ACADEMIA ROMANA )
SCOALA DE STUDII AVANSATE A ACADEMIEI ROMANE

INSTITUTE DE BIOCHIMIE

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Investigarea structurii, dinamicii si
interactiilor proteinelor prin metode de
statistica fizica si matematica

CONDUCATOR DE
DOCTORAT: DOCTORAND:
Dr. Andrei-José Eliza Cristina MARTIN

PETRESCU, CS 1

2022



Cuprins

Introducere generala 2
1 Noi date asupra originii masiniriei RAG 4
1.1 Introducere . . . . . . . . . . . . . e 4
1.2 Rezultate siDiscutii . . . . . . . . . . . .. e 6
1.3 Concluzii . . . . . . .. e 9
2 Structura ZAR1: de la modelul 3D in-silico la validarea experimentala 10
2.1 Introducere . . . . . . . . . .. ... 10
2.2 RezultatesiDiscutii . . . . . .. . ... e 11
23 Concluzil . . . .. . e 13
3 LRRpredictor - detectia motivelor LRR iregulare in receptorii NLR de la plante 14
3.1 Introducere . . . . . . . . . .. ... 14
3.2 Rezultatesidiscutii . . . . . . . ... 15
33 Conclusion . . . . ... e 18
4 NLRexpress - o colectie de predictori ML pentru detectarea motivelor NLR 19
4.1 Introduction & context . . . . . . . . . ... 19
4.2 Rezultate sidiscutii . . . . . . . .. ... 20
43 Concluzii . . . . . . . e e 22
Contributii personale 24
Bibliografie 28



Introducere generala

Evolutiile tehnologice din domeniul secventierii genomice si transcriptomice aldturi de cele
din biologia structurald, au condus in ultimul deceniu la o crestere exponentiald a datelor
biologice colectate. Acest lucru are ca rezultat noi orizonturi pentru analiza mediului
biologic complex, a retelelor de interactie a proteinelor si in intelegerea variatiilor naturale
- cu vaste aplicatii biologice si medicale. Cu toate acestea, transformarea datelor biologice
brute in cunostinte, necesitd un efort in oglindd in dezvoltarea fluxurilor de lucru de analiza,
a platformelor bioinformatice, a modelelor matematice si a instrumentelor de predictie

capabile sd accelereze ritmul cercetirii in biologia moderna.

In acest context mai larg, obiectivul general al acestei teze a fost acela de a dezvolta
instrumente bioinformatice aplicate si de a le folosi in abordédri experimentale asistate
computational in imunobiologie, menite sa ofere o mai buna intelegere a originii si evolutiei
proteinelor RAG, masindria moleculard cheie a sistemului imun adaptativ, pe de o parte si,
pe de altd parte, a interactiei secventd-structurd din vastul repertoriu de receptori de tip NLR

ai plantelor in cadrul imunitdtii inndscute.

Prima parte a tezei prezintd eforturile de a intelege originea aparatului RAG
(recombination-activating gene) specific vertebratele cu falci ce este responsabil pentru
generarea repertoriului extins de receptori imuni unici in celulele B si T. Lucrarea prezentatd
este rezultatul unei colabordri pluridisciplinare intre (i) Prof. Andrei-J. Petrescu, la
conducerea Departamentului de Bioinformaticd si Biochimie Structurald, IBAR, (ii) Prof.
David G. Schatz, presedintele Departamentului de Imunobiologie de la Yale School of
Medicine, SUA, membru al Academiei Nationale de Stiinte si al Academiei Nationale
de Medicind si (iii) Prof. Pierre Pontaroti, Grupul de biologie evolutivd, Universitatea
Aix-Marseille, CNRS SNC5039, Franta. Aceastd parte a tezei descrie eforturile de a
identifica noi gene RAG-like in grupuri de organisme mai indepértate decat cele raportate

anterior, contribuind la extinderea intelegerii asupra originii acestor gene si aparitia acestora



mult mai devreme decat s-a considerat initial, in clada bilateriand timpurie.

A doua parte a tezei se focalizeaza pe studiul sistemul imun Tnndscut al plantelor, in
special al receptorilor intracelulari de tip NLR. Urmaitorul capitol prezintd generarea in
silco de modele probabilistice ale structurii 3D a ZAR1 - receptor NLR cu spectru larg
intalnit in majoritatea grupurilor taxonomice de plante. Aceastd lucrare a facut parte dintr-o
colaborare interdisciplinard mai ampla cu Prof. Jennifer Lewis, Departamentul de Biologie
Vegetald si Microbiand, Universitatea Berkeley din California, SUA. Obiectivul principal al
acestui proiect comun este de a extinde Tntelegerea structurald a mecanismelor moleculare
de activare a receptorilor ZAR1 in recunoasterea unei game largi de patogeni, deoarece
astfel de receptori cu spectru larg sunt de interes principal in elaborarea strategiilor de
control si preventie a patogenilor ce afecteaza culturile de plante. Ultimele doud capitole
prezintd dezvoltarea a doua pachete software - LRRpredictor si NLRexpress - care utilizeazd
instrumente de predictie bazate pe invdtare automatd ce vizeaza identificarea motivelor de
secventd asociate domeniilor NLR si sunt rezultatul colabordrii cu Prof. Aska Goverse,
Laboratorul de Nematologie, Universitatea Wageningen si Research, Olanda. Pachetul
software LRRpredictor a fost conceput pentru a aborda gradul sporit de iregularitate ce
caracterizeazad motivele LRR la receptorii NLR ai plantelor si pentru a oferi o performantd de
detectie semnificativ mai bunad in comparatie cu metodele raportate anterior. Prin utilizarea
unei colectii de estimatori de invdtare automatd ce utilizeazd informatii de secvente si
structurd, acest instrument are scopul de a sprijini modelarea structurald si cercetarea in
biologie moleculara ce vizeaza proteinele cu domenii LRR. Ultimul capitol prezintd pachetul
software NLRexpress - un flux de lucru de predictie organizat in 3 module, care cuprinde 11
estimatori bazati pe retele neuronale pentru identificarea motivelor structurale si functionale
cheie ale domeniilor constitutive NLR - CC, NBS si LRR - conceput pentru calcule rapide
pentru scanarea bazelor de date de secvente de dimensiuni mari, precum intregul proteom al

unei specii.



Capitolul 1

Noi date asupra originii masinariei RAG

1.1 Introducere

Sistemul imun adaptativ, specific doar vertebratelor cu félci reprezintd un mecasim esential
ce a oferit acestora un avantaj evolutiv major (Litman et al., 2010). Aceasta caracteristica
extraordinard constd in generarea unui vast repertoriu de gene ale receptorilor de antigeni
prin reactii de recombinare Tn timpul formarii limfocitelor. Mecanismul de recombinare
V(D)J este realizat de cdtre masindria RAG prin operatii asupra genelor “variable” (V),
“diversity” (D) si ”joining” (J), generand un vast set de posibile gene de receptori (Schatz
and Swanson, 2011). Originea recombinazei RAG la vertebrate a fost un subiect de
dezbatere in ultimele doud decenii. Avand in vedere asemandrile afisate de miezul catalitic
al endoucleazei RAG1 cu transpozazele DDE, o ipoteza initiala a fost aceea cd genele RAG
au derivat dintr-un element mobil de tip II. Primul element mobil identificat ce prezintd
omologie ridicatd cu RAGI1 a fost Transib (Kapitonov and Jurka, 2005), urmat ulterior, in
ultimii 5 ani, de descoperirea mai multor gene RAG-like/RAGL 1n filumul Deuterostomia
la nevertebrate - dintre care unele elemente prezintd configuratia completd a transpozonui,
consolidand astfel aceasta ipoteza (Fugmann et al., 2006; Huang et al., 2016; Morales Poole

et al., 2017; Zhang et al., 2019).

Experimente in vitro utilizand proteinele RAG1&2-like de la cefalocordatul B.belcheri
au demonstrat activitatea lor endonucleazica si de transpozaza, acesta devenind primul
transpozon Proto-RAG cu activitate probati experimental (Huang et al., 2016). In plus,

rezolvarea experimentald a structurilor 3D prin crio-microscopie electronicd (cryo-EM)
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Fig. 1.1: Diagrama a mecanisului de functionare a transposonului RAG de la amphioxus

ale elementelor RAG de la belcheri, in diferite stadii de functionare au ariatat asemanari
semnificative cu mecanismele de clivaj complexe ale RAG de la vertebrate, in ciuda
omologiei lor scdzute la nivelul secventei proteice (Zhang et al., 2019). Succint, in urma
translatiei celor doud gene care codifici RAG1 si RAG2, se formeazd complexul tetramer
RAG ce este compus din doi heterodimeri RAG1-RAG?2 (Fig. 1.1). Complexul recunoaste
regiunea heptamerica a marginilor TIR si reuneste segmentele TIR 5’ si 3°, indoind ADN-ul
si formand o structurd circulard (Zhang et al., 2019). Complexul endonucleazei taie ADN-ul
la Tnceputul marginilor TIR, excizind caseta transpozonului din locusul genomic (Fig. 1.1),
ce ulterior va fi sudat de enzimele de reparare ale gazdei. Elementul mobil este inserat intr-un
nou locus genomic, proces in care este generatd o noud duplicare a site-ului tintd “Target site

duplication” (TSD) de 5pb (Zhang et al., 2019).

Anterior acestui studiu realizat in intervalul 2019-2020, nu se cunosteau dovezi pentru
activitatea transpozonului RAG 1in afara filumului Deuterostomia, in timp ce transpozonul
Transib a fost identificat pe scard larga de la deuterostomii la regnul fungi (Kapitonov and
Jurka, 2005; Kapitonov and Koonin, 2015). Acest capitol al tezei prezintd identificarea
mai multor perechi de gene RAGIL-RAG2L in superfilumul Protostomia din interiorul
filumului Mollusca si Nemertea, dintre care unele elemente prezinta o configuratie completa
a transpozonului, cu markeri ai activitdtii transpozazei (Martin et al., 2020b), CDS conservat
ce ar putea conduce la produse proteice complete atat ca lungime cat si ca organizare a
domeniilor functionale. Mai mult decat atat, au fost identificate copii mai putin conservate

in filumul Cnidaria, in afara increngaturii Bilateria, indicand faptul ca transposonul RAGL
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a fost activ 1n afara cladei Deuterostomia, asa cum se presupunea initial si cd ar putea avea o

origine mai veche in grupul Bilateria timpuriu.

1.2 Rezultate si Discutii

Pentru a scana bazele de date genomice si transcriptomice disponibile, a fost utilizatd o
colectie de secvente RAGI1 si RAG2 documentate anterior. Deoarece omologia de secventd
dintre RAG?2 este foarte scdzutd, sub pragul de detectie al metodelor de tip “’blast”, a fost
utilizatd o abordare de scanare iterativa ce a permis detectarea de noi gene asemanatoare cu

RAGI si RAG2 in incregaturile Protostomia si Cnidaria (Fig. 1.2).

In filul Protostomia, perechile de gene RAG1-RAG?2 au fost identificate in clada Mollusca
la stridii (Crassostrea virginica, Crassostrea gigas, Saccostrea glomerata), la midii
(Modiolus philippinarum, Bathymodiolus platifrons) si in clada de stridii cu perle (Pinctada
imbricata)(Martin et al., 2020Db). In filul Nemertea, la momentul analizei, singura specie
cu date genomice si/sau transcriptomice disponibile a fost viermele panglica (Notospermus
geniculatus), unde au fost identificate numeroase perechi RAG1-RAG2, dintre care unele
au fost sustinute de date transcriptomice mARN. in Cnidaria, perechile de gene RAG au
fost identificate in Porites rus, Orbicella faveolata si Aurelia aurita (Martin et al., 2020b).
Spre deosebire de protostomii, unde au fost identificate mai multe copii ale genelor la fiecare
specie, la Cnidaria doar meduza A.aurita prezintd o pereche RAG intactd, in timp ce celelalte

loci identificate prezintd semne de pseudogenizare.

Specifica transpozonilor DDE din clasa II este prezenta elementelor TIR la marginea
elementului mobil. Regiunea de compatibilitate dintre segmentele TIR se ntinde adesea doar
la margini (8-10 pb), facand detectarea acestor elemente mai dificild. Pentru a discrimina
capetele transpozonilor de alte astfel de repetitii inversate frecvent prezente in genom,
a fost folositd o abordare bazata pe variatia omologiei. Astfel, diferitele duplicate ale
transpozonilor sunt de asteptat sd impartaseasca un grad ridicat de omologie de secventd, in
timp ce regiunile de flancare nu ar trebui sad prezinte omologie, deoarece acestea corespund
unor regiuni distincte In genom (Martin et al., 2020b). Prezenta elementelor TSD ce
flancheazd marginile TIR a fost folositd drept constringere discriminatorie suplimentard

pentru a distinge intre transpozonii TIR si capetele premature ale casetelor de transpozon.
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Mai multe perechi de gene RAG1-RAG?2 identificate prezintd o configuratie completd
de transpozon TSD-TIR-RAGI-RAG2-TIR-TSD si au fost identificate cu precadere in
C.virginica, Pimbricata si N.geniculatus. Toate elementele TIR identificate prezintd o
regiune asemandtoare heptamerului RSS, cu primele 3 nucleotide "CAC” perfect conservate -
esentiale atat pentru functionalitatea transpozazei, cat si a recombinazei. Similar elementelor
TIR raportate anterior la deuterostomii, elementele protostome nu prezintd o regiune
asemandtoare nonamerului RSS. Mai mult, lungimea de 5 pb a elementelor TSD identificate
la protostomii este in concordantd cu cele gdsite Tn cazul transposonilor Transib sau RAG
de la deuterostomii si vertebratele cu falci (Kapitonov and Jurka, 2005; Morales Poole et al.,

2017; Zhang et al., 2019).
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Fig. 1.2: Distributia taxonomica a elementelor RAGL. Ramurile albastre descriu elementele
RAG raportate inainte de martie 2020, 1n timp ce ramurile magenta descriu cladele 1n care
a fost identificat RAGL in acest studiu. Starea celor mai conservate loci identificate este
ilustratd cu pictograme descrise in legenda figurii

Analiza de filogenie a fost efectuatd pe regiunea nucleului catalitic RAG1 a celor mai
conservati reprezentanti identificati. Arborele RAG1 urmeazi filogenia speciei, indicand

evolutia verticald in cadrul celor doud clade bilateriane - Protostomia si Deuterostomia -
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in concordantd cu analizele raportate anterior (Morales Poole et al., 2017). Partitionarea
actualizatd a familiei RAG constd in: (a) familia RAG-A - cea mai apropiatd de RAG
de vertebrate; (b) familia RAG-B - ridspanditd in clada deuterostomelor care contine
elemente RAG raportate anterior in deuterostomii si multi dintre transpozonii identificati in
Protostomia si A.aurita; (¢) familia RAG-C - cu un singur membru raportat Tn hemicordatul
P. flava (Morales Poole et al., 2017); (d) familia RAG-D - o noua familie distincta,

identificata numai 1n clada Nemertea la N.geniculatus.
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Fig. 1.3: Arborele de filogenie RAGL actualizat. Suportul bootstrap este calculat folosind
Maximum Likelihood pe regiunea catalitica a RAGI.

Omologii RAG]1 identificati prezintd in mod preponderent, cu foarte putine exceptii,
aranjamentul complet al domeniilor functionale specific transpozazelor RAG1 de la
deuterostome si al recombinazei RAGI1 de la vertebrate. Pozitiile cheie din domeniul de
dimerizare si legare la ADN (DDBD) si din domeniul catalitic RNH sunt conservate in
unanimitate in copiile identificate, precum si motivul Zn-finger in domeniile ZnC2 si ZnH2.
Reprezentantii identificati la protostomii prezintd o coadd C-ter foarte similard cu RAGL
de la deuterostomii ce prezintd motivul C**C***GH****C. Toate secventele de proteine
RAG2L analizate de la protostomii contin un domeniu de tip Kelch, urmat de un domeniu
PHD bogat 1n cisteind. Similar secventelor de RAG?2 la deutorostomii, acestora le lipseste
regiunea linker acida specifica vertebratelor. Siturile de contact dintre RAG1 si ADN, atat
in regiunea de contact cu heptamerul, cat si in regiunile de flancare sunt conservate in mare
parte in special Tn preajma triadei catalitice, sugerand ca elemente RAG1 de la protostomii

ar putea prezenta un comportament similar in ceea ce priveste legarea si scindarea ADN-ului
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cu B.belcheri (Fig. 1.4). Pe de altd parte, suprafata extinsd si complexd de interactie
dintre RAG1L-RAG2L este slab conservatd, sugerand o posibild co-evolutie intre cele doud

proteine RAG1L si RAG2L.
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Fig. 1.4: Analizd de variabilitatea pentru RAG1 (a) si RAG2 (b) mapatd pe structura
cryo-EM (rosu-variabil, albastru-conservat).

1.3 Concluzii

Rezultatele prezentate in cadrul tezei indica dovezi pentru activitatea transpozonilor RAG
in diverse specii de protostome, o parte din loci find sustinute de date transcriptomice.
Acestea prezinta perechi intacte de elemente TIR si TSD, o configuratie completa a
domeniilor functionale si conservarea reziduurilor cataitice cheie, indicand faptul ca astfel
de transposoni RAG ar putea fi active in prezent in organismele lor gazdi. In afara cladei
bilateriane, doar cateva perechi incomplete asemdnitoare RAG au fost identificate 1n filul
Cnidaria 1n diferite stadii de pseudogenizare, cu o singurd pereche completd de gene
in A.aurita. Cu toate acestea, prezenta fragmentelor RAG in Cnidaria indicd faptul ca
transposonul RAG ar putea avea origini mai vechi decat se presupunea initial. Analiza
de filogenie prezentata este in concordanta cu o traiectorie de evolutie verticald a RAG 1n
interiorul cladelor protostome si deuterostome, fapt ce ar putea indica posibile stagii de
domesticire a genelor RAG in organismele lor gazda. Studii ulterioare ale unor astfel de
candidati ar putea fi de interes, atat pentru a aduce noi perspective asupra fenomenului
de domesticire a recombinazei RAG la vertebrate, cat si pentru investigarea unor functii

biologice potential noi ale RAG 1n aceste organisme.



Capitolul 2

Structura ZAR1: de la modelul 3D

in-silico la validarea experimentala

2.1 Introducere

Acest capitol prezintd n detaliu studiul structural in-silico al receptorului ZAR1 NLR de
la Arabidopsis thaliana, care a inceput la inceputul programului de doctorat in noiembrie
2016 si a ficut parte dintr-un proiect de cercetare mai amplu 1n colaborare cu Prof. Dr.
Jennifer Lewis, Departamentul de Biologie Microbiand a Plantelor, Universitatea Berkeley
din California. Studiul si-a propus sd ofere o mai buna intelegere a determinantilor structurali

in tranzitiile de interactie inter-domeniu 1n timpul mecanismului de activare.

Receptorul ZARI1 are rolul de a media detectarea unei varietdti de proteine indicatori ai
prezentei patogenilor prin intermediul unor kinaze adaptor (Lewis et al., 2013; Bastedo
et al., 2019), astfel de receptori NLR cu spectru larg fiind de mare interes pentru dezvoltarea
strategiilor de control al patogenilor. Studiile anterioare ale grupului au identificat kinaza
ZED1, indispensabila pentru generarea raspunsului imun in urma detectiei proteinei Hopzla
de la Pseudomonas syringae (Lewis et al., 2008, 2010, 2013), precum si mai multe mutatii
si trunchieri experimentale ale ZAR1 ce induc modificari fenotipice in profilul de interactie

inter-domenii si/sau impacteaza raspunsul imun (Baudin et al., 2017).

Dezvoltarea modelelor 3D ale proteinei ZAR1 pentru a asista experimentele de biologie

moleculard a fost utild Tn formularea ipotezelor privind interactiile inter-domenii si in
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CAPITOLUL 2. STRUCTURA ZARI1: DE LA MODELUL 3D IN-SILICO LA
VALIDAREA EXPERIMENTALA

propunerea de noi interventii in vederea probdrii experimentale a acestora si pentru a oferi
noi date esentiale pentru optimizarea modelelor probabilistice. In 2019, a fost raportati
structura crio-EM a proteinei ZAR1, fapt ce ne-a oferit oportunitatea de a compara modelele
3D probabilistice cu structura reala - ce s-a dovedit a fi Intr-un bun acord intr-un interval de
2-5 A deviatie RMSD la suprapunerea structurilor 3D ale domeniilor individuale, evidentiind
caracterul practic si eficacitatea utilizarii modelelor probabilistice in absenta structurilor 3D

obtinute experimental.

2.2 Rezultate si Discutii

Generarea de modele 3D ale domeniilor ZAR1 a fost ingreunata din cauza omologiei extrem
de scizute cu orice structurd 3D disponibild la acel moment. In absenta unei structuri 3D
complete obtinute experimental pentru receptori NLR de la plante, raportate erau doar: (i)
3 structuri de domeniu CC cu arhitecturi 3D controversate discutate mai jos - la <19%
identitate cu ZARI, (i1) domenii NBS provenind de la metazoarele Apafl si Ced4 sub 21%
identitate cu ZART1 si (iii) diferite domenii LRR de la plante, toate provenind din receptori
extracelulari cu diferente structurale semnificative. In ciuda omologiei sciizute, au fost
generate modelele 3D probabilistice corespunzatoare domeniilor individuale ale receptorului

ZAR]1, si au fost optimizate prin simuldri de dinamicd moleculara.

Structurile rezolvate experimental disponibile la acel moment au indicat faptul ca domeniul
CC ar putea adopta doud configuratii: o arhitectura cu 4 elici (4H-CC) corform structurilor
3D ale proteinelor Rx si Sr33 (Hao et al., 2013; Casey et al., 2016) sau o arhitectura cu 2
elici (2H-CC) asemenea dimerul MLA10 (Maekawa et al., 2011; Casey et al., 2016), care
in ciuda diferentelor structurale, prezinta ~85% identitate cu Sr33. Analiza structurald a
celor doud arhitecturi a indicat faptul cd cei doi monomeri 4H-CC ai Sr33 se suprapun
aproape perfect cu dimerul MLA10 (2 x 2H-CC) (Maekawa et al., 2011; Casey et al., 2016).
O posibila tranzitie structurald compatibild cu ambele arhitecturi 3D, propusd la inceputul
studuiului, a fost aceea cd primul si al patrulea segment elicoidal periferic se desprind si
imbridtiseazd celdlalt monomer. O astfel de tranzitie ar necesita ca regiunile linker care
conecteazd elicele periferice sd posede o anumitd ambivalenta structurald, permitand rotatii

si tranzitii de structura secundara.
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CAPITOLUL 2. STRUCTURA ZARI1: DE LA MODELUL 3D IN-SILICO LA
VALIDAREA EXPERIMENTALA

Pe baza modelelor 3D generate pentru ZARI1, mai multe ipoteze structurale au fost
testate experimental de colaboratorii nostri prin efectuarea de experimente de mutageneza
si evaluarea modificdrilor fenotipice in profilul de interactiune inter-domeniu prin
yeast-two-hibrid (Y2H) si bimolecular fluorescence complementation(BiFC), precum si
diferente in rdspunsul imun in planta, descrise 1n detaliu in (Baudin et al., 2019). Mutatii la
nivelul buclelor linker ce modifica compozitia lor bogat incarcata electrostatic au condus la
suprimarea partiald a dimerizdrii si a interactiel CC-NBS si CC-LRR, precum si la un raspuns
HR redus in planta (Baudin et al., 2019), indicand faptul cd aceste regiuni sunt implicate in
interactiile dintre domenii. Pentru a studia rolul primului segment helical 1n activare, au
fost propuse mutatii care reduc hidrofobicitatea primei elici din domeniul CC cu ratiunea
cd 1n timpul activdrii primul segment helical prezintd o mai mica constrangere si poate initia
tranzitiile conformationale (Baudin et al., 2019). Experimentele prin Y2H au indicat un nivel
redus de dimerizare si interactie CC-NBS alaturi de suprimarea completd a rdspunsului imun
in planta, dar nu a afectat interactia CC-LRR, sugerand faptul cd primul helix al domeniului
CC este implicat in interactia CC-NBS (Baudin et al., 2019). Introducerea de mutatii la
nivelul motivul conservat EDVID, a condus la impactarea procesului de dimerizare, alterarea
totald a interactiei CC-NBS si CC-LRR si suprimarea completa a raspunsul HR, indicand
faptul cd aceasta regiune ar putea fi implicatd in interfata CC-NBS si CC-LRR, ceea ce a fost

confirmat ulterior de structura crio-EM a ZAR1 (Baudin et al., 2019).

In 2019, structurile crioEM ale proteinei ZAR1 au fost raportate in 3 etape ale mecanismului
de activare: stare monomericd inactivd ce leagd ADP, stare monomericd activatd cu
nucleotidd absentd si in stare oligomerica activatd, ce leagd ATP (Wang et al., 2019b,a).
La nivelul domeniului CC, structurile crioEM ZAR1 releva modificari conformationale
drastice in timpul procesului de activare - de la o conformatie 4H-CC 1n starea inactiva
la o conformatie 3H-CC in starea activati. In conformatia 4H-CC, doar prima jumitate a
segmentului H4 face parte din domeniul CC, pe cand in modelul initial, intregul helix H4 a
fost modelat ca parte a domeniului CC, iar restul modelului este intr-un bun acord, cu valori
RMSD de 3,9 A. fati de structura crioEM (Fig. 2.2). Modelele propuse pentru domeniul NBS
prezintd un acord structural ridicat cu structura crio-EM, atat pentru conformatia inactiva,
ct si pentru ca activati, cu o valoare RMSD de 4,04 si respectiv 5,14. Modelul domeniului
LRR prezinti o buni suprapunere cu structura crio-EM cu valori RMSD de 4,74 si o buni

conformitate a curburii si razei generale a domeniului. Mai mult, regiunea adiacenta situsului
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CAPITOLUL 2. STRUCTURA ZARI1: DE LA MODELUL 3D IN-SILICO LA
VALIDAREA EXPERIMENTALA

catalitic de legarea a ADP/ATP a fost reprezentat corect de model.
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Fig. 2.2: Modelul ZAR1 vs structura cryo-EM in conformatia inactivd/activata (6j5w, 6j5t).

2.3 Concluzii

Acest capitol descrie analiza structurald si generarea de modele 3D probabilistice pentru
domeniile receptorului NLR ZARI, realizate anterior aparitiei structurii crioEM. Acest lucru
ne-a oferit posibilitatea de a compara modelele propuse initial cu structura experimentala
si, de asemenea, de a analiza ipotezele formulate pe baza modelului in lumina noilor date.
Modelul prezintd un acord destul de bun cu structura 3D, evidentiind caracterul practic si
eficacitatea utilizarii analizei computationale si modelelor probabilistice in absenta datelor

3D obtinute experimental.
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Capitolul 3

LRRpredictor - detectia motivelor LRR

iregulare in receptorii NLR de la plante

3.1 Introducere

Arhitectura de repetitii bogate in leucind LRR (Leucine-rich repeat) este esentiala pentru
sistemul imun, in detectarea agentilor patogeni si transductia semnalului si este intalnitd in
intregul arbore al speciilor, de la Archaea 1a Mammalia (Enkhbayar et al., 2004). Domeniile
LRR adoptd o structurd 3D de solenoid aseménétoare cu o ’potcoava” compusa din segmente
generate de regiuni repetitive cu lungimi de ~15-30 aminoacizi. Aceste segmente sunt
consolidate structural de existenta unei retele de foi beta pe partea interioard a domeniului si
este caracterizatd de prezenta unui motiv de secventd conservat, denumit motiv LRR (Kajava
and Kobe, 2002). Consensusul motivului LRR aratd variatii semnificative intre clasele de
proteine si grupuri taxonomice, motivul LRR minimalist impdrtasit de toate clasele avand
LxxLxL drept consensus (L-orice aminoacid hidrofob, cel mai frecvent leucind; x-orice
aminoacid). In plus, studiile asupra domeniilor NLR 1la plante, au aritat o frecventi mult
mai crescutd a motivelor iregulare in comparatie cu omologii lor de la metazoare sau in

comparatie cu receptorii extracelulari ai plantelor (Sela et al., 2014; Wang et al., 2019b).

Intelegerea factorilor structurali ai specificititii de legare a domeniilor LRR este de interes
din perspectiva ingineriei receptorilor pentru controlul patogenilor, cu implicatii vaste atat
in domeniul medicinei, cét si al agriculturii. Lipsa de sensibilitate a aborddrilor actuale

in detectarea corectd a motivelor LRR doar pornind de la secventa sa de aminoacizi
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CAPITOLUL 3. LRRPREDICTOR - DETECTIA MOTIVELOR LRR IREGULARE IN
RECEPTORII NLR DE LA PLANTE

este un dezavantaj semnificativ in analiza bioinformatica, modelarea 3D acuratd si in
studiul relatiilor dintre secventd, particularitdtile structurale si comportamentul biologic.
Dificultatea in detectarea motivelor individuale consta in faptul cd motivul minimalist este

extrem de trivial si adesea astfel de motive apar in mod aleatoriu in proteine non-LRR.

In acest capitol este prezentatd dezvoltarea LRRpredictor - o noui metodi de detectare a
motivelor LRR ce consta intr-un ansamblu de estimatori ce 1si propun sd aduca o versatilitate
sporitd iregularitdtii motivelor fati de metodele existente, prin utilizarea tehnicilor de
reesantionare. Performanta si comportamentul metodei sunt evaluate Tn comparatie cu
metodele existente pe un set de date de domenii adnotate din diferite clase (receptori NLR,

RLK si RLP de la plante si respectiv NLR si TLR de la animale).

3.2 Rezultate si discutii

Bazele de date de domenii adnotate disponibile au fost folosite pentru a identifica domenii
LRR cu structurd 3D cunoscutd. Dupa aplicarea unui filtru de redundantd de 90% identitate,
178 de structuri (PDB-LRR-90) cuprinzind ~2100 segmente LRR au fost utilizate in
continuare in analizd si au fost supuse delimitdrii segmentelor LRR pe baza datelor lor
structurale si a retelei de foi beta. Un al doilea filtru de redundanta de 50% identitate a fost
aplicat pentru obtinerea datelor setului de antrenare, la nivelul segmentelor individuale LRR,

obtinandu-se un set de ~850 segmente LRR cu un grad sporit de divergenta (PDB-LRR-50).

Suprapunerea 3D a diferitelor segmente LRR a ardtat o aseminare topologica ridicata
extinzand atat In amonte, cat si in aval, motivul minimalist LoXX 13X Ls de 6aa cu cel putin
Saa in ambele directii (Fig. 3.1b). Prin urmare, un interval de 16aa de la pozitia -5 la +10 in
jurul pozitiei Ly a fost denumit in continuare motivul extins. Un aspect important ce limiteaza
analiza este distributia taxonomica foarte inegald a datelor 3D disponibile in comparatie
cu distributia de bazd echivalentd a bazelor de date de secvente Uniref-50. Aproximativ
jumadtate din segmentele LRR din PDB-LRR-50 provin de la specii de mamifere, in timp
ce in UniRef-50 ponderea proteinelor de mamifere este mai mica (3%) (Fig. 3.1d). Prin
contrast, receptorii NLR de la plante sunt extrem de slab reprezentati in setul structural, cu o
singurd structurda 3D (Wang et al., 2019b,a) raportatd inainte de 2020, in timp ce majoritatea

segmentelor LRR de la plante apartin receptorilor RLP si RLK.
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CAPITOLUL 3. LRRPREDICTOR - DETECTIA MOTIVELOR LRR IREGULARE IN
RECEPTORII NLR DE LA PLANTE
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Fig. 3.1: (a) Arhitectura LRR exemplificatd pe structura ZAR1 (PDB:6j5w). (b)
Structura unui segment LRR. (¢) Compozitia motivelor LRR N-ter, de mijloc si C-ter(setul
PDB-LRR-50). (d) Distributia taxonomica a seturilor de structuri 3D ale domeniilor LRR
versus baza de date Uniref50. Figurd derivatd din (Martin et al., 2020a).

LRRpredictor a fost antrenat pe un set de proteine care cuprinde o colectie reprezentativd
de 850 de motive LRR foarte diverse (la 50% identitate) si un set de proteine non-LRR
din fiecare topologie CATH 3D. Pentru a suplimenta predictorul cu un context mai larg
asupra secventel, au fost utilizate profiluri de variabilitate (PSSM). Acestea sunt obtinute din
probabilitdtile de tranzitie a reziduurilor, conditionate de grupul de proteine din care apartin
si este de asteptat ca acestea sd furnizeze informatii de context si sd sublinieze pozitiile cheie
conservate, precum si relatiile dintre reziduuri. Pe 1anga caracteristicile legate de secventa,
au fost explorate si caracteristici structurale, precum structura secundard, accesibilitatea la
solventi si predictiile de dezordine intrinsecd. Avand in vedere dimensiunea redusd a setului

de date structurale, au fost folosite diferite metode de samplare artificiala.

Predictorul final optimizat - LRRpredictor - constd intr-un ansamblu de opt clasificatori ce
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CAPITOLUL 3. LRRPREDICTOR - DETECTIA MOTIVELOR LRR IREGULARE IN
RECEPTORII NLR DE LA PLANTE

utilizeaza diferite tehnici de invatare supervizata si ce sunt agregate printr-o abordare de tip
soft voting. Jumatate dintre estimatorii constituenti se bazeaza doar pe informatii legate de
secventd, In timp ce cealaltd jumadtate utilizeazd atat secvente, cat si caracteristici structurale.
Etapa de antrenare a fost efectuatd folosind o procedura de cross-validare pe 80% din setul

de date, iar pentru evaluarea finald a performantei restul de 20% din date.

Atat n cazul etapei de cross-validare cat si de testare, scorurile de senzitivitate, precizie si
F1 ale predictorului ansamblului variazd in intervalul 85-97% pentru toate tipurile de motive
LRR si in intervalul 89-98% atunci cand numai motivele interne (L) sunt luate Tn considerare.
De asemenea, LRRpredictor prezintd performante sporite comparativ cu alti predictori de
motive LRR, cum ar fi LRRsearch (Bej et al., 2014) si LRRfinder (Offord and Werling,
2013). Fluxul LRRpredictor a fost testat pe patru clase de proteine solenoide - trimerice,
pectat liazd, ankyrin si armadillo - care prezina cea mai apropiatd asemanare cu arhitectura
LRR, utilizand seturi a cate 50 secvente din fiecare clasd. LRRpredictor este capabil sa faca
distinctia Tntre motivele reale LRR si alte motive asemandtoare, nefiind obtinute estimari fals

pozitive (peste 50% probabilitatea) pentru niciunul din cele patru seturi.

De asemenea, a fost evaluatd capacitatea de extrapolare a predictorului pe diferite clase
de proteine ce contin domenii LRR specifice sistemului imun: 4 seturi continand receptori
citosolici (CNL, TNL) si extracelulari (RLK, RLP) de la plante si 2 seturi de la vertebrate
- NLR citosolice si TLR extracelulare. Motivele LRR identificate folosind LRRpredictor
prezintd o acoperire bund a domeniilor LRR adnotate in baza de date Interpro (Mitchell et al.,
2019) in toate cele sase seturi de date. Aproximativ 75% din CNL-uri si 50% din TNL-uri
nu prezinta nici o adnotare de motive LRR in Interpro, in timp ce adnotdrile receptorilor
extracelulari acopera intre 30-80% din domeniul LRR. Acoperirea obtinutd de LRRpredictor
este semnificativ mai mare, cu valori de peste 90% per domeniu LRR in doud treimi din
fiecare set. Analiza motivelor LRR identificate sublineaza particulariti specifice fiecarei clase
de receptori imuni (Fig. 3.2). In timp ce intervalul minim al motivului - LoXXL3XLs - este
invariabil Intre seturi, o variabilitate crescutd se poate observa in afara acestei regiuni, in

special in grupurile CNL si TNL, in timp ce receptorii extracelulari prezintd un motiv extins.
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Figura derivatd din (Martin et al., 2020a).

3.3 Conclusion

Rezultatele prezentate in acest capitol indica faptul cd pachetul software LRRpredictor
prezintd o performanta bund pe structurile 3D disponibile si o buna capacitate de extrapolare
pe domenii LRR ale diferitelor clase de proteine cu rol in sistemul imun, in special in cazul
receptorilor CNL si TNL de la plante, care sunt caracterizati de o iregularitate crescutd a
motivelor LRR si sunt slab reprezentati in setul de date structurale existente. Predictorul
prezintd o bund ratd de acoperire a domenilor LRR adnotate in baza de date Interpro,
semnificativ mai mari in comparatie cu alte metode de adnotire a motivelor LRR. Mai mult,
motivele LRR identificate urmeaza proliful de secventd raportat anterior al fiecdrei clase de

receptori imuni investigate.

In concluzie, LRRpredictor este un instrument ce isi propune sa asiste cercetarea structurald
in ntelegerea interactiunii secventd-structurd-functie a receptorilor imuni - esentiald n

domeniul ingineriei receptorilor imuni si al detectdrii patogenilor.
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Capitolul 4

NLRexpress - o colectie de predictori ML

pentru detectarea motivelor NLR

4.1 Introduction & context

Capitolul anterior descrie dezvoltarea LRRpredictor (Martin et al., 2020a) - un predictor
de motive LRR conceput pentru a adresa motivele LRR caracterizate de o iregularitate
crescutd, cum ar fi in cazul receptorilor NLR de la plante. Acesta constd intr-o colectie de 8
clasificatori individuali ce utilizeaza diferite strategii de esantionare artificiald si de invatare
automatd. Clasificatorii LRRpredictor utilizeaza variabilitatea profilurilor PSSM, construite
folosind bazele de date globale de proteine Uniprot-20 si predictiile proprietdtilor structurale
- ambele necesitand resurse computationale ridicate, ceea ce face ca LRRpredictor si fie mai
putin fezabil pentru scanarea seturilor mari de date. Un instrument rapid capabil sa scaneze
intregul proteom sau transcriptom al unei specii si sd adnoteze motivele functionale cheie
este util in analiza comparativa de secventd, Tn procesul de discriminare intre secventele NLR
complete si cele ce prezintd unul sau mai multe motive absente, in generarea de modele 3D

mai acurate si in analiza modificdrilor suprafetelor de interactie proteind-proteina.

Pentru a reduce aceste limitdri, au fost investigate modele de retele neuronale capabile
sd reducd timpul de executie si resursele de calcul necesare cu un impact minim asupra
performantei. Suplimentar motivelor LxxLxL ce descriu fiecare segment repetitiv LRR,
analiza a fost extinsd pentru a include si motivele de secventd prezente in alte domenii

specificife receptorilor NLR, precum domeniile NBS si CC - deoarece aceste regiuni
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CAPITOLUL 4. NLREXPRESS - O COLECTIE DE PREDICTORI ML PENTRU
DETECTAREA MOTIVELOR NLR

conservate prezintd un rol vital, cum ar fi legarea ADP/ATP, interactia inter-domenii sau

in stabilitatea arhitecturii 3D (Wang et al., 2019a; Ma et al., 2020).

Acest capitol prezintd pachetul software NLRexpress - o colectie de predictori ce utilizeazd
tehnici de invdtare automatd (ML), conceput pentru a identifica motivele de secventd
specifice proteinelor de rezistenta in domeniile CC, NBS si LRR si pentru a se putea scala
scandrii de seturi mari de date. Fluxul de lucru a fost folosit pentru a scana un set de ~34,300
receptori NLR de la plante , iar motivele de secventd detectate au fost clusterizate si analizate

pentru a identifica corelatiile intre motive folosind tehnici de invatare nesupravegheata.

4.2 Rezultate si discutii

NLRexpress cuprinde o colectie de 11 clasificatori ce utilizeaza retele neuronale antrenate
pentru a detecta motivele individuale de secventa specifice receptorilor NLR de la plante.
NLRexpress este organizat in 3 module de predictie, dupd cum urmeazd: (i) CCexpress
- pentru motivul EDVID extinse; (ii) NBSexpress - pentru motivele VG/hhGRE, P-loop,
Walker-B, A/B/C/D-RNBS, motive GLPL si MHD:; (i11) LRRexpress - motive LxxLxL.

Fluxul de lucru NLR-express este prezentat in Fig. 4.1 si porneste de la secventele de proteine
introduse de utilizator In format FASTA. Primul pas constd in generarea datelor de input
necesare modelelor de predictie, care includ profilele de variabilitate HMM. Predictorii sunt
rulati in mod individual, fiecare dintre ei returnand ca output valoarea estimatd a probabilitatii

de a incepe motivul dat pentru fiecare pozitie a secventei furnizate.

Multe dintre metodele de predictie dezvoltate in ultimii ani ce utilizeaza drept date secvente
de proteine, se bazeaza pe utilizarea caracteristicilor deduse din modele HMM, generarea
cdrora prezintd costuri computationale ridicate din cauza dimensiunilor mari a bazelor de
date de proteine utilizate precum Uniprot-20 sau Uniclust-30. Pentru a reduce drastic
timpul de calcul al aceastei etape, a fost investigata utilizarea unei baze de date de cautare
miniaturizate, orientatd spre receptorii NLR pentru a obtine cel mai bun compromis intre
performantd si timpul de executie. Antrenarea celor 11 modele NN corespunzdtoare fiecarui
motiv a fost efectuatd pornind de la un set de motive CC, NBS si LRR din receptori NLR de

la plante, folosind o procedura de cross-validare pentru optimizarea parametrilor.

In cazul modulului NBSexpress, cele 9 motive prezintd un nivel de conservare semnificativ
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Fig. 4.1: (a) Principalele etape ale fluxului de lucru NLRexpress si timpul mediu de executie
al fiecarei etape. (b) NLRexpress - capturd de ecran (https://nlrexpress.biochim.ro).

mai mare, fapt ce se reflectd in performanta predictorilor individuali cu scoruri de precizie si
senzitivitate de peste 96%. Modulul LRRexpress prezintd un grad de precizie si senzitivitate
echilibrate, cu scoruri F si G de 92% pe setul de testare. In continuare a fost investigati
capacitatea de extrapolare pe alte clase de proteine care contin domenii LRR. Pe setul
PDB-LRR continand ~2000 motive LRR cu structura 3D cunoscutd, descris anterior si in
(Martin et al., 2020a), LRRexpress prezintd un scor general F1 de aprox. 92% atunci cand se
iau in considerare numai motivele LRR de mijloc, in timp ce doar ~88% céand sunt incluse

segmentele marginale cu un grad de iregularitate mai ridicat.

Un test auxiliar a fost evaluarea comportamentului LRRexpress pe alte arhitecturi solenoide
non-LRR care contin motive de secventa similare cu LxxLxL dar care prezintd o organizare
3D diferitd, acestea putand constitui o sursd de confuzie/predictii fals pozitive. Pentru
aceasta, au fost utilizate cele 4 seturi de referintd descrise anterior (ankyrin, pectate lyazes,
trimeric si armadillo), ce contin cate 50 de secvente din fiecare clasd. Pe aceste seturi,
LRRexpress este capabil sd clasifice corect motivele L**L*L atunci cand apar in afara
contextului arhitecturiit LRR, cu aproape nicio estimare fals pozitiva, desi seturile contin

fiecare intre 1000-2700 de motive LxxLxL asemanatoare celor din domeniile LRR.
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Fluxul de lucru NLRexpress a fost utilizat pentru a scana un set de 34314 receptori NLR
de la plante selectate la un nivel de redundantd de 90% identitate. Motivele individuale
identificate au fost supuse unei proceduri de clusterizare fie pe baza metricilor de similitudine
a aminoaciziilor, fie pe baza proprietatilor fizico-chimice generale (hidrofobicitate, volum si

sarcind electrostatica).

Avand in vedere proximitatea celor 9 motive NBS in spatiul 3D - sapte dintre acestea
participand activ la formarea situsului de legare ADP/ATP - analiza regiunilor individuale
luate separat ar ascunde relatiile relevante care se formeaza la distante mari in secventa.
Prin urmare, motivele NBS identificate au fost extrase, concatenate si clusterizate colectiv
pe baza unei masuri de similitudine a aminoacizilor la diferite praguri de identitate, asa cum
este descris 1n sectiunea metode. La o limitd de identitate de 55%, aproximativ 85% din
secvente sunt grupate in top zece cele mai mari grupuri. Cele mai invariante motive sunt, asa
cum era de asteptat, cele implicate direct in legarea ADP/ATP, in special in regiunea P-loop,
Walker-B, B-RNBS in subdomeniul NBD si motivele GLPL si MHD in subdomeniile ARC1
si ARC2, 1n timp ce caracteristici specifice fiecarui cluster se contureaza in cazul motivelor:

hhGRE si A/C/D-RNBS.

Deoarece motivele LRR prezintd cea mai mare variabilitate dintre motivele specifice
receptorilor NLR, a fost analizata in continuare maniera in care variabilitatea motivului
se distribuie in functie de pozitia Tn domeniul LRR. Un set de motive LxxLxL excizate
(aproximativ 65000) au fost supuse clusterizarii folosind tehnci de invdtare nesupervizata
utilizand un embedding ce descrie proprietitile lor fizico-chimice (hidrofobicitate, sarcind si
dimensiune). O predilectie puternicd pentru motivele cu sarcind pozitivd este observatd in
toate clasele NLR pe regiunea primelor 4 segmente, motivul LRR cel mai frecvent fiind de
tipul LRxLxL. In cazul receptorilor TNL, primul segment LRR prezinta o preferintd pentru un
mediu acid in pozitia 1 a motivului, pe cand in cazul receptorilor RNL, o preferinta ridicatd

pentru tipul LRxLxL este observatd in cazul primului si celui de-al treilea segment LRR.

4.3 Concluzii

Rezultatele prezentate in acest capitol sublineazd faptul cd NLRexpress - o colectie de

estimatori conceputi pentru a detecta motivele CC, NBS si LRR specifice receptorilor NLR
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de la plante - prezintd o performantd bund in cadrul testelor realizate si ar putea fi de folos
in asistenta diferitor tipuri de investigatii experimentale ale receptorilor NLR. Pe langa
aplicatiile in realizarea de modele structurale 3D, datoritd Tmbundtdtiri vitezei de calcul,
acesta este fezabil pentru analiza secventei la scard largd, cum ar fi scanarea unui intreg

proteom al unei specii sau 1n analizele comparative de secventd pe seturi mari de ortologi.
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