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I. RESUMEN:

La isoforma 1 del factor de induccion de apoptosis mitocondrial humano (AIFM1h) es una
proteina relevante en dos procesos de vital importancia para el ser humano, la respiracién
mitocondrial y la apoptosis celular. Pero el desconocimiento de su estructura terciaria
completa, su localizacidn celular y sus regiones desordenadas hacen que sea muy dificil su
estudio y caracterizaciéon en el laboratorio, por lo que se necesitan otros métodos para la
obtencidn de informacién. El objetivo de este estudio es la obtencién de datos tedricos por
medio de la bioinformatica que ayuden a completar la estructura terciaria de la proteina y su
posible unidn con algunas proteinas que se ha comprobado que interaccionan in vivo con ella.

Se ha demostrado que AIFM1h es una proteina singular en cuanto a su estructura terciaria se
refiere, ya que ninguna otra proteina posee la conformacién estructural que falta por
caracterizar en su estructura terciaria. Por lo que se necesitard de herramientas de prediccion
de estructura terciaria y dindmica molecular para completarla y poder evaluar la unién con
otras proteinas con las que interacciona in vivo.

I. ABSTRACT:

The isoform 1 of the apoptosis-inducing factor mitochondrial from human (AIFM1h) is a
relevant protein in two processes which are very important for the human being, cellular
respiration and apoptosis. But the ignorance of its complete tertiary structure, cellular location
and disordered regions turn into the study and portrayal in the laboratory in a very complex
process, so that other methods are necessary for getting more information. The objective of
this research is the obtaining of theoretical data throughout bioinformatic tools that can help
to find out the protein tertiary structure and its potential link with other proteins that has
been proved to interact with AIFM1h in vivo.

It has been shown that AIFM1h is a singular protein according to its tertiary structure, because
any other protein owns the structural shape which is not described in the tertiary structure of
the protein. For this reason tertiary structure prediction tools and molecular dynamics will be
needed to complete AIFM1h structure and can assess the link with other proteins which
interact with AIFM1h in vivo
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Il. INTRODUCCION:

1. El factor de induccion de la apoptosis mitocondrial (AIFM1).

La isoforma 1 del factor de induccidon de apoptosis mitocondrial humano (AIFM1h) es una
proteina de 613 aminodcidos, que contiene como cofactor una molécula de FAD. Su
localizacién principal en células sanas es el espacio intermembrana de la mitocondria (IMS),
pero cuando la célula recibe un estimulo apoptdtico también puede encontrarse en el citosol o
en el nucleo (Sevrioukova, 2011; Ferreira et al., 2014; Villanueva, 2015).

AIFM1h se sintetiza en el citosol como una apoproteina que contiene 613 aminodcidos, una
secuencia de localizacién mitocondrial (MLS) en el extremo N-terminal y dos de localizacion
nuclear (NLS). Tras su translocacion al IMS), los primeros 54 aminoacidos del N-terminal se
escinden proteoliticamente (AIFM1h,iss). En el IMS la hélice N-terminal de AIFM1h,y.s, S€
inserta en la membrana mitocondrial interna y el resto de la proteina se pliega en el IMS
adoptando una conformacién en tres dominios.

Cuando la célula recibe un estimulo pro-apoptético, se produce una ruptura proteolitica de
AIFM1hy,54 en el residuo 101, dando lugar a la forma proapoptogénica, AIFM1h,;.10;. Esta se
libera al citosol y posteriormente se transloca al nucleo, donde inducird apoptosis mediante
condensacion de la cromatina y fragmentacién del ADN a gran escala.

La unién de NADH con la AIFM1h produce la reduccidn de su cofactor FAD y la dimerizacidn de
la proteina, mientras que en su estado oxidado se encuentra como un mondémero. Este hecho
puede ser de gran relevancia en la mitocondria, en la cual hay una mezcla de monédmero y
dimero (ya que en la mitocondria hay una alta concentracién de NADH) (Ferreira et al., 2014).

Por el momento se han propuesto dos funciones para esta proteina, una a nivel mitocondrial
como oxidorreductasa y otra como factor de induccién de apoptosis a nivel nuclear, que
dependen de su localizacion celular:

e La funcién mitocondrial parece estar relacionada con la actividad NADH oxidorreductasa
de la proteina: cuando AIFM1h se encuentra localizada en el espacio intermembrana y
anclada a la membrana interna acepta electrones del NADH a través de un mecanismo de
transferencia de hidruro. No estd claro quién es su aceptor de electrones final, pero no
proporciona electrones a los complejos respiratorios mitocondriales, aunque parece jugar
un papel clave en su biogénesis (Sevrioukova, 2011). Recientemente se ha implicado esta
funcién con el importe a la mitocondria de diversas subunidades del complejo | y factores
para el ensamblaje del complejo IV, a través de proteinas como MIA40 y CHCHDA4
(Villanueva, 2015).

e La funcion apoptdtica: cuando la célula recibe un estimulo apoptético, se produce un
corte proteolitico en AIFM1h que libera su forma soluble, AIFM1h,i.49; al citosol,
favoreciendo su translocacion al nudcleo, donde induce muerte celular programada
independiente de caspasas (Sevrioukova, 2011; Medina et al., 2014; Villanueva, 2015).
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2. Estructura de la AIFMh.

La forma soluble de la AIFMh se pliega adoptando una conformacion en tres dominios;
dominio de unién a FAD, dominio de unién a NAD y dominio de regulacién de la apoptosis. El
dominio de unidén a FAD se encuentra dividido en dos partes, del aminoacido 127 al 300 y del
390 al 480, el dominio de unién a NAD ente los residuos 300-390 y el dominio de unién de la
apopotosis del 490 al 613 (Sevrioukova, 2011; Ferreira et al., 2014; Villanueva, 2015). Los
dominios de union a FAD y NAD presentan una topologia de Rossman (consiste en una serie de
[dminas-B y hélices-a intercaladas que son las encargadas de interactuar con los cofactores)
(Hanukoglu, 2015). Estas regiones se sitlan en los primeros aminoacidos de la cadena mientras
que en el fragmento C-terminal se sitla el dominio de regulacion de la apoptosis (Sevrioukova,
2011).

Figura 1: Estructura terciaria de la
AIFM1h (PDB 4BV6), en la que se
representan sus diferentes dominios:
unién a FAD (rojo), unién a NADH
(azul) y regulacion de la apoptosis
(verde).

Dominio de
uniéon a NADH

En lineas negras discontinuas se
muestra una region de la que no se
obtiene informacion  estructural
debido a su flexibilidad, aminoacidos
546 hasta 558.

Dominio de
union a FAD

AIFM1h ha sido cristalizada tanto en el estado oxidado (correspondiente al fichero con cddigo
PDB 4BV6), como en el estado reducido por NADH (correspondiente al fichero 4BUR). Esto ha
permitido analizar las diferencias estructurales inducidas por la unién del coenzima NADH, por
el proceso redox y por la dimerizacidn de la proteina (Ferreira et al., 2014).

Antes de centrarse en la comparacion de la cadena proteica entre estas dos estructuras, ya
que hay cambios conformacionales evidentes y de relativa importancia, hay que puntualizar
que la estructura cristalina del estado oxidado solo posee el FAD, mientras que en la estructura
del estado reducido se pueden observar ademdas 2 moléculas de NADH por molécula de
AIFM1h. El primer NADH se une a un sitio de unidn preformado tanto en la estructura reducida
como en la estructura oxidada y se propone que es relevante en la funcién redox de la
proteina. Por el contrario el segundo NADH se une en una posicién que se encuentra cerrada
en la estructura en el estado oxidado y por tanto se cree que la unién con el primer NADH y la
subsecuente reduccion del cofactor flavinico, determinaran un cambio de conformacién en la
proteina que permita la unién de este segundo NADH.
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Figura 2: Cambios conformacionales en la AIFM1h consecuencia de la uniéon de NADH y la reduccion
de la flavina. (A) AIFM1h ,;.,,; en estado oxidado y (B) la AIFM1h ,,,,; en estado reducido. El
plegamiento terciario de la proteina se muestra en verde, con los residuos 510-560 de (A) en rosa, y

que no se detectan en la estructura reducida como consecuencia de su desorden. Los residuos 192-
202 se muestran en azul claro y se puede apreciar como se modifica su posicion de (A) a (B). FADH y
las dos moléculas de NADH se muestran como varillas con los carbonos en amarillo y naranja,
respectivamente. Las regiones desordenadas se muestran como una serie de lineas discontinuas.

Como se puede apreciar en la figura 2-A, hay dos residuos (Glu531 y Thr526) de la regién 510-
560 (coloreada en rosa), que interaccionan con Arg201 situada en un bucle pinzado por dos
[dminas-p (parte en azul claro, que contiene los residuos 192-202) (Sevrioukova, 2011;
Villanueva, 2015). La imagen también muestra los aminodcidos que interaccionan con el anillo
de isoaloxacina del FAD, Lys177, His455 y Trp483, y que ademas contribuyen a estabilizar el
coenzima en el interior del centro activo.

La figura 2-B muestra como el centro activo de la proteina se encuentra ocupado por dos
moléculas de NADH que flanquean al FAD. La presencia de estas dos moléculas de NADH
produce cambios sustanciales en la estructura proteica. Lo que mejor se puede apreciar es la
desaparicién de la regidon 510-560 (cambia su conformacién de hélice por una conformacion
desordenada) (Sevrioukova, 2009; Villanueva et al.,, 2015), que junto a un reducido
movimiento de la regidon 192-202 permiten la introduccion del segundo NADH(B) (se cree que
este movimiento es producido con la union del primer NADH(A) a la proteina). Este

4
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movimiento de las dos regiones nombradas anteriormente hace que deje de producirse la
interaccion entre Glu531 y Thr526 con Arg201. Lo que se mantiene es la interaccién de los 3
aminodacidos nombrado anteriormente (Lys177, His455 y Trp483) con el FAD, que ademas al
encontrarse tan cerca del NADH también interaccionan con él.

Cabe destacar también el cambio conformacional que se produce en el bucle de la region 192-
202, en el que en estado oxidado Arg201 interacciona con la regién 510-560 y se encuentra
completamente desplazada en estado reducido. En cambio Trp196, que no parecia jugar
ningun papel importante, en la figura 2-B se puede apreciar como interacciona con el anillo de
nicotinamida del segundo NADH, contribuyendo a su estabilizacion (Sevrioukova, 2009;
Villanueva et al., 2015).

Resaltar las regiones con lineas discontinuas que pertenecen a la region 546-558 en 4BV6 y la
region 509-558 en 4BUR, que no se observan en la estructura cristalina. Este es un hecho
fundamental, ya que a lo largo del trabajo se va a intentar resolver la estructura secundaria de
estas regiones (mediante métodos bioinformaticos) debido a su importancia en la funcién de
la proteina in vivo.

3. Interaccion de la AIFM1h con otras proteinas.

Se ha descrito también la interaccién de AIFM1h, con diversas proteinas, en los diferentes
compartimentos celulares en los que se puede localizar (Sevrioukova, 2011; Ferreira et al.,
2016)

e En la mitocondria se ha descrito que la forma reducida de AIFM1h forma un complejo con
CHCHD4, una proteina implicada en el importe de diversas proteinas al espacio
intermembrana de la mitocondria y en su plegamiento oxidativo (Mesecke et al., 2005).
Entre estas proteinas se encuentran varias subunidades del complejo | de la cadena
respiratoria y varios factores de ensamblaje del complejo IV. Esto conecta la actividad
reductasa de AIFM1h con la biogénesis de los complejos de la cadena mitocondrial
(Ferreira et al., 2016)

e En el citosol destaca la interaccidon de AIFM1h con dos proteinas que poseen una funcion
contrapuesta entre ellas. Por un lado se encuentra la ciclofilina A (CypA) (Thali et al.,
1994; Candé et al., 2003), cuya interaccién con AIFM1h favorece el co-transporte dptimo
de ambas proteinas al nucleo, favoreciendo la induccidn de la apoptosis. Por su parte la
interaccion de AIFM1h con HSP70 (chaperona de bajo peso molecular que se une a
diferentes proteinas para estabilizarlas, impedir su agregacién o ayudarlas en el
plegamiento) (Tavaria et al., 1996) induce la supervivencia celular al impedir su transporte
al nucleo (Gurbuxani et al., 2003; Sevrioukova, 2011; Ferreira et al., 2016).

e En el ndcleo la interaccién del complejo AIFM1h: CypA con la histona H2AX (proteina que
contribuye a la formacién del nucleosoma y por consiguiente a la estructuracién del DNA),
forma el degradosoma, el cual unird DNA produciendo condensacion de la cromatina y la
subsecuente degradacién del DNA (Ferreira et al., 2016).
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lll. OBJETIVO DEL TRABAJO:

1. Predecir mediante la utilizacion de diversas herramientas informdticas la posible

organizacidn espacial de las regiones de la AIFM1h que no se observan en las estructuras

cristalinas de AIFM1h,, y AIFM1h,.4:NAD", para construir los modelos tridimensionales de

ambas formas que contengan los aminoacidos no observados en las estructuras

cristalograficas.

Evaluar el acoplamiento del coenzima en los modelos construidos.

Evaluar el acoplamiento de AIFM1h con otras proteinas con las que interacciona in vivo.

4. Diseflar una practica de bioinformdtica consistente en el modelado molecular de las

regiones que no se observan en las estructuras cristalograficas y la realizacidon de un

docking con algunas proteinas con las que interacciona in vivo.

IV. MATERIALES Y METODOS:

1. Ficheros de proteinas.

Todos los ficheros de coordenadas de estructuras de proteinas han sido obtenidos del Protein
Data Bank (PDB) http://www.rcsb.org/ pdb/home/home.do:

e Ficheros de las coordenadas de AIFM1h:

O

4BV6: estructura cristalografica de AIFM1h en estado oxidado, contiene el cofactor
FAD. Este fichero carece de la informaciéon estructural de 13 aminodcidos
correspondientes a la regién desde el aminodcido 546 hasta el aminodacido 558,
ambos inclusive, la cual se considera flexible.

4BUR: estructura cristalografica de AIFM1h en estado reducido, de su cofactor
flavinico, FAD,, y en complejo con dos moléculas del coenzima NAD/H. este fichero
carece de la informacién estructural de 49 aminodcidos correspondientes a la region
desde el aminoacido 509 hasta el 558, ambos incluidos.

4Lll: estructura cristalografica de la AIFM1h en estado oxidado, similar al fichero
4BV6. Se utiliza porque el Swiss-model no identifica en su base de ficheros 4BV6.

e Ficheros de coordenadas de otras proteinas humanas:

O

O

O

2CPL: fichero PDB de la estructura de la CypA.

2K3J: fichero PDB de la estructura del CHCHDA4.

5FPD, 5FPE, 5FPM y 5FPN: ficheros PDB de la estructura de HSP70. Al visualizar su
estructura terciaria en el PDB no presentan diferencias notables en la estructura
terciaria por lo que en principio da igual cual utilizar. Se decide utilizar la 5FPM
porque muestra la posicidon de un mayor nimero de residuos.

1P3A y 1KX5: ficheros PDB de la estructura de H2AX unido a nucleosomas. Por tanto
habra que eliminar previamente del fichero las histonas que no sean la H2A y el DNA,
ya que no son de interés para este estudio. Se decide utilizar el archivo 1KX5 debido a
gue esta la histona completamente cristalizada y en 1P3A faltan unos fragmentos del
N-terminal y del C-terminal.



Trabajo de Fin de Grado Javier Mata Trevifio

2. Programas informaticos:

e PyMOL (https://www.pymol.org/): programa de visualizacion molecular de cédigo abierto

y auspiciado por los usuarios. Creado por Waren Lyford Delano y comercializado por
Delano Scientific LLC, una compafiia dedicada a la creacién de herramientas computa-
cionales accesibles universalmente para las comunidades cientificas y educacionales.
PyMOL es apropiado para producir imagenes 3D de alta calidad de moléculas pequefias y
de macromoléculas bioldgicas, ademas de permitir la determinacién de ciertos
pardmetros, la comparacidén entre moléculas y algunas simulaciones bdasicas. En este
trabajo PyMOL se ha utilizado para visualizar y comparar las moléculas objeto de estudio,
producir imagenes y hacer algin modelado basico.

e Discovery Studio (http://accelrys.com/products/collaborative-science/biovia-discovery -

studio/): software de pago que permite la simulacién tanto de moléculas pequefas como
de complejos macromoleculares. Este producto posee un fuerte programa de
colaboracién académica y posee numerosas herramientas y algoritmos desarrollados por
la comunidad cientifica que permiten al software realizar una serie de procesos y tareas
muy diversas. En este estudio se utilizara su opcién de modelado molecular para modelar
la regién 510-560 que aparece como dos hélices-a en 4BUR, después de la utilizacién del
servidor Swiss-model.

3. Servidores web:

e Alineamientos de secuencia: los alineamientos de secuencia que se presentan se han
realizado utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) http://blast.ncbi.nim.

nih.gov/Blast.cgi. Los algoritmos de BLAST permiten la comparacién de una secuencia

problema (también denominada query) con un conjunto de secuencias almacenadas en
una base de datos que puede elegir el usuario (Altschul, 1997; Schwede et al., 2014).

e Predictores de estructura secundaria. Estos servidores web predicen la estructura
secundaria de una secuencia basandose en la secuencia de aminoacidos y en diversos
algoritmos de prediccidn de estructura secundaria. En este caso se han utilizado varios
servidores web: PHDsec (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=/
NPSA/npsa phd.html), Jpred4 (http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/), Pfam (http://
pfam.xfam.org/), PsiPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) y Sam-t02 (https://compbio.
soe.ucsc.edu/HMM-apps/T02-query.html). Entre ellos destaca PsiPred, que es uno de los

muchos servidores que ofrece el Departamento de Biologia Computacional del University
College London (UCL) http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ introduction/. Posee una red de trabajo

neuronal propia que utiliza para procesar y analizar los datos obtenidos mediante un
proceso de PSIBLAST (Buchan et al., 2013). Su pagina web también permite utilizar otros
servidores como DISOPRED, utilizado para predecir regiones desordenadas de una
proteina.

e Programas de modelado por homologia. Los algoritmos que utilizan estos servidores
permiten predecir una estructura terciaria a partir de una secuencia por modelado sobre
una estructura homadloga con un importante grado de identidad (Mount, 2007). En este
trabajo se ha utilizado Swiss-model (http://swissmodel.expasy.org/interactive), una
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herramienta que ademas de utilizar el modelado por homologia, incorpora la informacion
de otros servidores (BLAST, PsiPred...) y bases de datos (PDB, Uniprot...), para la
produccién de modelos con mayor fiabilidad. A destacar su biblioteca de modelos (Swiss-
Model Template Library, SMTL) que esta conectada con el PDB y le permite disponer de
cualquier informacién y actualizacion que se realiza en esta base de datos. También utiliza
un sistema independiente denominado proyecto CAMEQO (Continuous Automated Model
EvaluatiOn, http://cameo3d.org) que continuamente realiza evaluaciones sobre la calidad

de las predicciones siguiendo los criterios establecidos por la comunidad cientifica sobre
la prediccién de estructuras (Biasini et al., 2014).

Carga de la secuencia problema.

1. Alineamiento de

Carga del alineamiento de secuencias, por comparacion en bases de datos.

secuencias. Eliminacién de los grupos HET (heterogéneos, residuos no estandar).

i e

Refinado el alineamiento de secuencias.

Asignado simple de la estructura general del modelo.

SN 2. Preparacion para Reconocimiento del inicio y la terminacién de la secuencia.

el modelado. Agregado de las cadenas ausentes en el modelo.

o N o wn

Introduccién de las interacciones polares.

9. Realizacion de diferentes procesos de modelado.

—l 3. Proceso de 10. Optimizacion de las cadenas laterales.
modelado. 11. Introduccién de hidrégenos.

12. Optimizacidn de los bucles.

13. Cdlculo de la energia total del complejo.
— 4. Optimizacion y 14. Eliminacién de hidrégenos.
refinamiento. 15. Modificacién de la nomenclatura atémica.

16. Eliminacion del alineamiento de secuencias.

Figura 3: Proceso que realiza el programa Swiss-model para predecir la estructura terciaria de una secuencia a partir de los datos
que ha extraido del PDB.

e Servidores de docking proteina-proteina. Es en un método que consiste en la
conformacidon mas probable que obtiene una proteina al estar unida con otro molécula
(en este caso es union proteina proteina), a fin de formar un complejo estable. En este
caso se va a utilizar el servidor ClusPro (https://cluspro.bu.edu/home.php) (Comeau et al.,
2003).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION:

Las 2 estructuras de la proteina AIFM1h con las que se van a trabajar en este estudio
presentan estas caracteristicas:

1. AIFM1,1.40: con el cofactor FAD en estado oxidado y cddigo PDB 4BV6, cuyo fichero PDB
no contiene informacién estructural de 13 aminoacidos de estructura terciaria (desde el
546 hasta el 558 incluidos).

2. AIFM1,1.101:4: NADH, con el cofactor FAD en estado reducido, dos moléculas de NADH por
protémeroy cddigo PDB 4BUR, y cuyo fichero PDB no contiene informacion estructural de
49 aminoacidos de estructura terciaria (desde el 509 hasta el 558 incluidos).

A efectos practicos de comparacidn con otras proteinas ambas corresponden a la misma
secuencia de aminodcidos (Anexo 1), y por tanto ya que 4BV6 contiene un mayor trozo de
secuencia de aminodcidos, muchos de los estudios que se detallan a continuacidn se realizaran
con 4BV6 y posteriormente, cuando asi se considere oportuno, se recalcularan con 4BUR.

1. Identificacion de estructura secundaria y posibles conformaciones para los fragmentos que

no se observan en las estructuras cristalinas.

En un inicié se utilizd esta aproximacion para intentar obtener una estructura secundaria del
fragmento a través de otras proteinas que posean una region parecida.

Se selecciona una secuencia de 71 aminoacidos (del 499 al 570) para la realizacién del BLAST.
Se utilizan estos 71 aminodacidos, porque contienen la regién presumiblemente desordenada y
varios aminodcidos a cada lado, con objeto de que el programa posea suficiente informacién
para obtener una alta homologia entre la proteina problema y los posibles moldes. El servidor
web utilizado en este proceso es: https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&
PAGETYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome. Este servidor ofrece dos opciones, que
proporcionan los siguientes resultados:

A) Busqueda en todas las bases de datos de proteinas existentes. Se identifican un gran
numero de proteinas con una elevada homologia (superior al 85%), que resultan ser todas
AlFs de diferentes especies. En ningln caso se encuentra la informacion deseada, por lo
tanto se desecha la informacién aportada por esta busqueda.

B) Busqueda de secuencias homdlogas con estructuras depositadas en el PDB. Esta
busqueda proporciona unos 30 resultados (un nimero muy reducido en comparacion a la
opcidn A), pero todas las proteinas que presentan una homologia elevada son AIFM1, de
ratdn o humanas. Todas ellas carecen en su estructura del fragmento objeto de estudio y
por lo tanto no pueden ser de utilidad para su modelado. Las proteinas identificadas en
esta busqueda con menor identidad de secuencia (50% mas o menos), son fragmentos de
proteinas que en ningln caso contienen en su estructura una regidn equivalente al
fragmento objeto de estudio.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&%20PAGETYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&%20PAGETYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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A la vista de estos datos se obtiene la primera conclusién del estudio, el PDB no contiene
ninguna estructura que pueda servir como modelo para predecir ni la estructura secundaria y
ni la conformacién de la regiéon 499-570.

Por tantos se decide utilizar como alternativa predictores de estructura secundaria. Se
introduce la secuencia: STPAVPQAPVQGE, que corresponde a los 13 aminodacidos que faltan en
el fichero PDB 4BV6. En algunas ocasiones se debe utilizar un mayor nimero de aminoacidos,

porque cada predictor necesita un nimero minimo de aminodacidos que supera los 13
aminodcidos de interés. En cada caso se indicara cual es el numero seleccionado para la
prediccién.

En general los resultados obtenidos son similares a los del BLAST, porque compara con otras
proteinas depositadas en las bases de datos y selecciona AlFs. A destacar el Jpred2 y el PsiPred,
gue son programas con redes de trabajo neuronales propias y que aportan resultados mas
definidos.

Jpred 2 (secuencia utilizada: ITIPPSTPAVPQAPVQGEDYGKGVIFYLRD): este servidor busca en

las bases de datos existentes y

1 20 30

dems i o loroseens, e SOEYSSERYSKS, [VTIEVAS
ubalus bubalis

ademas realiza su propla Heterocephalus glaber I [A]l QAPSEGEDYGKG |VI|FY|LIRD

. .y . Alligator mississippiensis H[T]! QVPKQGEDYGKG |VI|FY|LIRD

pred|CC|on. Lo primero que Tursiops truncatus 1[T|L QAPAQGEDYGKG |VI|FY|L|RD

Anas platyrhynchos VP H PKEGEDYGKG |VV|FY|LIRD

. .z Lepisosteus oculatus V R PEQGEDYGKG |VI|FY|LIRD

realiza es una comparacion para Monodelphis domestica D|1 Q KGEDFGKG |VI|FY|L|RD

Anolis carolinensis LKV QA QGEDYGKG |VI|FY|LIRD

H H T i Latimeria chalumnae VIS K QAPQQGEDYGKG |VV|FY|LIRD

identificar la homologia que hay Sarcophilus harrisi 1E EDSVTGEDFGKG |vi|FY|[rD

| df , Callorhinchus milii VS LPPEEGEEYGKG |VI|FY|L|RE

Pediculus humanus PV P KPPQPGEDYGKG I I|FY|L|IRD

entre as I erentes prOteInaS Branchiostoma floridae E|V PSASEKTEDYGKG VI|FY|LIRD

. e . Meleagris gallopavo QVPKEGEDYGKG |VI|FY|L|IRD

AIF (f|gura 4) Yy deSpUeS eJeCUta Aslyanax mexicanus VAV PQAQKEDYGKG |VI|FY|L|RD

Amblyomma triste PV RAPNDGDDYDKG |VV|FY|L|IRD

Xenpopus tropicalis PPASSSEFAPSQQGDNYGKG |VV[FY|L|IRD

los algoritmos propios del pro-
grama para poder predecir la
estructura secundaria (figura 5).

QUERY

Figura 4: Comparacién de las secuencias de AIFM de diferentes
organismos depositados en la base de datos de UniProt. Los

aminoacidos en azul indican completa identidad,

los rojos

conservacion de las propiedades quimicas en comparacién con

otros en la misma posicidon y los recuadrados son los
como base para realizar la prediccién.

: 19 . 30 .
jp_lmbBQ_'11-30 ITIPPSTPAVPOQAPVAGEDYGKGY I FYLRD
Lupas_21 e e e e s s s s s s s e e s e e s s s s - - -
Lupas_14 e e e e e e e e e e e e e s e e e s e e s e e - e e
Lupas_2B e e e e e e e s e s e e s s s s - s - -
jnetpred e

JHETCOMF

JMETSOL25

JHETSOLE e e e e e e e e e e e e e e e e e e - BEBE- - - -
JNETSOLO 0 s e e e e e e e e e e e e e e BB- - - - -
JHMETHNM —_—
JMETPSSM —
JNETJURY

Figura 5: En la parte superior se presenta el resultado del algoritmo propio del

programa (Lupas), el cual no ha podido resolver ningun tipo de estructura

secundaria en nuestra region de interés. En la parte inferior aparece el Jnet, que
utiliza un sistema de BLAST, el cual la region GKGVIFY se pliega en una lamina-B.

Esta informacion la obtiene de la comparacion de AIFMs depositadas en el UniProt

y que concuerda con la conformacion que adopta esa zona en la proteina en estado

reducido (tanto en 4BV6 como en 4BUR se puede apreciar).

utilizados

10



Trabajo de Fin de Grado Javier Mata Trevifio

PsiPred: como este programa ofrece muchas opciones referentes a estructura secundaria y
terciaria, se realizan diferentes predicciones, para poder comparar los resultados. Una vez
obtenidos los datos se realiza una comparacion entre estos y lo que se sabe de la estructura
secundaria de la AIFM1.

LEYENDA
Hélice-a: ,“wﬂ Giro: LN
Lamina-f: Desorden:
psse -n- A -\-ﬁvﬁwﬁv vhw

Site Record—0 0O
POEMFWSDLGPDVGYEAIGLVDSSLPTVGVFAKATAQDNPKSATEQSGTGIRSESETESEASE
POE 45 ' 490 ' 500 ' 510 ' 520 ' 530 ' 540

P L. b

D5SP ———— e C N _ _——

vV WV VWV

Site Recond
FOEITIPPSTPAVPOAPVOGEDYGKGV IFYLRDEKVVVGIVLWN I FNRMP IARK 1 IKDGEQHED
FOEgyy 560 ' 570 ' 580 ' 590 ' 600

Figura 6: Estructura secundaria del fichero 4BV6 (depositado en el PDB), en la que se puede apreciar como
hay una larga zona carente de estructura secundaria definida (que contiene los aminoacidos que no se
observan en la estructura 4BUR) y una zona vacia que se corresponde a los 13 aminoacidos que no se
observan en el fichero 4BV6.

LEYENDA
Hélice-a: Confianza prediccion: ]=- all IE
— P N
Lamina-B: Prediccidn de estructura: Pred

No estruc 22: — Secuencia problema: AA

cont: JIIINz=iinaaiiBiENE =000 0NN Dannnnnt
Pred: A m

Pred: CCCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCC
AA: SSLPTVGVFAKATAQDNFKSATEQSGTIGIESESETESEAS

10 20 30 40

cont: JunNERNNNRNRNNRERRENRRR-n00Nnnk

FPred: c —

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECC
AA: EITIPPSTPAVPQAPVQGEDYGEGVIFYLED

50 &0 70

Figura 7: Prediccion del PsiPred de la estructura secundaria de la
region 499-570 de AIFM1h (71 aminoacidos) que contiene las
regiones no observadas en 4BV6 y 4BUR.
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Se introduce la secuencia de 71 aminoacidos y se filtran tanto las regiones de poca
complejidad, como las hélices super-enrolladas (figura 7). Como se puede apreciar hay una
secuencia de gran longitud entre los aminoacidos 525 y 560, que corresponde a una region sin
estructura definida y en la cual se incluyen tanto los 13 aminoacidos que no se observan en
4BV6 como los 49 que no se observan en 4BUR. El predictor también identifica un par de
[dminas- y una hélice-a, presentes en el fichero de

4BV6 (figura 6). Este dltimo hecho corrobora la  conf: JHNNNRNENERRERRmnRNt
fiabilidad de la prediccién realizada. Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCcccccece
AR PPSTPAVPQAPVQGEDYG

10

Figura 8: Estructura secundaria de los 18
para corroborar que para esta region se obtiene el  aminoacidos, predicha por el PsiPred

También se realiza una prediccion de estructura
secundaria con sélo 18 aminoacidos PPSTPAVPQAPV
QGEDYG (subrayados los 13 aminodcidos de interés),

mismo resultado que con la prediccion de 71  (misma leyenda que en figura 7).
aminoacidos.

Por ultimo se realiza una prediccién de estructuras desordenadas con los 71 aminoacidos (499-
570) para ver si al no presentar ningun tipo de estructura secundaria este fragmento, se debe a
una estructura desordenada (figura 9).

Perfil intrinseco de desorden

0.8 |
3
N 06|
8
G
C
o
o 04 H
3 Estado desordenado: —
C
0 i6n de | ,
) Unidn de la proteina:
S 02} P
2
C
>
o
D 1 L 1 L 1 L 1 ]

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Numero de aminoacido

Figura 9: Entre las posiciones 25 y 60 (justo la posicion de los 49 y 13 aminoacidos no vivibles en
las estructuras cristalinas), el predictor DISOPred asigna un valor elevado a la funcion de
confianza, sugiriendo que esta debe ser una region desordenada, que no presenta una
estructura secundaria definida.

El conjunto de estos resultados indica que el fragmento 524-560 forma parte de una regién

que tiende a encontrarse desordenada y presenta alta flexibilidad, una de las razones por la
gue probablemente no se pueda observar en la estructura cristalina.
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2. Produccién de un fichero de coordenadas para AIFM1h que incluya el fragmento no

observable en las estructuras cristalinas resueltas.

2.1. Modelado manual de la regién desordenada.

Debido a que el fragmento ausente en 4BV6 es una secuencia corta, solo 13 aminodcidos, se
planteé como primera opcion modelar esos 13 residuos utilizando un programa de
visualizacidn de estructuras que permite cierto modelado geométrico (PyMOL). El protocolo
seguido es:

e Produccidn del modelo manual de la cadena de 13-1 aminodcidos. En este caso se elige
como aminodacido extra Pro545, que es el Ultimo que se visualiza en la estructura antes de
la regién desordenada (region 546-558)

e Superposicidon con la opcion "pair fiting" de dicha Pro545 del fragmento generado sobre
la de 4BV6.

e Unavez que se encuentran las prolinas apareadas, se elimina la prolina del fragmento y se
sustituye el enlace con la opcidn “create bond” que ofrece PyMOL. De esta forma se crea
el enlace peptidico entre Pro545 de la proteina y Ser546 del fragmento.

e A continuacién se crea el enlace entre el otro extremo del fragmento con el otro
aminodacido de la cadena (558-559), creando el enlace Glu558-Asp559. Al estar tan
separados ambos aminoacidos esta accién genera una distancia de enlace “imposible”
(figura 10).

e Se utiliza la opcién “sculpting”, que permite mover los angulos y distancias de enlace con
objeto de obtener estructuras geométricamente correctas.

Figura 10: Modelo producido con PyMOL de la cadena Figura 11: Cadena polipeptidica de los 13
polipeptidica de los 13 aminoacidos de interés (coloreada en aminoacidos de interés, tras ser sometido el
CPK y con los carbonos en verde). Se muestra el acoplamiento modelo a la opcion “sculpting” de PyMOL, lo
a Pro545, asi como el acoplamiento con un “enlace” de 45,8 A que ha producido el acercamiento del enlace
entre Glu558-Asp559. Pro545 y Asp559 correspondientes a Glu554-Asp559 hasta los 9 A.

4BV6 se muestran con los carbonos coloreados en azul claro.

Ill

La comparacidon de la figura 9 y 10 permite apreciar que aunque la utilizacién del “sculpting”
aproxima considerablemente las posiciones 558 y 559. En la mejor estructura obtenida esta
distancia de enlace sigue siendo demasiado elevada, aunque dicho modelo contiene ya todos
los atomos de AIFM1h y podria mejorarse sometiendo este fichero a una simulacidén de

dindmica molecular.
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Este resultado indica que, aunque PyMOL es una herramienta buena para la visualizacién de
proteinas y permite cierto grado de modelado, la opcién “sculpting” se queda limitada a la
hora de modelar la zona desordenada de 4BV6, por lo que tampoco resulta factible utilizarlo
para 4BUR (ya que este fichero posee 49 aminoacidos que no se observan en la estructura
cristalina).

2.2. Modelado por homologia de la region desordenada de 4BV6 y 4BUR.

Como aproximacion complementaria se utiliza el modelado por homologia, usando el servidor
Swiss-model, que permite obtener un modelo de estructura terciaria completa de cualquier
proteina a partir de un molde, siendo esta una estructura o modelo tedrico.

El buscador de Swiss-model identifica la estructura de AIFM1h contenida en el PDB 4LIl (como
ya se ha explicado anteriormente se utiliza este fichero en lugar de 4BV6, ya que Swiss-model
no lo reconoce) como un buen molde para modelar AIFM1h oxidada, a pesar de no poseer
tampoco los 13 residuos desordenados.

Una vez obtenido el modelo utilizando como molde 4LIl se comprueba si se parece a la
estructura depositada en el fichero 4BV6 (figura 12) ya que si fuesen muy diferentes no se
podria utilizar ya que esto podria falsear los resultados posteriores. Como se puede apreciar,
las imagenes se superponen con bastante similitud, (RMSD = 0.161 que lo emite PyMOL
cuando se realiza el alineamiento de secuencias y que cuanto mas bajo es este nimero mejor
superponen ambas estructuras). Las Unicas diferencias que se pueden destacar son las
resultantes de la superposicion de algunas estructuras de lamina-B, pero se puede deber a que
el modelado finaliza con una etapa de dinamica y ademas a que el fichero de coordenadas ha
perdido asignaciones obligatorias introducidas para el PDB cristalografico. También podria
deberse a que son ficheros PDB diferentes, pero esto es menos probable (se podrd confirmar

esta hipdtesis cuando se realice a comparacion de la 4BUR).

Figura 12: Superposicion de la estructura de
AIFM1h con cédigo 4BV6 con el modelo
derivado de Swiss-model usando como molde
4Lll. 4BV6 esta coloreado en rojo, el modelo
obtenido en verde y en azul claro se
encuentra la secuencia de 13 aminoacidos de
interés (se pueden ver mejor en la figura
ampliada).
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Una vez obtenido el modelo de AIFM1h en estado oxidado, se procede a la obtencion del
modelo de la proteina en estado reducido. Como en este caso Swiss-model si que reconoce el
fichero 4BUR, se elige ese ya que es el que se ha estado utilizando a lo largo de todo el estudio.
Es preciso recordar que este fichero no dispone de informacién sobre 49 aminodcidos.

Una vez Swiss-model ha realizado su prediccion se procede a comparar el fichero 4BUR original
con la predicciéon. Como se puede observar en la figura 13 la superposicion es muy adecuada
(RMSD = 0.262) exceptuando los 49 aminoacidos que légicamente al no estar en el archivo
original es imposible que coincidan. También sucede lo mismo que en la comparacién anterior,
y es que algunas laminas-PB no encajan a la perfeccidn, por tanto se descarta que se deba a la
diferencia de ficheros en el caso anterior y serd por lo comentado anteriormente.

Figura 13: Superposicion del fichero 4BUR
con la prediccion de Swiss-model para la
estructura de AIFM1h en estado reducido. La
estructura 4BUR original esta coloreada en

rojo y el modelo producido en verde con la
secuencia modelada de los 49 aminoacidos
en azul claro (figura ampliada).

El Swiss-model no es un programa especializado en hacer dindmica. Este hecho se puede
observar en el caso de la AIFM1h en estado reducido, en la que las 2 hélices-a que ha predicho
el programa, se encuentra muy alejada del resto de la proteina, algo que no parece real. Por
esa razén ha de minimizarse esta estructura y someterse a una simulacion de dindmica
molecular. Para ello se va a emplear el programa informatico Discovery Studio, que, entre
otros, permite realizar este tipo de calculos.
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3. Simulacién de dindmica molecular de las estructuras obtenidas en el modelado por

homologia para encontrar la estructura optima gue represente a la proteina.

A través de la interfaz de Discovery Studio, se ha utilizado la herramienta de dinamica
molecular NAMD (Not (just) Another Molecular Dynamics program) creada para simulaciones
biomoleculares. Emplea el modelo de campos de fuerza CHARMMy diversas plataformas y
algoritmos para realizar la simulacion.

Tras 7 procesos de dindamica NAMD, siendo el resultado el que se muestra en la figura 14. Se
ha simulado durante 70 ps (10 ps cada una de las simulaciones), tiempo demasiado corto
como para que se produzca el equilibrio y se pueda obtener una estructura mas realista.
Habria que realizar mas simulaciones de dinamica molecular para poder alcanzar unos

resultados mas fiables.

Figura 14: comparacion entre
el modelo producido por
Swiss-model (azul claro) y el
modelo después de realizar
MD (verde) (70ps). Se puede
apreciar como al flexibilizar
la molécula varian la region
de dos hélices cambia,
desapareciendo la hélice mas
corta en favor de una region
desordenada y flexionan-
dose la hélice de mayor
longitud hacia el resto de la
proteina.

4. Evaluacion del acoplamiento de AIFM1h con otras proteinas con las que interacciona in vivo.

Se ha utilizado el servidor ClusPro para simular las interacciones proteina-proteina. Se ha
seguido siempre el mismo patréon, como AIFM1h es la de proteina de interés serd el receptory
las otras cuatro proteinas seran los ligandos, permitiendo de esta forma que AIFMh1 esté fijay
el resto de proteinas se mueven alrededor de su superficie.

Después de que el programa realice los 8 trabajos (ya que se estudia la interaccion por
separado de las 4 proteinas tanto con la forma oxidada como con la forma reducida de
AIFM1h), el programa obtiene diferentes tipos de simulaciones: favoreciendo interacciones
electrostaticas, interacciones hidrofdébicas, interacciones de Van der Waals mas electrostaticas
o un simulacion balanceada en la que tienen en cuenta todo lo anterior. En este estudio se
elige la opcidn balanceada ya que en el articulo de Camacho et al., 2003, se sugiere utilizarla ya
que es la que mas fiabilidad posee.

ClusPro genera una gran cantidad deposes para los acoplamientos, pero muchos de ellos son
muy parecidos, por eso los agrupa en “clusters” realizando una media. El programa genera asi

16



Trabajo de Fin de Grado

Javier Mata Trevifo

unos 30 clusters que corresponden a posiciones diferentes, ordenandolas de mayor a menor

repeticidn, segun su propio algoritmo. Los primeros clusters son los que contienen poses que

se repiten m-as a menudo, aunque no tienen por qué ser los de menor energia.

4.1.

Interacciéon con AIFM1h en estado oxidado

Interaccion entre AIFM1h y CypA: Experimentalmente se ha sugerido que la interacciéon
debe producirse en el nucleo entre las regiones 328-397 de AIFM1h y 55-150 de CypA
(Candé et al., 2003). Sin embargo la Unica estructura (figura 15) que se acerca a esta

disposicion es la obtenida en el cluster 28 que se corresponde a un nimero muy alto y

ademads tampoco interaccionan en su totalidad las regiones nombradas anteriormente.

Destaca que en esta simulacidon se produce una interaccidon de la region desordenada

(Gly556-Tyr559.)

Figura 15: interaccion entre AIFM1h y
CypA, coloreadas en azul y rojo
respectivamente, correspondientes al
cluster niimero 28.

Las regiones que interaccionan de
AIFM1h: Ala323-Val330, lle345-Arg358,
Arg387-Ala397 y Gly556-Tyr559; con los
carbonos coloreados en rosa.

Las regiones que interaccionan de
CypA: Arg55-Phe60, Ala103-Thr107,
Trp121-His126 y Ser147-Lys151; con los
carbonos coloreados en verde

Ademads de la caracterizacidon del cluster que mayor similitud posee con los datos

experimentales, también se describe la interaccidn del cluster O (figura 16), por ser el que

mayor numero de veces se repite y uno de los que menor energia posee (Anexo 3). Se

puede apreciar cdmo se produce la interaccidon entre la zona C-terminal de AIFM1h vy

CypA, cuyas regiones de interaccion coinciden bastante con el cluster 28.

Figura 16: interaccion entre AIFM1lh y
CypA, coloreadas en azul y rojo
respectivamente, correspondientes al
cluster nimero 0.

Las regiones que interaccionan de
AIFM1h: Asp415-Leud27, Phed42-Argd49,
Pro475-Trp477, Arg568-Val573 y Lys592-
Glu596 .

Las regiones que interaccionan de CypA:
lle57-Met61, Cys115-Lys125 y Met136-
Asn149.
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e Interaccidn entre AIFM1h y HSP70: se conoce que la interaccidn entre estas dos proteinas
se da en el citoplasma, en el que HSP70 se une a AIFM1h en su region 150-268, de esta
forma HSP70 bloquea el reconocimiento de la NLS de AIFM1h y evita que migre al nlcleo
reteniéndola en el medio citoplasmatico (Gurbuxani et al., 2003)

Por esta razdn se va a buscar la interaccion entre estas dos regiones (figura 16), siendo la
gue mejor se adapta al nUmero 0, pero no es ni de lejos una buena interaccion, ya que
solo interacciona con una pequefia parte de esta region: Rg151-Pro155 y Lys199-Tyr211; e

interactla en mayor medida con otras zonas.

Figura 17: interaccion entre
AIFM1h y HSP70, coloreadas en
azul y rojo respectivamente.

La zona coloreada en verde es la
zona en la que tedricamente segun
la bibliografia interactia, que se
puede apreciar como solo
interaccionan dos pequeiias
regiones de esa zona (carbonos en
verde.)

e Interaccidn entre AIFM1h y CHCHD4: al ser CHCHD4 una proteina que interacciona con
AIFM1h en la mitocondria, es posible que no contengamos toda la informacion para la
simulacidn, ya que solo se posee la estructura terciaria de AIFM1h después de escindirse
de la membrana de la mitocondria y abandonarla (que es donde interactia con esta
proteina). Por ello se va a evaluar la interaccién que realizan en una zona que
posiblemente no sea la real, se ha elegido el cluster 1 porque aunque posee menos
repeticiones que el 0 posee unas energias menores (anexo 4).

Figura 18: interaccion entre AIFM1h y
CHCHD4, coloreadas en rojo y azul
respectivamente.

La region que interacciona de AIFM1h es
la de los residuos 300-550, mientras que
de CHCHD4 interacciona practicamente
toda, al ser una proteina pequena y estar
embebida en AIFM1h

18



Trabajo de Fin de Grado Javier Mata Trevifio

e Interaccidn entre AIFM1h y H2AX: Hasta la fecha no hay informacion de esta interaccion.
Se ha elegido el cluster 0 por ser el que menor energia de estabilizacion posee y el
representado por mds poses. Ademas es curioso que posea la misma energia de
estabilizacion tanto siendo la media de las 115 conformaciones como de la de menor
energia, eso quiere decir que esas 115 conformaciones serdn casi idénticas unas de otras.
Resaltar que esta interaccién (figura 19) se produce en una regién justo al lado de la zona
en la que interaccionan AIFM1h y CypA, algo de gran importancia, ya que H2AX se une al
complejo AIFM1h-CypA. La zona e unién de H2AX se sitla cerca de esa otra zona, pero sin
llegar a taparla, por lo que podria representar con bastante probabilidad el sitio de unién
factible en el que interaccionaria tanto con AIFM1h como con Cyp A.

Figura 19: interaccion entre AIFM1h y
H2AX, coloreadas en azul y rojo
respectivamente.

Las regiones que interaccionan de

{ AIFM1h: Arg265-Arg272, Glu4d01-Gly419,
Tyrd43-Val452, Trp478, Gly494-Pro502,
Leu567-Val573 y Lys592-Glu598; con los
carbonos coloreados en rosa.

Las regiones que interaccionan de H2AX:
Argl1-Arg21, Tyr39-Leu58 y Asn89-Arg99;
con los carbonos coloreados en verde.

Ademas destaca la region naranja que es
la zona de union de AIFM1h con CypA.

A la vista de estos resultados se generan dudas sobre la fiabilidad de estas simulaciones, ya
que en los dos casos que se ha obtenido experimentalmente la zona de union (CypA y HSP70),
apenas coinciden con las simulaciones. Esto puede deberse a varios factores: la fiabilidad del
programa (que se presupone buena), a que son justo las dos proteinas mas grandes que se han
seleccionado para estos estudios (por lo tanto el error puede ser mayor) o a que AIFM1h en
estado oxidado no es el mejor receptor, ya que las interacciones que realiza con estas
proteinas se realizan inicialmente en el nucleo y citoplasma en el que ya posee sus 2 moléculas
de NADH unidas y por tanto posee un cambio conformacional.

Por lo que se va a realizar una simulacion tanto con CypA y HSP70 unidas a AIFM1h en estado
reducido después de haber sido minimizado por dindmica molecular.
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4.2 Interaccion con AIFM1h en estado reducido.

En este caso se van a analizar las interacciones con AIFM1h en estado reducido. Se centrara
sobre todo en las interacciones con HSP70 como con CypA (en el caso de CHCHD4 y H2AX son
muy parecidas tanto en uno como en otro y ademas no se poseen datos experimentales con
los que comparar) porque se produce una modificacidn relevante de los resultados, haciendo
que se parezcan mas a los resultados obtenidos en los estudios experimentales. Cuando se
estudie la interaccion con CypA también se analizara la relacidon con H2AX.

e Interaccidn entre AIFM1h y HSP70: es muy sorprendente lo que se ha producido en esta
proteina al cambiar la estructura oxidad por la proteina. Mientras que en la estructura
oxidad la HSP70 solo poseia el cluster 0 que se acercaba levemente a la region 150-268,
en el caso de la proteina reducida se han visualizado 5 clusters correspondientes a los
numeros: 2, 4, 5, 10, 11 (todos muy repetidos y con bajas energias de estabilizacién). Se
ha elegido el cluster 2 (figura 20), por ser el que menores energias posee (anexo 8).

Figura 20: interaccion entre AIFM1lh y
HSP70, coloreadas en verde vy azul
respectivamente. La region roja es la
region 150-268 de AIFM1lh que
interacciona con HSP70 segun los datos
experimetnales

e Interaccidn entre AIFM1h y CypA: ocurre algo parecido al caso anterior, no solo el cluster
elegido mejora el contacto con la regién de AIFM1h asignada experimentalmente (regidn
328-397), sino que es un cluster menor, en este caso es el cluster 9 (figura 21).

Figura 21: interaccion entre AIFM1h y CypA, coloreadas en verde y azul

respectivamente. La region roja es la region 328-397 de AIFM1h que interacciona con
CypA segun los datos experimentales.
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Figura 22: interaccion entre AIFM1h, CypA y
H2AX en verde, azul y rojo respectivamente.

Que es la interaccion que se ha propuesto para
la formacion del degradosoma y posterior
compactacion del DNA que conducirda a la
apoptosis celular.

Como se puede apreciar en la figura 22, se da la interacciéon del complejo AIFM1h:CypA con
H2AX, en el que las tres proteinas se mantienen en contacto entre si. Se han seleccionado el
cluster 9 de CypAy el cluster 0 de H2AX.

A la vista de estos resultados evaluar de manera positiva la dindmica molecular y posterior
simulacidn de la interacciéon proteina-proteina de AIFM1h con HSP70 y CypA, que distan de los
resultados obtenidos en la simulacidon con AIFM1h oxidada y que son mucho mas parecidos
con los resultados obtenidos de manera experimental.

VI. Propuesta de una sesion practica para la asignatura de Bioinformatica del grado
de Biotecnologia.

Titulo: Estudio computacional del Factor de Induccién de la Apoptosis Mitocondrial
humano (AIFM1h), modelado de sus regiones flexibles y evaluacion de las
interacciones con otras proteinas.

Para la realizacion de esta practica entraremos en contacto con los conceptos basicos sobre el
manejo de diversas bases de datos de secuencias y de estructuras de proteinas, programas de
visualizacidn y modelado de estructuras y servidores que nos permiten analizar y simular
distintas propiedades estructurales de proteinas.

1. Modelado por homologia de |a regién desordenada de 4BV6 y 4BUR.

Las estructuras cristalograficas 4BV6 y 4BUR no contienen las coordenadas de todos los
atomos, presentando una region entre las posiciones 546-558 y 509-558, respectivamente, de
desorden. En esta practica utilizaremos Swiss-model (https://swissmodel.expasy.org/

interactive), para obtener un modelo de estructura terciaria de la proteina que contenga todos
sus atomos.
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e Introduce una secuencia larga de aminoacidos (unos 50-100) en el “template” del servidor
para que la busqueda de la proteina sea eficiente. Como puedes apreciar el servidor
ofrece muchas opciones de ficheros PDB. Elige el 4BUR para el estado reducido de la
proteina y el fichero 4LIl para el estado oxidado. Una vez el servidor los procese y obtenga
un modelo descdrgalo.

e Los archivos obtenidos en Swiss-model, no funcionan bien en PyMOL, por el tipo de
formato, por lo que haremos con el mismo programa una copia de la estructura completa
(seleccionando todos los aminoacidos y coenzimas y utilizando la opcién “copy to object”)
y lo guardaremos en otro nuevo archivo.

e A continuacion, haz una superposicion en PyMOL de los ficheros PDB de las proteinas con
los de los modelos obtenidos con Swiss-model con objeto de introducir en los modelos los
cofactores y coenzimas (Swiss-model realiza el modelado sin ningin coenzima ni
cofactor).

2. Evaluacion de la interaccion de los modelos de AIFMh con otras proteinas.

Descargar los ficheros de coordenadas de algunas de las proteinas que interactian con la
AIFM1h. Descarga los siguientes ficheros PDB: 2CPL (Ciclofilina A), 2K3J (CHCHD4), 5FPM
(HSP70) y 1P3A (histona H2AX). En algunos casos deberas modificar estos PDB, debido a que
las proteinas de interés estan formando complejos con otras que no necesitas.

e Describe a que proteina pertenecen cada uno de los ficheros ¢Qué funcidén posee cada
una de estas proteinas? ¢De qué manera y donde podria interaccionar con AIFM1h?
e Utiliza el ClusPro, (https://cluspro.bu.edu/home.php) para evaluar el acoplamiento e

interaccion que se produce entre la AIFMh y el resto de proteinas tanto en el estado
reducido como en el oxidado. Se te recomienda que te registres en la pagina de ClusProy
gue crees una cuenta que te facilite la descarga y el trabajo.

e Una vez que se hayan realizado los trabajos, descarga los que sean simulaciones
balanceadas (primera de las 4 opciones que aparecen en la parte superior).

e Como ves se obtienen unos 30 modelos de interaccién de la proteina AIFM1h con las
diferentes proteinas, elige uno de los 10 primeros y describe las interacciones que se dan
entre AIFM1h y las diferentes proteinas.

Para ayudarte en esta tarea se anexa dos comandos que puedes introducir en PyMOL, los
cuales te permiten hacer que se seleccionen los aminodacidos que interaccionan en una
distancia de 5 armstrongs:

e selectinterface_lig0, byres (lig.000.00 near_to 5 of rec).

e selectinterface_recO, byres (rec near_to 5 of lig.000.00).

*El comando estd disefiado para el caso en el que decidas utilizar el ligando 000.00 en el
PyMOL, si decides utilizar otro deberas cambiarlo por el nimero correspondiente.
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VII. Conclusiones

1. El PDB no contiene ninguna estructura depositada que pueda servir como modelo para
predecir ni la estructura secundaria y ni la conformacién de la region 499-570 de AIFM1h.

2. El fragmento 525-560 de AIFM1h se predice como una regién desordenada de alta
flexibilidad.

3. PyMOL es un buen visor de macromoléculas, pero su funcién “sculpting” no resulta util
para simular de forma eficiente cambios estructurales grandes en una proteina o modelar
regiones.

4. Swiss-model permite la obtencién de modelos tedricos completos de la estructura
terciaria de proteinas que no se encuentran depositadas en la bibliografia, pero no realiza
una dindmica molecular que permita obtener modelos que se aproximen a las posibles
conformaciones de la proteina en solucion.

5. La utilizacién de las herramientas de dindmica molecular de la plataforma Discovery
studio permiten generar una estructura terciaria que se acerque mas a la realidad, sin
embargo se requieren mas ciclos de dindmica para alcanzar la estructura de equilibrio.

6. Las simulaciones de la interaccidn proteina-proteina de AIFM1h con HSP70 y CypA son
muy diferentes si se realizan con la estructura oxidada y la reducida, siendo en el caso de
la interaccién con AIFM1h en estado reducido en el que mas se asemejan a los datos
experimentales.

7. El sistema objeto de estudio y la metodologia empleada resultan adecuados para propo-
ner un practica de bioinformatica de modelado y acoplamiento molecular.

VII. Conclusions

1. PDB server doesn’t contain any deposited structure which may be used as model to
predict no the secondary structure neither region 499-577 conformation of AIFM1h.
AIFM1h’s 525-560 fragment is predicted as a disordered region with high flexibility.
PyMOL is a good macromolecular visualization system, but its “sculpting” function isn’t
useful for large structural changes simulation or regions modelling

4. Swiss-model allows for getting theoretical complete models of the protein tertiary
structure which are not found in bibliography, but it doesn’t perform molecular dynamics
that makes possible to obtain models which are close to the possible conformations of the
solvated protein.

5. The use of molecular dynamics tools from Discovery studio let to generate a tertiary
structure which approach to the real conformation, however more dynamics cycle are
required to reach the balanced structure.

6. Interaction protein-protein simulations of AIFM1h with HSP70 and CypA are very different
comparing the oxidized state and reduced state structures, being the simulation in the
reduced state the one that agrees with the available experimental data.

7. The biochemical systems and the methodologies used in the present study have resulted
adequate to propose an academic project for the subject in bioinformatics bases on
molecular modeling and docking.
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Anexo 1: Secuencia de la proteina AIFM1h

10
MEFRCGGLAAG
60
TROMASSGAS
110
GLGLTPEQKOQ
160
RARDPGARVL
210
RSIYFQOPPSF
260
ITYEKCLIAT
310
KSITIIGGGF
360
WTMEKVRREG
410
EPNVELAKTG
460
RVEHHDHAVV
510
SLPTVGVFAK
560
POAPVQGEDY
610
LNEVAKLENT

20
ALKQKLVPLV
70
GGKIDNSVLV
120
KKAALSASEG
170
IVSEDPELPY
220
YVSAQDLPHT
270
GGTPRSLSAT
320
LGSELACALG
370
VKVMPNAIVQ
420
GLEIDSDFGG
470
SGRLAGENMT
520
ATAQDNPKSA
570
GKGVIFYLRD

HED

30
RTVCVRSPRQ
80
LIVGLSTVGA
130
EEVPQODKAPS
180
MRPPLSKELW
230
ENGGVAVLTG
280
DRAGAEVKSR
330
RKARALGTEV
380
SVGVSSGKLL
430
FRVNAELQAR
480
GAAKPYWHQS
530
TEQSGTGIRS
580
KVVVGIVLWN

40
RNRLPGNLFQ
90
GAYAYKTMKE
140
HVPFLLIGGG
190
FSDDPNVTKT
240
KKVVQLDVRD
290
TTLFRKIGDF
340
IQLFPEKGNM
390
IKLKDGRKVE
440
SNIWVAGDAA
490
MEFWSDLGPDV
540
ESETESEASE
590
IFNRMPIARK

50
RWHVPLELQOM
100
DEKRYNERIS
150
TAAFAAARSI
200
LREFKQWNGKE
250
NMVKLNDGSQ
300
RSLEKISREV
350
GKILPEYLSN
400
TDHIVAAVGL
450
CFYDIKLGRR
500
GYEAIGLVDS
550
ITIPPSTPAV
600
ITKDGEQHED

Secuencia no observable en 4BV6:

Region 546-558: STPAVPQAPVQGE.

Secuencia no observable en 4BUR:

Region 509-558: KATAQDNPKSATEQSGTGIRSESETESEASEITIPPSTPAVPQAPVQGE.
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Anexo 2: Datos sobre las dinamicas realizadas en Discovery Studio.

Energia (Kcal/mol)

-17700
-17750
-17800
-17850
-17900
-17950
-18000
-18050
-18100
-18150
-18200

-18250

Variacion de la energia

60

70

80

K 20 30 40 50

N\

Tiempo (ps)
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Anexo 3: Tabla de energia de las interacciones de CypA con AIFM1h en estado
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oxidado.
Cluster Miembros Representante Energia
0 81 IYIedl:a\ . -508.9
Energia mas baja -543.1
1 54 IYIedl:a\ . -483.8
Energia mas baja -572.4
Media -526.1
2 >4 Energia mas baja -526.1
3 51 IYIedl:a\ . -569.7
Energia mas baja -569.7
4 48 IYIedl:a\ ‘ -481.4
Energia mas baja -552.6
Media -489.2
4
> 3 Energia mas baja -585.0
6 37 IYIedl? ' -549.1
Energia mas baja -549.1
7 36 IYIedl? ' -506.6
Energia mas baja -520.3
Media -555.2
4
8 3 Energia mas baja -555.2
9 31 IYIedl? ' -549.5
Energia mas baja -569.1
Media -476.0
1 27
0 Energia mas baja -577.3
Media -498.1
11 27
Energia mas baja -498.1
Media -508.0
12 24 Energia mas baja -508.0
Media -492.6
13 24 Energia mas baja -511.4
Media -507.0
14 23 Energia mas baja -565.6
Media -535.8
15 19 Energia mas baja -535.8
Media -493.6
16 19
Energia mas baja -493.6
Media -477.0
17 19
Energia mas baja -526.6
Media -547.4
18 18
Energia mas baja -547.4
Media -480.0
19 18
Energia mas baja -509.9
Media -554.0
20 17
Energia mas baja -574.0
Media -518.3
21 14
Energia mas baja -518.3

28




Trabajo de Fin de Grado

Javier Mata Trevino

Medi 507.6
22 13 Energiaem:]s baja -507.6
Medi 5336
23 12 Energiaem:]s baja -533.6
Medi -539.6
24 1 Energiaem:]s baja -539.6
Medi 527.2
25 11 Energiaem:]s baja -527.2
Medi 5244
26 11 Energiaem:]s baja -524.4
Medi 521.0
27 1 Energiaem:]s baja -521.0
Medi '566.6
28 10 Energiaem:]s baja -566.6
29 10 Energl?ger::‘s baja iii
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Anexo 4: Tabla de energia de las interacciones de HSP70 con AIFM1h en estado
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oxidado.
Cluster Miembros Representante Energia
Media -687.3
0 92 Energia mas baja -774.1
1 79 IYIedl:a\ . -609.6
Energia mas baja -751.5
5 63 IYIedl:a\ . -594.6
Energia mas baja -680.2
3 62 IYIedl:a\ . -656.1
Energia mas baja -678.1
4 52 IYIedl:a\ ‘ -664.1
Energia mas baja -775.4
5 50 IYIedl? ' -580.9
Energia mas baja -685.8
6 50 IYIedl? ' -661.3
Energia mas baja -699.0
Media -636.5
7 4
6 Energia mas baja -671.4
3 39 IYIedl? ' -708.3
Energia mas baja -708.3
9 32 IYIedl? ' -609.7
Energia mas baja -655.0
Media -594.9
1 1
0 3 Energia mas baja -644.8
Media -711.8
11
30 Energia mas baja -711.8
Media -590.7
12 26 Energia mas baja -688.4
Media -672.6
13 19 Energia mas baja -672.6
Media -571.7
14 17 Energia mas baja -712.5
Media -603.6
15 14 Energia mas baja -603.6
Media -635.9
16 13
Energia mas baja -635.9
Media -661.0
17 12
Energia mas baja -661.0
Media -644.3
18 12
Energia mas baja -644.3
Media -681.3
19 11
Energia mas baja -681.3
Media -588.7
20 11
Energia mas baja -702.5
Media -725.2
21 10
Energia mas baja -725.2
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99 Media -634.2
Energia mas baja -677.3
53 Media -615.9
Energia mas baja -629.1
24 Media -596.9
Energia mas baja -700.5
55 Media -580.4
Energia mas baja -580.4
26 Media -591.7
Energia mas baja -591.7
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Anexo 5: Tabla de energia de las interacciones de CHCHD4 con AIFM1h en estado

Javier Mata Trevino

oxidado.
Cluster Miembros Representante Energia
Media -704.6
0 78
Energia mas baja -704.6
1 73 IYIedl:a\ . -737.8
Energia mas baja -737.8
5 57 IYIedl:a\ . -737.8
Energia mas baja -841.5
3 56 IYIedl:a\ . -607.8
Energia mas baja -707.4
4 54 IYIedl:a\ ‘ -630.8
Energia mas baja -662.7
5 51 IYIedl? ' -587.0
Energia mas baja -699.2
Media -651.6
4
6 8 Energia mas baja -682.1
Media -584.1
7 4
> Energia mas baja -719.8
Media -692.0
44
8 Energia mas baja -692.0
Media -751.3
42
9 Energia mas baja -775.3
Media -730.7
1
0 38 Energia mas baja -730.7
Media -602.3
11
30 Energia mas baja -637.0
Media -583.9
12 27 Energia mas baja -724.6
Media -702.3
13 27 Energia mas baja -702.3.
Media -658.0
14 25 Energia mas baja -658.0
Media -651.1
15 25 Energia mas baja -655.2
Media -780.7
16 20 Energia mas baja -780.7
Media -594.1
17 18 Energia mas baja -656.1
Media -592.5
18 17 Energia mas baja -631.4
Media -659.8
19 14 Energia mas baja -659.8
Media -647.5
20 14
Energia mas baja -647.5
Media -622.3
21 14
Energia mas baja -622.3
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Medi -590.1
22 14 Energl'aem:]s baja -629.2
Medi 5983
23 13 Energl'aem:]s baja -682.5
Medi -589.9
24 12 Energl'aem:]s baja -638.9
Medi -600.2
25 4 Energl'aem:]s baja -623.9
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Anexo 6: Tabla de energia de las interacciones de H2AX con AIFM1h en estado

Javier Mata Trevino

oxidado.
Cluster Miembros Representante Energia
Media -885.6
0 115 Energia mas baja -885.6
Media -711.0
! 64 Energia mas baja -787.6
Media -853.1
2 49 Energia mas baja -853.1
3 a1 IYIedl:a\ . -721.2
Energia mas baja -835.6
4 40 IYIedl:a\ ‘ -838.8
Energia mas baja -838.8
5 57 IYIedl? ' -704.1
Energia mas baja -801.0
6 57 IYIedl? ' -819.3
Energia mas baja -819.3
7 26 IYIedl? ' -819.3
Energia mas baja -819.3
Media -725.2
24
8 Energia mas baja -780.3
9 99 IYIedl? ' -745.3
Energia mas baja -791.5
Media -859.1
1 2
0 0 Energia mas baja -859.1
Media -844.1
11 2
0 Energia mas baja -844.1
Media -736.9
12 20 Energia mas baja -865.4
Media -721.5
13 18 Energia mas baja -763.7
Media -746.6
14 17 Energia mas baja -812.4
Media -774.9
15 16 Energia mas baja -774.9
Media -739.8
16 15
Energia mas baja -877.0
Media -783.3
17 15
Energia mas baja -790.5
Media -809.1
18 14
Energia mas baja -868.6
Media -798.0
19 14
Energia mas baja -798.0
Media -779.0
20 14
Energia mas baja -779.0
Media -704.6
21 14
Energia mas baja -742.4
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Medi 704.8
22 13 Energiaem:]s baja -731.9
Medi -840.4
23 13 Energiaem:]s baja -840.4
Medi 761.4
24 13 Energiaem:]s baja -761.4
Medi -708.8
25 13 Energiaem:]s baja -856.5
Medi ~696.3
26 13 Energiaem:]s baja -793.8
Medi 794.0
27 12 Energiaem:]s baja -794.0
Medi 736.1
28 1 Energiaem:]s baja -736,1
29 10 Energl?ger::‘s baja ;;;8
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Anexo 7: Tabla de energia de las interacciones CypA con AIFM1h en estado reducido.

Cluster Miembros Representante Energia
Media -586.0
147
0 Energia mas baja -784.3
1 53 IYIedl’a ' -543.5
Energia mas baja -728.6
5 50 IYIedl:a\ . -520.5
Energia mas baja -611.5
Media -524.0
3 48 Energia mas baja -597.1
Media -520.1
4 46 Energia mas baja -599.5
Media -597.1
> 40 Energia mas baja -597.1
Media -527.5
6 37 Energia mas baja -582.9
7 32 IYIedl:a . -556.1
Energia mas baja -589.6
Media -592.4
8 28 Energia mas baja -592.4
Media -581.6
9 27 Energia mas baja -581.6
Media -580.3
1 27
0 Energia mas baja -596.7
Media -522.8
11 2
6 Energia mas baja -584.5
Media -519.3
12 2
> Energia mas baja -640.5
Media -522.8
1 2
3 > Energia mas baja -701.8
Media -556.2
14 2
> Energia mas baja -567.1
Media -550.6
1 2
> > Energia mas baja -572.4
Media -522.8
16 23
Energia mas baja -582.0
Media -565.6
17 23
Energia mas baja -584.1
Media -657.3
18 22
Energia mas baja -657.3
Media -552.6
18 18
Energia mas baja -595.4
Media -647.7
20 17
Energia mas baja -647.7
Media -553.0
21 17
Energia mas baja -553.0
22 16 Media -539.1
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Energia mas baja -611.6

Medi -555.9

23 13 Energl'aem:]s baja -610.8
Medi '575.3

24 12 Energl'aem:]s baja -575.3
Medi 5245

25 11 Energl'aem:]s baja -548.5
Medi -528.3

26 10 Energl'aem:]s baja -565.8
Medi "596.0

27 10 Energl'aem:]s baja -596.0
Medi 546.1

28 10 Energl'aem:]s baja -560.6
29 9 Energl?ge:l:]s baja :ziii
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reducido.
Cluster Miembros Representante Energia
Media -636.3
0 8 Energia mas baja -794.1
1 71 IYIedl:a\ . -750.6
Energia mas baja -834.9
5 70 IYIedl:a\ . -676.9
Energia mas baja -700.8
3 43 IYIedl:a\ . -623.1
Energia mas baja -808.8
4 43 IYIedl:a\ ‘ -605.6
Energia mas baja -690.6
5 39 IYIedl? ' -624.2
Energia mas baja -846.9
6 37 IYIedl? ' -670.7
Energia mas baja -693.7
7 26 IYIedl? ' -714.9
Energia mas baja -715.2
Media -613.2
2
8 > Energia mas baja -658.7
Media -697.7
24
9 Energia mas baja -697.7
Media -596.1
1 2
0 3 Energia mas baja -698.2
Media -698.4
11 22
Energia mas baja -698.4
Media -629.2
12 21 Energia mas baja -762.7
Media -746.4
13 21 Energia mas baja -746.4
Media -654.5
14 18 Energia mas baja -670.1
Media -645.0
15 18 Energia mas baja -645.0
Media -596.0
16 17 Energia mas baja -645.2
Media -681.1
17 17
Energia mas baja -681.1
Media -710.4
18 16
Energia mas baja -714.5
Media -602.7
18 16
Energia mas baja -681.2
Media -630.1
20 15
Energia mas baja -655.3
Media -598.6
21 15
Energia mas baja -793.9
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Medi -648.7
22 15 Energiaem:]s baja -660.9
Medi 671.6
23 14 Energiaem:]s baja -671.6
Medi 634.2
24 13 Energiaem:]s baja -673.3
Medi 622.4
25 12 Energiaem:]s baja -682.0
Medi 2660.4
26 12 Energiaem:]s baja -753.0
Medi -701.3
27 12 Energiaem:]s baja -701.3
Medi -665.7
28 12 Energiaem:]s baja -665.7
29 12 Energl?ger::‘s baja 2322
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reducido.
Cluster Miembros Representante Energia
Media -787.0
0 100 Energia mas baja -815.0
1 70 IYIedl:a\ . -659.3
Energia mas baja -848.8
5 70 IYIedl:a\ . -704.0
Energia mas baja -775.6
3 58 IYIedl:a\ . -742.6
Energia mas baja -819.5
4 49 IYIedl:a\ ‘ -660.0
Energia mas baja -770.7
5 38 IYIedl? ' -792.2
Energia mas baja -792.2
6 37 IYIedl? ' -659.9
Energia mas baja -827.8
7 36 IYIedl? ' -677.5
Energia mas baja -718.1
3 35 IYIedl? ' -651.7
Energia mas baja -708.0
Media -671.7
4
9 3 Energia mas baja -697.9
Media -819.1
1
0 33 Energia mas baja -819.1
Media -650.3
11
33 Energia mas baja -743.8
Media -662.5
12 28 Energia mas baja -722.6
Media -679.4
13 26 Energia mas baja -679.4
Media -700.0
14 23 Energia mas baja -722.4
Media -641.5
15 21 Energia mas baja -759.2
Media -641.9
16 21
Energia mas baja -690.9
Media -704.6
17 21
Energia mas baja -704.6
Media -629.5
18 21
Energia mas baja -687.5
Media -705.0
18 20
Energia mas baja -705.0
Media -647.1
20 19
Energia mas baja -690.4
Media -726.3
21 18
Energia mas baja -726.3
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Media -671.8
22 16 Energia mas baja -671.8
Media -703.4
23 13 Energia mas baja -703.4
Media -682.2
24 13 Energia mas baja -682.2
Media -656.7

25 13
Energia mas baja -656.7
Media -656.7

26 11
Energia mas baja -716.8
Media -703.8

27 10
Energia mas baja -703.8
)8 9 IYIedl:a\ . -635.7
Energia mas baja -672.4
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reducido.
Cluster Miembros Representante Energia
Media -901.3
0 72 Energia mas baja -912.6
1 61 IYIedl:a\ . -959.3
Energia mas baja -959.3
5 58 IYIedl:a\ . -861.1
Energia mas baja -986.3
Media -892.1
3 48 Energia mas baja -892.1
4 44 IYIedl:a\ ‘ -752.9
Energia mas baja -865.8
5 41 IYIedl? ' -758.8
Energia mas baja -910.7
Media -790.7
4
6 0 Energia mas baja -883.7
7 35 IYIedl? ' -761.1
Energia mas baja -821.3
3 57 IYIedl? ' -866.6
Energia mas baja -866.6
9 26 IYIedl? ' -833.9
Energia mas baja -833.9
Media -839.4
1 2
0 > Energia mas baja -839.4
Media -817.9
11 2
3 Energia mas baja -825.1
Media -933.9
12 23 Energia mas baja -933.9
Media -831.9
13 23 Energia mas baja -831.9
Media -836.1
14 22 Energia mas baja -875.0
Media -797.5
15 21 Energia mas baja -814.8
Media -922.9
16 19 Energia mas baja -922.9
Media -938.0
17 17
Energia mas baja -938.0
Media -733.4
18 16
Energia mas baja -822.3
Media -832.6
18 14
Energia mas baja -832.6
Media -916.8
20 13
Energia mas baja -916.8
Media -860.0
21 13
Energia mas baja -860.0
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Medi -848.5
22 13 Energiaem:]s baja -848.5
Medi -823.8
23 13 Energiaem:]s baja -823.8
Medi 751.2
24 13 Energiaem:]s baja -826.4
Medi -790.9
25 12 Energiaem:]s baja -836.4
Medi -827.2
26 12 Energiaem:]s baja -850.0
Medi 738.1
27 11 Energiaem:]s baja -750.0
Medi 742.7
28 10 Energiaem:]s baja -772.7
29 10 Energl?ger::‘s baja 573:2(2)
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