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RESUMEN: Se presentan modelos
tridimensionales de la proteina TERT
humana completa, obtenidos utilizando
servidores disponibles en la web, que
implementan las mejores técnicas
disponibles en la actualidad de modelado
de proteinas por fold recognition.

Los modelos seleccionados predicen una
superestructura formada por pequenas
hélices alfas, que tiene la forma de una
banda que tiende a cerrarse en un circulo,
con una concavidad a lo largo de toda su
parte media. Dos de los modelos obtenidos
permiten comprender la mayor parte de la
informacién experimental disponible sobre
esta proteina, asf como la interpretacion
de su funcionamiento segln un esquema
tedrico propuesto anteriormente. Nuestros
modelos permiten ademas, imaginar
sitios alternativos de interaccién con la
contraparte de ARN de esta proteina, asi
como su union a ADN.

PALABRAS CLAVE: Telomerasa, hTERT, modelado
molecular.

SUMMARY: Tridimensional models for the
full human TERT protein are presented,
using the best performance fold recognition
web servers currently available. The select
models predict a superstructure formed

by small alfa helixes folded in such a way
that tends to form a circle with a concavity
along all its medium part. Two obtained
models allow to understand all the available
experimental information about this protein,
as well as to interprete its functioning
according to a theoretical scheme
previously proposed. Furthermore, our
models allow to consider alternative sites
for the interaction with the RNA subunit as
well as DNA.

KEY WORDS: Telomerase, hTERT, molecular
modelling.
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I. Introduccion

La telomerasa humana es una ribonu-
cleoproteina compuesta por dos subuni-
dades: una proteica, llamada Telomerasa
Transcriptasa Inversa (hTERT, Telomerase
Reverse Transcriptase, por sus siglas en in-
glés) y la otra compuesta por ARN, llama-
da Telomerasa RNA (hTR), que contiene la
plantilla esencial para la sintesis de las re-
peticiones teloméricas. La telomerasa se
encarga de agregar los telémeros en los ex-
tremos de las moléculas de ADN. Estos, son
oligémeros repetidos de TTAGGG, cuya se-
cuencia simple de nucledtidos se repite en
los extremos de los cromosomas hasta un
total de cientos de pares de bases en leva-
duras y protozoos y unos miles de pares de
bases en vertebrados. Esto protege a los
extremos de ADN de ataques de exonuclea-
sas y permite una replicacién de los cromo-
somas sin pérdida de informacién genéti-
ca. Sin embargo, dado que la mayoria de
las células somdticas carecen de telomera-
sa, los telomeros se acortan con cada ciclo
celular, ocurriendo este proceso en parale-
lo con el envejecimiento celular. La pérdida
completa de telémeros produce la muerte
celular programada.(1,2) Estudios en rato-
nes deficientes en telomerasa muestran un
envejecimiento prematuro y un descenso en
la proliferacién potencial de la poblacion de
células madres de individuos adultos.(3)

La subunidad TR de la telomerasa es di-
ferente en cada especie aunque mante-
niendo similitud en la estructura del nicleo,
mientras que la TERT es conservada den-
tro de las eucariotas.(4) La hTR se expresa
constitutivamente haya o no actividad telo-
mérica en las células, mientras que la subu-
nidad hTERT esta casi siempre ausente en
las células normales humanas,(3,5) encon-
trandose solo presente en células madres
y células germinales, donde los niveles
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no son suficientes para prevenir el acoria-
miento progresivo de los telomeros con la
edad.(3) Por otra parte, se ha encontrado
que la hTERT se expresa en mas del 85%
de las células tumorales humanas asl como
también en lineas celulares inmortales, (6,7)
permitiendo entender de este modo el me-
canismo para la inmortalidad celular. Esto
también permite considerar el bloqueo de la
hTERT como una de las acciones posibles
para reducir los procesos cancerigenos.

La TERT humana es una proteina consti-
tuida por 16 exones, que contabilizan 1132
aminoacidos, mientras que su contraparte
de ARN esté constituida por 451 nucledti-
dos.(2) Se puede considerar que la hTERT
es una franscriptasa inversa (RT) especia-
lizada que, a diferencia de otras transcrip-
tasas inversas comunes en virus, lleva uni-
da a si misma el propio molde de ARN para
su transcripcion en el ADN cromosémico.
El dominio catalitico RT de la hTERT contie-
ne motivos que también estan presentes en
dominios cataliticos de otras RTs, asi como
en el HIVA1, tal como se muestra en la Fig.
1A. La Fig. 1B muestra la estructura tridi-
mensional experimental del dominic RT de
HIV-1, que puede considerarse como una
guia posible de la estructura tridimensional
del dominio RT de hTERT, que no es experi-
mentalmente conocida.
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Figura 1: (A) Esquema comparativo de motivos en las secuencias de diversas telomerasas, retro-
transposones, retrovirus y en el HIV-1 RT. La hTERT en este gréfico esta mencionada como hTRT. (B)
Estructura cristalina de la subunidad p66 de HIV-1 RT. Se aprecia una forma tipe “manopla’, conte-
niendo los motivos "dedos”, “palma” y “pulgar”. Figura tomada de Nakamura et al.(8)
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La estructura detallada de la enzima bio-
légica no se conace aun en ninguno de los
organismos. Originalmente, la telomerasa
ha sido purificada del ciliado Euplotes ae-
diculatus como un complejo de TERT, TR
y una proteina denominada p43.(9) En hu-
manos se han propuesto hasta 32 protei-
nas distintas asociadas a la hTERT.(10) En
el dltimo trabajo publicado al respecto, uti-
lizando secuenciamiento de espectometria
de masas de los componentes proteicos y
las determinaciones del tamano molecular,
se concluye que la composicién enzimati-
ca es un complejo formado por 2 proteinas
hTERT, 2 hTR y 2 proteinas adicionales idén-
ticas que fueron identificadas como diskeri-
nas.(10) Estos estudios parecen confirmar
otros realizados previamente analizando la
actividad biolégica de diferentes fragmen-
tos, donde también se propusieron mode-
los formados por dos unidades de hTERT
y hTR.(11) Lamentablemente no se dispo-
ne informacién experimental de difraccién
de rayos X o RMN que permita entender la
estructura tridimensional de la hTERT. Tam-
poco se conocen las comrespondientes es-

tructuras tridimensionales de las TERT de
los otros organismos en los que ha sido se-
cuenciada, con excepcién de un pequerio
fragmento del N-terminal de la TERT de la
tetrahymena thermophila,(12) que no guarda
ninguna similitud de secuencia con la TERT
humana. Por esta razén, es de sumo interés
disponer de un modelo tedrico tridimensio-
nal que ayude a comprender un poco mejor
la complejidad de esta enzima.

Obijetivo:

El objetivo de este trabajo es presentar
modelos tridimensionales de la hTERT obte-
nidos utilizando las técnicas bioinformaticas
disponibles en la actualidad. Debido a la
muy baja identidad de secuencias entre la
hTERT y las proteinas del Protein Data Bank
(PDB), hemos debido utilizar para este tra-
bajo las técnicas de reconocimiento de pa-
trones de plegamiento (fold recognition), tal
como se describe en la siguiente seccion.

Il. Metodologia utilizada
Los métodos de modelado de proteinas
conocidos como de modelado compara-
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tivo, normalmente tienen su base en el ali-
neamiento de la secuencia de la proteina
gue nos interesa (gue llamaremos incogni-
ta) con una o varias proteinas de secuencia
y estructura tridimensional conocida (que
llamaremos patrones). Este alineamiento
permite inferir la relacion evolutiva entre la
proteina incégnita y los patrones. Si la iden-
tidad de secuencias es mayor al 25% es
posible utilizar los métodos estandares lla-
mados de modelado por homologia que,
dependiendo del metodo particular, permi-
ten armar modelos tridimensionales a partir
de las comparaciones secuencia-secuen-
cia, secuencia-perfil (una forma particular
de guardar informacién sobre alineamien-
tos multiples) y perfil-secuencia. Para iden-
tidades de secuencias menores al 25%, se
han desarrollado toda una serie de métodos
denominados de fold recognition que, basa-
dos en la comparacion perfil-perfil, realizan
la bisqueda de homodlogos remotos, incor-
porando ademas la nocidn de alineamiento
estructural de fragmentos (threading) y toda
otra informacién predecible sobre la secuen-
cia incognita, como por ejemplo, la predic-
cion de elementos de estructura secunda-
ria, la identificacién de motivos estructurales
o biolégicos en bases de datos de perfiles
como, por ejemplo PROFILE o Piam, etc.
Dado gue nuestra proteina incognita es la
hTERT y la busqueda de alineamiento con
los buscadores tradicionales tipo BLAST,
PSI-BLAST o ClustalW, practicamente no en-
cuentra homologfa con las protefnas cono-
cidas del PDB, deberemos utilizar los méto-
dos basados en fold recognition.

Como primer paso en la prediccién del
modelo tridimensional, utilizamos los servi-
dores de prediccidn de estructura secunda-
ria disponibles en la web. De toda la gama
disponible elegimos utilizar los servidores
PSIPRED({13) (http://bicinf.cs.ucl.ac.uk/psi-
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pred/psiform.html) y Porter(14) (http://disti-
Il.ucd.ie/porter/). El servidor PSIPRED es el
método que practicamente brinda los resul-
tados consenso en la comparacion entre to-
dos los predictores de estructura secunda-
ria, mientras que el servidor Porter, ademas
de ser uno de los més recientes, proporcio-
na atn mejores resultados que el consen-
so. Las predicciones realizadas por ambos
métodos en proteinas de estructuras cono-
cidas estan entre un 76% a un 79% de exac-
titud, lo que hace muy confiables a este tipo
de predicciones. Por esta razon, utilizare-
mos los resultados de las predicciones de
estos dos métodos como uno de los ele-
mentos a tener en cuenta al momento de
evaluar los diferentes modelos tridimensio-
nales obtenidos por los predictores de es-
tructura terciaria. Ambos métodos asignan
a cada aminoacido alguna de las tres posi-
bles estructuras: hélices (H), filamentos beta
(E) o coils (C) condensando en solo tres for-
mas las ocho estructuras secundarias origi-
nalmente definidas por Kabsch y Sander en
el diccionario de estructuras secundarias de
proteinas (DSSP).(15)

Existe toda una gama de servidores de
modelado de la estructura terciaria por fold
recognition accesibles en la web, que son
gratuitos para la investigacion académi-
ca.(16-21) A partir del envio de la secuen-
cia de la proteina incognita devuelven varios
archivos con las coordenadas de los ato-
mos correspondientes a los diversos mode-
los obtenidos, ordenados por un parametro
de scoring. Para la obtencién de los mo-
delos tridimensionales de la hTERT, hemos
elegido los servidores que resultaron estar
entre los mejor posicionados en la predic-
cién de estructuras tridimensionales en las
dos ultimas ediciones de la CASP (Critical
Assessment of Techniques for Protein Struc-
ture Prediction),(17,19,21,22) y que a su vez



Galén Romano F.S. y col. - Modelado Tridimensional de la Proteina... 91

aceptaban modelar proteinas con mas de
mil aminoé&cidos. Los métodos y servidores
utilizados para la hTERT fueron: el SP* y SP*
(ambos en htip://sparks.informatics.iupui.
edu/),(17,19) y el I-TASSER (http://zhang.
bioinformatics.ku.edu/I-TASSER/).(21)

Finalmente, para validar y elegir entre los
modelos tridimensionales obtenidos, he-
mos usado el método mas utilizado y con-
fiable en la actualidad, es decir, el Verify3D
Structure Evaluation Server (http://nihserver.
mbi.ucla.edu/NVerify 3D/).(23,24)

Este servidor, que es, a su vez, el reco-
mendado por los servidores de estructura
terciaria, asigna un valor a cada aminoacido
de la secuencia que expresa cuan “confor-
table” esta el mismo en la estructura predi-
cha. El mejor modelo es aquel que tiene la
mayor cantidad posible (sino todos) de va-
lores positivos para cada aminodcido cer-
canoa0.4.

Todos los servidores plblicos antes men-
cionados, ya sea de prediccion de estructu-
ra secundaria, prediccidén de estructura ter-
ciaria o validacién de los modelos, fueron
consultados durante los meses de mayo y
junio de 2007.

lil. Resultados obtenidos y discusion

Estructura secundaria

y modelos tridimensionales de hTERT

La estructura secundaria predicha por
PSIPRED y Porter se encuentra incluida en
la Tabla 1, donde para mayor claridad solo
se indican las hélices (H) y las estructuras
extendidas (E), correspondiendo los espa-
cios en blanco a los coils. Como puede ob-
servarse, ambos métodos predicen que la
hTERT es una proteina formada mayoritaria-
mente por hélices &, con muy poco conte-
nido de estructuras extendidas tipo . Mas
aun, ambos métodos coinciden en sus pre-

dicciones en la mayoria de los motivos, pre-
sentando diferencias solo en algunos pe-
quenos segmentos de aminodcidos.

Para el modelado tridimensional de la
hTERT, los servidores SP?, SP* e |-TASSER
generaron 25 modelos posibles, que se re-
dujeron a 17 considerando solo aquellos
que estaban por encima del score de confia-
bilidad definido a su vez, por cada servidor.
Estos 17 modelos fueron sistematicamente
analizados utilizando el servidor Verify3D (re-
sultados no mostrados). El andlisis de estos
resultados muestra una caracteristica co-
mun a todos los modelos: los 150 aminoa-
cidos finales, correspondientes al C-termi-
nal de la hTERT, toman valores negativos en
Verify3D, indicando la necesidad de un refi-
namiento del modelo en esta porcién de la
proteina. En los otros casi mil aminoacidos,
algunos modelos tienen una enorme mayo-
ria de aa con valores positivos. Se procedio
entonces a calcular el promedio de todos
estos valores (excluyendo los 150 aa del C-
terminal), y se retuvieron aquellos modelos
de mayor promedio positivo, lo que redujo
el nimero de modelos plausibles a 7. Para
el siguiente paso se procedit al estudio de-
tallado de las estructuras secundarias pre-
dichas para estos siete modelos. Teniendo
en cuenta que los predictores de estructura
secundaria son altamente confiables en su
prediccion, elegimos considerar solo aque-
llos modelos tridimensionales con mayor
cantidad de motivos de estructura secun-
daria, que se corresponden con las predic-
ciones directas de la misma. Esta compara-
cion dio como resultado solo tres modelos
satisfactorios, correspondiendo cada uno
de ellos a un servidor diferente. En la Tabla
1 se incluyen los motivos de estructura se-
cundaria contenidos en cada uno de estos
modelos, que no solo permiten identificar
en que aa ocurren sino también comparar
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con la estructura secundaria originalmente
predicha por los predictores directos de la
misma.

Tabla 1: Estructuras secundarias predichas para la proteina hTERT. La primera fila contiene la se-
cuencia de aminoéacidos de la hTERT (el dominio catalitico RT esté indicado en negrita). La segun-
da y tercera fila corresponden a la estructura secundaria obtenida por los predictores de estructuras
secundarias PSIPRED y Porter, comparadas con las estructuras secundarias resultantes de los mo-
delos tridimensionales obtenidos por los servidores SP*, SP? e I-TASSER (filas cuarta a sexta, res-
pectivamente). La estructura secundaria esta representada por hélices (H), estados extendidos (E) y
coils (C). Estos dltimos, que incluyen los turns y loops, fueron omitidos por claridad y corresponden
a los espacios en blanco en cada fila.

1 MPRRPRCRJ‘-\VRSLLR5RYREVLP]’.A'.I‘WRRLGPQGNRLUQRGDPMFRJ\LVJ\QCLVCVW hTERT
HHHHHHHHHH HHHHHHHH HHHHHHHHHHEEE H psipred
HHHHHHHHHHHHHHHHRHHHHHE HHHHHHHHHHHHH porter

HHHHHHHH HHHHHHHHH HHH HHHHHHHHHHH  SP4 ml |
HHHHHH HHHHHHHHH  HHHHHHHHHHH SP3_m2

— HHHHHHHHHHHHHHHHH  HHHHHHHHHHHHHHHH HHH HHH _ HHHHHHHH i-tasser m3

61  DRARPPPARPSFRQVSCLKELVARVLQRLCERGAKNVLAFGFRLLDGARGGPPEAFTTSVR hTERT

HH ~ HHHHHHHHHHHHH EEE EE  psipred
| _ HHHHHHHHHHHHHHHHHHH = HHHHHHHHHH =~ __HH porter
~ HHH HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH  HHHHHHH SP4_ml
B HHHHHHHHHHHHEHH  HHHHHHHHHHHHHHHH =~ HHHHHHH SP2 m2

H HHHHHHHHHHH HHHHHHHHAHHHHHHHH HHHHH i-tasser m3

(121 SYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVHLLARCALEVLVAPSCAYQVCGPPLYQLGA hTERT
EE  HAHHHHHHHHHHHHHHHAH EBEEE  BEEE  HHHHHH psipred

__H_ HHHHHH HHHHHHHHH  HHHHHHHHHHHHHH HHH  HHHHHH porter
~ HHHHHHHH " HHHHH __ HHHHHHHHHHHHHHH SP4 ml
(- 'HHHHHHHH _ HHHHHHHHEHH  HHHHHHH  HHHHAHHH SP3_m2
HHHHHHHHHHHHHHHAHHAH - " HHHHHAHH i-tasser m3

181 ATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVELGLEPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRR hTERT

HHE ps:.pred
=0 ——— H HHHHH o ~_ porter
H  HHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHRHH HHHH  HHHHHH =~ SE4 ml
H  HHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH HHHH 5P3 m2
HHHH HHHHHHHHAHHH HHHHHH _ HHHHH HHH i-tasser m3
241 GARPEPERTPVGOGSWAHPGRTRGPSDRGFCVVSPARPAEEATSLEGALSGTRHSHPSVG hTERT
EEEE HH psipred
e _ — ~H mH porter
~ HHHHHHHHHHHHHHH HHHHH o HHHHH SP4_ml T
- __ HHMHHHHHHHHHHH - HHHHHHH SP3_m2
~ HHHHHH HHH  HHHHHHHH HHHHHHHHH HHHHHHHHH i-tasser m3
301 RQHHAGPPSTSREPRPWDTPCPPVYAETKHFLY5SGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRL hTERT
HH EEE ~ HHHHH HHHHHHH psipred
- ) EE HHHHHH  HHHHH porter
~ HHHHHH HHHHH HHHHHHHH HHHHHHH SP4d_ml
THHHH ~ HHHHH HHHHHHHHH _ HHHHHHH T sPimz
HHHHHHH HHH ~ E ~ HHH i-tasser m3
| 361 VETIFLGSRPWMPGTPRRLPRLPQRYWOMR PLFLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVT hTERT =
_ HHHHH - HHHEHHHHHHHHHEHHHEH  HHHHHHHH psipred
HHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH ~ HHHHHHH porter =—
HHHHHEHHH HHHHHHHHHHRHHHAHH HHHHHHHHHH SPd_ml
HHHHHHHHE _ HHHHHHHHHHHHHHHHH __ HHHHHHHHHHHHH  SP3 m2

HHHHHHH HHH ~ HHHHHHHHH HHHHHEH i-tasser m3
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421 PARGVCRREKPQGSVARPEEEDTDPRRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVEPGLWGS hTERT
- HHHHHHHHHH _ HHHHHHHHHHHHHHH  HH  psipred
HHHHHHH H HHHHHHHHHH _ HHHHHHHHHHHHHHH @ H porter

HHHHHHHHHHHHHHEH HHHHHHHHHHHHHHHHHH SP4_ml

~ HHHHH  HMHHHHMMHHHHHHHHH  HHHHHHHHMHHMEH SP3_m2
E HHHHHHHHHHHHHHHH HHH i-tasser m3

481 RHHERRPLRNTKKFISI.SKHI-\ICLSLQE;.'IWCHSVRDGRWLRﬂSPGVGCVPMEHRLRBBI hTERT
HM{HHHH.HHHHH:HHH HHHHH HHHEEHHH HHHHHHHHHH pnprﬁd

HHHHHHHEHHHHHH HHHHHHH  HHHHHHH HHHHHHHHHH porter

HHHHHHHHHHH HHHHHH HHH = HHHHHH SP4_ml
HHHHHHHHHEH _ HHHHHHHHHHHH ~ HHHHHHHH SP3 m2

HHHHHHHHH HHHHHH HHHHHHH ~ HHHHHH H i-tasser m3

541  LAKFLHWLMSVYVVELLRSEE YVTETTF QKNRLEF YRKSVWSKLQS IGIRQHLKRVOLRE hTERT
HHHEHMHHHHHHHHHHHH  EEEEEE  EESEEEEHHH {HHHHHHHH psipred
HHHHHHHHHHHHHHHHHEH EEEEE  DEEEE HHHHHHHHHHHMHHHHHHH HHH porter

_HHH  HHHHHHHHHHH E E  HHHHHHHHHHHHHH HHH HHHHHHH SP4_ml
HHHHH HHHHHHHHH HHHHHHHH HHHHH SB3_m2

HHHHHHHH ~ HHHHH HHHHHHHHEH HH i-tasser m3

601 LSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVHMDYVVGARTFRREKRAERLTSRVKA hTERT
HHHHHHHHHHH EEEEEEE EEEEEE HHHHHHHHH HHHHH psipred
HHHHHHHHH EEEEE EEEE HHHHHHHHHHHHHH porter

HHHHHHHHHHHHHHH E E HHH HHI:!?MH 5p4 ml
HHHHHHHHHHHHHHHE  HHHH HHHH HHHHHHHHHHHHHHHHE SP3 | “m2
HHH ~ HHHH HHHHHHAHHH i-tasser m3

€61 LESVLHYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTF VLRVRAQDPPPELYFVKVDVIGAYDTI hTERT
HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHRHH  EEEEEE psipred
HHHHKHHHHHBHH _ EEEEEEE porter

iH  HHHHHHH HHHHHHH HHHHHHHH E E SP4_mil
HHHHHHHHEH  HHHHHHHHHHHHHHHH  HHHH  HH SP3_m2

HHHHHHH " HHH HHHHH H i-tasser m3

721 pqpnmﬂmxmqmcmumammxmmmmmm hTERT
~ HHHHHHHHHHH EEEEEEEEEEE ] HHHHHHHHHE psipred

HHHHHHHHHHHH  EEEEEEEEEE  HHHHHH HHHHHHHHHE porter —

HHHHHHHHHHH  HHHHHHHH HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHH SP4_ml
HHHHHHHHHHHHHH — HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH SP3_m2

n HHHHHHHHHHHHRH HHH E " EHHHHHHHHHH itasser m3

781 QETSPLRDAVVIEQSSSLNEASSGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCOGIPQGSILSTL hTERT

H EEEEE EE HHHHHHHHHHHHH EEEE EEEEEE HHHHH psipred
H EEEEE HHHHHHHHHHHEH  EEE  EEEEE HHHH porter
HHHHHH : HHHHHHHHH HHHH  HHHHH SP4_ml
'HHHHHH ~ HHHHHHHHHH HHHHHHHHH E E HHH SP3 _m2

HHH "HHHHHHMHHHHHHHHH  HHHHHHMHH  HHH HHH i-tasser m3

841 LCSLCYGDMENKLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGCVVNL hTERT

HHHHHHHHHHHHHH ~ EEEEE  EEEE  HHHHHHHHHHHHHHHHH EEE  psipred
HHHHHHHHHHHEHAH EEEEEE EEEE  HHHHHHHHHHHHH EE  porter

HHHH HHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH =~ HHHHHHHHHHHHHHHHEH SP4_ml

HHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH ~ HHHHHHHHHHHHHHHHH SP3 m2

HHHHHHHH HHHHHHHHHH  HHHH HHHHHHHHHHHHHHHH i-taser m3

901 RKTVVHFPVEDEALGGTAFVQMP AHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDY SSYARTSIRASLTE hTERT
HH EEEEE EEE  EEEEEHHHHHH EEEE psipred
EEEE EEEEEEE  EEEE EEEEE  porter

" HHH HHHHHH _ HHHHHH HHHHHHHHHHH SP4_ml

HHH  HHHHHHHHHEH HHHHHH HHHHHHHHHHHHHH SP3 m2

' HHHHHH i-tasser m3

961 NRGFKAGRNMRREKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLOTVCTNIYKILLLQAYRFHACVLQLP hTERT
HHHHHHHHHHHH HHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHEH psipred
~ HHHHHHHHHHHHHHHHH EEE HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH porter

~ HHHHHHHHHHHHHHHE  HHHHEHEHHHHHAHH SP4_ml

H  HHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHH =~ HHHEEEEEE sP3 m2
HHHHHHHHHH HHEHHHHHHHHHHHHHH i-tasser m3
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1021 FHQQVWKNPTEELRVISDTASLCYSILKAKNAGMSLGAKGARGPLPSERVQWLCHQRFLL hTBRT
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH psipred
— E  HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH B HHHHHHHHHHHHHH porter
_ HHHHHHHHHHHHHH o 'HHHHHHHHHHHHH SP4_mil
EEEE HHHHHHHHHHHHEH HHHHHH HHHHHHHHHEHHE SP3_m2
HHHHHH ~ HHHHHHH ) HHHHHHHHH i tasser m3 _
1081 KLTRHRVTYVPLLGSLRTAQTQLSRKLPGTTLTALEARANPALPSDFKTILD hTERT
HHHH ~ HHHHHHHHHHHHH HHHHHHHH HHHHHHHH psipred
_ _HHHH HHHHHHHHHHHEHHHHHH  HHHHHHHHHH HH perter
HHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHH =~ HHHHHHHHHHHHHHHHHH SP4_ml
i HHH  HHHHHH HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHERRH SP3_m2
HHHH HHHEHHHHHHHHEHHHE HHHHHHHHH  HHHHHHHHHH ~_i-tasser m3

Los modelos tridimensionales obtenidos
para la hTERT por los servidores SP?, SP*
e |-TASSER son presentados en las figu-
ras 2, 3 y 4, respectivamente, en dos vistas
para cada modelo. Las figuras 2 y 3 permi-
ten apreciar que los modelos obtenidos por
los servidores SP? y SP* tienen casi la misma
estructura terciaria. La parte (a) de estas tres
figuras muestra una vista tal que, de izquier-
da a derecha, se observan el dominio C-ter-

minal, el motivo catalitico RT, y el dominio N
terminal, respectivamente. Esta vista permite
una comparacion directa con la forma tridi-
mensional del dominio RT del HIV-1 de la fi-
gura 1(B), que esta presentada en la misma
orientacion. La parte (b) de las figuras 2, 3y
4 presenta una vista alternativa que permite
apreciar otra curvatura en la cual interviene
también el motivo catalitico, dibujado en la
parte inferior en todas estas figuras.

Figura 2: Estructura tridimensional para la hTERT humana obtenida por el servidor SP?. El dominio
catalitico RT se encuentra en la parte inferior de ambas figuras. (a): Vista similar al dominio RT del
HIV-1 mostrado en la Fig.1 (B), donde se percibe la curvatura en forma de manopla. (b); Vista alter-
nativa que permite apreciar otra curvatura que incluye al dominio catalitico. Esta vista est4 rotada en
aproximadamente 90° respecto de la mostrada en (a)
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Figura 3: Estructura tridimensional para la hTERT hurmana obtenida por el servidor SP*. Descripcion

idem Fig. 2.

Figura 4: Estructura tridimensional para la hTERT humana obtenida por el servidor I-TASSER. Des-
cripcién idem Fig. 2.

Los modelos obtenidos mediante estos
tres servidores tienen en comuin que predi-
cen superestructuras formadas basicamen-
te por hélices alfa. Esta superestructura tie-
ne en los modelos de las Figs. 2 y 3 una
forma de banda formada por hélices alfa
que tienden a cerrarse en un circulo (pero
sin llegar a hacerlo), y deformando los ex-
tremos C-terminal y N-terminal de esta ban-
da hacia un mismo lado, como muestran
las proyecciones (a) de estas figuras. Asi-
mismo, el dominio catalitico también esta
curvado hacia el mismo lado que el C-termi-

N-Terminal

nal y N-terminal, dando al modelo una con-
cavidad, como muestran las correspondien-
tes proyecciones (b) de estas figuras. En
cambio, el modelo predicho por el servidor
I-TASSER (Fig. 4) es también una banda de
hélices alfas, pero en vez de formar casi un
circulo como los dos modelos anteriores,
aqui forma una especie de hélice de hélices
alfa. En todos los casos, la banda de héli-
ces esta formada por hélices alfas casi pa-
ralelas que, en promedio, tienen siete aa y
se van alternando hacia un lado y otro de la
banda, ligadas por loops. La figura 5 permi-

N-Terminal
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Figura 5: Vista alternativa a la Fig. 3, de |a estructura tridimensional para la hTERT humana obtenida por
el servidor SP*. En el rasgo encerrado por el 6valo se puede apreciar &l “espesor” de la banda de héli-
ces alfa. Dicho espesor esté formado por dos hélices alfa (alternandose una interior y una exterior).

te apreciar mejor este rasgo representativo
(representado aqui por el modelo del ser-
vidor SP¥), donde la banda de hélices alfa
aparece teniendo un espesor de dos héli-
ces alfas pequenas.

Los modelos presentados en este traba-
jo deben considerarse como modelos preli-
minares, ya que se muestran tal y como los
brindan los predictores de estructura tercia-
ria utilizando fold recognition. Sin embargo,
a pesar de considerarse preliminares, es de
destacar que tres servidores diferentes sean
capaces de producir modelos que se ajus-
tan razonablemente a los predictores de es-
tructura secundaria y basicamente coinci-
dan en un tipo de superestructura para la
proteina hTERT. Las diferencias entre las su-
perestructuras de los servidores SP? y SP¥,
con aquella obtenida por el servidor I-TAS-
SER pueden ser consideradas como varian-
tes rotacionales de la banda de hélices alfa.
Los criterios utilizados en este trabajo para
la seleccion de estos tres modelos (Verify3D
y estructura secundaria compatible con la
predicha por los predictores directos), indi-
can que los modelos de SP*y SP* serfan le-
vemente mejores que el modelo del I-TAS-
SER, no habiendo diferencias apreciables

que permitan discriminar cual de entre ellos
dos, es mejor que el otro. Ademas, los tres
modelos presentan una concavidad en la
zona del dominio catalitico RT, que recuer-
da la forma de "manopla” del mismo domi-
nio de HIV-1. Para discriminar cual de los
tres modelos es el mas apropiado para la
hTERT, se prevé implementar célculos de
dindmica molecular y/o Monte Carlo, que
permitan el refinamiento de estas estruc-
turas, y en particular la porcién C-terminal
cuya estructura fue sefialada como proble-
matica por el Verify3D.

Las Unicas mediciones experimentales de
dicroismo circular en TERTs, corresponden
a la porcion C-terminal de la TERT de leva-
dura, obteniéndose un alto contenido de hé-
lices a. (25) Para la TERT humana, nuestros
modelos predicen que las eventuales medi-
ciones de dicrofsmo circular deberian indi-
car una altisima proporcién de hélices c.

A fin de evaluar si nuestros modelos son
compatibles con la informacion experimen-
tal disponible para la hTERT, hacemos a
continuacion una revision de esta informa-
cién y se analiza un modelo esquemético
de funcionamiento de las TERT.
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Informacién experimental

y modelo de funcionamiento de hTERT

La actividad biolégica de la hTERT ha
sido analizada en distintos trabajos de la bi-
bliografia. La porcion C-terminal ha sido ex-
haustivamente analizada a través de cortes
y supresiones de diferentes tamanos y en
diferentes lugares de este dominio. Estos
estudios concluyen que el dominio C-ter-
minal debe estar completo para que la pro-
telna no pierda actividad bioldgica; que las
mutaciones en este dominio producen una
menor adicién de repeticiones de las muilti-
ples repeticiones teloméricas (procesividad
tipo I); y que los residuos de este dominio
tienen relacién en la complementacion con
otra hTERT. (11, 26, 27, 28)

Por su parte, estudios de cortes y supre-
siones del dominio N-terminal indican que,
dependiendo del sitio particular de la supre-
sion, la hTERT sufre pérdida de la actividad
biolégica. Cuando los cortes o supresiones
ocurren en la porcion inicial, la actividad bio-
légica se sigue manifestando aunque en for-
ma reducida. Por el contrario, cuando los
cortes o supresiones estan en la porcién cer-
cana al dominio RT, la actividad biolégica
desaparece. Finalmente, estos mismos estu-
dios revelan que el dominio N-terminal tiene
dos motivos de unién a la hTR. (11, 26, 29, 30,
31, 32) Sin esta unién la proteina no se com-
plementaria con su coniraparte de ARN, y no
dispondria de la plantilla a fin de poder agre-
gar los nucledtidos al ADN cromasomico.

Los estudios de actividad biolégica rea-
lizados mediante mutaciones en el domi-
nio catalitico RT dan a entender que este
es el dominio responsable de la correcta
generacién de los telémeros. Las mutacio-
nes realizadas muestran que las zonas criti-
cas corresponden a los aminoacidos 866 a
869 (motivo C en la Fig. 1), a los amino4ci-
dos 890 a 908 (motivo D en la Fig.1) y entre

los aminoacidos 926 a 938 (motivo E de la
Fig.1), siendo las mas criticas aquellas co-
rrespondientes al motivo C de la Fig. 1. (25,
28, 33)

Debido a que los motivos del dominio
RT de HIV-1 también estan presentes en el
dominio RT de la hTERT y en las TERT de
otros organismos (tal como muestra la Fig.
1), se ha sugerido que la forma tridimensio-
nal de este ultimo dominio podria guardar
similitud estructural con el dominio del pri-
mero. Se aclara que la RT de HIV-1 es un
heterodimero que tiene 2 polipéptidos de-
nominados p66 y p51, que en conjunto for-
man un RT funcional con un tnico sitio ca-
talitico. (34) La comparacién de secuencias
entre la hTERT y la RT de HIV-1 permite en-
contrar similitudes e inferir que el dominio
catalitico de la proteina hTERT se encuen-
tra entre los aminoAcidos 604 a 935 ambos
inclusive. Esta similitud entre la RT de HIV-1
humano y la hTERT ha sido extendida para
la TERT de otros organismos ademas del
humano, debido a que los motivos descrip-
tos para el RT de los retrovirus y retrotrans-
posones se encuentran en las subunidades
proteicas de las distintas telomerasas. (8)
Dado que la forma estructural del dominio
RT de HIV-1 se interpreta como una forma
de “manopla”, con dedos, palma y pulgar
(Fig. 1), se ha propuesto un esquema simi-
lar para interpretar tridimensionalmente la
actividad desarrollada por las TERT. Dicho
esquema se presenta en la Fig. 6, aplica-
do a una TERT de levadura, donde sodlo se
muestra el dominio RT de la misma, en una
estructura tridimensional asignada a partir
de su similitud con el dominio RT de HIV-1.
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
el RT del HIV-1 no necesita tener un mol-
de de ARN para ejercer su actividad, cosa
que sf ocurre para la actividad de las TERT.
En el esquema de la Fig. 6 se supone que
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la union de la TERT con la TR de levaduras
ocurre en los motivos que forman los "de-
dos" (fingers, en las Figs. 1y 6). Sin embar-
go, de acuerdo con los datos experimenta-
les analizados anteriormente, en la hTERT

Palm (active site)

Template
NS
WS

X

Telomerase
RMNA

Analisis de los modelos de hTERT

Analizamos a continuacién, la adecuacion
de los modelos tridimensionales obtenidos
para la hTERT en este trabajo, con la infor-
macion experimental disponible y el esque-
ma de funcionamiento sugerido en la Fig. 6.
En primer lugar, debemos mencionar que la
forma tridimensional propuesta por nues-
tros modelos de la hTERT en la zona cerca-
na al dominio catalitico de la misma, tiene
una conformacion estructural similar a la del
dominio RT de HIV-1. En particular, es reco-
nocible en nuestros modelos presentados
en la parte (a) de las Figs. 2, 3y 4, la forma
de manopla de este dominio que, de acuer-
do al esquema de la Fig. 6, tiene la conca-
vidad necesaria para desarrollar la funcién
bioldgica. Por ofra parte, considerando nue-
vamente los aminoacidos cuya mutacién

FABICIB = 2007 = 11

esta unién ocurre en el dominio N-terminal.
Por lo tanto, una extension de esta figura
al caso de la hTERT implicaria la incorpo-
racion del dominio N-terminal de la misma
dentro de los "fingers” de la Fig. 6.

Figura 6: Esquema de
la enzima telomerasa

de levadura, unida
p123/Est2p
polymerase
domain

a su contraparte de
ARN y actuando sobre
una hebra de ADN,
Tomado de Lingner et
al.(35)

Telome

altera criticamente dicha funcién (motivo C
en la Fig. 1), nuestros modelos de los ser-
vidores SP* y SP* predicen que los mismos
estan situados en una hélice alfa de la su-
perficie interior de la concavidad, quedando
expuestos para su interaccion con el hTR y
el ADN, tal como sugiere la Fig. 6. El mode-
lo del servidor I-TASSER en esta regién su-
giere la misma disposicion pero no tan cla-
ramente como los anteriores. Por otra parte,
los modelos predichos por los servidores
SP* y SP* difieren del predicho por el servi-
dor I-TASSER esencialmente en la orienta-
cién del dominio N-terminal, lo que afecta-
ria a la geometria de unidn con la hTR. Los
cortes y supresiones en este dominio afec-
tan a la actividad bioldgica, porque afectan
ala estructura de union al hTR y que segura-
mente, alteran también la estructura de ma-
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nopla de la hTERT. Esto Ultimo ciertamente
ocurre con los cortes o supresiones en el do-
minio C-terminal, ya que directamente afec-
tan la estructura del "pulgar” de la manopla.
Por otra parte, las partes (b) de las Figs. 2
y 3, sugieren que la hTERT tiene otra forma
de concavidad posible, con acceso a los re-
siduos de la region catalitica RT, y permite
pensar formas alternativas de union al ARN
y al ADN. Con la forma de manopla recono-
cible en las paries (a) de las Figs. 2, 3y 4
es dable pensar a la hebra de ADN pasando
perpendicularmente a través de las mismas,
mientras que en la concavidad mostrada en
las partes (b) de, al menos, las Figs. 2y 3, la
hebra de ADN podria deslizarse perpendicu-
larmente a las mismas. Para poder analizar
mejor la validez de estas hipotesis, es ne-
cesario realizar previamente un refinamiento
detallado de los modelos obtenidos en este
trabajo, tarea que se encuentra en prepara-
cion. Finalmente, queremos mencionar que
los modelos tridimensionales obtenidos son
también compatibles con los modelos pro-
puestos de dimerizacion de la hTERT, (1) en
donde el dominio C-terminal de una hTERT
se uniria al dominio N-terminal de la ofra, y
viceversa.

Conclusiones

En este trabajo se presentan por primera
vez en la literatura, modelos tridimensiona-
les para la hTERT completa, obtenidos utili-
zando métodos bioinformaticos disponibles
en laweb. Se han empleado para esta finali-
dad los servidores SP3, SP* e I-TASSER; los
predictores de estructura secundaria PSI-
PRED y Porter; y analizada la factibilidad de
los modelos con el método Verify3D. Todas
estas metodologias representan las mejo-
res herramientas disponibles en la actuali-
dad para la obtencién de modelos de es-
tructura terciaria por fold recognition. Los

modelos tridimensionales obtenidos tienen
en comun de presentar a la hTERT como
una superestructura formada basicamente
por hélices alfa mas pequenas. Esta super-
estructura tiene la forma de una cinta que
tiende a cerrarse sobre si misma, pero con
una concavidad a lo largo de toda su par-
te media. Se ha analizado en detalle la ade-
cuacion de nuestros modelos preliminares
con la informacién experimental disponible
para la hTERT, concluyendo que al menos
dos de los modelos (SP*y SP*) concuerdan
con la mayoria de esta informacion. Tam-
bién se analizaron nuestros modelos tridi-
mensionales a la luz de un esquema de fun-
cionamiento propuesto para la TERT, que
extendemos para su aplicacion a la TERT
humana. Nuestra conclusién es que no sélo
dos de los modelos obtenidos permiten ex-
plicar la mayoria de la informacion experi-
mental y adecuarse a los modelos de fun-
cionamiento propuestos, sino que también
permiten pensar formas alternativas de
unién al ARN y ADN al cumplir con su fun-
cion biolégica. A fin de profundizar el ana-
lisis de esta hipdtesis, se estan preparan-
do refinamientos por dinamica molecular y
Monte Carlo.
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