClusPro -650.8 124
Pexl FWR ¥ LMI BioLuminate 6674 78
ClusPro -500.8 62
Ocal GEEVLVD ¥L BioLuminate 47 6 54
- 2
Ficl EALKLEN+ R ClusPro 6071 92
BioLuminate -633.0 74
ClusPro -1137.7 35
i + MAN
Pmel T TIE BioLuminats 12125 20
1 Schizpsaccharomyces pombe. 257
¥ Cleavage site. 258
459

The scores obtained from ClusPro and BioLuminate were found to be similar, likely 490
due to the use of the same prediction algorithm. However, it is important to note that these 451
scores cannot be considered as measures of binding affinity without the use of refinement 492
methods for energy minimization. Additionally, while the docking programs did show 493
interaction shifts of the cleavage sites (indicated by red arrows in Table 3}, it is worth not- 494
ing that these interactions were found within the cleavage consensus sequences predicted 495
by PROSPER for each proteoclytic candidate. 486

Figures 7 A-F and Figure 53 display the cleavage sequences of the evaluated proteins. 497
These sequences are located in flexdible secondary structures, with the exception of Ocad 498
and Fisl, which were located in the short chains of the a-helices. It is worth noting that <09
although proteclysis in a-helices is not common, enzyme-substrate interaction may still 500
occur because secondary struchures in solution are typically in a dynamic equilibrium that 501
fluctuates between the a-helix and the loops [98,99]. 502
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A) Ermp1-Amk2 B) Ermp1-Ypt5 C) Ermp1-Pex12

. s’J Metaz?
" heazdNSN”
- .

»

»

Figure 7. Molecular docking of the M28 domain of Ermp1 with protein targets (A-F). Highlighted
are the binding sites for Zn* in orange, the catalytic site in purple, and the catalytic stabilizer in
magenta. Additionally, the predicted phosphorylation sites are indicated in cyan. The hydrophobic
areas are indicated by the yellow sites, and the ligand cleavage site is represented by the blue seg-
ment. The cleavage points are indicated by the pink residues. Solvation was performed using the
WaterMap tocl, and the models were edited in Maestro 13.0.

gRggas @

The interaction complexes were identified in areas near the N-amino terminus of the
Leu, Met, and Arg residues of the target proteins (Figures 7 A-F and Figures 53-54). It
appears that Ermpl may prefer these amino acids, which are similar to those found in the
Apl aminopeptidase of V. proteolyficus with respect to proteolysis. 513

During the simulation of the models in WaterMap, it was noted that hydration ap- 514
peared to facilitate the interaction of H20 molecules with Zn? in the catalytic cavity of the 515
M28 domain of Ermp1 (refer to Figures 7 A-F). 516

In the hydration and water exchange mechanism of Zn?, the bond distance between 517
Zn? and the oxygen of H:O ranges between 2.0 and 2.1 A in the first coordination sphere 515
of the metal, 3.6 A in the second coordination sphere, and lengths between 2.7 and 30 A 519
in the transition states between both spheres [100]. 520

The distances between Zn? and water oxygen were measured in each of the docking 521
models (see Figure 55). Variations in the length of the bonds were observed that ranged 522
between 2.46-3.51 A, therefore, the interactions would be found between the first and sec- 523
ond coordination spheres of Zn?*. The length of the bonds varied between 2.46-3.51 A, s
indicating that the interactions would be found between the first and second coordination 525
spheres of Zn?. These results are consistent with other computational chemistry studies, 526
where ligand exchange and catalytic mechanisms are favored in the transition states of 527
both coordination spheres [101-103]. 528
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The results of the protein-protein docking procedure indicated that three systems 528
were worthy of further investigation through molecular dynamics studies. The Ermpl- 530
Amk?, Ermpl-ypt5, and Ermpl-Pex12 systems were selected based on the cbservation of 3531
highly interactive behavior between the catalytic cavity of the M25 do-main of Ermpl and 532
the deavage sequences present in the target proteins. The root-mean-square deviation 533
(RMSD) of each snapshot relative to the initial energy-minimized structure was calculated 532
following alignment based on Ca atoms for each trajectory. As depicted in Figure 8, the 535
EMSD walues for all systems exhibited reasonable fluctuations, ranging rom 0.8 to 26 A 536
throughout the simulations. It can be noted that the interaction contacts of the complexes 537
exhibit a constant behavior throughout the 120 ns simulation time. 536

K.
25 4 3] |r'. % L'I.J\
. / d .‘1. _,I" Loy ¥ [
=
0 -
o
=
=1
N5
'.-I T T T T T T T T T T T
0 1w 20 3 40 50 &0 70 B 90 100 1100 120
Time (ns)
— Ermpl-Fex1? — Ermpl-Amk2 — Ermpl-Ypl5
539
Figure 8. Molecular Dynamics Sirmulation Variation in the root mean square deviation (EMSD) of 540
Ermpl-Pex1Z, Ermpl-Amk? and Ermpl-YptS complexes. Each simmulation was 120 ns long in Des- 541
mond Molecular Dyvnamics System to assess the stability of protein-protein interactions. 542
43

The RMSF trajectory data revealed that fluctuations among most amino acids ranged 544
from 0.4 te 3.2 A (see Figure 56). Notably, the initial residues displayed the most substan- 545
tial variations, spanning from residue 39 to 100. These residues correspond to proteinre- 546
gions serving as loops, which grant greater flaxibility of movement. In contrast, amine 547
acids loecated within the catalytic region displaved lower flaxdbility. Consequently, their 548
capacity to bind to target proteins may be linked to the observed stability of interactions. 549
4. Discussion 550

This study presents the initial m silice predictions of protein-protein interactions of 551
the putative protein Ermpl in 5. pombe. Based on the results, it can be inferred that Ermpl 552
plays a crucial rele in maintaining the hemeostasis of Ca®, amino acids, and proteins in 553
the endoplasmic reticulum, an crganelle with high protein synthesis and degradation ac-  55¢
tivity. The analysis of the M28 domain of Ermpl was intriguing because two phosphory- 555
lation sites near the active center were predicted. Therefore, it is hypothesized that the 556
proteclytic activity of Ermpl may depend on serine phosphorylation. The molecular 557
docking evaluation suggests that Ermpl may interact preferentially with consensus pro- 558
teclytic cleavage sequences located in the loops of the proteins from the PPl network. Thi=s 55
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interaction could potentially indicate a role for Ermpl as an aminopeptidase, particularly 560
in the vicinity of the N-amine of the Leu and Met residues. 561

Aminopeptidases have been found to be present in intracellular organelles, cvto- 562
plasm, and cell membranes [104]. Their role is crucial in protein degradation, as they 3&3
cleave peptides generated by the proteasome or hvdrolvze free amino acids for recycling 564
and new protein synthesis [105]. The proteasome releases peptides consisting of 6-24 565
amino acids, which can be rapidly degraded by cytosolic peptidases [104,1058]. 566

For many vears, aminopeptidases have been extensively studied in relation to vari- 567
ous cellular processes and their implications in the development of different pathologies, 3568
such as inflammatory processes, diabetes, and cancer [106]. It has been cbserved that in  sés
cancer cells, the overexpression of aminopeptidases facilitates the exogenous supply of 570
amino acids, which is necessary for their survival and proliferation [104,107]. The role of 371
the tumor microenviromment in regulating the expression of aminopeptidases, whichin = 572
turn increases the demand for protein synthesis, has been highlighted in previous studies 573
[105,108,109]. 574

Int vitro studies have suggested that human ERMP1 may accslerate the proliferation 575
and invasion of cancer cells through the PIEKS/AET/mTOR/ P-catetin pathway. However, 576
the meolecular mechanism is still unclear [4-7]. This study proposes a possible interaction 577
between Ermpl and Amk2? and Gsk3 in 5. pembe. These two signaling proteins regulate 575
the metabolic and transcriptional activity of cells through TOR-dependent processes in 57
response to environmental signals [65,110-113]. In humans, orthologous proteins of Amk? 550
and Gsk3 (FREAB] and GSE3B, respectively) have been linked to the ER stress response 381
through the modulation of the UPR pathway [114-116]. Furthermore, it may be worth- 382
while to explore the potential correlation between Ermpl and Amk?2, as well as Gsk3, 383
within the TOR and UPR signaling pathwavs, which are conserved in fission yeast and 384
mammals [117,118]. In humans, these pathwvays are affected in some cancers due to 585
EREMP] owverexpression, but the mechanism is unknown. Therefore, the study of the ss&
Ermpl ortholog could help elucidate its functional role. 587

It is important to mention that the selection of appropriate 3D models is essential for 588
molecular docking analysis. Howewver, currently it has not yet been possible to experimen- 588
tally determine the three-dimensional structures of a large number of proteins from dif- 590
ferent organisms of biclogical interest. For this reason, the availability of suitable tem- 391
plates for homology modelling is usually limited. In this study, Phyre? and AlphaFold sz
Protein Structure databases were employed to generate 3D models of the proteins of in- 593
terast. Both tools are open access, facilitating exploration of bicinformatics analvsis of dif- 594
ferent proteins with satisfactory results [119-121]. Mevertheless, the use of other more 595
powerful modeling tools should be considered for the validation of structural predictions. 59

Finally, ClusPro 2.0 and BiocLuminate 45 are molecular docking tools that have been 597
widely utilized in diverse biological systems due to their automated computational sys- 598
tem and the quality of the predictions, which exceed 50% of the success rate compared to 598
other tools [122-125]. As the programs utilize the same algorithm, the protein-protein in- 600
teraction predictions reported in this study were found to be similar, resulting in a high  smn
degree of congruence in the observed results. 602

3. Conclusions 603

In summary, the bicinformatics study proposes the first network of 45 proteins that &0
interact with Ermpl in 5. pombe. This suggests that they have a significant role in Ca* 605
homeostasis in the ER and proteclysis. While meolecular docking suggests that the M28  s0e
domain of Ermpl functions as an aminopeptidase that hydrolyzes the N-amino of Leu 607
and Met residues, it is important to note that experimental assays are required to confirm 608
these predictions. The potential interaction between Ermpl and proteins such as Amk?  sos
and Gsk3 suggests a connection with signaling pathaways like UPR and TOR, which are 610
conserved in fission veast and mammals. In conclusion, these results provide a basis for  s11
future bioinformatics and experimental investigations, that contribute to the elucidation 612
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of the functional role of Fxna peptidases, such as Ermpl. The primary focus of this field is
the regulation of gene expression and biochemical processes that are of significance to
eukaryotic cells and have been preserved throughout millions of years of evolution.

Supplementary Materials The supporting information can be  downloaded at
www.mdpi com/oogs1, Figure 51: 3D structures of target proteins of Ermpl from 5. pombe. Homol-
ogy modeling in Phyre? and Famachandran plot. Model validation by using PROCHECE-3AVES
v6.0 server. Editing the model in TFCSF Chimera 1.17.1; Figure 52: AlphaFold prediction and Rama-
chandran Flot of the 3D struchure of Amk2 from 5. powmbe; Figure 53: Melecular docking of the M2B
domain of Ermpl with protein targets. Ligand deavage segment is shown in blue. Cleavage residues
are shown in pink. Solvation performed in the WaterMap tool. Editing the models in Maestro 13.0;
Figure 54 DIMPLOT 2D-interaction plot of M28 domain of Ermpl with protein targets (A-F). The
horizental dashed line represents the interface. The green dotted line represents the hydrogen bond
length, while the arc represents the hydrophobic interaction. The detted boxes delineate the identi-
fied interactions between the residues of Ermpl’s catalytic cavity and the potential cleavage residues
within the target proteins; Figure 55: Representation of the solvation of the interaction complexes of
the M2E domain of Ermpl and cleavage sites of protein targets. Binding sites Zn® are shown in
orange. Catalytic site is shown in purple. Catalytic stabilizer is shown in magenta. Cleavage residues
are shown in pink. Solvation performed in the WaterMap tool. Editing the models in Maestro 13.0;
Figure 56 Analysis of EMSF trajectories of residues of the protein-protein complexes. The Foot
Mean Square Fluchiation (FMSF) was caloulated to examine residual fluchuations throughout the
simulation time for Ermpl-Amk?, Ermpl-Pex12, and Ermpl-Ypt5 (A-C respectively). Each simula-
tion was conducted for 120 ns in the Desmond Melecular Dynamics System to assess the stability of
protein-protein interaction; Table 51: Comparison of orthologous proteins that interact with
EEMPLEmpl in human and 5. pombe. Go cellular component, biclogical process annotation, DI-
OFT score, similarity, and identity percentages. Proteins highlighted in gray were selected for pro-
teolytic propensity analysis and molecular decking; Table 52 x1sx Predictions of phosphorylation
sites in Metphos 3.1 of human ERMFL; Table 33 xlsx: Predictions of phosphorylation sites in Netphos
3.1 of Ermp] from 5. pombe.
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