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RESUMEN

Las propiedades de flexibilidad y dinamica de las proteinas han sido desde hace tiempo
asociadas a sus funciones bioldgicas. Estas propiedades han sido originalmente usadas para explicar la
heterogeneidad de las propiedades de union de la seroalbmina bovina por Kurush en 1950 y su
descripcion formal fue incluida en el clasico modelo de Monod-Wyman-Changeux de regulacion
alostérica, también conocido como modelo de pre-equilibrio.

Actualmente estd bien establecido que la forma funcional de una proteina, normalmente
conocida como el estado nativo, no es unica. El concepto de “embudo” propuesto por Wolynes et al.
en 1995 ha sido utilizado para explicar los canales de plegamiento de las proteinas considerando un
“fondo de potencial rugoso” representando al conjunto de isomeros conformacionales. El grado de la
diversidad conformacional de una proteina puede entonces relacionarse con la extension de la
“rugosidad del fondo del embudo”. La distribucion de los conférmeros en este potencial ha sido
previamente asociada al plegamiento, la historia evolutiva, y la presencia de ciertas mutaciones.
Actualmente, los conceptos antes mencionados han derivado en la nocidon de la preexistencia de
poblaciones de conférmeros en equilibrio dindmico (dinamismo) sobre la superficie de energia
potencial de una proteina. Este equilibrio dindmico soporta la hipdtesis de la unién del ligando a una
conformacion especifica de mayor afinidad y ofrece una vision central que permite explicar la funcion
biologica.

La dindmica vibracional intramolecular asociada a cada conformacion garantiza las
transiciones conformacionales que, debido a su importancia, podrian estar asociadas con rasgos
conservados evolutivamente. El andlisis de modos normales, basado en un modelo de “grano grueso”
de la proteina, puede proporcionar la informacion necesaria para explorar estas caracteristicas.

En la primer parte de la tesis presentamos un nuevo procedimiento para identificar residuos
en posiciones clave para el mantenimiento de la diversidad conformacional asociada a la union al
ligando. El método se aplico a un conjunto de 188 pares de estructuras de proteinas, cristalizadas con y
sin ligando. En primer lugar, se seleccionaron los modos normales implicados en el cambio
conformacional de acuerdo con las distorsiones estructurales introducidas por union al ligando. El
subespacio definido por estos modos se utilizé para analizar el efecto de mutaciones puntuales en la
conservacion de la diversidad conformacional de la proteina. Definimos las posiciones cuyas
mutaciones alteran en mayor medida estos subespacios como posiciones claves, es decir, son residuos
dinamicamente importantes que median el cambio conformacional de union al ligando. Encontramos
una correlacion negativa entre la conservacion evolutiva de los residuos de una proteina y el impacto
de sus mutaciones sobre los subespacios de modos normales asociados a la union del ligando. Estas
posiciones se muestran conservadas evolutivamente, en su mayoria son residuos con baja exposicion

al solvente, alifaticos y localizados en estructuras regulares de la proteina como hoja-f y hélice-a .
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Durante la segunda etapa del doctorado, combinamos la informacion obtenida de métodos
basados en propiedades estructurales y dinamicas de proteinas con informacion relacionada con redes
de interacciones de residuos. La representacion de la estructura proteica como red facilita la busqueda
de determinantes topologicos, que pueden estar relacionados con residuos funcionalmente importantes.
Cada estructura proteica de nuestro set de estudio se representd como una red de contacto de residuos
y se realizd un andlisis exhaustivo de las propiedades de la red. Se analizaron tres parametros
topologicos de redes, Grado, Centralidad de Intermediacion y Proximidad Central. Particularmente los
ultimos dos se han previamente utilizado en diversos trabajos para identificar residuos funcionales ya
que la Centralidad de Intermediacion refleja el control que ejerce un nodo sobre las interacciones de
otros nodos en la red y la Proximidad Central se asocia a cuan rapido se propaga la informacion desde
un nodo dado a otros nodos alcanzables en la red.

Estudiamos la correlacion de estos parametros topoldgicos de redes con nuestro parametro
para definir mutaciones que alteran en mayor medida el subespacio de modos normales asociado a la
union al ligando. Ademas, analizamos la correlacion entre la conservacion evolutiva y el area de
accesibilidad al solvente, con estos parametros topoldgicos. Encontramos una buena correlacion entre
los efectos de las mutaciones en los subespacios de modos normales asociados a la union del ligando y
los parametros topologicos de redes. Estos parametros han sido utilizados para predecir con €xito
sitios activos o sitios funcionales en varias proteinas. Esto apoya nuestro método para detectar
residuos dinamicamente importantes que median el cambio conformacional de union al ligando.
Determinamos que los residuos dinamicamente relevantes tienden a estar interconectados, por lo que
es posible definir redes de residuos que modulan dindmicamente los cambios conformacionales.

Como etapa final de la tesis, exploramos las posiciones claves que sustentan la estabilidad
dindmica de la estructura homotetramérica de la Transtiretina Humana. El estado nativo de la
Transtiretina presenta dos sitios de union a la hormona tiroxina, que son generados por la interfaz
dimero-dimero, mediante interacciones débiles. La disociacion de la estructura tetramérica es el primer
paso del proceso de formacion de fibrillas de amiloide. Un gran numero de mutaciones puntuales por
desestabilizar la estructura cuaternaria del tetrdmero muestran efectos pro-amiloidogénicos.
Basandonos en el andlisis de modos normales y su respuesta a las perturbaciones locales hemos
identificado las posiciones cuyas mutaciones alteran en mayor medida la dindmica de equilibrio del
tetramero de Transtiretina. Encontramos que estas posiciones estan localizadas principalmente en las
hojas-p E y F, del monémero de Transtiretina y el loop entre estas estructuras secundarias.
Determinamos que la interfase mondémero-mondmero es una de las regiones mas vulnerables, ya que
mutaciones en residuos de esta region conducen a cambios significativos en la dindmica de equilibrio
del tetramero y, por lo tanto, favorece la disociacion de la estructura. Ademas, hemos encontrado que
las mutaciones en los residuos localizados en la interfaz dimero-dimero y/o en el sitio de unién a la
hormona tiroxina desestabilizan al tetrimero mas que el promedio. La unién de la tiroxina estabiliza la

estructura tetramérica estableciendo interacciones con los residuos en la interfaz dimero-dimero.
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Debido a esto se han propuesto varios compuestos como drogas en la terapia de la amiloidosis por
Transtiretina, siendo clave la afinidad por el sitio unién del tetrimero, y por tanto, la contribucion a la
integridad de la estructura. Comparamos varios compuestos de acuerdo a su efecto sobre las
vibraciones asociadas a la union del ligando. Discutimos y analizamos nuestra comparacion de drogas
en términos de pardmetros y mediciones asociadas a las afinidades de union al ligando y la
estabilizacion del estado nativo del tetramero de Transtiretina.

A pesar de la presencia en el tetrimero de dos sitios de unién idénticos, la union de la tiroxina
en solucion se caracteriza por una fuerte cooperatividad negativa. La flexibilidad estructural del
tetramero, simulada mediante el analisis de modos normales, expuso patrones vibratorios asimétricos
en ambos dimeros. Las fluctuaciones térmicas revelan diferencias en el tamafio y la flexibilidad de las
cavidades de union de los ligandos en la interfaz dimero-dimero. Es decir, pequefias diferencias
estructurales entre los dimeros, 0 monomeros pueden conducir a diferencias funcionales significativas

en la dinamica del tetramero de Transtiretina.
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Capitulo 1

Introduccion

We're jamming
I wanna jam it with you
We're jamming, jamming

And I hope you like jamming too...

Jamming, album Exodus, 1977.

Robert Nesta Marley Booker, Bob Marley
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1. INTRODUCCION

El avance en el desarrollo de nuevos métodos computacionales aplicados a la asignacion de
funciones biologicas a nuevas secuencias de proteinas representa un desafio crucial en la era post-
genomica. Los protocolos estandar de anotacion funcional consisten en transferir la anotacion obtenida
a partir de bases de datos. Esta transferencia se realiza generalmente mediante busquedas de similitud
secuencial que permiten capturar proteinas homologas. Los métodos mas comiinmente usados, tales
como las busquedas de similitud secuencia-secuencia, han sido reemplazados en los ultimos afios por
métodos mas poderosos que permiten la deteccion incluso de homoélogos remotos. Como ejemplo de
estos ultimos podemos mencionar los métodos que utilizan perfiles y modelos de cadena de Markov
Escondida (Hidden Markov Models) [Gutteridge 2005]. Con la finalidad de aumentar la sensibilidad
en la deteccion de relaciones evolutivas distantes, se han incorporado métodos que utilizan el
reconocimiento del plegamiento en la asignacion funcional [Pazos 2004]. La hipdtesis principal
subyacente a estos procedimientos es que proteinas homoélogas conservan su funcion bioldgica. Esta es
la razéon de la existencia de muchas bases de datos de familias de proteinas con anotaciones
funcionales (por ejemplo PFAM [Bateman 2004], SMART [Letunic 2004], PROSITE [Hulo 2004]).
Sin embargo, el reconocimiento por similitud obtenido en busquedas usando estas bases de datos
puede resultar en una proteina con diferente funcién dentro de una misma familia. Estas adaptaciones
funcionales, pueden resultar por eventos de duplicacion de genes, diferencias en dominios
estructurales, mutaciones de posiciones funcionales claves, o especiacion. Debido a esto, la
pertenencia de una dada secuencia a una familia de proteinas indicaria, en el mejor de los casos, una
amplia gama de funciones que la proteina puede realizar.

Con el objetivo de realizar asignaciones funcionales mas especificas, seria importante contar
con métodos para predecir el grado de diversificacion funcional dentro de una misma familia y por lo
tanto evaluar la existencia de subfamilias [Lassmann 2005]. El estudio de la diversificacion funcional
de familias en subfamilias ha brindado gran informacion sobre el origen de la adaptaciéon funcional y
la relativa promiscuidad por sustratos, sin embargo esto solo se ha aplicado a conjuntos de proteinas
bien caracterizados [Thomas 2003]. La divergencia funcional dentro de una misma familia no es un
hecho particular, sino que muchas familias han evolucionado para acomodar una amplia gama de
funciones especificas contenidas en cada subfamilia [Khersonsky 2010].

Distintos esfuerzos se han realizado con el objeto de aumentar la especificidad en la
asignacion funcional. Asi, distintas propiedades estructurales asociadas a la funcion tales como
propiedades superficiales, composicion de hendiduras y cavidades, han sido consideradas y
relacionadas a la conservacion evolutiva relativa de distintos residuos [Ferre 2004, Binkowski 2004].
El éxito de estos métodos se ha visto perjudicado por la existencia de distintas conformaciones

posibles de una misma proteina, dificultando el reconocimiento de una tendencia que permita asociar
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caracteristicas estructurales particulares con la funcion [Gutteridge 2005]. Sin embargo, y de particular
importancia para nuestro proyecto, dicha diversidad conformacional puede originarse tanto debido a la
diversificacion funcional de la proteina como a distorsiones estructurales asociadas a movimientos
requeridos en la funcion bioldgica.

Actualmente esta bien establecido que la forma funcional de una proteina, normalmente
conocida como el estado nativo, no es unica. El concepto de “embudo” [Wolynes 1995] ha sido
utilizado para explicar el plegamiento de las proteinas considerando un “fondo de potencial rugoso”
(ver Figura 1.1) donde cada uno de los picos de esta rugosidad representa a cada uno de los
conférmeros del estado nativo [Tsai 1999]. El grado de la diversidad conformacional de una proteina
puede entonces relacionarse con la extension de la “rugosidad del fondo del embudo” la que se ha
relacionado con el tipo de plegamiento [Keskin 2000], la historia evolutiva [Maguid 2006], y la
presencia de ciertas mutaciones [Sinha 2001]. Estos conformeros en equilibrio muestran afinidades
diferenciales por ligandos como el sustrato o moduladores alostéricos. La funcion biologica no reside
unicamente en el conférmero mas afin por el sustrato, sino en el conjunto de conférmeros.
Actualmente, los conceptos antes mencionados han derivado en la nocion de la preexistencia de
poblaciones de conférmeros en equilibrio dindmico (dinamismo) sobre la superficie de energia
potencial de una proteina [Frauenfelder 1991, Kumar 2000]. Este equilibrio dinamico soporta la
hipoétesis de la union del ligando a una conformacion especifica de mayor afinidad y ofrece una vision

central que permite explicar la funcion biologica.

\
\

Free energy, G

Figura 1.1 “Fondo de potencial rugoso”. El grado de la diversidad conformacional de una proteina
puede entonces relacionarse con la extension de la “rugosidad del fondo del embudo”. Si el potencial
es liso, entonces las proteinas nativas deberian tener pequefias fluctuaciones, pero si los potenciales
son rugosos, entonces las proteinas nativas podrian fluctuar a diferentes conformaciones. Pequefios
cambios en la energia podrian provocar grandes cambios en la estructura.

En trabajos previos, se ha detectado que los distintos conférmeros poseen un patrén de
sustitucion especifico [Juritz 2012] y a su vez que el dinamismo de una proteina se conserva en la

evolucion [Maguid 2008]. De esta forma nuestra, principal hipdtesis es que los aminoacidos o red de
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aminoacidos vinculados al dinamismo de las proteinas se conservan evolutivamente. Debido a la
estrecha relacion entre la dindmica de la proteina y su funcion, la deteccion de estas redes de residuos

ayudarian a mejorar la definicion de familias y/o subfamilias funcionales.

1.1 OBJETIVOS

La dinamica de proteinas suele estar comuinmente asociada a la funcién bioldgica
estableciendo un puente en la relacion estructura-funcion. Actualmente se cuenta con suficiente
evidencia teorica y experimental que soporta la preexistencia de poblaciones de conformeros, en
ausencia de ligandos, en equilibrio dinamico sobre la superficie de energia libre de una proteina. Esto
ofrece una vision central que permite explicar la funcion bioldgica. Si la funciéon de una proteina se
encuentra fuertemente relacionada a su dinamismo [Tokuriki 2009], sitios estructurales determinantes
de estos movimientos pueden ser considerados como sitios funcionales.

En este contexto, el objetivo principal de la tesis es el desarrollo de métodos que permitan
identificar y caracterizar residuos o redes de residuos dinamicamente importantes para el
mantenimiento de la diversidad conformacional de una proteina, esperando poder considerar estos
residuos como elementos asociados a la funcion bioldgica.

Bajo estas hipotesis planteadas, nuestros objetivos especificos son: desarrollar métodos,
basados en la dinamica de los diferentes conformeros de una proteina, que permitan identificar
residuos importantes para la conservacion de su diversidad conformacional; combinar la informacion
obtenida a partir de caracteristicas estructurales y dinamicas de las proteinas con informacion
relacionada con su conservacion evolutiva y adaptar e implementar métodos que permitan establecer
redes que conecten estos residuos en los distintos conférmeros de una proteina. El proyecto representa
un primer paso hacia una meta ulterior de desarrollar métodos de asignacidon funcional de proteinas

que contemplen el requerimiento de la conservacion evolutiva de su diversidad conformacional.

1.2 ABREVIATURAS UTILIZADAS

1D - Unidimensional

3D -Tridimensional

ANM - Modelo de red anisotrépica (Anisotropic Network Model)

ACP - Proteina Transportadora de Acilo (Acyl-Carrier Protein)

ARS - Area Relativa de accesibilidad al Solvente

CIBI1 - Proteina 1 de Union a Calcio e Integrina (Calcium and integrin-binding protein 1)
ENM - Modelos de redes elasticas (Elastic Network Model)

ENCoM - Modelos de redes de contactos elasticos (Elastic Network Atom Contact Model)
DSSP - Por sus siglas en ingles, Dictionary of protein secondary structure

Factores B - Factores de temperatura o de Debye-Waller
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FAC - Miocardiopatia Amiloide Familiar (Familial Amyloid Cardiomyopathy)
FAP - Polineuropatia Amiloidotica Familiar (Familial Amyloidotic Polyneuropathy)
GNM - Modelo de red gaussiana (Gaussian Network Model)

HSSP - Por sus siglas en ingles, Homology-derived Secondary Structure of Proteins)
IAC - Contacto Inter-atomico (Inter-Atomic Contact)

Ib - Hace referencia a con ligando (/igand-bound)

If - Hace referencia a sin ligando (ligand-fiee)

MD - Dinamica molecular (Molecular Dynamics)

NMA - Analisis de modos normales (Normal Mode Analysis)

NCC — Numero de Componentes Conectados (Number of Conected Component)
PDB - The Protein Data Bank

pdb - Por extension, el codigo o el archivo de cada proteina en PDB

PHPT1 - Fosfohistidina Fosfatasa 1 (Phosphohistidine phosphatase 1)

RBP - Proteina de union al retinol (Retinol-binding protein)

RIN - Por sus siglas en ingles, Residue Interaction Networks

RING 2.0 - Por sus siglas en ingles, Residue Interaction Network Generator
RMN - Resonancia magnética nuclear

RMSD - Raiz de la desviacion cuadratica media (Root mean square deviation)
RSA - Accesibilidad Relativa al Solvente

RX - Rayos X

SAS - Superficie de Accesibilidad al Solvente

SS - Separacion de Secuencia (Sequence Separation)

SSA - Amiloidosis Senil (Senile Systemic Amyloidosis)

SSE - Elemento de estructura secundaria (Secondary Structure Element)

T4 - Hormona Tiroxina

TTR - Transtiretina Humana






Capitulo 2
Analisis de Modos

Normales: fundamentos

—Adios —dijo el zorro—. He aqui mi secreto,

que no puede ser mds simple: sélo con el corazon

se puede ver bien; lo esencial es invisible para los ojos.
—Lo esencial es invisible para los ogjos - repitié

el principito para acordarse.

El Principito, 1943.
Antoine Marie Jean-Baptiste Roger Conde de Saint-Exupéry
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2. ANALISIS DE MODOS NORMALES:
FUNDAMENTOS

Los movimientos de las proteinas -en condiciones cercanas a las fisiologicas- involucran un
conjunto de conformaciones confinadas al entorno del plegamiento del estado nativo. Los cambios
conformacionales que las conectan son en general alcanzados mediante desplazamientos colectivos de
grandes grupos de residuos o dominios estructurales. Estos desplazamientos involucran movimientos
concertados a baja escala relativa de frecuencias dentro de la proteina. Su relevancia funcional ha sido
demostrada en numerosos trabajos anteriores [Brooks 1983, Seno 1990, Case 1994, Janezic 1995a,
Janezic 1995b, Jernigan 1999, Tama 2001, Isin 2002].

La dinamica vibracional en torno al plegamiento nativo de una proteina puede ser descripta,
en buena aproximacion, por modelos lineales como el analisis de modos normales (NMA). Esta idea
surgi6 inicialmente hace mas de 40 afios [McCammon 1976]. En el estudio de un movimiento tipo
"bending" de la lisozima, se encontrd que el potencial era aproximadamente parabdlico, y se tratd el
movimiento relativo de dos dominios como un oscilador armonico angular. La frecuencia obtenida
para la oscilacion coincidid con la frecuencia del primer modo normal calculada afios después [Brooks
1985]. Desde entonces el NMA se ha utilizado para explorar la dindmica conformacional de las
proteinas [Go 1983, Brooks 1983] y ha demostrado ser un método fisicamente plausible y eficiente
como herramienta matematica y computacional. El interés en el uso de NMA se renovoé en los tltimos
17 afios, principalmente debido a la introduccion de modelos muy simples, basados en la mecénica de

redes de polimeros [Tirion 1996, Hinsen 1999a, Tama 2001, Atilgan 2001, Li 2002].

2.1 MODOS NORMALES DE VIBRACION

2.1.1 Ecuaciones del movimiento vibracional

Si consideramos una molécula poliatdmica formada por N atomos que vibran en torno a
cierta posicion de equilibrio para describir sus movimientos vibracionales conviene utilizar un sistema
de coordenadas fijo en la molécula, esto es que se traslada y gira con ella. Sean x,, y, V Z, las
coordenadas cartesianas del 4tomo o respecto al sistema fijo en la molécula y sean x’, y’ y z) los
valores en el punto de equilibrio. La energia cinética vibracional vienen dada por la expresion

? (dzOL
+ —_

N

T:%Zmu

a=1

2 2

dx,,
dt

A
dt

Ec. 2.1
i (Ec. 2.1)

En este punto, conviene introducir las denominadas coordenadas cartesianas ponderadas en masa

definidas como
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q,=vVm,(x, — x)), q,=vVm,(y, —y}), a;=Vm(z —y))
a4, = Vm,(x, = x3), g, =Vm,(y,~ y3), gy =+m,(z, —y}) (Ec.2.2)

I3n-2= \/?N(XN - xg), Qan-1 = \/miN(YN - yg)s dsn = \/miN(ZN - YI?;)
Derivando estas expresiones con respecto al tiempo y sustituyendo los resultados en la Ec. 2.1 la

energia cinética puede escribirse como
1 3N d i 2
T = _z 99,
2 i=1 dt

Los movimientos vibracionales de la molécula estan controlados por su superficie de energia

(Ec. 2.3)

potencial V. Esta superficie de potencial depende, en general, de las 3N coordenadas cartesianas o de
las 3N coordenadas de desplazamiento ponderadas q;, es decir

V=V(q,, ..., 45 (Ec.2.4)
Entonces podemos expresar la energia potencial como un desarrollo en serie de Taylor de las

coordenadas ¢; en torno a sus valores de equilibrio, que de acuerdo con las definiciones de la Ec. 2.2

todos son nulos (q; = 0). Escribimos asi

| 3N 6V 3N 3N 3N 3N 3N

V=V| + — | q; g, +

’ ZI 8qi)o Z;;(@qlaqj AEA 3';;;(6%8%6% p 1 il
(Ec. 2.5)

El subindice 0 hace referencia a la conformacion de equilibrio, que corresponde a un minimo en la
energia potencial, por lo tanto

ov

cq (Ec. 2.6)

0

Ademas, como el potencial estd definido a menos de una constante, se puede definir nulo para la
conformacion de equilibrio de referencia, con lo cual

V|, =0 (Ec. 2.7)
Finalmente, asumiendo que los desplazamientos del sistema son suficientemente pequefios, podemos
despreciar los términos de tercer orden y superiores en el desarrollo de Taylor, reduciendo el potencial

a la forma cuadrética en las fluctuaciones, llamada aproximacioén armonica del potencial:

3N 3N
qiq; (Ec. 2.8)
;le aqlaq_])o !
si definimos
o’V
L= (Ec. 2.9)
! achaqj' 0

donde k;; = k;, nos queda
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3N 3N

1
\Y4 :EZZkijqiqj (Ec. 2.10)

i=1 j=1
Las constantes k;; son las denominadas constantes de fuerza armoénica para las coordenadas de
desplazamiento ponderadas.
Para averiguar como cambian las coordenadas vibracionales con el tiempo, y como vibra por
tanto la molécula, hemos de resolver las ecuaciones del movimiento vibracionales. De acuerdo con la

segunda ley de Newton estas ecuaciones vienen dadas por las expresiones

d*x
o 20( Fy,(x =m, 2 z,0
dt dt

ya g d’z,

F =m
dt*

X,0 o

donde F, ,, F, , y F, , son las componentes cartesianas de la fuerza que actia sobre el atomo a. La

energia potencial esta relacionada con las fuerzas mediante la expresion general F; =—0V/0x,, asi

que podemos escribir las ecuaciones del movimiento en funcion de la energia potencial de la siguiente

manecra
d’x, _ 0oV
“dt? 0X,
2
ud —_ _ov. (Ec. 2.12)
dt 0Yq
o 4z, _ oV
“ dt? 0z,

Cambiemos ahora en estas ecuaciones las coordenadas cartesianas por las coordenadas de
desplazamiento ponderadas. Tomamos para ello la ecuacion del movimiento de la coordenada X,, que
viene dada por

d’x, __ov
dt? 0X,

(Ec. 2.13)

m,

. : . . . - 0
Derivando dos veces con respecto al tiempo la ecuacion de transformaciéon q, = Vm, (x, — x!)

obtenemos
d’ q, d’x
—L=ym ! Ec.2.14
dt? bt ( )
y usando la regla de la cadena en la derivada del potencial nos queda
d
a_V:a_Vi: mla_v (Ec. 2.15)
ox, 0q, dx, oq,
Usando estas dos ultimas ecuaciones en la Ec. 2.13 obtenemos
d2
£9 0V (Ec. 2.16)
dt 0q,

Las ecuaciones de movimiento restantes se transforman de un modo analogo y podemos escribirlas

todas de forma compacta como
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dz
q, , OV
dt aq,

Ahora debemos sustituir en la Ec 2.17, la expresion obtenida para la energia potencial V (Ec. 2.10).

=0 u=1,...,3N (Ec. 2.17)

Pero primero desarrollamos la derivada de V con respecto a q,

3N 3N

_2 sz [ lqu+6juqi}

i=1 j=1

oV _ 19a aqj
oq, 1" Naq,

1
3N 3N 3N

1
2
3N 3N
:l_zz k;; d ZZ :l_z kujqj+1—z k., q, (Ec. 2.18)
2= 253 23
L
2

j=1 1_1J 1
Z quJ zkjqu Zku]q]

donde hemos tenido en cuenta que las coordenadas ¢; son independientes entre si. Sustituyendo esta
expresion en la Ec. 2.17 obtenemos finalmente
d2qu
dt?

+Zkujqj—o u=1,..3N (Ec. 2.19)

2.1.2 Solucion de las ecuaciones de movimiento

La Ec. 2.19 representa un sistema de ecuaciones diferenciales acopladas cuyas incognitas
son las coordenadas de desplazamiento ponderadas q,. Cada una de estas ecuaciones diferenciales
contiene a todas las funciones q,, es decir la derivada segunda de cada coordenada q, depende de las

variaciones de todas las coordenadas con el tiempo. Estos acoplamientos complican la resolucion del

sistema de ecuaciones diferenciales y podemos tratar de eliminarlos realizando un cambio de variables
adecuado. Llamemos Q; a las nuevas variables que buscamos, y supongamos que las coordenadas de

desplazamiento ponderadas q, estén relacionadas con ellas mediante las combinaciones lineales
3N
=>1,Q; (Ec. 2.20)
i=1

donde 1,; son coeficientes que especificaremos mas adelante. En notacion matricial estas ecuaciones
de transformacion se expresan de la forma

q=LQ (Ec. 2.21)
siendo q el vector columna que contiene las coordenadas de desplazamiento ponderadas q,, Q es el

vector columna que contiene las nuevas coordenadas Q; y L es la matriz de coeficientes 1,;. La Ec.

2.8 para la funcion de energia potencial en notacién matricial viene dada, a su vez por
V= %aUq (Ec. 2.22)

donde G es el vector fila que se forma al trasponer el vector columna q y U es la matriz cuadrada
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o’V o’v.. &V
6qi2 04,09, 0q,0qy
Y ’v. &V
U=108q,0q, oq’ 09,04y (Ec. 2.23)
o’V o0’V o’V
04504, 09404,  aql |
.

Combinando las Ec. 2.21 y Ec. 2.22 obtenemos la expresion

V:%aUq:%@QﬂmQ:%QfULQ (Ec. 2.24)

—_—

donde usamos la propiedad (LQ)= QL.
Debemos ahora encontrar la matriz de coeficientes de transformacion L, en algebra lineal a esta se la
define como la matriz de autovectores de U y se obtiene a partir de la diagonalizacion de la misma. La
ecuacion matricial de valores propios de U esta dada por

UL=LA (Ec. 2.25)
donde A es la matriz diagonal que contiene los autovalores A;. Multiplicando por la izquierda por la
matriz inversa de L obtenemos

L'UL=L'LA=IA=A (Ec. 2.26)
I es la matriz unidad. Puesto que la matriz U es una matriz real y simétrica, su matriz de autovectores
es ortonormal. Una matriz ortonormal es aquellas cuya inversa es igual a su traspuesta. En nuestro
caso por tanto tenemos que L' = U, y podemos escribir la Ec. 2.26 de la forma

CuL=A (Ec. 2.27)

Usando esta expresion en la Ec. 2.24 nos queda
V:%GAQ (Ec. 2.28)
y desarrollando los productos matriciales, teniendo en cuenta que la matriz A es diagonal, obtenemos
1 3N
Vzgzkﬁ (Ec. 2.29)
i=1

Conseguimos asi escribir la funcion de energia potencial como una sumatoria de las nuevas variables

Q.
En este punto podemos definir que la matriz L es la matriz de autovectores que permite el

cambio de coordenadas, relacionandolas mediante los coeficientes 1,;, Ec. 2.20 o

3N
Q=2 1,4, (Ec. 2.30)
u=1

Ahora debemos reescribir las ecuaciones de movimiento (Ec.2.19) respecto a las nuevas coordenadas

Q, . Para esto primero derivamos dos veces respecto al tiempo la Ec. 2.20, obteniendo
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dZ 3N d2 ]
gu — Zlui (221
dt i=1 dt

(Ec. 2.31)

y usamos, en segundo lugar, la regla de la cadena para desarrollar las derivadas de la energia potencial

como

oV _ 50V oQ _ zav

= 1, (Ec. 2.32)
0q, i50Q 0q, 10Q;

00Q.
donde hemos utilizado las Ec. 2.30 para determinar las derivadas T(qgl Sustituyendo las Ec. 2.31 y Ec.

u

2.32 en las ecuaciones del movimiento (Ec. 2.19) y sacando como factor comun los coeficientes |

ui»

nos queda
8 \Y

; dt2 aQ

Puesto que los coeficientes 1

=0 u=1,...,3N (Ec. 2.33)

ui

son, en general, diferentes de cero, esta sumatoria sol6 se anula cuando

lo hacen los factores que multiplican a dichos coeficientes, es decir, cuando se cumple que

d’Q, LoV
dt? aQ

Estas son las ecuaciones del movimiento que buscamos en funcion de las coordenadas Q,. Derivando

=0 i=1,....3N (Ec. 2.34)

la energia potencial dada por la ecuacion Ec. 2.29 respecto a Q; obtenemos

3N 8Q 3N
k

=) A A - Ec.2.35
an 1; Qe 0Q, kZ::l k Qudi = MQ; (Ec )
y sustituyendo este resultado en las ecuaciones del movimiento (Ec. 2.34) nos queda finalmente
d’Q, .
i +0,Q,=0 i=1,..,3N (Ec. 2.36)
t

Estas ecuaciones estan completamente desacopladas, es decir la derivada segunda de cada variable Q,
con respecto al tiempo depende unicamente de ella misma.

Las coordenadas Q,; introducidas para desacoplar las ecuaciones vibracionales del
movimiento de la molécula se denominan coordenadas normales de vibracién. Las ecuaciones del
movimiento (Ec. 2.36) para estas coordenadas son similares a las de un oscilador armoénico
unidimensional de masa reducida y constante de fuerza A;. Las soluciones clasicas de la Ec. 2.36
pueden escribirse de la forma

Q,(t) =B;sen(A”t+b,) (Ec. 2.37)
donde B; y b, son las amplitudes y fases, que dependen de las condiciones iniciales. Una vez
obtenidas las coordenadas normales Q; podemos determinar las coordenadas de desplazamiento

ponderadas q, sustituyendo la Ec. 2.37 en la Ec. 2.20, quedandonos

3N

=> A,sen(Mt+b,) u=1,.,3N (Ec. 2.38)

i=1
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donde A ; =1,,B;. Estas son las soluciones generales de las ecuaciones del movimiento vibracional
para las coordenadas de desplazamiento ponderadas. Puesto que dichas ecuaciones forman un sistema
de 3N ecuaciones diferenciales de segundo orden, sus soluciones generales admiten un total de 6N
constantes arbitrarias a especificar, que son las 3N amplitudes B, y los 3N factores de fase b;. Los
valores de estas constantes se calculan fijando las condiciones iniciales del sistema, es decir, a partir
de los 3N valores iniciales (a tiempo t = 0) de las coordenadas q, y los 3N valores iniciales de las
correspondientes velocidades.

Si suponemos que las condiciones iniciales son tales que todas las amplitudes B;

1

son iguales

a cero salvo una, la B . La unica constante A ; que no se anula en la Ec. 2.38 es la A, de modo
que las soluciones para las coordenadas q,(t) se reducen a
q,=A,sen(At+b_ ) (Ec. 2.39)

En este caso todos los atomos vibran en fase con la misma frecuencia Vv,, asociada a la constante de

fuerza normal A, es decir

vV, = Y (Ec. 2.40)
27
Usando la Ec. 2.37, estas soluciones particulares pueden expresarse como
q,=1,,Q,(t) u=1...,3N (Ec. 2.41)

Las vibraciones de este tipo son los denominados modos normales de vibracion.

2.2 MODELO DE RED ANISOTROPICA: FUNDAMENTOS

En esencia, hay dos tipos diferentes de modelos de redes elasticas (ENM, por sus siglas en
inglés Elastic Network Model), que difieren por su dimensionalidad. El Modelo de Red Gaussiana
(GNM, por sus siglas en inglés Gaussian Network Model), propuesto por Ivet Bahar, Burak Erman y
Turkan Haliloglu en 1997 [Bahar 1997a, Haliloglu 1997], es un modelo unidimensional. Mientras que
el modelo de Tirion, mas tarde llamado Modelo de Red Anisotropica (ANM, por sus siglas en inglés
Anisotropic Network Model) [ Atilgan 2001], es tridimensional.

ANM es una de las variantes de bajo costo computacional a los calculos de NMA que
considera a la proteina como una red de particulas (o nodos) interconectadas por resortes armonicos
(ver Figura 2.1). Estos tltimos estan afectados por una tnica constante de fuerza vy, la cual determina
un potencial armonico universal para el modelo [Tirion 1996]. El nimero de grados de libertad del
sistema se reduce al considerar solo los Ca provenientes de la estructura cristalografica obtenida de la
Protein Data Bank (PDB). Es decir, se tiene en cuenta un solo nodo por residuo. Por otro lado, el
modelo considera a la estructura cristalografica como la correspondiente estructura de equilibrio. Por
tal motivo el método no requiere la minimizacion del sistema para la obtencion de la matriz Hessiana.

De este modo se reduce muchisimo el costo computacional de los calculos.
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Figura 2.1 a) Estructura sin ligando de la proteina Fosfohistidina Fosfatasa 1 (PHPT1, coédigo pdb
2A16). b) Posiciones de los Ca de la cadena principal. ¢) Modelo de red elastica que considera a todos
los Ca dentro de un radio determinado como nodos interactuantes. d) Direccion de desplazamiento de
los Ca correspondiente al primer modo normal derivado del Modelo de Red Anisotropica (ANM).

Para determinar si dos Ca deben estar unidos por un resorte, se fija un radio de corte r, (ver
Figura 2.2) tal que
si |r?—r?| Sr.=k; =y
si|r—1{|>r1, =k ;=0
donde r? y r? son las posiciones de equilibrio de los residuos j e i, respectivamente (Figura 2.2) y k
es la constante del resorte cuyo valor depende de la constante de fuerza y y del radio de corte 1.

Segun este planteo, entonces, se contemplan tanto uniones entre dos residuos adyacentes como entre
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cualquier par de residuos dentro del radio r, definido. Esto significa que no se discierne entre uniones
del tipo covalente, puente de hidrogeno e interacciones de Van der Waals.

Si consideramos dos residuos i y j unidos por un resorte (Figura 2.2), el potencial elastico

armonico al cual estan sujetos sera:

(%= x4y =y Pz, zi)z}% - s?j) (Ec. 2.42)

0 0 0 .. . , eger .
donde s;;=r,—r; y s;;=1,—1;. 1, y 1; son las posiciones instantaneas fuera del equilibrio de los

residuos j e i (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Representacion esquematica de los nodos en el ANM. Cada nodo se conecta a sus vecinos
mediante resortes, dependiendo del radio de corte .. s;; es la distancia de equilibrio entre los sitios i

Yy J, cuyas posiciones de equilibrio son 1; y r; . Los vectores fluctuacion Ar;, Ar, y la distancia entre
los residuos s;;, se grafican con linea punteada.

La primera y segunda derivada del potencial V con respecto a las componentes de T; son:

0
oV oV Si;
—Y =" =k (x-x])1- Ec.2.43
axi aXJ IJ(XJ Xl) SU ( C )
2 2 Xx. —x.) s
OV _V o T x) s (Ec. 2.44)
x> x> i i 3 S .
Xi XJ Sl] ij
Ecuaciones analogas se obtienen para las componentes x y z de T;.
Para el caso en que s;; = S?,i las Ec. 2.43 y 2.44 se reducen a:
oV _
g =0 (EC. 2.45)
o’V (X' - Xi)2
ol i e (Ec. 2.46)
i ij
y las segundas derivadas cruzadas:
2 2 X. — X. = V.
oV _ OV (x; l)z(yj yi) (Ee. 247)
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El potencial elastico en la posicion de equilibrio s?i , V (s?].) =0.

Para el caso general de N residuos unidos por M resortes, las ecuaciones de las segundas

derivadas del potencial pueden ser organizadas en una matriz Hessiana 3Nx3N, H.

H, H,, ... Hy
H= H“ H“ (Ec. 2.48)
HN] H]Z HNN
donde cada superelemento ij-ésimo (i #j) H;; de H es
62V/8Xi8Xj 62V/6x16yj 62V/8xi62j
H;;=|0*V/dy,0x; 0*°VIdydy, &*VIdyoz, (Ec. 2.49)
*VI10z,0x; 0°VIdz 0y, *VI0z0z,
Para el caso de los superelementos H;;, las ecuaciones Ec. 2.46 y 2.47 pasan a ser,
an X, — Xi ?
: :lqj§:£—i—;—)— (Ec. 2.50)
8Xi j Sij
v v (x; = x)ly; — y))
Gx0y, = oxdy. 3 o (Ec. 2.51)

J ij
donde la sumatoria se realiza sobre todos los vecinos del residuo i (j = 1,M) conectado por resorte.

Finalmente, los modos normales del ANM se obtienen diagonalizando la matriz H

QHQ=A
donde Q es la matriz de autovectores Q, de H, A es la matriz diagonal de autovalores A, y es Q la
traspuesta de Q. Los autovalores A, representan los cuadrados de las frecuencias ®, de los modos
individuales,

A = o) (Ec. 2.52)
Y podemos definir a los autovectores Q, como

Q, = A, cos(w, t) (Ec. 2.53)

siendo A, la amplitud del autovector, asociado a la frecuencia o,.
Como consecuencia del sistema de referencia utilizado aparecen seis frecuencias cero en la
diagonalizacion, las cuales estan asociadas con las tres direcciones de traslacion pura de un cuerpo
rigido y los tres dngulos que definen una rotacion en un cuerpo rigido. O sea, existen 6 direcciones de
movimiento (de las 3N) que corresponden a caracteristicas de cuerpo rigido exclusivamente, y no dan
informacion de las vibraciones internas.

Los modos son vectores ortonormales, por lo tanto el conjunto de los 3N modos normales
forman una base de los posibles desplazamientos del sistema en el entorno de la conformacion de
equilibrio. Cuando se expresa un modo normal en el sistema de coordenadas cartesianas describe una
fluctuacion concertada de los atomos del sistema que vibran con la misma frecuencia. Los perfiles de

los modos de baja frecuencia revelan los mecanismos de movimientos cooperativos o globales que
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involucran el desplazamiento de grandes bloques o dominios de las proteinas [Bahar 1998, Bahar
1999a]. Los residuos con movimiento mas restringido en dichos modos (sus minimos) suelen tener un
comportamiento critico, por ejemplo como centros de movimientos tipo "bending", que gobiernan el
movimiento concertado de dominios completos [Bahar 1998, Jernigan 1999, Bahar 1999a, Keskin
2000,Temiz 2002, Isin 2002, Keskin 2002a, Keskin 2002b, Wang 2004, Xu 2003]. Trabajos
anteriores evidencian que el ANM reproduce adecuadamente las amplitudes de movimiento relativo de
los residuos descriptas por los modos de baja frecuencia [Bahar 1999a, Hinsen 1999a, Micheletti
2004]. Estos modos involucran el desplazamiento global de un gran ntimero de residuos y por lo tanto
experimentan un potencial efectivo insensible al detalle de las interacciones individuales especificas
de cada par de residuos involucrados [Zheng 2006]. Por el contrario, los modos de alta frecuencia
definen fluctuaciones mas localizadas y su correcta descripcidon requiere de un tratamiento diferencial

de las interacciones entre pares de residuos especificos. [Bahar 1998].

2.2.1 Adaptacion del modelo: constante de fuerza asociada al tipo de

interaccion

Como se menciono en la Seccion 2.2 el método de ANM utiliza una tnica constante de fuerza
Yy para todas las interacciones. Sin embargo, en ésta tesis se ha modificado parcialmente el método de
manera de poder obtener una vision bioldgica mas adecuada que contemple la informacion de tipos de
interacciones entre residuos. Esta informacion es incorporada en el método de ANM mediante
constantes de fuerza diferenciales. Esto es, se utilizaron constantes de fuerza entre residuos que
representaran aproximadamente el orden de magnitud relativo a cada tipo de union, tomando como
referencia la unidon covalente. Se aplicaron las siguientes reglas para determinar el valor de la
constante [Saldafio 2016],
sifi—jl=1= k=Y
de otra manera
si |r}—r}] <r, entonces
si ie j estan conectados medianteenlace peptidico o puente disulfuro = k;; =y
si ie jinteraccionan mediante puente de hidrogeno o puentesalino = k;; = yx 0.1
sino = k;; = yx 0.01
- 1.0 0 _
si|rj—rj|>1,= k;;=0
Nuevamente vemos que las constantes del resorte k;; del modelo depende de la constante de
fuerza y. Determinamos el valor de y de manera tal que maximice el ajuste entre los perfiles de los
factores B tedricos y los factores B experimentales.
Para determinar las interacciones entre residuos se utilizd, en una primera instancia una
adaptacion del software CSU [Sobolev 1999] y luego se mejoro la metodologia al utilizar el programa

RING 2.0 (ver Capitulo 3, seccion 3.3.7) [Martin 2011, Piovesan 2016].
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Para el estudio de la dinamica de equilibrio de la proteina Transtiretina, adaptamos el modelo
de ANM de manera que para cada residuo se considere como nodo los atomos de la cadena principal,

el CP y un centro de masa de la cadena lateral.

2.2.2 Adaptacion del modelo: simulacion de mutacion puntual

Para la simulacion de una mutaciéon puntual se desarroll6 una variante del método de ANM.
Las mutaciones fueron simuladas mediante perturbaciones locales del valor de la constante del resorte
utilizada en el calculo de modos normales [Zheng 2005, Zheng 2006, Zheng 2009a, Zheng 2009b
Saldafio 2016].

La mutacion puntual un residuo i se simula mediante la perturbaciones a las interacciones en
las que participa este residuo. Esto se realizo cambiando las constantes del resorte k; . que conectan i
con otros residuos (x) por una pequeia cantidad 0. De esta forma la constante para todas las
interacciones del residuo i seria k; =0 (Figura 2.3).

Luego de la perturbacion y con la nuevas constantes del resorte calculamos nuevamente los

modos normales del ANM.
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LEU 156

Cr5i157 ILE 141

LEU 142

Figura 2.3 Representacion esquematica de los nodos en el ANM, cada nodo se conecta a sus vecinos
mediante resortes. En este caso se muestran en rojo los resortes del nodo i con cinco nodos, entre ellos
el nodo j. La mutacion puntual un residuo i se simula mediante la introduccioén de perturbaciones a las
interacciones en las que participa este residuo. Por ejemplo, la constante del resorte para la interaccion
entre los residuos i, j seria k;;£9.

2.3 MODELO DE RED ANISOTROPICA: APLICACIONES

2.3.1 Factores B de temperatura

Las fluctuaciones cuadraticas medias (A rf} de los residuos se pueden determinar
experimentalmente mediante los factores B de temperatura asociados a la determinacion
cristalografica por RX o por diferencias cuadraticas medias entre los diferentes modelos de RMN.
Como tales, suelen ser utilizadas para verificar la validez del modelo ANM en la proteina de estudio y
optimizar los modelos y métodos computacionales. A partir de la publicacion original del Bahar et al.

[Bahar 1997a], varias aplicaciones demostraron que las fluctuaciones predichas mediante ENM, en



20 Capitulo 2

especial ANM, concuerdan con los factores B experimentales [Bahar 1997b, Bahar 1999¢, Keskin
2000, Atilgan 2001, Kundu 2002].

Los factores B experimentales informados en las estructuras del PDB brindan informacion
sobre la movilidad de los atomo. Representan la disminucion de la intensidad en la difraccion debido
tanto al desorden dindmico causado por la vibracion, dependiente de la temperatura, de los 4tomos
como al desorden estatico, que esta relacionado con la orientacién de la molécula. El valor del Factor
B determinado experimentalmente no es una cantidad absoluta; en su lugar, depende de otros factores,
como la resolucion general de la estructura, los contactos de cristal y, lo que es mas importante, los
procedimientos de refinamiento especificos [Schlessinger 2005]. El factor B o también llamado factor
cristalografico de Debye-Waller del atomo i, B, se espera que esté relacionado con las fluctuaciones

de sus coordenadas atdmicas a través de [Sanejouand 2013],
2
B = ST”Arf ) (Ec. 2.54)

siendo (A1) = (Ax; + Ay; +Az), el valor de las fluctuaciones cuadraticas media de cada residuo.

teo

A partir del calculo de modos normales, se pueden definir los Factores B teéricos, B como

3N-6
B= 2 (M Qulid] (Ec. 2.55)
Estos Factores B'° deben ser escalados con el fin de compararlos con los Factores B experimentales,
B
N N
Z Biexp 3N-6 Z B?XP
B =B = 2 [ QuQid (Ec. 2.56)

S > B

donde B es el factor B teérico del residuo i y B{™® es el factor B experimental del mismo residuo

teo,escalado )
i

obtenido del archivo pdb. Conociendo el valor del Factor B escalado del residuo i (B

usando la Ec. 2.54 podemos calcula su valor de fluctuaciones cuadraticas media como

(Ar}) = éB;e"’e“al“d" (Ec. 2.57)

Para el calculo de la correlaciones de movimiento entre dos residuos se tiene en cuenta que

[Bahar 1997a, Tama 2000, Atilgan 2001],

3N-6 3k T3N—6 = —
(ArpAr) = 2 [AreAr] ==~ > [ Q.Q;] (Ec. 2.58)
k k

donde se expresan las correlaciones cruzadas entre las fluctuaciones de los residuos como una
sumatoria sobre los modos no nulos. k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura absoluta
(300 Kelvin). Para el caso en que i =, la Ec. 2.55 queda
3k, T3 —
(A r12> = ; Z [}\'leiink] (Ec. 2.59)

k
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Reemplazando (A1) de la Ec. 2.54 por la Ec. 2.59 obtenemos

8k, T3 ., —
B; = TB Z D"leik Qi (Ec. 2.60)
k
De la Ec. 2.59 obtenemos la expresion que define a la constante de fuerza y
3kBT 3N-6
(Arf)

Si desarrollamos esta expresion, reemplazando (A rlz> por el termino de la Ec. 2.57 llegamos a

[ Qi Qi (Ec. 2.61)

y:

'k, T 2350
Y —reu e 2 [ QuQul (Ec. 2.62)

i

teo, escalado

Luego cambiando B, por el termino de la Ec. 2.56 obtenemos

N
B;CO
Y =06 Ky N

> e

(Ec. 2.63)

2
=0,411 iz , la constante y posee unidades de

2
Siendo kyT=4,11x 1077 = 4,11x10 ' M

o

fluctuaciones de los residuos es comparar los factores B experimentales ( B;™) con los factores B

Una de las formas de estudiar si el modelo de ANM describe de forma correcta las

teo, escalado

teoricos (B, ) de la siguiente manera

N
Z teo escalado Bteo ,escalado> ) ( Biexp _ < Bexp >)
p e = = (Ec. 2.64)

- N N
\/2 teo, escalado <Bteo escdlado \/2 exp <Bexp>

i=1 i=1

donde (B“*“"°) y (B*) son el factor B tedrico promedio y el factor B experimental promedio
respectivamente.

La determinacion del radio de corte esta relacionada con los factores de temperatura ya que

teo,escalado

como se ve en la Ec. 2.62, el B, esta relacionado del valor de la constante de fuerza y y a su

vez Y depende del radio de corte r, entre los residuos. De esta manera al variar el radio T, puede

aumentar o disminuir la correlacion entre los factores de temperatura.

2.3.2 Conjunto de estructuras que representan fluctuaciones

térmicas

El la Seccion 2.1.2 , Ec. 2.29 conseguimos escribir la funcion de energia potencial como una
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sumatoria de las coordenadas normales de vibracion Q, . A continuacion, definimos la Energia

Potencial promedio asociada a un modo normal (V,) como

1
(Vi) = S MdQ0) (Ec. 2.65)
En la Secciéon 2.2, Ec. 2.53 definimos Q, como Q, = A,cos(m,t), por los que

Qi = Ai cosz(ook t). Si consideramos el promedio temporal del coseno cuadrado (cos’ (w,t)) igual a

AL .
%, entonces (Q;) = 7“ y reemplazando este termino en la Ec. 2.65 obtenemos

(Vo) = %MAi (Ec. 2.66)

El teorema de equiparticion de la energia para un oscilador arménico establece que, en

equilibrio, cada grado de libertad contribuye EkB T ala energia promedio por molécula (Apéndice C)

[Tipler 2008]. Por esto podemos expresar la Energia Potencial promedio de un oscilador arménico

como
(V) = %kBT (Ec. 2.67)

donde kj es la constante de Boltzmann y T es la temperatura absoluta. Combinando la Ec. 2.66 y Ec.

2.67 establecemos que

1 1
M A; = SkaT (Ec. 2.68)

En la Seccion 2.3.1 comentamos que Y (y I.) nos permite ajustar mejor a las fluctuaciones
de los residuos. Considerando esto decidimos escalar los autovalores A

)\’iscalado =y }\‘k (EC 269)

)\’escalado
k

Finalmente, reemplazando A, en la Ec. 2.68 por y despejando A, definimos la

amplitud de cada modo normal, a T, como

2k, T

escalado
My

1/2

K=

(Ec. 2.70)

Se puede generar un conjunto de estructuras que representen distorsiones térmicas obtenidas
a partir de la estructura original de un archivo tipo pdb eligiendo valores aleatorios de amplitud a,
dentro del intervalo [—A,:A,].

Desplazamientos aleatorios dr de las coordenadas de los 4&tomos en la direccion de cada uno

de los modos normales se obtienen mediante

3N-6

1
or,= — Q,.a (Ec. 2.71)
T o Qe
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siendo a, (A) el valor aleatorio de amplitud correspondiente al modo normal Q, y Q,, es el elemento

i-ésimo del mismo modo [Mahajan 2017]. m; es la masa de atomo correspondiente que se considero

1

iguala 1.

2.3.3 Grado de colectividad

El grado de colectividad k de un modo normal Q es una medida del numero de residuos que
son desplazados significativamente en la fluctuacion descripta por ese modo [Tama 2001, Batista
2010]. Para cada modo normal Q,, de longitud 3N con elementos Q,,, el grado de colectividad xx, se
define como

o = (=3, (@1 In(Ql ) (Be. 2.72)
siendo (Q})* = (Q},f +(Q})° +(Q;)’ y (QL)* (G =x, y, 2) son los componentes del i-ésimo Co. en

" significa el modo normal representa el movimiento de un bajo numero de

el modo normal k. xy ~ N~
residuos y K« =~ 1 representa que el modo normal describe el desplazamiento de un gran numero de

aminoacidos.
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3. DINAMICA VIBRACIONAL ASOCIADA A LA
MULTIPLICIDAD CONFORMACIONAL

Los modos normales implicados en el cambio conformacional se seleccionaron en base a su
correspondiente superposicion con las distorsiones estructurales introducidas por union del ligando. En
esta seccion, se describe el procedimiento implementado para definir el subespacio compuesto por

estos modos y la metodologia utilizada para la caracterizacion de los residuos en posiciones claves.

3.1 CAMBIO CONFORMACIONAL POR UNION AL LIGANDO:
ASPECTOS ESTRUCTURALES

3.1.1 Determinacion de diferencias estructurales (RMSD)

La disimilitud estructural entre un par de proteinas alineadas se calcula generalmente como la

raiz de la desviacion cuadratica media, (RMSD por sus siglas en ingles, Root Mean Square Deviation)

(Ec. 3.1)

donde N es la cantidad de residuos y d; es la distancia euclideana entre los Ca en la posicion i-ésima
medida en A. En la presente tesis, hemos utilizado el valor de RMSD como medida de disimilitud

estructural entre pares de conférmeros con y sin ligando de una misma proteina.

3.1.2 Definicion del vector diferencia entre conformeros

El vector diferencia V, entre un par de estructuras con y sin ligando retiene la direccion del
cambio estructural observado a partir de la union del ligando. Definimos cada elemento del vector V

como
(Yi _Xi)

3N
Zyj—xj
J

donde X; e y; son las coordenadas de los Ca de la estructura sin ligando y con ligando

v,= (Ec. 3.2)

respectivamente; N es el numero de Ca de la estructura.
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3.2 CAMBIO CONFORMACIONAL POR UNION AL LIGANDO:
ASPECTOS DINAMICOS

3.2.1 Subespacios vibracionales activos: definicion

En primer lugar, el par de estructuras con y sin ligando se superpone minimizando el RMSD.
El vector diferencia V entre ambas estructuras retiene la direccion del cambio estructural observado
tras la union del ligando. Sin embargo, muchas proteinas contienen regiones no estructuradas o
demasiada flexibles, cuyas coordenadas no estdn bien definidas experimentalmente. Con el fin de
reducir la posibilidad de que nuestros resultados puedan verse sesgados por cualquier distorsion
estructural que no esté directamente relacionada con la union al ligando, usamos un factor Gaussian-
weighing [Damm 2006] para reescribir la Ec. 3.2, del vector diferencia V, de manera que sus

elementos estén ponderados por los factores B correspondientes,
Blf+BIh

(Yi_xi)e

w

V.=

(Ec. 3.3)

3N _BJ+B} |2
Zj((Yj_Xj)e " )
Siendo B:f el valor de factor B teodrico por residuo de la estructura sin ligando y B;b el valor
correspondiente a la estructura con ligando ( /b y If hacen referencia a con ligando por ligand-bound
y sin ligando por ligand-free). Se eligid un valor del factor de escala, w, igual a 0,01; aunque
resultados similares a los presentados en el Capitulo 4, se obtuvieron con valores de w igual a 0,001 y
0,1.

A continuacion, el vector normalizado V se proyecta sobre la base de los modos normales de

la estructura sin ligando

Vo= Z (V'Qk)Qk: Z Z(Vijk))Qk: Z_: ¢ Qy (Ec. 3.4)
con
=2 viQu (Ec. 3.5)

=1
El grado de deslocalizacion de V, entre los diferentes modos normales del conformero sin
ligando se puede obtener evaluando el nimero de participacion (M) de modos como:

3N26 (ck)“)_ (Ec. 3.6)

k=1

M =

El nimero de participacion se ha introducido originalmente como metodologia para describir
la medida de la deslocalizacion espacial de un vector de modos normales [Bell 1970, Taraskin 1999,
Kalstein 2011]. En ese caso, M tiene un valor de 3N ante una traslacion pura, y un valor igual a uno

para un modo altamente localizado. Mas alla de estos dos extremos, M puede utilizarse para definir la
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deslocalizacion en situaciones intermedias. Es decir, que este nimero puede representar una medida de
la deslocalizaciéon de un vector de modos normales sobre la base de las coordenadas cartesianas
atomicas. En el presente trabajo, se amplio este concepto para aplicarlo a la deslocalizacion del vector
Vo (Ec. 3.4), que tiene en cuenta las distorsiones estructurales introducidas por la union del ligando,
sobre la base de los modos normales del conféormero libre. El valor de M, redondeado al entero mas
alto y cercano, contiene informacion sobre el nimero de modos necesarios para describir la direccion
del cambio conformacional. Valores de M =3 N —6 reflejan que el cambio conformacional se extiende
entre todas las vibraciones del conférmero sin ligandos, es decir, el espacio completo de los modos
normales es necesario para lograr una buena representacion del cambio conformacional. Valores de

M=1 indica que un Gnico modo normal domina la direccion del cambio conformacional. De esta
forma, los primeros M modos ordenados por el indice [, de valores decrecientes de (ck]z (Ec. 3.5)

definen el subespacio minimo (S), de modos {Q f-Jk:l’M, necesarios para lograr una buena descripcion
del cambio conformacional. De este modo, S contiene los modos normales implicados en el cambio
conformacional por uniéon al ligando. Denominamos como modos activos al conjunto de modos
normales que componen el subespacio S. Es decir, el tamafio y la composicion de los subespacios S,
asociados al cambio conformacional son definidos por M y el conjunto de M modos activos,
respectivamente.

El efecto de la mutacion puntual de un residuo i en el subespacio S de modos normales
asociados a la union al ligando se simuld introduciendo perturbaciones a las interacciones en las que

participa el residuo i (ver Capitulo 2, seccion 2.2.2). De esta manera, se obtiene un nuevo conjunto de

[ i . . i .
modos normales ‘{Quk:”N%. Para definir el nuevo subespacio S' es necesario establecer una

correspondencia uno-a-uno entre el conjunto de modos normales original y los modos normales luego
de la perturbacion ya que la perturbacion de las interacciones elasticas locales pueden provocar
cambios en el orden de energia de los modos. Por esto, la asignaciéon de los modos perturbados en

funcion del criterio de orden de energia se vuelve inutil. La correspondencia entre ambos conjuntos de

modos, {QL}k:HN,6 y [Qk}k:mN_ ¢» S¢ basa en seleccionar los valores mas altos de solapamientos

entre los modos [Atilgan 2001, Kalstein 2010]. Las superposiciones maximas se obtienen a través de
la maximizacion de la traza del cuadrado de la matriz de solapamiento O cuyos elementos se definen
como el producto escalar
Oy, = Q- Qi (Ec.3.7)

Esto se realiza seleccionando aquellos elementos de la matriz O, uno para cada fila, y cada uno
perteneciente a una columna diferente (o viceversa), que maximizan la suma de sus valores al
cuadrado. Este tipo de problema, que es muy comtn en Economia y se lo conoce como el problema de
Costo Minimo (o min-cost en inglés), surge al querer distribuir N trabajos distintos entre N personas

distintas de manera tal que cada una haga un trabajo distinto minimizando el costo global de todas las
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tareas. Formalmente, sea C = |« j} ,con ¢, ;=0 Y i, j, la matriz de costos ALx AL y f, una funcion
que computa la permutacion de las columnas ;. El problema de asignacion de Costo Minimo consiste

en encontrar el conjunto de permutaciones que minimicen la traza z, de la matriz C, definida como

X
z= ; » (Ec. 3.8)
y puede ser resuelto de forma eficiente utilizando para ello el algoritmo conocido como Hungaro
[Carpaneto 1988, Kalstein 2010]. Puesto que este algoritmo busca minimizar la traza de la matriz C,

para resolver nuestro problema en particular lo aplicamos a la matriz cuyos elementos son

¢, ==(0f ).

3.2.2 Subespacios vibracionales activos: comparacion

El procedimiento se basa en la construccion de la matriz Grammiana de los vectores

proyeccion pfis de cada elemento correspondiente al subespacio de modos normales S (3N x M)

original sobre el subespacio de modos normales después de la perturbacion, S' (3N x M). Siendo

{ka} =1 ¢l set de modos normales relevantes funcionalmente antes de la perturbacion y {Qifk}k:l,]v[
el set de modos calculados después de la perturbacion. Donde M es el nimero de participacion para

cada proteina, es decir el numero de modos normales que contribuye al cambio conformacional. El

vector p?is formado a partir de la proyeccion de cada vector de modos normales Q; sobre la base del

subespacio generado por {Q fk}k:,’M es calculado mediante la siguiente formula:

. M )

po=2.(Q) QQ (Ec.3.9)

k=1

La matriz Grammiana, G (M x M), formada por el set de vectores pjsi s i=1m se calcula como
la matriz de producto interno, cuyas entradas estan dadas por

G, =(p; - p ") (Ec. 3.10)
La diagonalizacion de la matriz G,

LiGL,= A, (Ec. 3.11)
nos permite utilizar los autovalores de G, {Ay .- .M » como una medida de la similitud entre los dos
subespacios. Dado que todos los autovalores de G varia entre 0 y 1 [Krzanowski 1979], se puede
definir una medida de la similitud de los dos subespacios como

M
2
— k

M

s (Ec. 3.12)

Por lo tanto Csis representa la similitud entre los subespacio de modos activos antes y después de la

S's

perturbacion de un residuo. Un valor de C°° igual o cercano a 1, determina que la perturbacion en ese
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residuo no modifica el subespacio de modos normales que contribuye al cambio conformacional y por
lo tanto la mutacién no afectaria a la diversidad conformacional. Cuanto menor sea el valor de CSiS ,
mayor sera el efecto de la mutacion del residuo i-esimo sobre el subespacio de modos asociados con el
cambio conformacional. Es decir, que la diversidad conformacional requerida por la proteina se vera
afectada.

Para cada residuo obtuvimos dos valores de similitud de subespacio, ya que realizamos dos
perturbaciones, k;;+0 y k;;—0, con 8=0.05. De esta forma para cada residuo analizamos el efecto
del aumento (k;;+0) de las constantes de fuerza en las interacciones en las que participa y el efecto de

la disminucion (k;;—9) de las mismas constantes de fuerza (ver Capitulo 2, seccion 2.2.2, Figura

2.2). Luego calculamos el promedio a partir de los dos valores de similitud de subespacio,
_ s's ‘+ S's )
(L) = == (Ec. 3.13)
Para determinar el valor final de respuesta a la perturbacion de cada residuo, se utilizé un
modelo semejante al de coarse-grained de [Zheng 2009b], donde el valor para cada residuo i se define

como
(€)+2(C)

1+nj

(%= (Ec. 3.14)

. s ey 0 0 0 0 .
para todo j que cumpla con la condicién [r;—r;|< 7A, donde 1, y r; son las posiciones de
equilibrio de los residuos iy j; n; es igual al nimero de residuos que cumplen con esta condicion. De
esta forma, analizamos regiones espaciales en lugar de residuos individuales.

El valor de <§Sis>* aumenta con la dimensionalidad del subespacio S. Esto dificulta la
comparacion estadistica de <CSiS>+ obtenido a partir de subespacios de distintas dimensionalidades.
Con el fin de resolver este problema, para cada proteina del set de datos se normalizaron los valores
de (%) como:

it G

o

(Ec. 3.15)
donde (Z%%)'y o° son el promedio y la desviacion estandar de (%) evaluados sobre todos los

residuos de la proteina.

Para el analisis de la perturbacion sobre el espacio vibracional de una mutacion puntual en la
proteina Transteritina (TTR) modificamos la metodologia para la comparacion del espacio formado
por los modos normales. En este punto cabe aclarar que no definimos un subespacio de modos
normales sino que evaluamos la estabilidad de la estructura tetramérica de TTR utilizando la totalidad
de los modos normales. Para simular mutaciones puntuales en el tetrdmero de TTR, perturbamos

simultaneamente las constantes de fuerza del i-ésimo residuo en cada monoémero. El nuevo conjunto



DINAMICA VIBRACIONAL ASOCIADA A LA MULTIPLICIDAD CONFORMACIONAL 31

de modos normales perturbados { Qu‘kzlmﬂ\],6 (N es el niimero de residuos de cada mondmero) se

comparo con los modos normales no perturbados {Qk}kzl,4x3N—6 de la siguiente manera.
En primer lugar, calculamos la matriz de solapamiento O (Ec 3.7). Luego definimos la

similitud R' entre estos conjuntos de modos normales como

4x3N

Z (Oik,max)ll2
T Ec.3.1
R 4x3N (Ec. 3.17)

con O™ definido como el valor maximo de (O,,)° entre las proyecciones
0,,. (k'=1,4x3N—6) del modo Q,. sobre los modos {Qk}k:h“m_é.

Cuanto menor es el valor de R' mayor es el efecto que la mutacion en el residuo i genera en
la dindmica de equilibrio del tetramero de TTR. Finalmente evaluamos el efecto de la mutacion del
residuo i en la dindmica de equilibrio del tetrdmero de TTR normalizando R’ como

g _R'—R

Z = (Ec. 3.18)
(o}

donde R y o son el promedio y la desviacién estindar de la distribucion de R' sobre todos los

. . . R}
residuos. De esta manera los residuos con valores negativos grandes de Z

score

son residuos cuyas

mutaciones alteran significativamente la dindmica de equilibrio del tetramero de TTR.

3.2.3 Dinamica asociada a patrones de flexibilidad relativa

En la seccion 3.2.1 describimos la metodologia mediante la cual determinamos los modos
normales que describen el cambio conformacional asociado con la union al ligando. De manera similar
podemos seleccionar los modos normales que describen el patron de flexibilidad de cada proteina.
Para esto definimos el vector B"; cuyos elementos Bif corresponden a los factores B asociados a cada
i-ésimo residuo de la estructura sin ligando (If). Luego proyectamos el vector B" sobre la base de los

modos normales del mismo conféormero.

By = X [B"Q Q= X Z(Bﬁfij))Qk: 2 b (Ec. 3.19)
con
b= |BIQ,] (Ec. 3.20)

i=1
De esta manera, el nimero de participacion (ver Seccion 3.2.1) de modos asociados al patrén de

flexibilidad, M se define como

M, = z{ (bk)4)_ (Ec.3.21)
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Con una interpretacion equivalente al nimero de participacion, descrita en la Seccion 3.2.1,
los primeros M modos ordenados por valor de bi en forma decreciente definen el subespacio
minimo Sg de modos requeridos para lograr una buena descripcion del patron de flexibilidad. Es decir,
Sp contiene los modos normales relevantes para el calculo de los factores B tedricos de la

conformacion sin ligando.

3.3 CARACTERIZACION DE RESIDUOS DINAMICAMENTE
IMPORTANTES EN EL CAMBIO CONFORMACIONAL POR
UNION AL LIGANDO

3.3.1 Residuos en posiciones claves: definicion

Definimos las posiciones claves como aquellas dentro del 5% de los valores més bajos de

s . ; . ./ . .
Z... baracada estructura en el conjunto de proteinas estudiadas. También consideramos la definicion

de las posiciones como aquellas dentro del 1% o 10%, pero no obtuvimos diferencias cualitativas en
nuestros resultados. En este punto, cabe resaltar que nuestra definicion de posiciones claves se basa en
valores relativos del cambio en las direcciones de los modos normales que participan de la unién al
ligando y no en las diferencias estructurales absolutas de las estructuras de ambos conférmeros. El
namero de residuos en posiciones claves ( N, ) obtenido para cada par de conformeros del set de

proteinas de estudio se proporciona en el Apéndice B.

3.3.2 Analisis de la conservacion evolutiva

Para cada par de conférmeros de nuestro set de proteinas de estudio, obtuvimos alineamientos
de la base de datos HSSP (por sus siglas en ingles, Homology-derived Secondary Structure of
Proteins). Esta es una base de datos que combina informacion estructural y secuencial. Para cada
proteina de estructura 3D conocida de la base de datos PDB, HSSP contiene una alineacion de
secuencias multiples de todos los homoélogos disponibles y un perfil de secuencia caracteristico de la
familia [Schneider 1997]. Se utilizaron secuencias del alineamiento cuyo nimero de residuos era igual
o mayor al 80% del tamafio de la secuencia aminoacidica de la proteina en estudio.

Para el andlisis de la conservacidn relativa de cada aminoacido, de cada proteina del set de
estudio, utilizamos el programa AL2CO [Pei 2001]. Para el calculo de la conservacion, se considero el
método Henikoff entropy measure. El programa realiza dos pasos para estimar la conservacion de una

posicion en un alineamiento multiple de secuencias. En el primer paso, se estima la frecuencia del

. O A . ey .
aminoacido ( ;" ) en la posicion seleccionada
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n(i)
D 8(ALk,i)w,
_ k=1

£ = o0
Z Wi
k=1

1
donde consideramos 6( A,k ,i) =1 siel aminoacido A esta en la secuencia k en la posicion i, en caso

(Ec. 3.22)

contrario 8(A,k,i) =0, W, es la ponderacion de la secuencia k. Para el calculo de w, el programa
utiliza el método Henikoff-Henikoff modificado, al igual que el que se aplica en PSI-BLAST
[Henikoff 1994, Altschul 1997]. La idea de la ponderacion es resaltar diferencias entre pares de
secuencias en la alineacion. De esta manera dos secuencias cercanas con alta similitud influyen en las
frecuencias de aminodcidos menos que un par de secuencias divergentes. Por lo tanto, el peso
atribuido a secuencias similares dentro de una de una gran familia es menor que el peso de una
secuencia divergente. En el calculo de la ponderacion una posicion se descarta si es invariante o si
contiene gaps en al menos el 50 % de las secuencias [Pei 2001].

En el segundo paso, el indice de conservacion c, , se calcula utilizando las frecuencias f iA ,
20

ci= . fin(f}) (Ec. 3.23).
A=1

Para determinar el valor final de conservacion C.

19

se utilizo un modelo semejante al de

coarse-grained de [Zheng 2009b], donde el valor para cada residuo i se define a partir de

¢+ 26
- i

C =

1

(Ec. 3.24)

1+ni

para todo j que cumpla con la condicion |r?—r?| <7A, donde 1) y r? son las posiciones de
equilibrio de los residuos iy j; n; esigual al nimero de residuos que cumplen con esta condicion. De
esta forma; al igual que para la respuesta a la perturbacion puntual; analizamos regiones espaciales en
lugar de residuos individuales. Para cada proteina del set se normalizaron los valores de C; como:

¢ _ C - 61

score C

o

(Ec. 3.25)

donde C, y o son el promedio y la desviacion estandar de C, por proteina.

3.3.3 Determinacion de estructura secundaria

Para la determinacion de la estructura secundaria de los aminoacidos se utilizo el programa
DSSP (por sus siglas en ingles, Dictionary of protein secondary structure) [Kabsch 1983, Touw 2015].
El algoritmo funciona mediante el calculo de la asignacion de estructura secundaria mas probable para
la estructura 3D de una proteina. Esto se hace mediante la lectura de la posicion de los atomos en una
proteina seguido por el calculo de la energia de enlace de H entre todos ellos. Los dos mejores enlaces
de H para cada atomo se utilizan entonces para determinar la clase de estructura secundaria mas

probable para cada residuo en la proteina.
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Se empieza identificando los enlaces de hidrogeno intra-catenarios de la proteina utilizando
una definicion puramente electrostatica, suponiendo cargas parciales de -0,42 e al oxigeno del
carbonilo y de 0,20 e al hidrogeno de la amida. Asi un puente de hidrogeno es identificado si £ en la
siguiente ecuacion es inferior a -0,5 kcal /mol

E=q,q| L+t L L), (Ec. 3.26)

Fox' Ten Tow Ton

con q,=042e y q,=0.20e, siendo e la carga del electréon. 7 ,, es la distancia interatomica entre A
y B, y esta definida en angstroms (A). f es el factor dimensional y tiene un valor de 332 kcal / mol.

Basado en esto, se asignan ocho tipos de estructura secundaria. El patron estructural para el
programa es el n-turn (T). Este se define a partir de la presencia de un enlace de hidrégeno entre un
CO (i) y un NH (i+tn), donde i es el numero de aminoacido y n puede ser 3,4 o 5. Las hélices se
definen como un minimo de 2 n-furn consecutivos, definiéndose tres tipos diferentes de hélices,
hélice-a (H), hélice-3 o hélice-3;p (G) y hélice-5 o hélice-m (I). En donde los enlaces de H se dan
entre el residuo i y i+n, siendo n igual a 4, 3 o 5 respectivamente. Dos tipos de hojas-3; hoja-§
unitaria (B), donde se generan 2 enlaces de hidrogeno entre dos pares de tres residuos, [ i-1, 1, i+1] y [
j-1,j,j+1 1. Y hoja-p extendida (E), a partir de dos o mas hojas-f unitarias consecutivas. Las regiones
de alta curvatura, donde el angulo entre los carbonos alpha [ i-1,1 ]y [ i, i+1 ] es menor a 70°, se las
designa como bend (S). A las estructuras que no apliquen a ninguna de las reglas definidas, se las

designa como loops (N) [Kabsch 1983].

3.3.4 Accesibilidad al solvente

La superficie de accesibilidad al solvente (SAS) de los residuos la calculamos mediante el
programa NACCESS [Hubbard 1993]. Este programa calcula la superficie de accesibilidad al solvente
para cada atomo de una molécula mediante la simulacién de esferas de tamafio dado en torno a una
superficie de van der Waals para cada 4tomo [Lee 1971]. Puesto que el tamafo de las cadenas laterales
de los distintos aminoacidos no es el mismo, una aproximacion es considerar el Area Relativa de
accesibilidad al Solvente (ARS), expresando la SAS absoluta calculada para un aminoacido X como
un porcentaje de la SAS que se observaria si ese mismo aminoacido X estuviese entre dos Alaninas
(Ala-X-Ala) o entre dos Glicinas (Gly-X-Gly), en conformaciones extendidas, de esta manera se
expone el residuo X en el tripéptido tanto como normalmente seria posible en una proteina. Por lo que
un valor bajo de ARS implica que el residuo se encuentra cubierto o rodeado, impidiendo que la
accesibilidad sea la misma que la que tendria en el tripéptido. Debido a angulos de enlace inusuales,
las longitudes de enlace y la geometria distorsionada en proteinas reales, estos valores pueden exceder
de 100% (especialmente para la prolina donde el programa utiliza un tripéptido Ala-Pro-Ala
verdadero, construido de una proteina real). Asimismo, puede ser que se tenga grandes valores de

RSA, cuando los residuos estan previos a una rotura de cadena o al final de la misma, tal como en el
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extremo amino o carboxilo terminal de la proteina. Los tripéptidos Ala-X-Ala o Gly-X-Gly se
construyen usando el paquete de graficos moleculares QUANTA (Software de modelado molecular y

simulaciones dindmicas. Accelrys Software Inc.) [Hubbard 1993].

3.3.5 Distancia de residuos al sitio activo

Establecer interacciones entre proteinas y ligandos bioldgicamente relevantes es un paso
importante hacia la comprension de las funciones de las proteinas. Un ligando presente en una proteina
se considera bioldgicamente relevante si interactia con la proteina y desempefia ciertas funciones
bioldgicas, como inhibidor, activador u analogo de sustrato. La mayoria de los métodos de prediccion
de sitios de union al ligando usan las estructuras de proteinas del PDB como patrones. Sin embargo, no
todos los ligandos presentes en el PDB son biolégicamente relevantes, ya que diferentes moléculas
pequefias (por ejemplo glicerol, etilenglicol) se usan a menudo como aditivos para resolver las
estructuras de las proteinas [Yang 2013]. Yang et al. desarrollaron un procedimiento para evaluar la
relevancia bioldgica de los ligandos presentes en las estructuras de PDB, esto con el fin de facilitar el
estudio de docking proteina-ligando y la deteccion virtual de ligandos. De esta manera generaron la
base de datos BioLip, la cual es una base de datos curada semi-manualmente con informacion de
interacciones proteina-ligando biologicamente relevante de la base de datos de PDB [Yang 2013].
Cada entrada en BioLiP contiene una lista completa de anotaciones. Particularmente nos interesamos
en la informacion sobre residuos de union al ligando, afinidad de union al ligando y residuos del sitio
catalitico (informacion conectada con la base Catalytic Site Atlas [Furnham 2014]).

A partir de la identificacion de los residuos que componen el sitio activo de la proteina, se
realiz6 el calculo del centro de masa del sitio activo. Las coordenadas del mismo se obtuvieron a partir
del siguiente calculo

N N N
Zmixi ZmiYi Zmizi
i=1 i=1 i=1

Xem = T Yoy = —— Zem = (Ec. 3.27)

T my mry
Donde N es el numero de residuos que componen el sitio activo. m, es la suma de la masa de los N
residuos que conforman el sitio activo; m; es la masa del residuo i, que al igual que en calculo de
modos normales se considero igual a uno (1). X;, ¥; y Z son las coordenadas cartesiana del i-€simo
residuo que conforma el sitio activo, obtenidas a partir del pdb de la proteina.
A continuacion, se calculd la distancia euclideana de cada residuo respecto al centro de masa

del sitio activo de la proteina

di cm = \/(Xi_XCM)Z + (Yi_YCM)Z - (Zi_ZCM)2 (Ec. 3.28)
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3.3.6 Angulo entre elementos de estructura secundaria

A partir de la informacién obtenida mediante el programa DSSP (Seccidon 3.3.3),
determinamos los elementos de estructura secundaria de cada proteina de nuestro set de estudio (SSE,
por Secondary Structure Element). Posteriormente, seleccionamos pares de SSEs que presenten
interacciones entre sus residuos, esto es, interaccion inter-SSEs. Con el fin de analizar modificaciones
en la orientacion relativa entre estos pares de SSEs durante el cambio conformacional, realizamos el
siguiente procedimiento.

Primero determinamos de los ejes principales de inercia mediante la construccion de la matriz

de Tensor de Inercia I y su posterior diagonalizacion. Los elementos diagonales de la matriz I, son
A 2 2
L= z m, [ (yi—Yem) +(zi—zow) ]

I =2N: mi[(xi_XCM)2+(Zi—ZCM)2] (Ec. 3.29)

N
Izz:Z m, [(% =X+ (¥, = Yeu /]
mientras que los elementos fuera de la diagonal se definen como

Ly== 2 m(x;=Xew)(¥i—Yeu) (Ec. 3.30)

i=1
donde N es el nimero de residuos que componen el primer SSE (SSE-7); m; es la masa del residuo i,
que al igual que en calculo de modos normales, se considero igual a uno (1). X;, ¥; y % son las
coordenadas cartesiana del i-ésimo residuo que conforma el SSE-I; Xcy, Yems> Zem SoOn las
coordenadas del centro de masa del SSE-/.

Los momentos principales y los ejes principales de inercia son los autovalores y autovectores
obtenidos al diagonalizar la matriz I [Browner 1992]. Los autovectores v,, v, y V, satisfacen la
ecuacion

Iv, =Alv, (Ec. 3.31)
parak =1, 2 y 3; donde Xl son los momentos principales.

Luego rotamos la SSE-/ para poner los ejes cartesianos en coincidencia con los ejes
principales de inercia. Para esto utilizamos la matriz de autovectores Vv, definiendo las nuevas

coordenadas como
X' =XV ty v,z
Vi' S XV H YV 20y, (Ee. 3.32)
Z,' =X vyt YV, H 20y,
Igualmente aplicamos esta rotacion sobre el segundo SSE (SSE-//). De esta manera obtuvimos nuevas
coordenadas cartesianas para SSE-/ e SSE-/1.

A partir de las estructuras SSE-/ y SSE-I/ reorientadas, generamos dos nuevas matrices de

inercia I' y I" que fueron diagonalizadas para obtener nuevos ejes principales de inercia. Tal como se
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implemento, la determinacion de los ejes principales describe la orientacion del SSE-// en relacion con
el SSE-/. La disposicion de un eje principal con respecto a otro se describe mediante el angulo entre

. . . . , 1 1
los ejes principales. Por ejemplo calculamos el angulo entre el autovector v, y el autovector v como

[
v

0,=arc cos (Ec. 3.33)

villv!
Mediante ecuaciones analogas para los autovectores Vv, y V5 obtenemos 6, y 0; [Browner 1992,
Brylinski 2008].

Finalmente, calculamos el modulo de la diferencia entre los angulo, para cada eje de
coordenada, entre las estructuras con (Ib) y sin (If) ligando.

A0, =10, —0.) (Ec. 3.34)
con k igual a 1, 2 o 3. Elegimos la mayor diferencia entre estos angulos como una medida cuantitativa

de las diferencias de orientacion relativa de las SSE.

3.3.7 Redes de contactos inter-atomicos

A pesar del nimero creciente de estructuras de proteinas publicadas y de la idea de que la
funcion de una proteina se basa en su estructura tridimensional, hay un acceso limitado a programas
automaticos que utilicen la estructura de las proteinas para identificar residuos criticos para su funcion
bioldgica. Esto es porque la identificacion de residuos funcionales en proteinas es un problema
complejo, incluso cuando se cuenta con estructuras atomicas detalladas [Jones 2004]. Esto resulta mas
complicado aun cuando no se conocen estructuras de homologos con residuos funcionales
caracterizados. Solo una pequeiia fraccion de todas las proteinas conocidas ha sido bioquimicamente
bien estudiada. Por lo tanto, para la mayoria de las proteinas con estructuras tridimensionales
resueltas, necesitamos métodos de novo para predecir los residuos funcionales.

La combinacion de datos de conservacion evolutiva, junto con informacion de la estructura,
ha sido exitosa para predecir sitios de union de ligandos y sitios activos en diversas proteinas [Armon
2001]. Sin embargo, algunas proteinas con estructuras conocidas no tienen homologos determinados.
Para este conjunto de proteinas, es clave tener una forma precisa de identificar residuos criticos en
ausencia de ortdlogos conocidos es clave. Utilizando solo datos estructurales, los residuos funcionales
se pueden identificar mediante el calculo energético de la estructura y propiedades de ionizacion
[Elcock 2001, Ondrechen 2001]. En un enfoque diferente, estos residuos podrian caracterizarse por sus
propiedades estructurales o motivos estructurales recurrentes.[Bartlett 2002 , Wangikar 2003].

En las ultimas décadas, el andlisis de redes se ha utilizado para modelar diversos sistemas,
como la Red Mundial de Internet (World Wide Web), los sistemas sociales y los sistemas biologicos
(por ejemplo, interacciones proteina-proteina o la red metabolica celular) [Oltvai 2002]. El concepto
de red recientemente se ha aplicado para analizar y predecir la dinamica de proteinas [Bode 2007], el

plegamiento [Dokholyan 2002, Vendruscolo 2002] y residuos funcionales [Amitai 2004, Thibert 2005,
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Cusack 2007]. Las redes proporcionan una manera eficaz y sencilla de describir las interacciones entre
aminoacidos y ofrecen una novedosa idea para explorar la estructura y funcion de proteinas.

La representacion de la estructura de la proteina como red facilita la busqueda de
determinantes topologicos que pueden ser asociados a residuos funcionalmente importantes. Seria
razonable suponer que los residuos centrales en la estructura proteica deberian desempefiar un papel
importante en la transmision de la informacion entre los aminoacidos. Estos residuos centrales se han
asociado con residuos claves o criticos en el plegamiento de proteinas [Dokholyan 2002, Vendruscolo
2002] o la funcionalidad [Thibert 2005, Cusack 2007] y con residuos del sitio activo dentro de
familias de enzimas [Amitai 2004]. En otros trabajos, la centralidad de los residuos se presenta como
una caracteristica topologica conservada dentro de las familias de proteinas [Del Sol 2006].

En esta tesis, la construccion de las redes de interacciones entre residuos (RIN, por sus siglas
en ingles, Residue Interaction Networks) se llevo a cabo mediante el programa RING 2.0 (por sus
siglas en ingles, Residue Interaction Network Generator) [Martin 2011, Piovesan 2016]. Dentro de
una RIN, cada residuo se representa como un nodo, y estos nodos estan conectados, mediante enlaces
o linkers, en funcion de la interaccion entre ellos.

En este punto cabe aclarar que inicialmente trabajamos con el programa CSU [Sobolev 1999]
para la determinacion de tipo de interacciones entre residuos, principalmente para la adaptacion del
Modelo de ANM (Capitulo 2, seccion 2.2.1). Pero este solo nos proporcionaba informacion detallada
sobre interacciones de tipo Puente de Hidrogeno.

RING 2.0 es una nueva herramienta web disefiada para la visualizacion y el analisis de
estructuras de proteinas en términos de interacciones fisico-quimicas, la informaciéon evolutiva y
energética. El algoritmo de RING 2.0 genera la red en dos pasos. El primero identifica una lista de
pares de residuo entre los que pueden existir interaccion, basado simplemente en la distancia entre los
mismos. El segundo caracteriza cada contacto identificando el tipo especifico de interaccion.

El primer criterio a la hora de definir las redes es el grado de simplicidad al considerar un
residuo. RING 2.0 permite diferentes estrategias en este sentido. En la opcion Closest se consideran
para medir la distancia todos los atomos del par de residuos; esta opcién es conveniente para pdbs con
buena resolucion donde se pueda confiar en las coordenadas descriptas para las cadenas laterales. La
segunda posibilidad, llamada Lollipop, realiza el calculo de la distancia entre los centros de masa de
los dos residuos que interactian. Ademas, el algoritmo comprueba que las cadenas laterales no
apuntan en direccion opuesta. Las dos posibilidades restantes, son consideradas de tipo “grano grueso”
(Coarse Grained) ya que la distancia entre residuos se calcula considerando solo Ca o solo carbonos
beta, Cp.

Inicialmente para RING2.0 todas las interacciones definidas se denominan genéricamente
como contacto interatdmico (IAC, por sus siglas en ingles, Inter-Atomic Contact ). En el segundo paso
el algoritmo identifica el tipo de interaccion para cada par. Teniendo en cuenta que el calculo de RING

se basa en criterios geométricos, cada par de residuos puede formar multiples interacciones; esto da
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lugar al segundo parametro para definir el tipo de red. Se puede considerar una sola interaccion por
residuo, definida como la de mayor energia posible. O generar una red de multiples interacciones por
residuo, pero solo una por tipo de interaccion.

El algoritmo, identifica 6 tipos diferentes de interaccion, ademas de la interaccién genérica
(IAC) que simplemente indica un contacto basado en la distancia entre residuos. El calculo de
interacciones tipo puente de hidrogeno estd inspirado en el método aplicado por el programa DSSP
(Seccion 3.3.3). Teniendo en cuenta un par de atomos, donante/aceptor (D/A), dos reglas definen un
enlace de hidrégeno. Primero, la distancia, entre Ay D es menor o igual a 3,5 A; segundo el angulo H-
D-A (8), formado por el hidrégeno del donante, el &tomo donante y el atomo aceptor, es menor o igual
a 63°. Las interacciones de Van der Waals se identifican midiendo la distancia entre la superficie de
dos atomos, considerando 0,5 A como umbral de distancia. Sélo se consideran pares de atomos de
carbono-carbono o carbono-azufre para una interaccion valida y la distancia se calcula teniendo en
cuenta el radio de Van der Waals, de estos atomos. En el caso de Glutamina y la Asparagina, el
programa considera interacciones de Van der Waals entre atomos de nitrégeno u oxigeno con carbono.
Se establece un Puentes Disulfuro cuando la distancia entre los atomos de azufre de Cisteinas es
menor o igual a 2,5 A. Los Puentes salinos ocurren entre residuos con cargas opuestas. Esta
interaccion idnica es posible si la distancia entre los centros de masa de los grupos cargados es menor
oigual a 4,0 A.

Las ultimas dos interacciones que identifica el programa son, interaccion n-w y cation- . Las
interacciones cation-m son posibles entre los aminoacidos cargados positivamente y una cadena lateral
aromatica. Las interacciones de apilamiento o n-n se evaluan entre residuos aromaticos (His, Tyr, Trp,
Phe). Estos dos tipos de interacciones no fueron considerados para nuestro trabajo. Por ultimo, RING
2.0 no define enlaces peptidicos, por lo que se los agrego al archivo de salida del programa.

Dentro del programa se debe configurar el valor de Separacion de Secuencia (SS por sus
siglas en ingles Sequence Separation), que determina la separacion minima, a nivel de secuencia, entre
dos residuos para determinar el tipo de interaccion.

Para cada par de estructuras generamos una red total, considerando todos los residuos; una
red de residuos en posiciones claves y una red de otros residuos, considerando unicamente los residuos
fuera de las posiciones claves. Para analizar la robustez de las redes de residuos en posiciones claves,
elegimos residuos aleatoriamente para generar redes al azar. Para cada proteina, se considerd el
numero de residuos en posiciones claves (N) y la distancia entre ellos. Como primer paso
seleccionamos un residuo aleatoriamente, luego el segundo residuo aleatorio debe estar a la misma
distancia que los primeros dos residuos en posiciones claves. Para el tercer residuo, la distancia al
segundo debe ser la misma a la distancia entre el segundo y el tercer residuo en posicion clave. De esta

manera se eligio sistematicamente los N aminoacidos que formaran la red de residuos aleatorios.
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3.3.8 Parametros topoldgicos de redes

En esta tesis analizamos y correlacionamos nuestro método de identificacion de residuos
claves para el mantenimiento de la diversidad conformacional asociada a la union al ligando con
informacion obtenida del analisis de redes. Se estudié especialmente parametros topologicos de redes
que se hayan utilizado anteriormente para identificar residuos funcionales [Dokholyan 2002,
Vendruscolo 2002, Amitai 2004, Thibert 2005, Del Sol 2006, Cusack 2007].

Los parametros topoldgicos de redes se calcularon mediante un complemento del programa
Cytoscape, llamado NetworkAnalyzer [Assenov 2008, Doncheva 2012]. El primer parametro que
calcula el programa es el numero de conexiones de cada nodo, llamado Grado o Degree. En base a esta
informacion, se determina el Nimero de Componentes Conectados (NCC por sus siglas en ingles
Number of Conected Component). Dentro de una red todos los nodos que estan conectados entre si
forman una Componente Conectado, por lo que el NCC indica la conectividad de una red, un numero
NCC pequeiio sugiere una conectividad mayor. Si no existe un nodo aislado o un grupo de nodos
aislados el valor de NCC es igual a uno (1), es decir que todos los nodos se encuentran
interconectados, generando una sola red.

El camino por el cual dos nodos n y m se unen, se determina a partir del nimero enlaces o
linkers que los conectan. Pueden existir varios caminos que conecten ambos nodos, por lo tanto para
cada nodo n se puede definir el camino mas corto que lo conecte con el nodo m, llamado Longitud del
Camino Minimo o Shortest Path Length, L (n,m]|. Finalmente la Longitud Media del Camino Minimo
o Average Shortest Path Length, (L(n,m|), es el camino mas corto promedio entre n y cualquier otro
nodo. Sin es un nodo aislado, el valor de este parametro es cero.

El valor de Proximidad Central o Closeness Centrality, Cc,, se define como la inversa de la
Longitud Media del Camino Minimo,

Cc,=1/(L(n,m|) (Ec. 3.35)

Es una medida de la rapidez con la que la informacion se extiende desde un nodo a otros
nodos accesibles en la red. Este valor para cada nodo es un niimero entre 0 y 1, donde nodos con
valores de Cc, cercanos a 1 interaccionan directamente, o a través de pocos intermediarios, con la

mayoria de los nodos de la red; mientras que el Cc, de un nodo aislado es igual a 0. Por ejemplo el

valor de Proximidad Central del nodo b (Cc,) en la Figura 3.1 se calcula como:

1 4 :i:O,g

Ce, = [[L(b,a)+L(b,c)+L(b,d)+L(b,e)| /4] - (1+1+1+2) 5

El parametro Centralidad de Intermediacion o Betweenness Centrality, B,, refleja una
medida del control que un nodo ejerce sobre las interacciones de otros nodos en la red. Permite
distinguir los nodos que unen “comunidades” o subredes densas, en lugar de los nodos que se

encuentran dentro de la misma. Se calcula como,
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L(s,t)
B, = n Ec. 3.36
DIy (Ee. 3.36)

Donde s y t son nodos en la red, diferentes de n. L(s,t) denota la Longitud del Camino
Minimo entre los nodos s y t; L (s,t), esla Longitud de Camino Minimo del nodo s al t, pasando si o
si por el nodo n. El valor B, para cada nodo es normalizado por (N—1]/[N—=2]/2, N es el numero total
de nodos en el componente conectado al que n pertenece; Por lo tanto, el B, de cada nodo es un

namero entre 0 y 1. Los nodos con valores de B, mayores son aquello que conectan clusters de nodos,
no necesariamente poseen numero alto de contactos, pero si son claves para relacionar nodos

separados de una red. Por ejemplo el valor de Centralidad de Intermediacion del nodo b (B,), en la

Figura 3.1 se calcula como:

L(a,c)b-|_L(a,d)b L(a,e), L(c,d), Lf(c,e), L(d,e)b)/6
L(a,c) L(a,d)

+(Z)+(H)+0+0

b=

+

Lic.d) T Llc,e) T L(d,e)

/6 ~0,583

Figura 3.1 Ejemplo de red con 5 nodos y 5 linkers. Se distingue al nodo b en rojo ya que es que
utilizamos para los célculos de Cc, y B,.

En trabajos anteriores, se ha postulado que la cercania entre residuos dentro de una red
permitia caracterizar sitios funcionales dentro de una proteina [Del Sol 2006]. Amitai et al., llevaron a
cabo una prediccion a gran escala de residuos del sitio activo y examinaron la relacion entre valores de
Proximidad Central por residuo, con otras funciones de los mismos [Amitai 2004]. Ademas, estudios
anteriores han relacionado parametros de centralidad de una red de interaccion de aminoacidos con la
capacidad de tolerar la sustitucion de diversos aminoacidos dentro de la red. En particular, se ha
demostrado que el parametro de Centralidad de Intermediacion destaca residuos importantes para el
plegado de una proteina [Vendruscolo 2002]. Por lo tanto, el valor de Centralidad de Intermediacion
podria estar asociado con la capacidad de un residuo para desempefiar un papel critico en la funcion de

una proteina [Cusack 2007].
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Resultados

1° Ley. Un robot no hard dafio a un ser humano o,
por inaccién, permitir que un ser humano sufra dafio.
2° Ley. Un robot debe hacer o realizar las érdenes
dadas por los seres humanos, excepto si estas érdenes
entrasen en conflicto con la 1¢ Ley.

3° Ley. Un robot debe proteger su propia existencia

en la medida en que esta proteccién no entre en

conflicto con la 1% o la 2¢ Ley.

Circulo vicioso (Runaround), 1942,

Isaac Asimov
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4. RESULTADOS

4.1 RESIDUOS EN POSICIONES CLAVES PARA EL
MANTENIMIENTO DE LA DIVERSIDAD CONFORMACIONAL

4.1.1 Determinacion del set de proteinas

El set de estructuras de proteinas de estudio fue seleccionado a partir de pares de conférmeros
con y sin ligando de la base de datos de la diversidad conformacional (CoDNasS, por sus siglas en
ingles, Conformational Diversity in the Native State of proteins) [Monzon 2016]. Esta base de datos es
una coleccion de estructuras redundantes para la misma proteina, obtenidas a partir de diferentes
protocolos experimentales. CoDNas permite conectar sus datos con informacion fisicoquimica y
biologica, permitiendo explorar cuales son los diferentes parametros que modulan la diversidad
conformacional de proteinas. El valor de RMSD, teniendo en cuenta solo los Ca, se considera como
una medida de la diversidad conformacional. En la tesis, elegimos pares de estructuras de la misma
proteina cuya unica diferencia en la estimacion de la estructura es la presencia o ausencia de ligando.
Ante la existencia de mas de una estructura cristalizada se priorizé que la diferencia estructural entre
conformeros sea maxima de acuerdo al valor de RMSD.

Aplicamos varios filtros en el conjunto de datos original para obtener un set bien curado: (i)
solo utilizamos estructuras con una resolucién < 4 A, (ii) las estructuras no podian contener huecos o
regiones sin definir dentro del archivo de pdb, (iii) la correlacion entre los factores B experimentales y
teoricos debia ser mayor a 0,4 (ver Capitulo 2, seccion 2.3.1, Ec. 2.64) , (iv) para el analisis de la
conservacion evolutiva, dentro de la base de datos HSSP, debiamos contar con mas de 100 estructuras
homologas por proteinas.

Se obtuvo un total de 188 pares de estructuras sin y con ligado. La Figura 4.1 muestra la
distribucidn de los valores de RMSD obtenidos sobre todos los pares del conjunto de datos. La lista de

los pares con su correspondiente codigo pdb se proporciona en el Apéndice B.

4.1.2 Identificacion de residuos en posiciones claves

Varios estudios previos han demostrado que los cambios conformacionales asociados a la
union del ligando suelen estar dominados por s6lo unos pocos modos normales de baja frecuencia
[Tama 2001, Zheng 2006, Atilgan 2001, Bahar 2005, Delarue 2002]. En nuestro caso, el nimero de
modos normales que componen el subespacio S asociado al cambio conformacional se defini6 a partir
del calculo del numero de participacion M (ver Capitulo 3, seccion 3.2.1, Ec. 3.6). La Figura 4.2a
muestra la distribucion de la fraccion de modos normales involucrados en el cambio conformacional

calculado como M/3N-6 obtenidos sobre todos los pares de estructuras en nuestro conjunto de
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proteinas. El valor promedio es 0,15 £ 0,09, confirmando que mediante un niimero bajo de modos
normales se puede representar el espacio vibracional de una proteina asociado a la union del ligando.
Sin embargo, esto no se cumple siempre [Petrone 2006], ya que se pueden apreciar en la distribucion
valores mayores a 0,5. La Figura 4.2a también muestra la comparacion entre las distribuciones de
valores M/3N-6 y Mg/3N-6 (ver Capitulo 3, seccion 3.2.3). Se puede apreciar, que se necesita un
mayor numero modos normales para lograr una buena descripcién de los patrones de flexibilidad,

respecto al nimero de modos necesarios para describir el cambio asociado a la unién del ligando.

13 10
RMSD [A]

Figura 4.1 Distribucion de los valores de RMSD para todos los pares del set de estudio.
Realizamos la distribucion de Densidad mediante el paquete ggplot2 de R y el software Rstudio
[Wickham 2016]. La aplicacién del suavizado tipo nucleo (kernel smoothing) a la distribucion de
frecuencia de un conjunto de datos produce la estimacion de Densidad Nucleo (Kernel Density
Estimate). Esta es una alternativa util al histograma ya que que no requiere la eleccion arbitraria del
ancho de la ventana y presenta un resultado suavizado.

La composicion de los subespacios S (ver Capitulo 3, seccion 3.2.1) de cada par del set de
estudio se muestra en la Figura 4.2b como distribucion del grado de colectividad i (ver Capitulo 2,
seccion 2.3.3). En general, los modos normales implicados en el cambio conformacional representan
movimientos vibratorios mas colectivos que el resto de modos. El maximo de la distribucion en 0,5
indica que, en promedio, la mitad de los residuos participan en los desplazamientos concertados
descritos por cada uno de estos modos. Ademas, la Figura 4.2b muestra la distribucién del grado de
colectividad para modos que pertenecen al subespacio Sg (ver Capitulo 3, seccion 3.2.3). La
comparacion con los modos normales que participan en el cambio conformacional indica que los
modos involucrados en el patrén de flexibilidad son sélo ligeramente mas colectivos. Este resultado
concuerda con estudios previos que demuestran que los cambios conformacionales se asocian
comunmente a los modos normales de baja frecuencia [Tama 2001, Petrone 2006]. A pesar de ello, la
participacion en el cambio conformacional de modos normales localizados esta lejos de ser
insignificante [Petrone 2006].

También hemos explorado la dependencia del subespacio S, asociado a la unién del ligando,
con el RMSD entre conférmeros y el tamaiio de la proteina. Para ello, hemos considerado el nimero

de participacion, M y el valor promedio de colectividad de los modos que pertenecen al subespacio S.
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Obtuvimos coeficientes de correlacion de Spearman de 0,03 (p-value = 0,007) y -0,14 (p-value <
2,2x10"), entre el promedio de la colectividad y el RMSD vy el tamafio de las proteinas
respectivamente. También, encontramos una correlacion insignificante de 0,09 (p-value = 0,23) entre
el nimero M y el RMSD. Sélo se obtuvo una correlacion significativa de 0,49 (p-value = 7,3x10"%)

entre M y el tamafio de la proteina.

Probabilidad Relativa

0.65

M/3N -6

D W »

[

Probabilidad Relativa
(o (=) (=) (=) (o)

=

0.1 0.3 0.5 0.7

Colectividad

Figura 4.2 (a) Distribucion de la fraccion de modos normales involucrados en el cambio
conformacional calculado como M / 3N (rojo), y la fraccion de modos normales que participan en el
patrén de flexibilidad calculado como Mg / 3N (verde); obtenido sobre todos los pares de estructuras
en nuestro conjunto de datos. (b) Distribucion del grado de colectividad, k«, para cada modo normal
que participa en el cambio conformacional (rojo), cada modo normal que participa en el perfil de
flexibilidad (factor B) (verde) y para el resto de los modos normales (azul).

Como se menciono antes, la diversidad conformacional del estado nativo desempeia un papel
central en la modulacion de la funciéon de la proteina. La coexistencia de conformeros con diferentes
afinidades por el ligando en un equilibrio dindmico es la base para el modelo de pre-equilibrio. Los
movimientos internos del conféormero sin ligando deben contener los cambios conformacionales y
garantizar la transicion del conformero libre al conférmero unido. Por lo tanto, el efecto de las
mutaciones en el subespacio S de modos normales asociados a la union del ligando debe correlacionar
con la conservacion evolutiva de los sitios correspondientes.

Para investigar esto, la Figura 4.3 muestra la relacion entre el efecto de una mutacion puntual
. . . ., . S . ’ .7
sobre las vibraciones involucradas en la uni6n al ligando Z_ . (definido en el Capitulo 3, seccion

3.2.2) y la conservacion evolutiva Z€  (definido en el Capitulo 3, seccion 3.3.2). Obtuvimos un

score
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coeficiente de correlacion de Spearman p = -0,36 con un p-value menor a 2,2x107'°. Esto significa que
cuanto mayor es el impacto producido por las mutaciones sitio-especificas sobre el subespacio, mayor

es la conservacion evolutiva especifica del sitio.

2=
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Figura 4.3 Efecto de las mutaciones sobre las vibraciones involucradas en la union al ligando

(ZSi ) frente a la conservacion evolutiva (ZCi ). Se incluye la linea de regresion lineal y el

score score

coeficiente de correlacion p se muestra en la esquina superior derecha.

st
score

Con el fin de analizar la dependencia de Z con el tamafo de las proteinas y el RMSD

entre conformeros, consideramos distintos subconjuntos de nuestro set de proteinas. Los subconjuntos
se separaron segun: (a) RMSD < RMSD; (b) RMSD > RMSD; (c) tamafio < tamaifio; (d) tamafio >
tamafio, siendo el RMSD= 2,0 A (Figura 4.1) y tamafio = 80. Obtuvimos coeficientes de correlacion
de Spearman de -0,32, -0,35, -0,30 y -0,34 para los subconjuntos (a) - (d), respectivamente. En todos
los casos, se obtuvo un p-value < 2,2x10"°. A pesar de que nuestro resultado no esta fuertemente
influenciado ni por el tamafo de la proteina, ni por el RMSD, se observa una ligera dependencia. Es
decir, observamos mejores correlaciones para proteinas grandes y proteinas con mayores distorsiones
estructurales (RMSD) producidas por la unién del ligando.

Nuestra metodologia nos permite identificar las posiciones claves para la conservacion
evolutiva de la diversidad conformacional de la proteina necesaria para la union del ligando.
Es decir, podemos determinar las posiciones cuyas mutaciones alteran en mayor medida el subespacio
S que contiene los modos normales que describen la transicion conformacional entre la estructura sin

ligando y la estructura unida al ligando. Para cada par de estructura con y sin ligando, definimos las
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Si
score *

posiciones claves como aquellas dentro del 5% de los valores mas bajos de Z El cambio de la

definicion de las posiciones usando el 1% o 10% no modifica cualitativamente nuestro resultado.

En la Figura 4.4, analizamos la conservacion evolutiva de estos residuos en posiciones
claves en relacion con el resto de los residuos. La distribucion de Zgore , para los residuos en
posiciones claves se encuentra desplazada hacia valores mayores, lo que indica que estos residuos se
encuentran conservados evolutivamente. La diferencia entre ambas distribuciones se valido
estadisticamente realizando una Prueba o Test de Kolmogorov-Smirnov, donde se obtuvo un valor de

0,31 con un p-value = 2,2x107'°,

Residuos en posiciones claves? oo

Otros residuosy  smee

) By 0 1 3
7C

score
Figura 4.4 Distribucion de los valores de conservacion evolutiva, Z_  , obtenida para los

residuos en posiciones claves (rojo) y para el resto de los residuos (azul). Los rectangulos
inferiores y superiores del grafico de caja o box-plot, corresponden al primer y tercer cuartil, y la
banda negra dentro de la caja es la mediana (segundo cuartil). El violin-plot, debajo del la
representacion de caja, muestra la distribucion de la variable.

En este punto es importante destacar que el objetivo del presente trabajo no es explicar
completamente la conservacion evolutiva de los residuos a través de su relevancia en la diversidad
conformacional de proteinas. Trabajos anteriores demuestran que la conservacion evolutiva de la
secuencia es consecuencia de multiples factores como la estructura, la dinamica y / o caracteristicas
funcionales [Liu 2012, Morcos 2013, Juritz 2013, Parisi 2015].

Los resultados presentados en las Figuras 4.3 y 4.4 enfatizan que la diversidad
conformacional del estado nativo de una proteina es s6lo uno de los muchos aspectos que modulan la
funcién de la misma. Por este motivo, los residuos dinamicamente relevantes, o las regiones asociadas
a la diversidad conformacional, se encuentran evolutivamente mas conservados que otros residuos. A
pesar de la existencia de multiples fuentes de conservacion evolutiva, destacamos la correlacion entre
nuestra medida del efecto de mutaciones sobre dindmica involucrada con la union al ligando y la

divergencia evolutiva. Los p-values obtenidos en el andlisis de las Figuras 4.3 y 4.4 cuantifican la



RESULTADOS 49

significacion estadistica de nuestros resultados, lo que indica que los datos observados son

inconsistentes con el supuesto de que la hipotesis nula es verdadera.

4.1.3 Caracterizacion de las posiciones claves

Realizamos diferentes estudios para caracterizar los residuos situados en posiciones claves.

En primer lugar, se analiz6 la incidencia de los diferentes tipos de aminodcidos, definida como

pc
[, =2« (Ec. 4.1)
A%

o
o

donde v es la frecuencia en la que el aminoacido o es detectado como un residuo en una posicion

L
clave, y v, la frecuencia correspondiente del mismo aminoacido a en el resto de las posiciones. Un
valor de I, > 1 indica que la frecuencia del aminoécido o dentro de las posiciones claves es mayor en
relacidon con su frecuencia observada en el conjunto de proteinas estudiadas. La Tabla 4.1 muestra

estos valores.

Tabla 4.1 Incidencia de los residuos en posiciones claves.

Cys 2412 Tyr 0.856
Trp 1.626 Gly 0.837
Val 1.625 Gln 0.807
Ile 1.577 His 0.803
Phe 1.569 Ser 0.792
Leu 1.432 Asp 0.706
Met 1.197 Glu 0.685
Asn 0.932 Lys 0.669
Ala 0.889 Arg 0.527
Thr 0.883 Pro 0.438

Cys presenta el mayor valor de I, debido principalmente a la importancia de los enlaces de
puentes disulfuro. Luego, aminoécidos no polares, como Val, Ile, Leu, Met, Trp y Phe, estan entre los
residuos observados con mayor frecuencia en las posiciones claves detectadas. Esto estd de acuerdo
con la comparacion de la distribucion del Area Relativa de accesibilidad al Solvente (ARS), calculada
usando el programa NACCESS, para residuos en posiciones claves respecto al resto de residuos en la
proteina (Figura 4.5). A partir de los valores de ARS, se encontrd que las posiciones clave se
encuentran, en general, en el interior de la estructura proteica.

En este punto, resulta interesante analizar las correlaciones entre z5 Z€ . ARS y el

score 2 score ?

nimero de contactos entre aminoacidos (Grado o Degree), para cada residuo de nuestro conjunto de

proteinas calculado utilizando el programa RING. Por un lado, el coeficiente de correlacion de

Pearson entre los valores de Z° y ARS dié como resultado un valor de 0,48, mientras que el valor

score

correspondiente entre Zf;m y el Degree fue de -0,46. Por otro lado, se obtuvieron correlaciones de
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y ARS; y de 0,23 entre z° y el Grado o Degree. Se ve claramente que mientras

score

-0,27 entre z¢

score

Si
score ?

ARS y el nimero de contactos por residuo correlacionan fuertemente con el valor de Z ambos se

. ’q - C . <y
correlacionan débilmente con el valor de Z_ . Considerando nuestra correlacion de -0,36 entre

score

s c . . . .,
Z.e Y L. concluimos que este valor no puede explicarse por una simple evaluacion de la ARS y

el numero de contactos por residuo.

SED GRS S @se - .

Residuos en posiciones claves

Otros residuos

25 50 75 100
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Figura 4.5 Area Relativa de accesibilidad al Solvente (ARS) para los residuos en posiciones
claves (rojo) y el resto de las posiciones en la proteina (azul).

Dl

También analizamos la relacion entre el valor de Z°__ o zf;m , y el RMSD por residuo

score

S
score

( RMSD') entre las estructuras con y sin ligando. La fuerte correlacion de 0,4 entre el valor de Z
y el RMSD' indica que las mutaciones en posiciones con poca divergencia estructural entre los
conformeros probablemente tengan un fuerte impacto sobre las vibraciones asociadas al cambio

conformacional generado por la union del ligando. Sin embargo, se obtuvo una correlacion muy débil

de -0,16 entre el valor de ch‘m y el RMSD'. Es decir, no todos los residuos con baja movilidad
relativa durante el cambio conformacional se encuentran conservados evolutivamente.

Utilizamos la base de datos BioLip [Yang 2013] para obtener informacidn relativa al sitio
activo de cada proteina en el set de estudio. A partir de esta informacion, se calcul6 la distancia de los
residuos en posiciones claves respecto al centro de masa del sitio activo de la proteina. La Figura 4.6
muestra la distribucion de estas distancias para los residuos considerados claves y para el resto de
residuos de cada estructura. Se determino que, en general, los residuos en posiciones claves estan mas
cerca del sitio activo sin formar parte de €él; solo el 10% de las posiciones claves corresponden a
residuos que forman parte del sitio activo.

Estudios previos han demostrado que los residuos del sitio activo estan frecuentemente

relacionados con residuos que provocan cambios conformacionales asociados a la unién del ligando
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[Ming 2005, Yang 2005, Ming 2006, Zheng 2009b]. El coeficiente de correlacion de Pearson entre los

valores de Z? . y la distancia al centro de masa de los sitios activos es de 0,39 con un p-value de

2,2x107%, Las transiciones conformacionales deberian introducir cambios en el sitio activo que
conducen a cambios significativos en la afinidad para el ligando. A pesar de ello, los residuos del sitio
activo s6lo comprenden una pequeia fraccion de los residuos claves predichos; esto concuerda con los
resultados previos obtenidos por Zheng et al. [Zheng 2009b]. Por lo tanto, la mayoria de los residuos
en posiciones claves, conservados evolutivamente, no estin directamente asociados a la catalisis

enzimatica.

Residuos en posiciones clavess

Otros residuos

0 10 20 30 40
Distancia al Sitio Activo [A]

Figura 4.6 Distribucion de las distancias de los residuos en posiciones claves (rojo) y del resto de
los residuos (azul) al centro de masa del sitio activo de la proteina.

A continuacion, analizamos los elementos de estructura secundaria (SSE, por sus siglas en
ingles) del que forman parte los residuos en posiciones claves. Para esto, utilizamos el programa DSSP
[Kabsch 1983, Touw 2015] que define ocho tipos de elementos de estructura secundaria: H (hélice-a),
G (hélice-319), I (hélice-rt ), B (hoja-P unitaria), E (hoja-B extendida), T (n-turn), S (bend) y N (loop).
La Tabla 4.2 muestra los valores de la incidencia, I i, de los residuos claves en los diferentes SSE,
definida como

e
Lgopx = —& (Ec. 4.2)

VssE, x
donde vggE,X es la frecuencia de las posiciones claves en el SSE X; con X=H,B,E, G,[, ToS. Y
Vsse.x la frecuencia correspondiente en el resto de los residuos. Un valor de I > 1 indica que la
frecuencia con la que los residuos en posiciones claves se encuentran dentro del SSE X es mayor en
relacion con su frecuencia observada en el conjunto de proteinas estudiadas. Se determind que las
posiciones claves son mas frecuentemente en elementos de estructura del tipo hoja-B extendida y

hélice-a.
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Tabla 4.2 Incidencia de diferentes residuos en
posiciones claves relacionado con los SSE.
E 2.087

1.146
1.019
0.608
0.547
0.355
0.349
0.000

— = »nn Z QW D

Nuestra medida de las distorsiones estructurales introducidas por la unidn al ligando esta
dada por el vector diferencia V, cuyos elementos estan ponderados por los factores B correspondientes
(ver Capitulo 3, seccion 3.2.1). De esta forma, evitamos que nuestros resultados puedan verse
sesgados por cualquier distorsion estructural que no esté directamente relacionada con la union del
ligando. Loops y otras regiones flexibles se descartan inherentemente mientras se resaltan dominios y
regiones de tipo bisagra (hinge). Por lo tanto, se ponderd particularmente dos tipos de residuos con
bajos factores B. Por un lado, se destacaron los residuos que presentan grandes contribuciones al
cambio conformacional. Estos residuos experimentan grandes distorsiones estructurales tras la union
del ligando sin presentar una flexibilidad significativa o incertidumbres en sus coordenadas en el
conjunto de conformaciones del estado nativo de la proteina sin ligando. Estos residuos son
arrastrados por los movimientos colectivos que se desencadenan cuando el conjunto de posiciones en
equilibrio cambian hacia la conformacién con ligando de la proteina. Por otro lado, también se
destacaron residuos que apenas se mueven entre las conformaciones sin y con ligando. Estos residuos
se localizan en regiones bien definidas del tipo bisagra, sin conectar elementos de estructura
secundaria (SSE) o dominios de forma secuencial, como loops, participando quizds como pivotes a
través de contactos entre SSE o entre dominios. De esta forma las mutaciones introducidas en este
ultimo tipo de residuos pueden afectar fuertemente los movimientos vibracionales implicados en
cambios conformacionales por la union del ligando. Para confirmar esto analizamos la incidencia de
contactos inter-SSE definida como

I — Viner—SSE,X,Y (Ec. 4.3)

SSEX Vinter—SSE, X, Y o
donde Vi, g x.y ©s la frecuencia de los residuos en posiciones claves que participan en contactos
SSE, entre los residuos localizados en X, siendo X =Ey H; e Y=E, B, H, G, S, T, Ny Ly
Viner—sse.x.y 1a frecuencia correspondiente en el resto de los residuos. La Tabla 4.3 muestra estos

valores. Observamos una gran incidencia de contactos inter-SSE de residuos en posiciones clave,
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confirmando nuestra hipotesis de que estos residuos participan de contactos entre SSE bien

estructuradas, como hélice-a (H), hoja-p extendida (E).

Tabla 4.3 Incidencia de residuos en posiciones claves que participan en contactos inter-SSE.

E-H 2.83096 H-B 2.70408
E-N 1.92404 H-E 2.19460
E-E 1.89671 H-H 1.62143
E-B 1.88451 H-S 0.86975
E-S 1.71122 H-T 0.83943
E-G 1.56960 H-G 0.81984
E-T 1.03616 H-N 0.76340
E-I 0.00000 H-I 0.00000

Nuestro analisis no depende de la informacion de la secuencia de proteinas, ni del andlisis de
la conservacion evolutiva y el mapeo estructural de la informacion filogenética como métodos de
rastreo evolutivo. No intentamos competir con métodos desarrollados previamente para la prediccion
de sitios de union a ligandos [Lichtarge 1996, Glaser 2003]. La funcionalidad de los residuos en
posiciones claves no esta necesariamente relacionada con las interacciones proteina-ligando o la
actividad catalitica, sino con la diversidad conformacional asociada a la unién al ligando. Por lo tanto,
no se espera que todas las mutaciones que presenten efectos sobre la afinidad por el sustrato y la
actividad catalitica puedan asociarse a nuestra definicion de residuos en posiciones claves que
involucran aminoacidos asociados a un aspecto muy particular de la funcionalidad de la proteina, que
son las vibraciones asociadas a distorsiones estructurales introducidas por union del ligando. Para
analizar eso, hemos comparado nuestros resultados con informacion de datos experimentales provistos
por la base de datos UniProt [UniProt 2015]. Esta base de datos proporciona una vision general y
completa de la informacion disponible sobre proteinas, incluida informacion relacionada con la
funcidn, la actividad catalitica y mutaciones con efectos reportados sobre la afinidad por el sustrato y
la actividad catalitica. UniProt contiene informacion sobre 185 mutaciones para 43 proteinas de
nuestro set; solo 13 de estas mutaciones, distribuidas en 11 proteinas corresponden a residuos en
posiciones claves. Este resultado es esperado ya que, como se inform6 anteriormente, solo ~10% de
los residuos en posiciones claves corresponden a residuos del sitio activo. Es decir, nuestros residuos
claves predichos no coinciden con los residuos cataliticos. Teniendo en cuenta que nuestro
procedimiento permite la identificacion de regiones espaciales claves en lugar de residuos
individuales, hemos ampliado nuestro analisis para incluir residuos que estan en contacto directo con
los residuos en posiciones claves. Para esto utilizamos informacion obtenida mediante el programa
RING 2.0 [Piovesan 2016]. Encontramos que 98 de las mutaciones informadas en UniProt concuerdan

con nuestros hallazgos. Es decir, el 53% de las mutaciones con evidencia experimental relacionada con
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la afinidad del ligando y la catalisis enzimatica coinciden o estan en estrecho contacto con los residuos
en posiciones claves para el mantenimiento de la diversidad conformacional asociada a la uniéon del
ligando.

Con el fin de analizar mas a fondo el papel de las posiciones clave como pivotes entre SSE,
llevamos a cabo una metodologia previamente desarrollada para investigar los movimientos de
dominios entre conformeros con y sin ligando [Brylinski 2008]. Considerando un residuo clave que
pertenece a un SSE X y que realiza un contacto inter-SSE con un SSE Y, se calcul6 la diferencia entre
los angulos formados por cada eje de inercia correspondiente al SSE X y el mismo eje de la SSE Y,
para las estructuras con y sin ligando. Elegimos la mayor diferencia entre estos angulos como una
medida cuantitativa de las diferencias de orientacion relativa de las SSE. (ver Capitulo 3, seccidn 3.3.6
o [Browner 1992, Brylinski 2008]). Nuestros resultados, presentados en la Figura 4.7, indican que las
SSE conectadas a través de un residuo clave presentan movimientos angulares mas grandes en

comparacion con aquellas en las que ningln residuo clave participa en el contacto entre SSE.
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Figura 4.7 Distribucion de la mayor diferencia entre los Angulos formados por los ejes de inercia
de SSE individuales, conectados a través de un residuo en posicion clave (rojo), y a través de
otros residuos (azul).
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Es interesante observar que la Figura 4.7 relaciona los residuos en posiciones claves con
distorsiones estructurales generadas por la unién del ligando. Las diferencias de los movimientos
angulares se obtienen directamente de las coordenadas PDB de las estructuras. Por lo tanto, el uso de
un método de “grano grueso”, basado en la descripcion de la proteina como una red eléstica de
carbonos a, no sesga estos desplazamientos relativos entre las SSE.

Para aclarar el papel que los contactos inter-SSE mediados por residuos en posiciones claves
tienen en la transicion conformacional mediada por la union del ligando, la Figura 4.8 muestra el caso
de la Proteina Transportadora de Acilo (ACP por sus siglas en ingles, Acyl-Carrier Protein) de
Escherichia coli como ejemplo de un residuo en posicion clave que participa de un contacto inter-SSE
H-H. ACP es una proteina de 77 aminoacidos implicada en la sintesis de acidos grasos (codigos pdb
1ACP y 2FAE, para estructuras sin y con ligando, respectivamente [Kim 1990, Roujeinikova 2007]).
La Figura 4.8 muestra el residuo clave 169 localizado en la hélice-a H4 (Q66-H75). Este residuo
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interactia con V7 perteneciente a la hélice-oo H1 (E4-Q14). Las flechas indican las direcciones en las
que los residuos se mueven durante el cambio conformacional al unirse el ligando. El angulo A8 indica
el cambio en la orientacion relativa entre H1 y H4, con 169 participando como pivote a través del

contacto inter-SSE con V7.
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-
-
)
-
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Figura 4.8 Cambio en la orientacion relativa entre dos a-hélices de la proteina transportadora de
acilo (ACP) de Escherichia coli. La estructura sin ligando (codigo pdb: 1ACP, cadena A) y la
estructura con el ligando unido (coédigo pdb: 2FAE, cadena B) se representan en verde y gris,
respectivamente. El residuo de posicion clave 169 (rojo) participa de un contacto intra-SSE H-H con
V7. Las flechas indican las direcciones en las que los residuos se mueven durante el cambio
conformacional al unirse al ligando. AB = 6-0 ', siendo 0 el angulo entre la hélice-a H4 (Q66-H75) y
hélice-a H1 (E4-Q14) para la estructura sin ligando y 0 ' el angulo correspondiente a la estructura con
ligando.

4.1.4 Ejemplos

Con el objeto de ejemplificar nuestro resultado, presentamos un par de casos seleccionados
de nuestro set. El primer ejemplo es la proteina Fosfohistidina Fosfatasa 1 (PHPT1, por sus siglas en
ingles, Phosphohistidine phosphatase 1), cuyos codigos pdb son 2A16 y 20ZWf para las estructuras
sin y con ligando, respectivamente [Gong 2009]. Esta enzima de 125 aminoacidos desempeia un papel
importante en la transduccion de sefales y otras funciones celulares; el sitio activo estd ubicado entre
la hélice-a H1 y el loop L5. La Figura 4.9 muestra la estructura PHPT1 en su forma libre de ligando.
Se han identificado siete residuos en posiciones claves, es decir sitios dinAmicamente importantes que
median el cambio conformacional de unién a ligando: Y22, R45, G77, R78, 179, S80, V90. Todos

conservados evolutivamente. De acuerdo con la informaciéon proporcionada por la base de datos
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UniProt, las mutaciones en K21, R45, H53, R78, S94 y H102 tienen efectos sobre la afinidad por el
sustrato y la actividad catalitica. En la Figura 4.9, se indican los residuos en posiciones claves y los
residuos identificados por UniProt con mutaciones. Como se puede ver, la mayoria de los residuos en
posiciones claves corresponden o estdn en contacto con residuos cuyas mutaciones alteran la afinidad

por el sustrato y la actividad catalitica, confirmadas experimentalmente.

Figura 4.9 Estructura sin ligando de la proteina Fosfohistidina Fosfatasa 1 (PHPT1, cédigo pdb
2AI16). Los residuos se colorearon de la siguiente manera: residuos en posiciones claves (rosa),
residuos identificados por UniProt, cuyas mutaciones afectan la afinidad por el sustrato y la actividad
catalitica (azul) y los residuos en posiciones claves e identificados también por UniProt (rojo).

El segundo ejemplo que ilustra nuestros hallazgos corresponde a la Proteina 1 de Unién a
Calcio e Integrina (CIB1, por sus siglas en ingles, Calcium and integrin-binding protein 1), codigo
pdb 1DGU para la estructura sin ligando y 1Y 1A para el conféormero unido al ligando [Hwang 2000,
Blamey 2005]. Esta enzima tiene 183 residuos; y se une al dominio citoplasmatico allb de 20 residuos
de la integrina allbB3 plaquetaria. Actua como un regulador de sefalizacion global en una amplia
variedad de proteinas en las células, principalmente en las plaquetas. La Figura 4.10 muestra la
estructura sin ligando de CIB1. Se han seleccionado diez residuos en posiciones claves, todos
conservados evolutivamente, H101, Y102, A103, F104, F107, L115, 1160, N161, L162, F165. Como
se ha sefalado anteriormente, nuestro procedimiento permite la identificacion de regiones espaciales

H101-F107 e 1160-F165 en lugar de residuos individuales. Los residuos que presentan evidencia
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experimental de mutaciones que afectan la union a ligando y la actividad catalitica son: S78, 1106-

F109, D119, L123, L144, 1145, T159, E164 y F165. Todos estos residuos se indican en la Figura 4.10.

\V

Figura 4.10 Estructura sin ligando de la Proteina 1 de Unioén a Calcio e Integrina (CIB1, cédigo
pdb 1DGU). Los residuos se colorearon de la siguiente manera: residuos en posiciones claves (rosa),
residuos identificados por UniProt, cuyas mutaciones afectan la afinidad por el sustrato y la actividad
catalitica (azul) y los residuos en posiciones claves e identificados también por UniProt (rojo).

Es importante destacar que los efectos sobre la afinidad por el sustrato y la actividad
catalitica no estan necesariamente asociados a los efectos sobre la diversidad conformacional de la
proteina. Nuestros residuos en posiciones claves estan asociados a un aspecto muy particular de la
funcionalidad de la proteina, las vibraciones asociadas a las distorsiones estructurales introducidas por
la union del ligando. A pesar de eso, ambas regiones espaciales H101-F107 e 1160-F165, poseen
residuos con evidencia experimental obtenida de UniProt.

Finalmente, el efecto de las mutaciones en los residuos en posiciones claves se ha analizado
utilizando el modelo de red de contactos elastico ENCoM (por sus siglas en ingles, Elastic Network
Atom Contact Model) [Frappier 2014, Frappier 2015] y el algoritmo FoldX [Guerois 2002,
Schymkowitz 2005]. Para ambos casos, PHPT1 y CIBI, la diferencia predicha en los cambios de
energia libre (AA G), evaluadas con ENCoM y FoldX, indican que las mutaciones en los residuos en
posiciones claves corresponden a mutaciones desestabilizadoras, es decir, mutaciones que afectan la
estabilidad debido a una disminucién en la entropia del estado plegado. EI AAG promedio
considerando todas las mutaciones posibles en cada residuo en posicion clave fue de 2.0 kcal/mol y
1.3 kcal/mol para PHPT1 y CIB, respectivamente. Al seleccionar las mutaciones mas
desestabilizantes, AAG,_, , para cada residuo de posicion clave, obtuvimos un promedio de 4.8

kcal/mol para PHPT1 y de 3.6 kcal/mol para CIB1. Es decir, en ambos casos, los residuos en la
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posiciones claves implican aminoacidos cuyas mutaciones pueden afectar drasticamente la estructura

de la proteina [Tokuriki 2007].

4.2 REDES DE RESIDUOS EN POSICIONES CLAVES

4.2.1 Redes de residuos, conectividad y robustez

A partir de la red total de cada proteina, filtramos la informaciéon de manera tal de generar una
subred de interacciones entre residuos en posiciones claves (Redes de posiciones claves) y una subred
de interacciones entre residuos seleccionados al azar (Redes random). En la Figura 4.11a
presentamos la distribucion de residuos en posiciones claves para el conjunto de proteinas estudiadas,
esto es relevante para conocer el niimero posible de residuos que van a conformar las redes.

Uno de nuestros objetivos es determinar si los residuos en posiciones claves se encuentran
conectados formando redes de interacciones entre ellos. Para esto, analizamos el Numero de
Componentes Conectados, NCC (ver Capitulo 3, seccion 3.3.8), ya que este simple parametro sirve
para analizar la conectividad de una red. Considerando un SS (ver Capitulo 3, seccion 3.3.7) iguala 1,
encontramos que, para la mayoria de los pares del set de proteinas los residuos en posiciones claves, se
encuentran interconectados. En la Figura 4.11b se puede apreciar que las Redes random (azul) se
encuentran menos interconectadas, es decir que estos residuos se encuentran separados en un mayor
numero de clusters. Para las Redes de posiciones claves (rojo) el valor promedio de NCC es de
1,3+£0,7, mientras que para las Redes random el valor promedio es de 2,3+1,7. Estos valores
sostienen nuestra suposicion de que los residuos en posiciones claves muestran un patréon de
conectividad mas alto que el resto de los residuos.

A modo de analizar la robustez de las redes estudiamos la proporcion de interacciones entre
residuos que se mantienen luego del cambio conformacional debido a la unién al ligando. En base a
las redes de cada confoérmero, definimos el nimero de residuos que se mantienen dentro de un
Componente Conectado (ver Capitulo 3, seccion 3.3.8) para ambos conféormeros y llamamos a esto
Maxima Red Compartida. Es decir que si para un conférmero sin ligando cinco de sus residuos se
encuentran interconectados y para el conférmero con ligando solo cuatro estan conectados, el valor de
Maxima Red Compartida es igual a cuatro. En la Figura 4.11c, presentamos la distribucion del valor
de Maxima Red Compartida dividido el namero de residuos en posiciones claves por proteina. En
rojo se muestra la distribucion correspondientes a las Redes de posiciones claves, para la cual el valor
promedio fue de 0,9+0,2. La distribucion obtenida a partir de las Redes random se presento en azul y
el valor promedio de la misma fue de 0,7+0,3. Estos valores promedios indican que las Redes de
posiciones claves se conservan en mayor medida luego del cambio conformacional asociado con la

union al ligando.
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Figura 4.11 (a) Distribucion del nimero de residuos en posiciones claves para cada proteina del set de
estudio. (b) Distribucion del Numero de Componentes Conectados (NCC), para Redes de posiciones
claves (rojo) y Redes random (azul). (¢) Distribucion de la maxima red compartida por las estructuras
sin y con ligando, sobre el total de residuos en posiciones claves por proteina, esto también puede ser
visto como la fraccion de red compartida. En rojo se presenta la distribucion de las Redes de
posiciones claves y en la azul la distribucion correspondiente a las Redes random.

4.2.2 Ejemplos

En las Figuras 4.12 y 4.13 se muestran ejemplos obtenidos de nuestro set de pares de
proteinas analizando diferentes tipos de redes.
El primer ejemplo corresponde a la Adenilosuccinato Sintetasa (Adenylosuccinate Synthetase). En
Figura 4.12a presentamos la estructura 3D de conformero sin ligando, cddigo de pdb son 1ADE
[Silva 1995]. La representacion 3D del conférmero con ligando, codigo de pdb INHT [Poland 1997]
se presentd en Figura 4.12b. En ambas figuras los residuos en posiciones claves se muestran como
esferas rojas. La red total de cada conformero se presento en Figura 4.12¢ y Figura 4.12d; donde se
resalto en rojo a los residuos en posiciones claves y sus contactos. En las redes en las que no se

consideran los residuos en posiciones claves, Figuras 4.12e, 4.12f, se puede apreciar el cambio en las
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conexiones, principalmente para el conférmero sin ligando en la zona superior derecha . Finalmente en

las Figuras 4.12g y 4.12h, se presentaron las Redes posiciones claves.

Figura 4.12 Estructura y RINs de la proteina Adenilosuccinato Sintetasa (Adenylosuccinate
Synthetase). Estructura sin ligando, codigo de pdb 1ADE (a, ¢, e, g); estructura con ligando, codigo de
pdb INHT (b, d, f, h). (a, b) Estructura visualizada mediante Pymol, en rojo ser resaltan los residuos
en posiciones claves. (¢, d) Red total de residuos, nuevamente los residuos en posiciones claves se
muestran en rojo. (e, f) Red de interacciones entre residuos fuera de las posiciones claves. (g, h) Red
de interacciones entre los residuos en posiciones claves. En el Apéndice E se presentan las redes en
forma individual.
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Figura 4.13 Estructura y RINs de la subunidad-o de la Gonadotropina Coriénica humana (a-
Subunit of Human Chorionic Gonadotropin). Estructura sin ligando, codigo de pdb 1DZ7 (a, ¢, e, g);
estructura con ligando, codigo de pdb 1E9J (b, d, f, h). (a, b) Estructura visualizada mediante Pymol,
en rojo ser resaltan los residuos en posiciones claves. (¢, d) Red total de residuos, nuevamente los
residuos en posiciones claves se muestran en rojo. (e, f) Red de interacciones entre residuos fuera de
las posiciones claves. En el Apéndice E se presentan las redes en forma individual.

El segundo ejemplo utilizado es la subunidad-a de la Gonadotropina Coridénica humana (a-
Subunit of Human Chorionic Gonadotropin). En Figura 4.13a presentamos la estructura 3D de
conférmero sin ligando, codigo de pdb 1DZ7 [Vliegenthart 1999]. La representacion 3D del
conférmero con ligando, codigo de pdb 1E9J [Erbel 2000] se presentd en Figura 4.13b. En ambas
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figuras los residuos en posiciones claves se muestran como esferas rojas. En las Figuras 4.13¢ y
4.13d, se represento la red total de cada conformero, resaltando en rojo a los residuos en posiciones
claves y sus interacciones. En las redes en las que se desestiman los residuos en posiciones claves,
Figura 4.13e y especialmente en la Figura 4.13f, se ve el cambio en las conexiones entre residuos,

donde se generan dos clusters de residuos.

4.2.3 Relacion entre residuos en posiciones claves y parametros

topologicos de redes

Para cada estructura de nuestro set de proteinas de estudio, mediante el programa RING, se
generd una red de interacciones del tipo Closest Atom, considerando solo la interaccion de mayor
energia entre residuos (ver Capitulo 3, seccidon 3.3.7). Luego utilizamos el programa Cytoscape y el
complemento NetworkAnalyzer para calcular de los parametros topologicos de redes.

El valor de Grado o Degree se determina a partir del nimero de interacciones que posee un

residuo. Durante la caracterizacion de los residuos en posiciones claves, presentada en la seccion

. s St , .
anterior comentamos que la correlacion entre el valor de Z y el nimero de contactos por residuo

score
fue de -0,46. La Figura 4.14a afirma esta correlacion ya que se aprecia que la mayoria de los residuos
en posiciones claves tienen valores de Grado o Deegre mayores que el resto de los residuos.
En diversos trabajos, se ha demostrado que residuos del sitio activo y residuos conservados

evolutivamente tienen altos valores de Proximidad Central o Closeness Centrality, Cc, [Amitai 2004,

Thibert 2005, Fajardo 2013]. Residuos con altos valores de Cc, interactian directamente o mediante
unos pocos intermediarios con los demas residuos de la proteina. En la Figura 4.14b se puede apreciar
que los residuos en posiciones claves poseen valores mas altos de Cc,, respecto a las posiciones
donde las mutaciones no afectaron significativamente la dindmica de la estructura. El hecho de que los
residuos en posiciones claves presentan valores de Cc, mayores sugiere que pueden difundir y recibir
(de manera efectiva) sefiales del resto de la proteina. Esta capacidad es la clave de la importancia de
estos residuos ya que podriamos definirlos como responsables de las vibraciones asociadas a
distorsiones estructurales introducidas por union al ligando.

La funcion de la proteina resulta de la estructura tridimensional adoptada por la secuencia de
la proteina y, por lo tanto, la estructura tridimensional de una proteina debe ser considerada para
identificar residuos criticos [Benkovic 2003]. En ese sentido, un residuo critico para una estructura
proteica es también critico para la funcion de la proteina. Por lo tanto, la referencia a residuos criticos
para la funcion de proteina incluye ambos tipos de residuos: residuos criticos para la estructura de la
proteina y / o residuos criticos para su funcion bioldgica (por ejemplo, catalisis) [Cusack 2007]. El

valor de Centralidad de Intermediacion o Betweenness Centrality, B, destaca residuos importantes
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para el plegado de una proteina [ Vendruscolo 2002]. Por lo tanto, este valor podria estar asociado con

la capacidad de un residuo para desempenar un papel critico en la funcion de una proteina.
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Figura 4.14 Distribucion de los parametros topologicos de redes obtenidos para los residuos en
posiciones claves (rojo) y el resto de los residuos (azul). (a) Distribucion de los valores de Grado o
Degree, el cual representa el nimero de contactos por residuo. (b) Distribucion de los valores de
Proximidad Central o Closeness Centrality. (¢) Distribucion de los valores de Centralidad de
Intermediacion o Betweenness Centrality. La diferencia entre ambas poblaciones se valido
estadisticamente mediante el test estadistico de Kolmogorov-Smirnov. Se obtuvieron valores de 0,26;
0,25 y 0,31 para las distribuciones en a, b y ¢ respectivamente; todos con un p-value igual a 2,2x10™°.
Realizamos las distribuciones de Densidad mediante el paquete ggplot2 de R y el software Rstudio
[Wickham 2016]. La aplicacién del suavizado tipo nucleo (kernel smoothing) a la distribucion de
frecuencia de un conjunto de datos produce la estimacion de Densidad Nucleo (Kernel Density
Estimate). Esta es una alternativa util al histograma ya que que no requiere la eleccion arbitraria del
ancho de la ventana y presenta un resultado suavizado.

En la Figura 4.14c, se muestra que para varios de los residuos en posiciones claves los
valores de B son mayores que para el resto de los residuos; esto puede estas asociado a residuos que

cumplen funciones como pivote, es decir que pueden ser considerados como puntos de inflexion que
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median arreglos o cambios en la estructura proteica, en nuestro caso, asociados a la union del ligando.
Este resultado concuerda con nuestro andlisis de interacciones intra-SSE y los movimientos angulares

entre estos SSE.

. . . S C
En este punto, resulta interesante analizar las correlaciones entre  Z Z..>B,yCc,.

score 2 score

Por un lado, el coeficiente de correlacion de Pearson entre los valores de Zf;m y B, fuede-0,3;yel

coeficiente entre Z° 'y Cc_ fue de -0,6; en ambos casos se obtuvo un p-value < 2,2x10™'°. Por otro

c

score

lado, se obtuvieron correlaciones de 0,20 entre z¢ y B,;y de 0,34 entre Z

score

y Cc,. Se ve

Si
score *

claramente que B y Cc, correlacionan mejor con el valor de Z

La identificacion de residuos criticos en proteinas es importante tanto para la modulacién de
la funcion proteica como para la clasificacion de proteinas. Con este fin, las secuencias de proteinas
constituyen la primera y més abundante fuente de datos para inferir la funcién de la proteina y, por lo
tanto, la mayoria de los métodos computacionales disefiados para identificar residuos criticos se basan
en el andlisis de secuencias de proteinas. Amitai et al y Thiebert et al. llegan a la conclusion de que
combinando informacidn de conservacion evolutiva con parametros topologicos de redes, en especial
Cc,, mejoran la identificacion de residuos funcionales [Amitai 2004, Thibert 2005]. Dado que nuestro

s
score

parametro Z posee una mayor correlacion con estos mismos parametros topoldgicos de redes,

también podemos concluir que la combinacion entre estos parametros mejoraria la deteccion de
posiciones claves relacionadas con la dinamica de proteinas.

En resumen, adaptamos e implementamos métodos de generacion de redes de interacciones
entre aminoacidos, que nos permitieron establecer conexiones entre los residuos en posiciones claves y
de esta manera definimos redes de residuos importantes para la preservacion de la diversidad
conformacional de una proteina. Sugerimos que nuestro nuevo enfoque para la identificacion de
residuos o redes de residuos claves para el mantenimiento de la diversidad conformacional no sé6lo
complementa otros métodos conocidos sino que también conduce a una comprensién mas profunda de
la relacion entre la estructura de la proteina y sitios funcionales especificos. Esta relacion es

probablemente una consecuencia directa de la robustez funcional necesaria de las proteinas.
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4.3 EVALUACION DEL EFECTO DE LAS MUTACIONES Y LA
UNION DEL LIGANDO A LA DINAMICA DEL
HOMOTETRAMERO DE TRANSTIRETINA

4.3.1 Transtiretina Humana

La amiloidosis es definida como un grupo de enfermedades en las que se destruyen funciones
organicas como resultado de depdsitos de proteinas solubles como fibras estables e insolubles,
conocidas como fibras de amiloide. La transtiretina (TTR) es una de las proteinas humanas cuyo
agregado o precipitado genera fibras de amiloide asociadas a distintas condiciones patogénicas:
Amiloidosis Senil (SSA por sus siglas en ingles, Senile Systemic Amyloidosis), Polineuropatia
Amiloidotica Familiar (FAP, por sus siglas en ingles, Familial Amyloidotic Polyneuropathy) y
Miocardiopatia Amiloide Familiar (FAC, por sus siglas en ingles, Familial Amyloid Cardiomyopathy)
[Miroy 1996, Wojtczak 1996, Hornberg 2000, Sant’Anna 2016]. SSA y FAC son causadas por el
agregado de TTR normal y mutada, respectivamente, preferentemente en el corazéon. FAP se
caracteriza por la formacion de depdsitos de TTR mutante en los nervios periféricos, autonomos, y el
corazon, pero también en otros sitios como el pulmon, el tinel carpiano y el intestino. Se han
reportado mas de 100 variantes diferentes de TTR; existen mutaciones raras dentro de la TTR, donde
la formacion de fibras se desarrolla en el sistema nervioso central, dando como resultado depositos de
fibras en las leptomeninges, en el parénquima cerebral y en los ojos. FAP es causada por una serie de
mutaciones en TTR, incluyendo L55P y V30M. La mutacion de FAC mas frecuente es V1221
[Hammarstrom 2003, Bulawa 2012, Saelices 2015, Sant’ Anna 2016, Iakovleva 2016].

TTR es una proteina homotetramérica, del plasma humano. Cada monémero esta compuesto
de 127 residuos de aminoacidos. Esta se expresa, predominantemente, en el higado adulto, el plexo
coroideo del cerebro y la retina. En suero, TTR puede unirse a la hormona tiroxina (T4) y ademas
transporta la proteina de unién al retinol (RBP, por sus siglas en ingles). El estado nativo de TTR
presenta dos sitios de unién a la tiroxina, que son generados por la interfaz dimero-dimero, mediante
interacciones débiles. La disociacion del tetramero alrededor de esta interfaz genera dimeros que se
disocian rapidamente en monomeros. La posterior desnaturalizacion parcial del mondmero, que
probablemente involucra la disociacion de cadenas B, promueve la formacion de oligdmeros solubles y
fibras amiloides, siendo este proceso favorable termodinamicamente. Por lo tanto, se espera que la
estabilizacion del tetramero de TTR contribuya a inhibir la fibrilogénesis de TTR [Miroy 1996,
Redondo 2000, Quintas 2001, Cardoso 2002, Miller 2004, Johnson 2005, Choi 2010, Connelly 2010,
Kolstoe 2010, Bulawa 2012 , Palaninathan 2012, Zanotti 2013].

La unién de la hormona tiroxina T4 inhibe la amiloidogénesis causada por TTR estableciendo
interacciones con los residuos en la interfaz dimero-dimero. Solo entre un 10-25% de TTR disponible

en el plasma sanguineo, tiene unido la hormona T4, porque la proteina Globulina de Unién a Tiroxina
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(TBG, por sus siglas en ingles, Thyroxine-binding globulin) es la mayor transportadora de T4 en el
plasma. Es asi que el nivel de T4 dentro de la sangre, disponible para la union de TTR, es demasiado
bajo para estabilizar eficazmente el tetramero. La administracion externa de la hormona para alcanzar
la saturacion completa de todas las moléculas de TTR in vivo no puede realizarse sin efectos
secundarios adversos [lakovleva 2016]. Se sabe que los compuestos que se unen al sitio de union,
hidrofébico de T4 estabilizan el tetramero y enlentecen la agregacion o formacion de fibras [ Bulawa
2012, Zanotti 2013, Cianci 2015, Florio 2015, Iakovleva 2016, Sant’Anna 2016]. Es por esto que se
han desarrollado distintos agentes estabilizadores alternativos, y el farmaco Tafamidis (Vyndagel ™)
[Bulawa 2012] ha sido aprobado para uso clinico. Un estabilizador TTR eficaz debe tener alta afinidad
por el sitio de unién a la hormona y mostrar una alta selectividad para su farget en el cuerpo humano.
Debe ademas tener una incidencia baja de efectos secundarios y ser resistente a la degradacion
enzimatica in vivo [Adamski-Werner 2004, Bulawa 2012, Iakovleva 2016, Sant’Anna 2016]. Explorar
nuevas clases de compuestos con cierta afinidad por el tetramero TTR es la base de la busqueda de
candidatos prometedores en la terapia contra la enfermedad.

Las mutaciones puntuales que desestabilizan el tetrimero TTR aumentan la propension a la
formacion de fibrillas [Johnson 2005, Hurshman Babbes 2008, Cendron 2009, Connelly 2010]. La
comprension a nivel molecular de la dinamica de equilibrio del tetramero de TTR requiere la
identificacion de la red de residuos cuyas mutaciones afectan directamente a su estabilidad estructural
y dinamica relativa. Adaptando nuestro método desarrollado para definir residuos en posiciones claves
asociados con el cambio conformacional por union al ligando, identificamos los residuos en posicion
clave cuyas mutaciones alteran significativamente la dinamica de equilibrio del tetramero de TTR.

Las conformaciones con y sin ligando del tetramero de TTR coexisten como minimos locales
dentro del potencial de energia de TTR. Los cambios conformacionales implicados en la union al
ligando se consiguen mediante su dindmica de vibracion intramolecular. Exploramos la posibilidad de
que la alta afinidad relativa de ciertos ligandos a TTR pueda ser una consecuencia de cambios
significativos introducidos en el subespacio de modos normales del tetramero implicado en los
cambios conformacionales responsables de la transicion entre el conférmero libre y el conférmero
unido al ligando . Si la unién del ligando modifica estos modos normales, serd mas dificil que las
fluctuaciones térmicas superen la barrera energética que conlleva a la disociacion del complejo
tetramérico. En esta tesis presentamos un procedimiento para definir y comparar subespacios de modo
normal asociados a la unién al ligando. Adaptamos este método para analizar la estabilidad de la
dindmica del complejo TTR-ligando y comparamos varios ligandos de acuerdo con su efecto sobre las
vibraciones asociadas a la union del ligando con el fin de contribuir con nuevas caracteristicas
dinamicas complementarias a futuras exploraciones de potenciales farmacos.

La estructura tetramérica de la TTR unida a la hormona T4 se representa en la Figura 4.15.
Las hormonas T4 se localizan en las cavidades hidrofobicas de cada interfaz dimero-dimero. Los

dimeros estan compuestos de dos monomeros (A-A' y B-B' respectivamente). Cada mondmero esta
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formado por dos hojas-f, cada una formada por cuatro hebras antiparalelas, y una hélice-a corta. Las
interfases mondémero-monomero se estabilizan mediante enlaces puente de hidrégeno entre las hojas-3
HyF

La lista de estructuras de TTR utilizadas para el andlisis, se indica en la Tabla 4.4. Aplicamos
varios filtros a las estructuras TTR disponibles en la base de datos PDB para obtener un conjunto de
datos bien curado: (i) estructuras cristalizadas con resolucion < 1,7 A, (ii) estructuras completas entre
los residuos 11 y 124, (iii) estructuras sin mutaciones, (iv) estructuras para las cuales la correlacion
entre factores B experimentales y tedricos es mayor a 0,6 A, (v) estructuras con ligandos donde se
haya demostrado que inhiben la formacion de fibras, (vi) estructuras con ligandos cuyas afinidades
relativas se han demostrado experimentalmente usando ensayos de union competitiva por Calorimetria

Isotermica de Titulacion (ITC, por sus siglas en ingles, Isothermal Titriation Calorimetry).

Figura 4.15 (a) Estructura de la Transtiretina humana unida a la hormona tiroxina (c6digo pdb: 2rox).
Las moléculas de T4, dentro de las cavidades de union, se muestran como esferas. (b) Estructura del
dimero A-B. Las hojas-p de cada mondmero se identifican mediante letras (A-H) como fue sugerido
por Blake et al, en 1978 [Blake 1978].
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Tabla 4.4 Estructuras de TTR consideradas para el analisis.

TTR - ligando Codigo pdb
Sin ligando 1141
T4 2rox
T4-resveratrol Scrl
Tafamidis 3tct
Diflunisal 4i89
TBBPA Shjg
Apigenin 4wo0
CHF5074 4185
Daidzein Sal8
Quercetin 4wnj
Pterostilbene 4wns
Genistein Sakv
Resveratrol-3-O-sulfate 5al0

4.3.2 Efecto de las mutaciones en la dinamica de equilibrio del

tetramero

La dinamica vibracional intramolecular de una proteina estd intrinsecamente relacionada con
su estabilidad estructural. Por lo tanto, los cambios en la dinamica de equilibrio del tetramero de TTR
pueden estar asociados a cambios en su estabilidad relativa. En base a esto propusimos que las
mutaciones que afecten la dinamica del tetramero desestabilizarian al mismo, aumentando la
propension de la formacion de fibrillas de TTR [Saldafio 2017].

Mediante nuestra metodologia, simulamos mutaciones puntuales para cada residuo de la

estructura de tetramero de TTR sin ligando con el fin de identificar los residuos en posiciones claves

R
score

para el mantenimiento de la estabilidad de la dinamica del tetramero. El valor de Z (ver Capitulo

3, seccion 3.2.2) es una medida del cambio en la dinamica de equilibrio del tetrdmero de TTR

Ri
score ?

introducida por la mutacion en el i-€simo residuo. Cuanto menor sea el valor de Z mayor sera el

efecto de la mutacion del residuo sobre la estabilidad del tetrdmero. Los residuos en posiciones claves

se definieron como aquellos dentro del 10% de los residuos con menor valor de Z® . Enla Tabla

score
4.5 se analizan estos residuos; la mayoria de ellos estan localizados en la hoja-p E, la hoja-p F y el
loop entre estas. Casi la mitad de los residuos claves se localizaron en la interfase mondmero-
monomero, revelando que esta es una de las regiones mas vulnerables a las mutaciones que generan
cambios significativos en la dinamica de equilibrio del tetrAmero. En la Tabla 4.5 también mostramos

que las posiciones definidas como claves coinciden en su mayoria con mutaciones informadas
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previamente y asociadas a la amiloidosis por fibrillas de TTR. Particularmente, la posicion V30, con

. . ey, R} . . .
cuatro mutaciones diferentes en esta posicion y con Z____ = —1,17 , ha sido identificada como una de

las mutaciones mas destacadas de la Polineuropatia Amiloidética Familiar [Sipe 1994, Miroy 1996,
Johnson 2005]. La Figura 4.16 muestra la localizacion de los residuos claves dentro de la estructura
de TTR.

Los residuos de las posiciones claves se han analizado utilizando el algoritmo FoldX
[Guerois 2002, Schymkowitz 2005], que predice diferencias en los cambios de energia libre,

AAG=AG __—AG (Ec. 4.4)

mutant wild type

donde AG es el cambio energia libre de la estructura mutada y AG, ;. es el cambio energia

mutant
libre de la estructura nativa. El valor promedio de A AG sobre todas las mutaciones posibles obtenido
para cada residuo clave se muestra en la Tabla 4.5. Acorde con nuestras predicciones, encontramos
que para la mayoria de los residuos en posiciones claves, las modificaciones son fuertemente

desestabilizante (A AG > 2kcal / mol) [Tokuriki 2007].

Tabla 4.5 Residuos en posiciones claves para el tetramero de TTR.

~ Elemento de N°IAC N°IAC
Residuo chlore estructura Tipo Intra Inter Mutacién <AAG>
secundaria Monémero Monémero

His 88 -1,87  Loop EF * 7 1 His — Arg -1,03
Tyr69 -1,58  Hoja-BE 13 Tyr — His; Tyr — Ile 18.03
Thr 75 -1,52 Hélice-a 9 8,18
Phe 95 -1,46  Hoja-BF * 9 2 20,56
Phe 87 -1,44  Loop EF * 4 6 Phe — Met 18,53
lle73 -1,38 Hoja-BE 11 Ile — Val 17,49
Glug89 -1,33 Loop EF * 5 3 Glu — GIn; Glu — Lys 3,55
Val71 -1,32  Hoja-BE 9 Val — Ala 16,81
Val93 -1,22  Hoja-p F * 6 2 Val — Met 9,74
Val30 -1,17 Hoja-pB 7 Val — Leu; Val > Met 23,46

Val — Ala; Val — Gly
Asp74 -1,15 Hoja-BE 7 Asp — His 7,63

(No Amiloidogenica)

Tipo:* interfase monomero-mondmero [Hérmberg 2000]
# interfase dimero-dimero [Hornberg 2000]
1 Cavidad de unioén del ligando [ Wojtczak 1996, Tokuriki 2007, Florio 2015]

Mutacién: http://www.amyloidosismutations.com/mut-attr.php
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Figura 4.16 Residuos en posiciones claves, mostrados como esferas. Sus localizaciones se muestran
en un solo monémero.

La Tabla 4.6 muestra los valores de Z®  de residuos previamente identificados como parte

score
del sitio de union de la hormona tiroxina y las interfaces mondémero-mondémero y dimero-dimero

[Wojtczak 1996, Hornberg 2000, Adamski-Werner 2004, Zhang 2016]. Todos los residuos que forman

la cavidad de unién del ligando presentan valores negativos de Z lo que indica que las

mutaciones en estos residuos desestabilizan al tetrdmero mas que el promedio. Se observan valores
negativos de chim para los residuos de la interfaz dimero-dimero dentro del fragmento L110-V122
(hoja-B G, loop-GH, y hoja-B H), y los residuos L17, D18 (hoja-B A); mientras que para el segmento
A19-S23 (loop AB) y el residuo S85 (loop EF) obtuvimos valores positivos de chiore .

Finalmente, todos los residuos de la interfase mondmero-mondémero también presentan

valores negativos de Z® . Es decir, las mutaciones en cualquiera de los residuos del segmento F87-

score

V122 perturban las vibraciones del tetrimero mas que el promedio. La Figura 4.17 muestra la

localizacion de todos estos residuos dentro de la estructura de la TTR.
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Figura 4.17 Residuos de la interfaz monémero-monémero, dimero-dimero y de la cavidad de
union del ligando, mostrados como esferas. Sus localizaciones se muestran sélo en un monémero. (*
interfaz monémero-monoémero, # interfaz dimero-dimero, 1 cavidad de unién del ligando).

Tabla 4.6 Valores de Z®  de los residuos de la interfaz monoémero-monoémero, dimero-dimero y de

score

la cavidad de unién del ligando.

4 Elemento de N°IAC N°IAC
Residuo Z° estructura Tipo Intra Inter Mutacion
secundaria Monémero Mondémero
Met 13 -0,16 Hoja-p A ¥ 9 Met — Ile
(No Amiloidogénica)
Lys15 -0,45 Hoja-BA + 8
Leul7 -0,21 Hoja-f A #,1 8 2
Asp 18  -0,30 Hoja-p A # 8 1 Asp — Asn; Asp — Gly;
Asp — Glu
Ala19 0,15 Loop AB # 7 3 Ala — Asp
Val20 0,18 Loop AB # 6 2 Val — Ile
Arg21 0,53 Loop AB # 6 1
Gly22 0,19 Loop AB # 4 1
Ser23 0,14 Loop AB # 5 1 Ser — Asn
Ser85 0,31 Loop EF # 4 1
Phe 87 -1,44 Loop EF * 4 6
His 88  -1,87 Loop EF * 7 1
Glug89 -1,33 Loop EF * 5 3 Glu — GIn; Glu — Lys
His 90 -0,92 Loop EF * 5 1 His — Asp; His — Asn
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(No Amiloidogenica)
Glu92 -0,53 Hoja-B F * 6 4 Gln — Lys
Val 93  -1,22 Hoja-BF * 6 2 Val — Met
Val 94 -1,08 Hoja-B F * 6 4 Val — Ala
Phe 95 -1,46 Hoja-B F * 9 2
Thr96 -0,93 Hoja-B F * 4 3
Tyr 105 -1,04 Hoja-B G * 14 1
Thr 106 -0,37 Hoja-B G 4
lle 107 -1,01 Hoja-B G * 9 1 Ile — Val; Ile — Phe
Ile — Met
Ala 108 -0,43 Hoja-B G i 4
Ala 109 -0,61 Hoja-p G + 6 Ala — Ser
(No Amiloidogenica)
Ala — Thr
(No Amiloidogenica)
Leu 110 -0,06 Hoja-B G #,T 6 2
Ser 112 -0,21 Hoja-B G # 7 1 Ser — Ile
Pro 113 -0,62 Loop GH # 9 1
Tyr 114 -1,07 Loop GH *# 6 6 Tyr — His; Tyr — Cys
Ser 115 -0,18 Hoja-B H *# 5 4
Tyr 116  -0,70 Hoja-B H * 6 6 Tyr — Ser
Ser 117 0,44 Hoja-B H #,1 3 2
Thr 118 -0,33 Hoja-B H * 5 1
Thr 119 -0,58 Hoja-p H *H#, T 3 5 Thr — Met
(No Amiloidogenica)
Ala120 -0,91 Hoja-p H * # 4 2 Ala — Ser
Val 121  -0,54 Hoja-B H # 4 2
Val 122 -0,40 Loop * # 5 3 Val — Ile; Val — del;
Val — Ala

Tipo:* interfase monémero-monoémero [Hornberg 2000]

# interfase dimero-dimero [Hornberg 2000]

T Cavidad de unién del ligando [ Wojtczak 1996, Tokuriki 2007, Florio 2015]
Mutacion: http.//www.amyloidosismutations.com/mut-attr.php

Con el fin de resaltar la robustez de nuestros resultados, es importante mencionar que los
resultados mostrados en la Tabla 4.5 se reprodujeron utilizando una segunda estructura de TTR sin
ligando, cédigo de pdb 2qgb. El RMSD entre las estructuras 1f41 y 2qgb es de 0,47 A. A pesar de los

cambios en el orden, se obtuvieron resultados cualitativos similares para ambas estructuras.

Considerando los residuos dentro del 20% con valores de Z®  mas bajos, mas del 75% de estos

score

residuos se reproducen en ambas estructuras y ~ 90% coinciden en +/- un residuo. La lista completa de
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los residuos dentro del 20% con valores de Z® = maés bajos obtenidos usando ambas estructuras sin

score

ligando se proporciona en las Tablas 4.7 y 4.8.

Tabla 4.7 Residuos dentro del 20% con menor valor de chim para la estructura c6digo de pdb 1f41.

_ Elemento de N°IAC N°IAC
Residuo Z° estructura Tipo Intra Inter Mutacion
secundaria Monémero Mondémero
His 88 -1,87 Loop EF * 7 1 His — Arg
Tyr 69 -1,58 Hoja-B E 13 Tyr — His; Tyr — lle
Thr 75 -1,52 Hélice-a
Phe 95 -1,46 Hoja-B F * 9 2
Phe 87 -1,44 Loop EF * 4 6 Phe — Met
lle73 -1,38 Hoja-B E 11 Ile — Val
Glug89 -1,33 Loop EF * 5 3 Glu — Gln; Glu — Lys
Val 71 -1,32 Hoja-p E 9 Val — Ala
Val 93  -1,22 Hoja-B F * 6 2 Val — Met
val 30 -1,17 Hoja-p B 7 Val — Leu; Val — Met
Val — Ala; Val — Gly
Asp74 -1,15 Hoja-B E 7 Asp — His
(No Amiloidogenica)
Glu72 -1,11 Hoja-p E 6 Glu — Gly
Leulll -1,10 Hoja-B G 11 Leu — Met
Lys 70 -1,09 Hoja-B E 7 1 Lys — Asn
Val 94  -1,08 Hoja-B F * 6 4 Val — Ala
Tyr 114 -1,07 Loop GH *# 6 6 Tyr — His;Tyr — Cys
Tyr — Cys
Tyr 105 -1,04 Hoja-B G * 14 1
Ile 107 -1,01 Hoja-B G * 9 1 lle — Val;lle — Phe
Ile — Met
Tyr 78 -0,99 Hélice-a 12 Tyr — Phe
Val 28 -0,98 Hoja-B B 9 Val — Met
Ala91 -0,98 Hoja-B F 5 Ala — Ser
Thr 96 -0,93 Hoja-B F * 4 3

Tipo:* interfase monoémero-monémero [Hormberg 2000]

# interfase dimero-dimero [Hérnberg 2000]

1 Cavidad de union del ligando [ Wojtczak 1996, Tokuriki 2007, Florio 2015]
Mutacién: http.//www.amyloidosismutations.com/mut-attr.php
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Tabla 4.8 Residuos dentro del 20% con menor valor de ZX para la estructura codigo de pdb 2qgb.

score

Residuo . Elemento de Tipo N°IAC N°TAC  Mutacion
ch'ore estructura Intra Inter
secundaria Monomero Monoémero
Tyr 105 -1,6 Hoja-B G * 14 1
Phe 87 -1,54 Loop EF * 4 6 Phe — Met
Thr75 -1,49 Hélice-o
His 88 -1,45 Loop EF * 7 1 His — Arg
Tyr69 -1.33 Hoja-B E 13 Tyr — His; Tyr — Ile
lle73 -1,24 Hoja-B E 11 Ile — Val
Pro 86 -1,23 Loop EF 7
Phe 95 -1,19 Hoja-B F * 9
Thr 120 -1,16 Hoja-p H * # 4 2 Ala — Ser
Val93 -1,15 Hoja-B F * 6 2 Val — Met
Tp79 -1,1 Hélice-a 13
Ile 107 -1,08 Hoja-B G * 9 1 Ile — Val; Ile — Phe
lle — Met
Asp74 -1,02 Hoja-B E 7 Asp — His
(No Amiloidogenica)
Val 71 -0.97 Hoja-p E 9 Val — Ala
Val 14 -0,93 Hoja- A 8
Thr96 -0,92 Hoja-B F * 4 3
Glug&8 -09 Loop EF * 5 Glu — Gln; Glu — Lys
Val 121  -0,89 Hoja-p H # 4 2
Leulll -0,88 Hoja-B G 11 Leu — Met
Val 94  -0,87 Hoja-B F * 6 4 Val — Ala
Tyr 114 -0,86 Loop GH * # 6 6 Tyr — His; Tyr — Cys
Tyr — Cys
Lys76 -0,84 Hélice-a 8 1

Tipo:* interfase mondmero-monémero [Hérnberg 2000]

# interfase dimero-dimero [Hérnberg 2000]

1 Cavidad de union del ligando [Wojtczak 1996, Tokuriki 2007, Florio 2015]
Mutacién: http.//www.amyloidosismutations.com/mut-attr.php

4.3.3 Efecto de la union de drogas a la dinamica de equilibrio del
tetramero
Hemos realizado un andlisis comparativo de los efectos de varios fairmacos y compuestos (ver

Tabla 4.4) sobre las vibraciones implicadas en los cambios conformacionales asociados a la formacion

/ disociaciéon del complejo tetramérico sin ligando. La Figura 4.18 muestra las estructuras
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superpuestas listadas en la Tabla 4.4. En la figura se resaltan aquellas regiones que presentan mayor
flexibilidad en base a los valores de Factores B experimentales. Ninguno de los residuos de las

posiciones claves enumerados en la Tabla 4.5 pertenece a una de estas regiones.

Figura 4.18 Representacion de las 13 estructuras de TTR superpuestas, enumeradas en la Tabla
4.4. El ancho de la representacion corresponde a los valores de los factores B experimentales. También
se indican los segmentos con mayor flexibilidad.

Las distorsiones estructurales introducidas por la union del ligando se analizan en términos de
RMSD. Una informacion detallada de los valores de RMSD entre todas las estructuras de nuestro
conjunto de datos se muestra en la Figura 4.19. Los valores bajos de RMSD indican que la estructura
libre de ligando del tetramero de TTR no se ve afectada en gran medida por la unién del ligando. La
estructura del tetramero unida a la hormona T4 (c6digo pdb 2ROX) es la que presenta las principales
diferencias estructurales con el resto de las estructuras, debido principalmente a las diferencias
estructurales entre la hormona T4 y los otros compuestos. A pesar de ello, los valores de RMSD entre
las estructuras parecen no seguir una relacion clara respecto a las similitudes quimicas entre los

ligandos, perteneciendo en su mayor parte a la gran familia de polifenoles.
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Figura 4.19 Informacion detallada de los valores RMSD entre todas las estructuras de nuestro
conjunto de datos.
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Por otra parte, la Figura 4.20a muestra la distribucion de la fraccion de modos normales,
calculados a partir de la estructura sin ligando, implicados en las transiciones conformacionales
inducidas por la unién del ligando al tetramero de TTR. Se calculd un nimero de participacion (M),
que define el tamafo del subespacio de modos normales, por cada uno de los ligandos. La fraccion se
calculo a partir del valor del numero M (ver Capitulo 3, seccion 3.2.1) sobre el total de modos

normales, M/[4x3N—6/, siendo N el numero de Ca de la estructura monomerica. Los valores \’\M,\/ =

104 + 54y <M/ 4x3N-— 6)> = 0,01 £ 0,007 indican que una fraccion significativamente pequena del
espacio vibracional participa en el proceso de union al ligando. Los modos normales pueden ser
analizados en términos de sus colectividades. La Figura 4.20b sefiala que los modos implicados en la
transicion conformacional inducida por el ligando estan compuestos por vibraciones dentro de toda la
gama de frecuencias, mostrando una distribucion de colectividades ligeramente superior a otros
modos. La distribucion de colectividad de los modos relacionados con el patron de flexibilidad del
tetramero de TTR también se muestra en la Figura 4.20b. Podemos ver que los subespacios de los
modos normales asociados a la unién del ligando no implican modos mas colectivos que los que

describen la flexibilidad de la proteina.
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Figura 4.20 (a) Distribucion de la fraccion de modos normales implicados en la transicidén
conformacional inducida por la union del ligando, calculada como M/[4 x3 N —6/; (b) Distribuciéon
del grado de colectividad, Ky, para cada modo normal que participa en el cambio conformacional
(rojo), para cada modo normal que describe el patron de flexibilidad, segtin los valores de factores B
(verde) y para el resto de los modos (negro).

Para analizar la composicion del subespacio de modos normales asociados a la union del
ligando, la Figura 4.21 representa la matriz de solapamiento entre los modos normales de la estructura
TTR sin ligando y la TTR unida al T4, destacando los modos que pertenecen al subespacio de union
del ligando. Como puede verse, estos modos normales no estan uniformemente distribuidos en toda la
gama de modos. La mayoria de estos modos se localizan en el rango de baja frecuencia y solo una
contribucion menor corresponde a los modos de alta frecuencia. Esto concuerda con estudios previos
que asocian modos normales de baja frecuencia con cambios conformacionales observados por unioén
del ligando [Tama 2001, Petrone 2006].

Para el analisis del cambio de las vibraciones internas del tetramero asociadas a la union del
ligando, utilizamos nuestro método de comparacion de subespacios (ver Capitulo 3, seccion 3.2.2,
ecuaciones 3.9 a 3.12). En este caso se compararon los subespacios de modos normales calculados a
partir de la estructura sin ligando, S, contra cada uno de los subespacios de modos normales

generados a partir de la estructura unida al ligando, S"#* [Saldafio 2017]. De esta manera se obtuvo

., . ligando . ligando
un valor de comparacion para cada ligando, C* ° . Luego se normalizo cada valor de ¢° °

. siesy Tl

score ref
(o}
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oref . Y , . . .y . .
donde T y o™ son lamediay la desviacion estindar de una distribucion de referencia, construida
a partir de la comparacion de $"* con subespacios S™ obtenidos mediante una seleccion aleatoria
de M modos normales de la estructura sin ligando. Se consideré una ventana de + 10 modos centrados

en cada modo del subespacio S original.
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Figura 4.21 Matriz de superposicion entre los modos normales de la estructura de TTR sin
ligando y los modos normales de la estructura de TTR con el ligando T4 unido. Se resalto a los

modos que pertenecen al subespacio de unién al ligando mediante puntos negros. El recuadro muestra
la matriz de superposicion para modos dentro del rango de baja frecuencia.

En la Figura 4.22 mostramos la comparacion de nuestro conjunto de ligandos de acuerdo con

su efecto sobre las vibraciones asociadas a la unién al ligando. Con el fin de relacionar la afinidad de

.y . . . . . . Glisandog
la unién con los cambios introducidos sobre las vibraciones, analizamos nuestros valores de Z_, .~ en

términos de pardmetros experimentales y mediciones asociadas a la afinidad de unién del ligando y la

estabilizacion del estado nativo del tetramero. Los ligandos que presentan valores bajos de ZSSCI;:S

introducen cambios significativos en las vibraciones asociadas a los cambios conformacionales del
tetramero que conllevan a la disociacion del mismo. Como consecuencia, el complejo tetramero-
ligando es mas estable y por lo tanto se inhibe la fibrilogénesis.

Realizando ensayos de unidon competitiva, se ha demostrado que los polifenoles Pterostilbene y
Quercetin tienen preferencia por sitios de union diferentes en TTR respecto a la hormona T4 [Cianci

2015]. Ademas, los experimentos revelan que, a concentraciones iguales, el ligando Quercetin es
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capaz de desplazar al Pterostilbene [Cianci 2015], y esto concuerda con el valor de Zi;:s

inferior
para Quercetin respecto al Pterostilbene. Aunque ni Pterostilbene ni Quercetin son capaces de
desplazar al T4, el polifenol Apigenin lo desplaza, pero solo a concentraciones muy altas [Cianci
2015]. Estos resultados indican que Apigenin presenta menor afinidad que T4. Esto estd de acuerdo

con nuestro mayor valor de Zi;:s para Apigenin respecto a T4. La afinidad de la TTR por el

Tafamidis ha demostrado ser mas alta que la de los polifenoles y T4, algo que ZSS;;; solo puede

confirmar para el caso de Pterostilbene y Quercetin. Sin embargo, Apigenin, T4 y Tafamidis estan
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Figura 4.22 Valores de z5"s para los diferentes ligandos del set.
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Segun experimentos de competicion utilizando Resveratrol y T4 radiomarcado como sonda,
el Resveratrol no es capaz de desplazar el T4 unido. Ademas, los experimentos de fluorescencia
muestran que metabolitos del Resveratrol, como el Resveratrol-3-O-sulfato, tienen afinidades mas

bajas para TTR [Cianci 2015]. En buen acuerdo con estos resultados experimentales, obtenemos que

z5"s (T4) < z5"s (Resveratrol) < z5s (Resveratrol-3-O-sulfato). Ademads, los ensayos

score score score

fluorométricos de unidon competitiva, utilizando Resveratrol como sonda fluorescente, indican que el

ligando CHF5074 presenta una elevada afinidad de union para TTR, de acuerdo con su bajo valor de

glisndog
score

Las constantes de disociacién del ligando (Kd) determinadas por ITC [lakovleva 2015],

indican que la Kd (Diflunisal) = 580 nM es mayor que Kd (Apigenina = 250 nM, lo cual concuerda

con nuestro resultado, 75" (Apigenin) < 75" (Diflunisal). Ademas, los experimentos de ITC

score score

también informan valores de Kd (TBBPA) = 20 nM y Kd (Tafamidis) = 3 nM [lakovleva 2016] que
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conduce al siguiente orden de afinidad por TTR, tafamidis > TBBPA > diflunisal. Los valores de

75 (TBBPA) > zs"s (Diflunisal) no concuerdan con estos resultados, a pesar de que ambos

score score

gligandog
score

compuestos estan cerca en orden de Z

La capacidad relativa de Genistein, Apigenin y Daidzen para desplazar la hormona T4,
radiomarcada, unida a TTR indica el orden de las afinidades de unién para TTR como Genistein >
Apigenin > Daidzen, y esto concuerda con el orden dado en la Figura 4.22. Entre ellos, s6lo Genistein
y Apigenin son capaces de desplazar al Resveratrol unido a TTR mientras que Daidzen resulto un
ligando débil que exhibe una baja afinidad de unién. Es decir, las afinidades de unién a TTR varian

segun el siguiente orden Genistein> Apigenin> Resveratrol> Daidzen y nuestro el orden concuerda

. gligandog . . gligandog . . gligandog glisandog .
siendo Z (Genistein) < Z (Apigenin) < Z (Resveratrol) < Z (Daidzen).

score score score score

glizandog
score

En este punto es interesante mencionar que los valores de Z no se correlacionan ni con

los valores de RMSD; ni con los valores de AIACs entre la estructura sin ligando y las demas
estructuras. El parametro IACs (Inter Atomic Contacts), hace referencia al numero promedio de
interacciones por residuo o (Degree) de cada estructura, por lo que AIACs es la diferencia de

(Degree) entre la estructura sin ligando contra cada estructura unida al ligando. Obtuvimos

gigando

> y RMSD; y de -0,07 entre z5s y

score

coeficientes de correlacion de Spearman de -0,22 entre Z

score

AIACs. Por lo tanto, Z5"" no depende de estas caracteristicas estructurales. Es decir que los ligandos

score
que introducen mayores distorsiones estructurales o cambios en las interacciones entre residuos no

corresponden a los que modifican en mayor medida la dindmica de equilibrio del tetramero.

4.3.4 Evidencia de asimetria en la dinamica del tetramero de

Transtiretina

A pesar de la presencia en el tetramero de TTR de dos sitios de union idénticos, los cuales
aparecen ocupados al cristalizarla aparentando una afinidad similar por T4 [Wojtczak 1996], su union
en solucion se caracteriza por una fuerte cooperatividad negativa, con aproximadamente dos érdenes
de magnitud de diferencia en los valores de Kd para la primera y la segunda molécula de T4 unidas a
TTR [Ferguson 1975]. Recientemente, se ha obtenido evidencia adicional que demuestra la
heterogeneidad del sitio de union de TTR tanto en solucion, usando el Resveratrol como un ligando
fluorescente [Florio 2015], y en estructuras cristalizadas [Cianci 2015].

Actualmente, dentro del Protein Data Bank, se pueden encontrar mas de 240 estructuras
cristalinas de TTR formando complejos con una variedad de ligandos quimicamente diferentes, cuya
union a menudo exhibe una cooperatividad negativa. Sin embargo, la base molecular del

comportamiento cooperativo y de la heterogeneidad de los sitios de uniéon de T4 atin no se ha aclarado.
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Es por esto que en esta seccion demostraremos como el analisis de modo normal se ha utilizado para
iluminar aspectos asimétricos de la dinamica del tetramero de TTR.

Inicialmente, con el fin de identificar aspectos dindmicos comunes, comparamos los
subespacios asociados a la union de cada ligando al par de sitios de union del tetrdmero, utilizando el
subespacio obtenido a partir la union de T4 como referencia [Zanotti 2017]. La Figura 4.23 muestra la

distribucién de la fraccion de modos compartidos entre los subespacio y el subespacio de union a T4.
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Figura 4.23 Distribucién de la fracciéon de modos normales compartidos entre cada subespacio
asociado la union de un ligando y el subespacio asociado a la unién del T4.

Mientras que la mayoria de los modos normales cambian entre los ligandos, dos modos
normales (n° 22 y n° 25) se encuentran en todos los subespacios asociados a la union del ligando; en la
Figura 4.24 se representan estos modos. Ambos modos presentan una simetria rotacional doble con
respecto al eje Z. Implican una combinacién de movimientos de tipo Shear (modo n° 22) y Hinge o
bisagra (modo n° 25) entre dimeros en una sola de las cavidades de union a T4. Estos movimientos
relativos se encuentran principalmente localizados en el loop-EF, loop-FG y loop-BC que afectan solo
a una de las dos interfaces dimero-dimero [Saldafio 2017]. Estudios previos [Cianci 2015] muestran
que los ligandos de TTR presentan diferentes capacidades para saturar los dos sitios de unioén de T4, lo
que conduce a la presencia de un sitio de unién principal con afinidad clara por el ligando y un
segundo sitio con menor afinidad. Nuestros resultados complementan esta evidencia de asimetria
estructural, la cual se asocia con una cooperatividad negativa de unién al ligando [Ferguson 1975,
Cheng 1977].

Mediante el analisis de modos normales, hemos analizado las diferencias en las movilidades
de los residuos en las subunidades A-A' y B-B'. Para este proposito, se calculd la fraccion de
desplazamientos relativos de los Ca de la subunidad A-A', para cada modo normal del tetramero de
TTR sin ligando (c6digo de pdb 1F41). La distribucion de estos valores se muestra en la Figura 4.25.
El pico en valores de ~1 corresponde a modos normales completamente localizados en el dimero A-A',
mientras que los modos normales localizados en el dimero B-B' estan representados por el pico en ~0.
El maximo en ~0,5 indica que la mayoria de los modos normales se distribuyen por igual entre ambos

dimeros. Sin embargo, la distribucion no es completamente simétrica.



82 Capitulo 4

Figura 4.24 Modos normales 22 (a) y 25 (b), participan en los cambios conformacionales para
todos los ligandos considerados en nuestro analisis.

Si bien la mayoria de los modos normales se encuentran deslocalizados entre las subunidades
A-A' y B-B' (Figura 4.25), varios modos estan principalmente localizados en uno de ellos. Para
analizar mas a fondo este hallazgo, los modos normales del tetrimero de TTR se clasificaron de la
siguiente manera: (1) modos normales simétricos: vibraciones deslocalizadas entre las subunidades A-
A'y B-B', con fracciones de movimientos en la subunidad A-A' dentro del rango [0.45: 0.55] (Figura
4.25) y (2) modos asimétricos: modos localizado preferentemente en una subunidad, con fraccion de
movimientos en la subunidad A-A' < 0,45 o > 0,55. Los modos (2) se pueden clasificar como: (2a)
modos asimétricos por diferencias en amplitudes relativas: modos que implican movimientos similares

con diferentes amplitudes en cada subunidad; (2b) modos asimétricos por pares: modos que muestran
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diferentes movimientos en cada subunidad, pero para los cuales existe un modo ‘“contraparte”
relacionado por simetria rotacional doble, es decir, que implica movimientos equivalentes, pero en la
otra subunidad; y (2c) modos completamente asimétricos: modos asimétricos que representan
desplazamientos relativos en una subunidad sin una contraparte en la otra subunidad. Siguiendo esta
clasificacion, hemos encontrado que solo el 18.5%, 1.1% y 16.4% de los modos corresponden a los
tipos (1), (2a) y (2b) respectivamente, mientras que el 64% de los modos son completamente
asimétricos (2c). Este resultado indica que la mayoria de las vibraciones del tetramero TTR no
presentan una simetria rotacional doble respecto al eje cristalografico que separa las subunidades A-A'
y B-B'. Ademas, solo algunos de ellos presentan vibraciones que se replican en ambas subunidades.
Por lo tanto, se espera que estas asimetrias en los patrones vibracionales de las subunidades A-A'y B-

B' se reflejen en diferentes propiedades dindmicas relevantes para la unién al ligando.

Densidad

0.25 0.5 0.75
Fraccion de Movimiento A — A'

Figura 4.25 Distribucién de la fraccion de desplazamientos relativos de los Ca de la subunidad
A-A' evaluados en cada modo normal del tetramero de TTR sin ligando. Realizamos las
distribuciones de Densidad mediante el paquete ggplot2 de R y el software Rstudio [Wickham 2016].
La aplicacion del suavizado tipo ntcleo (kernel smoothing) a la distribucion de frecuencia de un
conjunto de datos produce la estimacion de Densidad Nucleo (Kernel Density Estimate). Esta es una
alternativa 0til al histograma ya que que no requiere la eleccion arbitraria del ancho de la ventana y
presenta un resultado suavizado.

Con el fin de analizar aspectos funcionales de las asimetrias estructurales y dindmicas entre
las subunidades A-A'y B-B', se calcularon los volimenes de las cavidades en las que se produce la
unioén del ligando en ambas interfaces dimero-dimero, para un gran nimero de estructuras generadas
(ver Capitulo 2, seccion 2.3.2) representando distorsiones térmicas de la estructura original del
tetramero de TTR sin ligando. Los volimenes se calcularon mediante un algoritmo [Barletta 2017] que
combina el algoritmo de Casco Convexo o Envolvente convexa (Convex Hull) [Barber 1996] y las
triangulaciones de Delaunay [Hert 2017]. Las cavidades se analizaron considerando los 33 residuos
por subunidad que recubren las mismas, enumerados en la Tabla 4.9, o teniendo en cuenta solo 10
residuos que interactian con diferentes ligando [Tomar 2012]. La Figura 4.26 representa la
distribucion resultante de los volimenes de la cavidad de unién al ligando para cada cavidad en las
interfaces A-A' y B-B'. Se puede apreciar que, las fluctuaciones térmicas revelan diferencias en el

tamafio y la flexibilidad de las cavidades en cada interfaz dimero-dimero. Esto se observa para ambos
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tipos de cavidades, las definidas usando todos los residuos que recubren la cavidad o solo aquellos

residuos que interactian con el ligando.

Tabla 4.9 Residuos que definen la cavidad de union del ligando de TTR. Los
residuos que interactiian con el ligando se resaltan en rojo.

LEU 12 GLU 54 LEU 111
MET 13 LEU 55 SER 112
VAL 14 HIS 56 SER 115
LYS 15 GLY 57 TYR 116
VAL 16 ARG 104 SER 117
LEU 17 TYR 105 THR 118
ASP 18 THR 106 THR 119
SER 50 ILE 107 ALA 120
GLU 51 ALA 108 VAL 121
SER 52 ALA 109 VAL 122
GLY 53 LEU 110 THR 123
0.008
~ 0.006
S
Z 0.004
[
o
0.002
0.000
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Figura 4.26 Cavidades de union al ligando y sus correspondientes fluctuaciones térmicas: las
cavidades del sitio de union del ligando se definieron de acuerdo con (a) los 33 residuos por subunidad
enumerados en la Tabla 4.9, y (b) 10 residuos, los cuales tienen interaccion con diferentes ligandos,
resaltados en rojo en la Tabla 4.9. Las distribuciones de los volumenes las cavidades del dimero A-A'
y del dimero B-B ', se presentan en negro y rojo, respectivamente. Los volumenes fueron calculados
para un gran numero de estructuras generadas (ver Capitulo 2, seccion 2.3.2) que representan las
distorsiones térmicas de la estructura sin ligando del tetramero de TTR (cdodigo pdb 1F41). Realizamos
las distribuciones de Densidad mediante el paquete ggplot2 de R y el software Rstudio [Wickham
2016]. La aplicacion del suavizado tipo nucleo (kernel smoothing) a la distribucion de frecuencia de
un conjunto de datos produce la estimacion de Densidad Nucleo (Kernel Density Estimate). Esta es
una alternativa util al histograma ya que que no requiere la eleccion arbitraria del ancho de la ventana
y presenta un resultado suavizado.

A pesar de la presencia en el tetrdmero de dos sitios de union idénticos, la unién de la tiroxina
en solucién se caracteriza por una fuerte cooperatividad negativa. Nuestros datos proporcionan

evidencia de una significativa flexibilidad estructural y asimétria en la dinamica del tetrdmero TTR, y
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estas caracteristica pueden ser asociadas con su comportamiento cooperativo. La unién de un ligando a
una de las dos cavidades, la mas favorable en el momento de la unidén, posiblemente congela la
conformacion del tetrdmero en un estado ligeramente asimétrico, dejando el otro sitio de uniéon en una
conformacion menos favorable para la uniéon de un segunda molécula. La segunda Kd es generalmente
mas grande que la primera, pero la union todavia tiene lugar, lo que sugiere que la perturbacion del

segundo sitio de union es relativamente pequena.
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Conclusiones generales

“..el “Eternauta” me llamé él, para explicar
en una sola palabra mi condicion de
navegante del tiempo, de viajero

de la eternidad. Mi triste y desolada

condicion de peregrino de los siglos...”.

El Eternauta, 1957-1959.
Hector German Oesterheld

Francisco Solano Lopez
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5. CONCLUSIONES GENERALES

La diversidad conformacional de una proteina implica un equilibrio dinamico entre
conformeros con distintas afinidades por el ligando. Los movimientos internos de la proteina
garantizan la interconversion entre ellos. Debido a su relevancia para la funcion de la proteina, la
diversidad conformacional asociada a la unién del ligando debe conservarse evolutivamente. En esta
tesis, hemos presentado un novedoso procedimiento para identificar las posiciones clave cuyas
mutaciones tienen un efecto significativo en los modos normales de vibracion implicados en el cambio
conformacional asociado a la union del ligando. Hemos aplicado nuestro método a un conjunto
refinado de estructuras proteicas, considerando para cada proteina el conférmero con y sin ligando.

Con el fin de evitar mezclas de modos normales y/o reordenamientos de los mismos debido a
cambios en la frecuencia generados por la union del ligando, no analizamos modos normales
individuales sino que utilizamos subespacios de modos normales. Los modos dentro de estos
subespacios describen las vibraciones asociadas al cambio conformacional por la union del ligando.
Hemos descripto un procedimiento para definir y comparar estos subespacios. Nuestra definicion de
posiciones claves, es decir, las posiciones que son dindmicamente importantes para la union de
ligando, se basa en el efecto de las mutaciones en estos subespacios.

Encontramos una correlacion negativa entre los efectos de mutaciones sitio-especificas sobre
los subespacios de modos normales asociados a la unién del ligando y la conservacion evolutiva de
estos sitios. Los residuos cuyas mutaciones alteran en mayor medida el subespacio se definen como
posiciones claves. Se encontrd que los residuos en posiciones claves son en su mayoria alifaticos,
localizados en elementos de estructuras secundarias bien definidas como hojas-B y hélice-a. Ademas,
parecen participar como residuos pivote a través de contactos entre estos elementos de estructura
secundaria.

Los residuos en posiciones claves se identificaron utilizando subespacios de vibraciones
colectivas que participan de un cambio conformacional especifico. Estas vibraciones colectivas son
descriptas frecuentemente por modos normales de baja frecuencia, que implican movimientos
concertados de residuos que pueden localizarse en regiones separadas de la estructura proteica. Por lo
tanto, el método no se ve afectado por ningln sesgo que pueda sobreestimar el efecto de los residuos
localizados cerca del sitio de unién al ligando. Hemos demostrado que s6lo el 10% de los residuos en
posiciones claves corresponden a residuos del sitio activo. Es decir, los residuos del sitio activo so6lo
comprenden una pequefia fraccion de los residuos claves predichos.

Nuestros residuos en posiciones claves estan asociados a un aspecto muy particular de la
funcionalidad de la proteina, es decir, a las vibraciones asociadas a las distorsiones estructurales

introducidas por la unién al ligando. En este sentido, el andlisis proporciona informacién distinta y
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complementaria respecto a estudios basados en la identificacion de sitios activos secuenciales y
estructurales mediante similitudes entre proteinas homdlogas.

El método desarrollado en esta tesis no esta restringido solo a identificar residuos de posicion
clave cuyas mutaciones afectan directamente la afinidad por sustrato. Puede aplicarse directamente
para identificar residuos en posicion clave cuyas mutaciones afecten: la constante oligomerizacion, la
estabilidad, las interacciones inter-proteinas o respuestas alostéricas.

Debido a que parte de la funcionalidad de una proteina reside en su capacidad de realizar las
transiciones conformacionales requeridas, pensamos que nuestro método para estimar las posiciones
claves relacionadas con la dindmica de proteinas podria ayudarnos a mejorar nuestra comprension de
la relacion estructura-funcion, asi como la diversificacion funcional durante la evolucion.

En esta tesis combinamos la informacion obtenida de métodos basados en propiedades
estructurales y dinamicas de proteinas con informacidon relacionada con redes de interaccion de
residuos. Encontramos una buena correlacidén entre los efectos mutaciones sitio-especificas en los
subespacios de los modos normales asociados a la union del ligando y tres parametros topoldgicos de
redes. Estos parametros han sido previamente propuestos, prediciendo con éxito sitios activos o sitios
funcionales en varias proteinas [Amitai 2004, Thibert 2005]. Observamos que nuestros residuos claves
tienden a estar interconectados, por lo que pudimos definir redes de residuos que modulan los cambios
conformacionales.

Sugerimos que nuestro método para definir los residuos claves, conduce a una comprension
mas profunda de la relacion entre la estructura una proteina y sus sitios funcionales especificos. Esta
relacion es probablemente una consecuencia directa de la robustez funcional necesaria de las
proteinas.

En la parte final de la tesis, aplicamos y adaptamos nuestra metodologia al estudio especifico
del efecto de mutaciones y de la unién del ligando sobre la dindmica de equilibrio de la estructura
tetramérica de la Transtiretina Humana (TTR). Exploramos los residuos en posiciones claves que
afectan a las vibraciones del tetramero de TTR. La mayoria de ellos estan localizados en la hoja-p E,
hoja-B F y el loop EF, con mutaciones amiloidogénicas previamente reportadas. Se identifico a la
interfase mondmero-mondmero como una de las regiones mas vulnerables a mutaciones que conducen
a cambios significativos en la dinamica del tetramero. Ademas, hemos encontrado que mutaciones en
los residuos localizados en la interfaz dimero-dimero y/o en el sitio de unién a la hormona T4
desestabilizan al tetrAmero mas que el promedio.

Mediante el analisis del efecto de mutaciones en la dindmica de equilibrio del tetramero TTR.
Se espera que este aspecto particular, entre otras caracteristicas estructurales, esté asociado a la
estabilidad de la estructura cuaternaria.

Teniendo en cuenta la diversidad de razones que llevan a una mutacion a ser pro-amiloide, no

., . . , . . 3
esperamos una correlacion entre las mutaciones amiloidogénicas informadas y el valor Z_ ., que
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solo cuantifica las perturbaciones de la dinamica de equilibrio del tetramero TTR. Sin embargo, los

s p . .y . .
valores Z no so6lo representan una contribucion complementaria para explorar potenciales

score
mutaciones, sino también permiten entender sobre los efectos de algunas de las mutaciones
informadas.

Hemos comparado varios farmacos y compuestos de acuerdo con su efecto sobre las
vibraciones asociadas a la union del ligando. Se encontrd que una parte significativamente pequeia del
espacio vibracional participa de las transiciones conformacionales inducidas por la union del ligando.
Hemos discutido los efectos de los ligandos particularmente en términos de parametros
experimentales, mediciones asociadas a la afinidad por el ligando y la estabilizacion del estado nativo
del tetramero. En general, el efecto de los ligandos sobre la dinamica de equilibrio del tetramero sin
ligando concuerda con hallazgos de grupos experimentales obtenidos mediante ensayos de unidn
competitiva.

Se encontraron dos modos normales presentes en todos los subespacios determinados por los
diferentes ligandos. Ambos implican movimientos entre dimeros en s6lo una de las cavidades de unién
a T4, evidenciando la union asimétrica del ligando, relacionada con su cooperatividad negativa.

Nuestros datos proporcionan evidencia de una significativa flexibilidad estructural y
asimetria en la dinamica del tetramero TTR, y estas caracteristica pueden ser asociadas con su
comportamiento cooperativo. Como consecuencia de las asimetrias en los patrones vibracionales de
ambas subunidades A-A'y B-B', las fluctuaciones térmicas conducen a diferencias en el tamaiio y la
flexibilidad de las cavidades de union del ligando (véase la Figura 4.26). Estas diferencias son
mayores entre las cavidades, definidas por todos los residuos que delimitan la misma, que entre las
cavidades pequefias, definidas solo por los residuos que interactian con el ligando. Por lo tanto,
nuestros resultados indican posibles diferencias en la union del ligando, la entrada y difusion del
ligando a lo largo de ambas cavidades.

Consideramos que los resultados obtenidos en esta tesis representan un aporte
complementario que puede ayudar a futuros desarrollos de nuevos farmacos contra la amiloidosis

asociada a la Transteritina.
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Cédigo de una letra

92
A. LISTA DE AMINOACIDOS
Nombre Caédigo de tres letras
Alanina Ala
Cisteina Cys
Aspartato Asp
Glutamato Glu
Fenilalanina Phe
Glicina Gly
Histidina His
Isoleucina Ile
Lisina Lys
Leucina Leu
Metionina Met
Asparagina Asn
Prolina Pro
Glutamina GIn
Arginina Arg
Serina Ser
Treonina Thr
Valina Val
Triptéfano Trp
Tirosina Tyr

A
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B. PROTEINAS DEL SET DE ESTUDIO
* -}A .
Sin Cadena Método Con Cadena Método n RMSD N° Nec' Radio vy
. . . . de
ligando experimental ligando experimental [A]
corte
Solucidén Difraccion de
1ACP A NMR 2FAE B Rayos X 469 71 4 13
|ADE B Difraccién de INHT A Difraccién de 244 431 22 2 0.83
Rayos X Rayos X
Solucién Solucién
1AEL A NMR 1URE A NMR 2,69 131 7 13
Solucién Difraccion de
1AFH A NMR 1FK3 A Rayos X 227 93 5 13
Difraccion de Difraccion de
1AKZ A Rayos X 1SSP E Rayos X 1,50 223 12 14 0.68
Solucién Solucidén
1APC A NMR 1QPU A NMR 4,00 106 6 13
Difraccion de Difraccion de
1ASY A Rayos X 1ASZ B Rayos X 0,92 490 25 14 041
Solucién Solucidén
1AWO0 A NMR 2AW0 A NMR 1,05 72 4 13
IB4M A Solucién gy Solucibn 517 134 7 g3
NMR NMR ’
1BMG A Difraccion de IPWV E Difraccion de .03 98 s 7 0.64
Rayos X Rayos X
Solucion Difraccion de
1BV2 A NMR 1UVB A Rayos X 1,96 91 5 13
Solucién Difraccion de
1BVM A NMR 2BPP A Rayos X 2,03 123 7 19
IBYI A Difraccién de IDAF A Difraccién de 093 224 12 20 057
Rayos X Rayos X
Solucién Difraccién de
1C54 A NMR 1RGH B Rayos X 1,49 96 5 17
Difraccion de Difraccion de
1CBI A Rayos X 1CBR B Rayos X 1,64 136 7 13 0,7
1CGS H Difraccion de 2CGR H Difraccion de 391 214 11 13 0.48
Rayos X Rayos X
1CMS A Difraccion de 171 B Difraccion de L12 323 17 13 0.65
Rayos X Rayos X
Solucién Difraccion de
1COE A NMR 1V6P B Rayos X 2,83 62 4 13
Solucién Difraccion de
1CXO A NMR 1TGX C Rayos X 3,07 60 4 13

"N, se refiere al nimero de residuos.
"Npc , se refiere al nimero de residuos en posiciones claves.



94

APENDICE

3 T .
Sin Cadena Método Con Cadena Método n RMSD N° Nec' Radio v
. R . . de
ligando experimental ligando experimental [A]
corte
Solucién Difraccion de
1DGU A NMR 1YIA B Rayos X 16,88 183 10 13
Solucién Solucidén
1DZ7 A NMR 1E9J A NMR 1642 92 5 13
IEOL A Solucién — pyy W Solucion 53 37 5 3
NMR NMR ’
Solucion Difraccion de
1E8J A NMR 2DSX A Rayos X 1,66 52 3 13
Solucion Solucion
1EAL A NMR 1EIO A NMR 2,39 127 7 13
Solucién Difraccion de
1EDO A NMR 10KH B Rayos X 1,13 46 3 13
IF3¢C B Solucién o5 Solucion 5 71 g9 5 3
NMR NMR ’
IF3Y A Solucién e 4 Solucién 5 he 165 9 13
NMR NMR ’
1F54 A Solucién — pss A Solucion ¢ o3 57 4 3
NMR NMR ’
F6P D Difraccion de 1F74 C Difraccion de 203 293 15 12 0,58
Rayos X Rayos X
Solucion Solucion
1F70 A NMR 1J70 A NMR 398 76 4 15 0,78
IF7E A Solucién —ypps o Solucién 5 10 4o 3 3
NMR NMR ’
1FES A Solucién — H5op 4 Solucion 193 4 3
NMR NMR ’
Solucién Difraccion de
1FKR A NMR 1J4R D Rayos X 1,93 107 6 13
Solucion Solucién
1FMF A NMR 11ID8 A NMR 474 137 7 13
Solucion Difraccion de
1FRA A NMR 3EBX A Rayos X 1,57 62 4 20 0,49
Difraccion de Difraccion de
1FSF A Rayos X 1FQO B Rayos X 1,11 266 14 9 0,88
Solucién Solucién
IFVQ A NMR 2GGP B NMR 1,42 72 4 13
1G7H C Difraccién de ILKR B Difraccion de 190 129 7 19 0,64
Rayos X Rayos X
Solucién Solucidén
1GAU A NMR 1GAT A NMR 1,24 60 4 13

"N, se refiere al nimero de residuos.
"Npc , se refiere al nimero de residuos en posiciones claves.
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* -}A .
Sin Cadena Método Con Cadena Método n RMSD N° Nec' Radio vy
. . . . de
ligando experimental ligando experimental  [A]
corte
IGFD A Solucién 50 4 Solucion e 59 3 18 001
NMR NMR ’ ’
IGHI A Solucion 7y A Solucion 55y g9 5 13
NMR NMR ’
Difraccion de Difraccion de
1GQN A Rayos X 1QFE B Rayos X 1,26 252 13 9 0,66
Difraccion de Difraccion de
1GQZ A Rayos X 2GKE A Rayos X 2,45 274 14 10 0,54
Solucion Difraccion de
1GWP A NMR 1AFV A Rayos X 3,55 151 8 13
Solucién Difraccion de
1HDN A NMR 2JEL P Rayos X 1,59 85 5 13
Solucién Difraccion de
1HEV A NMR 1Q9B A Rayos X 1,31 43 3 13
Solucién Solucidén
1HPJ A NMR 1HPK A NMR 202 79 4 13
Difraccion de Difraccion de
1HSI B Rayos X 1HSH D Rayos X 099 99 5 18 0,6
Solucién Difraccion de
1156 A NMR 1EL1 A Rayos X 1,95 130 7 19 0,89
16C A Solucién e g Solucién b 39 5 13
NMR NMR ’
1IGP A Difraccién de 2AUG A Difraccién de L12 175 9 15 063
Rayos X Rayos X
Solucién Solucidén
1IJA A NMR 2KID A NMR 4,54 148 8 13
Solucién Difraccién de
1IXA A NMR 1EDM B Rayos X 1,68 39 2 13
Solucién Solucién
1JFJ A NMR 1JFK A NMR 14,73 134 7 13
Solucién Difraccion de
1JJX A NMR 1FE3 Rayos X 1,12 131 7 13
Solucion Solucion
1JM4 B NMR 1WUM A NMR 533 118 6 13
IJOR A Solucion 40 4 Solucion Loy g 3
NMR NMR ’
1JSP B Solucién ¢y A Solucién ¢ 15 151 7 13
NMR NMR ’
YU A Difraccién de 1JYR Difraccion de 1278 9 5 9 0,58

Rayos X

Rayos X

"N, se refiere al nimero de residuos.
"Npc , se refiere al nimero de residuos en posiciones claves.
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3 T .
Sin Cadena Método Con Cadena Método n RMSD N° Nec' Radio v
. R . . de
ligando experimental ligando experimental [A]
corte
IK2H A Solucién 1 /pg Solucion (59 93 5 3
NMR NMR ’
IKEM H Difraccion de I1KEL H Difraccion de 17 218 11 15 0.54
Rayos X Rayos X
Solucion Solucién
1KUL A NMR 1ACZ A NMR 420 108 6 13
Solucion Difraccion de
1KUN A NMR 2KNT A Rayos X 250 58 3 13
IKVI A Solucién gy 4 Solucion g ooy 3
NMR NMR ’
Solucién Difraccién de
1L3H A NMR 1ICF I Rayos X 2,66 65 4 13
ILIP A Solucién oy y Solucién 5 55 g1 5 3
NMR NMR ’
ILMZ A Solucion o g Solucion 51 1g7 10 13
NMR NMR ’
Solucion Difraccion de
1LQI A NMR 2ASC A Rayos X 1,28 65 4 13
Solucion 2FYL Solucion
1LRE A NMR A A NMR 3,52 81 5 13
1174 A Difraccion de 208L A Difraccion de 136 130 7 19 0,47
Rayos X Rayos X
IMIM B Difraccion de IMIO D Difraccion de 222 104 6 19 0,52
Rayos X Rayos X
Solucién Solucidén
1IMO7 A NMR 1IMOS8 A NMR 493 213 11 13
Solucién Difraccién de
1MPH A NMR IBTN A Rayos X 242 106 6 10 0,79
Solucion Difraccion de
1MR4 A NMR 4AAZ B Rayos X 1,58 47 3 13
Solucion Solucion
IMUT A NMR 1PUN A NMR 498 129 7 13
IMX7 A Solucién e A Solucién 55 134 7 3
NMR NMR ’
Solucién Difraccién de
INEA A NMR 11Q9 A Rayos X 2,09 61 4 13
INGZ A Difraccién de INTM u Difraccion de 152 213 11 7 0.66
Rayos X Rayos X
Solucién Solucidén
INM4 A NMR 10T4 A NMR 3,61 102 6 13

"N, se refiere al nimero de residuos.
"Npc , se refiere al nimero de residuos en posiciones claves.



APENDICE 97
* T .
Sin Cadena Método Con Cadena Método n RMSD N° Nec' Radio vy
. . . . de
ligando experimental ligando experimental  [A]
corte
INTI A Solucién ) yop 4 Solucion g0, e s 9 07
NMR NMR ’ ’
Solucién Solucidén
INTR A NMR 1KRX A NMR 455 124 7 13
Solucién Difraccion de
INVO B NMR 10VR D Rayos X 2,45 48 3 13
Solucién Solucion
101U A NMR 101V A NMR 2,25 127 7 13
10IB B Difraccion de 1IXG A Difraccion de 3.06 321 17 19 0.61
Rayos X Rayos X
Solucién Difraccion de
1OMT A NMR 1PPF I Rayos X 281 56 3 13
Solucién Solucidén
10Q3 A NMR 10Q6 A NMR 2,51 76 4 14 0,87
Solucién Difraccién de
10RM A NMR 1QJ8 A Rayos X 6,13 148 8 13
Solucién Solucién
1P8G A NMR 1K0OV A NMR 289 73 4 13
Difraccion de Difraccion de
1PCF A Rayos X 2C62 B Rayos X 1,18 66 4 9 0,69
|PDB A Difraccion de IYHO A Difraccion de 1.66 186 10 18 0,42
Rayos X Rayos X
Difraccion de Solucidén
1PFL A Rayos X 1FIL A NMR 1,90 139 7 13
Solucién Difraccion de
1PIT A NMR 5PTI A Rayos X 2,37 58 3 10 0,62
Solucién Solucidén
1PON A NMR 1CTD B NMR 496 34 2 13
Difraccion de Difraccion de
1PV6 B Rayos X 2CFQ A Rayos X 1,16 417 21 17 0,65
Solucién Solucion
1QFN A NMR 1GRX A NMR 265 8 5 13
Difraccion de Difraccion de
1QKD A Rayos X SEBX A Rayos X 0,83 62 4 20 042
Solucién Solucidén
1R57 A NMR 2H5M A NMR 571 102 6 13
Solucién Difraccion de
1RCH A NMR 1RDD Rayos X 2,16 155 8 13
Solucién Solucidén
1RK7 A NMR 1IKMG A NMR 493 153 8 13

"N, se refiere al nimero de residuos.
"Npc , se refiere al nimero de residuos en posiciones claves.
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3 T .
Sin Cadena Método Con Cadena Método n RMSD N° Nec' Radio v
. R . . de
ligando experimental ligando experimental [A]
corte
Solucién Solucidén
1S60 A NMR 1S6U NMR 271 76 4 13
Difraccion de Difraccién de
1SBT A Rayos X 2SBT Rayos X 1,05 275 14 13
Solucion Solucién
1SF1 B NMR 4A1Y NMR 6,66 30 2 13
1SKT A Solucion 1TNQ Solucion 719 90 5 13
NMR NMR ’
ISPY A Solucién —»p ppy Solucién ¢ 4o g9 5 9 74
NMR NMR > )
ISYM B Solucién vy, Solucién ¢ b6 97 5 13
NMR NMR ’
ITFU A Difraccion de 3UC5 Difraccién de .06 157 8 g 0.73
Rayos X Rayos X
Difraccion de Difraccién de
1TGK A Rayos X 1TGJ Rayos X 0,84 112 6 7 0,49
Difraccion de Difraccion de
1TID A Rayos X 1EEJ Rayos X 2,08 216 11 19 0,65
Solucion Solucion
1TL5 A NMR 2K1R NMR 1,97 68 4 12 0,86
Difraccion de Difraccion de
1ITVQ A Rayos X 1TW4 Rayos X 1,25 125 7 7 0,52
1TWO A Difraccion de ITXC Difraccion de 090 157 8 7 0.56
Rayos X Rayos X
Difraccion de Difraccién de
1UON A Rayos X 1AUQ Rayos X 0,68 207 11 7 0,75
Solucién Solucidén
1U37 A NMR 1U38 NMR 1,22 8 5 13
|URF A Solucion TRMK Solucién 571 8] 5 13
NMR NMR ’
IURP D Difraccion de DRI Difraccion de 420 271 14 9 0,49
Rayos X Rayos X
1USG A Difraccion de 1UST Difraccion de 714 345 18 7 0.72
Rayos X Rayos X
Solucién
Solucion NMR
1W4U A NMR 1UR6 THEORETIC 3,01 147 8 8 0,49
AL MODEL
Solucion Solucion
1IWCR A NMR 2LRL NMR 2,04 103 6 11 0,83

"N, se refiere al nimero de residuos.
"Npc , se refiere al nimero de residuos en posiciones claves.
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* -}A .
Sin Cadena Método Con Cadena Método n RMSD N° Nec' Radio vy
. . . . de
ligando experimental ligando experimental  [A]
corte
Solucidén Difraccion de
1XOA A NMR 2H6X B Rayos X 1,37 108 6 13
Solucién Solucidén
1XSA A NMR 1XSC A NMR 476 153 8 13
Solucién Solucién
1Y3K A NMR 1Y3J A NMR 515 77 4 12 0,89
Solucién Solucion
1YJR A NMR 1YJT A NMR 324 75 4 9 0,72
1YP5 A Difraccion de 1ZUY A Difraccion de 104 58 3 7 0.63
Rayos X Rayos X
1715 A Difraccion de 1717 A Difraccion de 645 344 18 9 0.82
Rayos X Rayos X
Solucién Solucidén
1Z7T A NMR 1Z6H A NMR 2,78 72 4 13
Difraccion de Difraccién de
2A8F B Rayos X 2AIB B Rayos X 1,05 98 5 9 0,68
Solucién Solucién
2A16 A NMR 20ZW A NMR 3,09 125 7 13
2BCB A Solucién 55 A Solucion 15 95 4 13
NMR NMR ’
JBNH A Difraccion de 1DF] I Difraccion de 151 456 23 20 0.61
Rayos X Rayos X
2CGT A Difraccion de 2CG6 A Difraccion de 625 90 5 14 0.45
Rayos X Rayos X
Solucién Solucidén
2CJO A NMR 1ROE A NMR 455 97 5 9 0,54
Solucién Difraccién de
2CRS A NMR 1HOJ A Rayos X 2,65 60 4 13
Solucién Solucién
2D9E A NMR 2RS9 B NMR 530 121 7 13
Solucién Difraccion de
2EZW A NMR 3IM3 A Rayos X 584 50 3 13
Solucion Difraccion de
2F63 A NMR 1EQM A Rayos X 4,62 158 8 13 0,67
Solucién Solucidén
2FHM A NMR 2HLT A NMR 1,90 91 5 13
Solucién Difraccion de
2FKX A NMR 3MRS8 (0] Rayos X 10,28 88 5 13
Solucién Solucidén
2FUI A NMR 2FUU A NMR 7,65 62 4 13

"N, se refiere al nimero de residuos.
"Npc , se refiere al nimero de residuos en posiciones claves.
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3 T .
Sin Cadena Método Con Cadena Método n RMSD N° Nec' Radio v
. . . . de
ligando experimental ligando experimental [A]
corte
2HQI A Solucion )\ gy o Solucion 5 5 gy 4 g3
NMR NMR g
2IN2 A Solucién —,ppe A Solucion 5 10 1e5 10 13
NMR NMR g
2JU3 A Solucion 556 A Solucién 5 15 157 5 13
NMR NMR g
Solucion Difraccion de
2WW A MR IRTP 1 Rayos X 2,79 109 6 13
Solucidon Solucion
JKOY A NMR KG9 A NMR 325 8 5 10 0,76
K3S B Solucién ;16 A Solucion o7 67 4 13
NMR NMR ’
Solucion Solucion
2K43 A NMR JKSR A NMR 393 133 7 20 0,73
Solucion Solucion
2K45 A MR IBYN A NMR 259 128 7 14 057
Solucidén Solucion
K6Y A MR K70 A MR 377 120 7 70,76
2K7C A Solucion 5oy A Solucién ¢ 43 5y 4 13
NMR NMR g
Solucidon Solucion
JKAX A NMR 2KAY B NMR 508 92 5 9 0,68
JKEO A Solucion 7 A Solucion 4 ¢s 117 6 13
NMR NMR ’
Solucion Difraccion de
JKM2 B NMR 1IGZW B Rayos X 2,03 134 7 13
Solucion Solucion
2KT2 A MR 2KT3 A NMR 1,75 69 4 13
Solucidén Solucion
JKWH A MR JKWI B MR 408 56 3 13
Solucion Solucion
JKXL A MR KOG A NMR 6,00 142 8 13
KYC A Solucion — ppyp A Solucion 5 4o 108 6 13
NMR NMR g
2028 A Solucion ——,pyap A Solucion 3 45 12 9 13
NMR NMR g
2L50 A Solucién ) 5, g Solucion — , sc 10 6 8 086
NMR NMR g ’
2168 A Solucién 5y A Solucion ) 56 156 7 13
NMR NMR g

"N, se refiere al nimero de residuos.
"Npc , se refiere al nimero de residuos en posiciones claves.
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* T .
Sin Cadena Método Con Método RMSD N° Nec' Radio v
. . . . de
ligando experimental ligando experimental  [A]
corte
JLAO A Difraccion de LA Difraccion de 475 238 12 1 0.56
Rayos X Rayos X
Solucién Difraccién de
2LHS A NMR 2BEM Rayos X 1,52 170 9 13
Solucién Solucién
2LKC A NMR 2LKD NMR 747 178 9 12 0,68
JQLPK A Solucién ;¢ Solucion 2 ¢4 191 6 13
NMR NMR ’
Solucion Difraccion de
2LPV A NMR 3UQI Rayos X 1,98 108 6 13
Solucién Solucidén
2LTW A NMR 2LAY NMR 298 36 2 13
2LVI A Solucién vy Solucién 453 97 4 13
NMR NMR ’
Solucién Difraccién de
2LYS A NMR 1UTX Rayos X 596 66 4 13
Difraccion de Difraccion de
2MCG 2 Rayos X 1A8J Rayos X 12,97 215 11 10 0,53
Solucién Difraccion de
2NLN A NMR 1RRO Rayos X 390 108 6 13
Difraccion de Difraccion de
2NX35 Q Rayos X 3IMV7 Rayos X 1,80 276 14 8 0,72
Solucién Solucidén
20MJ A NMR 2086 NMR 6,60 8 5 13
2OMZ, B Difraccién de 2OMU Difraccién de 099 104 6 20 0.6
Rayos X Rayos X
Solucién Difraccién de
2P3M A NMR 2VBT Rayos X 2,78 136 7 13
Solucién Difraccion de
2Q0MV A NMR 4PRG Rayos X 420 270 14 13
Difraccion de Difraccion de
2R90 D Rayos X 2R2K Rayos X 1,32 171 9 19 0,7
Solucion Solucion
2RRO A NMR 2RQZ NMR 428 38 2 13
Wz5 A Solucién Solucién 5 35 137 7 3
NMR NMR ’
Difraccion de Difraccion de
3P2J A Rayos X 3KKO0 Rayos X 1,61 191 10 19 0,71
Difraccion de Difraccién de
3PHV A Rayos X 2QNP Rayos X 1,38 99 5 13

"N, se refiere al nimero de residuos.
"Npc , se refiere al nimero de residuos en posiciones claves.
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3 T .
Sin Cadena Método Con Método RMSD N Nec' Radio v
. R . . de
ligando experimental ligando experimental [A]
corte
3RDJ A Difraccién de 3GPE Difraccién de 131 137 7 18 0.54
Rayos X Rayos X
AAKE B Difraccion de YECK Difraccion de 695 214 11 18 0.8
Rayos X Rayos X
Difraccién de Difraccién de 0,79
41CB A Rayos X 1I1IGV Rayos X 235 75 4 8
Solucion Difraccion de
4ULL A NMR 2C5C Rayos X 252 69 4 13
’PTI A Difraccion de FTM Difraccion de 201 58 3 10 0.46

Rayos X

Rayos X

"N, se refiere al nimero de residuos.

"Npc , se refiere al niimero de residuos en posiciones claves.
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C. TEOREMA DE EQUIPARTICION |[Tipler 2008]

La derivacion general del Teorema de Equiparticion implica conocimientos de Mecéanica
Estadistica mas alla del alcance de esta tesis. Sin embargo, se puede demostrar el Teorema de
Equiparticion a partir de casos especiales, particularmente considerando Osciladores Armonicos. Un
Oscilador Armoénico consiste en una particula que se mueve en una dimension bajo la accion de una
fuerza recuperadora elastica, proporcional a la constante del resorte (k) y a la distancia al punto de

equilibrio (x).

L , . 1 2 , _
La energia cinética de la particula en cualquier instante es 5 myv, y su la energia potencial es

1
Sk x*, por lo que la energia total E, es

E :%mvi+ %sz

(Ec.C.1)
Boltzmann derivé una relacion de distribucion que hizo posible la prediccion del nimero
probable de particulas que ocuparan cada uno de los estados de energia disponibles en dicho sistema
en equilibrio térmico. La distribucion de Boltzmann
fo(E)=Ae ™" (Ec. C.2)
es la funcidn de distribucion fundamental de la fisica estadistica clasica, donde A llamado Factor de
Boltzmann es una constante de normalizacidon cuyo valor depende del sistema particular que se esta
considerando y k es la constante de Boltzmann.

La probabilidad de que un oscilador tenga energia E correspondiente a v, en dv, y X en
dx sera

fo(E)dxdv, = Ae ™I gy gy (Ec. C.3)
La constante A se determina a partir de la condicion de normalizacion donde la probabilidad de

encontrar a la particula en algin punto del espacio debe ser igual a , es decir
‘[iz J‘: Aef(mv§/2kBT+sz/2kBT)dX dv, =1
(Ec.C4)
Afi‘: e—(mv§/2kaT)de J‘i‘: e—(xlezkgr)dx -

Cada una de las integrales en la Ec. C.4 es de la misma forma y al resolverlas obtenemos
1/2
m )

2k, T

1/2
K

2k, T

(Ec. C.5)

La energia promedio de un oscilador esta dada por

—(mv2 2k, T) o (0 12kgT)

e € dx dVx

(B)=[ [Efy(E)dxdv, =Aa["" sz(%mvi+%sz

(Ec. C.6)
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<E> =A J‘f: ;_ mvie—(mvilszT)dVX J‘iz e—(KXZ/ZkBT) dx
(Ec. C.7)

+o ]|

+00 _ z/ _ 2/
+Af7we (mv2 ZkBT)dVX ‘l‘inKXze (kx 2kBT)dX

Definimos el primer término en la Ec. C.7 como la energia cinética promedio del oscilador
1 2 . , . (1 .
S vy el segundo termino como la energia potencial promedio 5 KX del oscilador. Al resolver
las integrales y multiplicar por A obtenemos

<E>:<%mvi>+<%1<x2> :%kBT+%kBT ~k,T (Ec. C.8)

De la Ec. C.8 se determina que tanto la energia cinética promedio como la energia potencial

. , , 1
promedio dependen solo de la temperatura absoluta y que cada valor promedio es igual a ) kT,

Este resultado obtenido considerando un Oscilador Armonico es un caso especial del

Teorema de Equiparticion de la Energia, el cual establece que en equilibrio cada grado de libertad

: 1 .
contribuye 5 kT a la energia promedio (E) por molécula.
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D. CORRELACION DE PEARSON Y DE SPEARMAN

Una medida de correlacion es una variable aleatoria que se usa para muestras bivariadas, es
decir datos consistentes en pares de numeros. La muestra bivariada de tamafio n se representa
(X,Y)= (X,,Yl), ,(Xn ,Yn) . Una medida de la correlacion entre X e Y debe cumplir las
siguientes condiciones:

i. La medida de correlacion debe estar en el rango [-1,1].

ii. Si los menores valores de X tienden a estar apareados con los menores valores de Y y los
mayores valores de X con los mayores valores de Y, la correlacion es positiva y la medida debe tender
al.

iii. Si los menores valores de X tienden a estar apareados con los mayores valores de Y y
viceversa, la correlacion es negativa y la medida debe tender a -1.

iv. Si los valores de X tienden a estar aleatoriamente apareados con los valores de Y, por
ejemplo en el caso particular de X e Y independientes, se dice que X y Y no estan correlacionados y la
medida debe tender a cero.

La medida de correlacion mas usual es el coeficiente r de producto de momentos de Pearson

n n

DX —X) 2 (Y, -Y)

il =l (Ec.D.1)

\/Zn: (Xi B Y)Z IZ:; (Yi o Y)Z

i=1

donde la barra superior representa los valores medios de cada muestra. El coeficiente r es el cociente
entre la covarianza de las muestras y el producto de sus desviaciones estandar. Da una medida de la
asociacion lineal entre X e Y, es decir que r = 1 si el grafico Y versus. X es una recta con pendiente
positiva y r = -1 si es una recta con pendiente negativa. El coeficiente r puede calcularse para cualquier
clase de datos numéricos, independientemente de la escala de medida o del tipo de distribucion de las
muestras. Sin embargo, r es una variable aleatoria y como tal tiene una funcioén de distribucion, que
depende de la funcion de distribucion bivariada de las muestras (X,Y). Por este motivo, r tiene valor
estadistico si se asume una distribucion normal de las muestras, pero no es aplicable como estadistico
en pruebas no paramétricas, a menos que se conozca la distribucion de los datos [Conover 1980].
Existen otras medidas de correlacion definidas de tal manera que sus funciones de
distribucién no dependen de la funcién distribucion bivariada de (X,Y) siXeYson independientes y
continuas. Muchas de estas medidas estan basadas en el rango que se asigna a los datos. En la muestra
bivariada de tamaio n: (X,Y)= (X1,Y1)a ,(Xn,Yn) , se define el rango R(X)) comparando X;
con los demas valores de X. Es decir, R (Xi) =1 si X, es el menor de los valores de X, R(Xi) =2si
es el segundo menor valor de X, X; =n si X; es el mayor valor de la muestra X. De manera analoga

se definen los rangos R(Y,).
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La medida de correlacion de rangos p definida por Spearman en 1904 se calcula

S R(XR(Y) - n
= \/ = (Ec. D.2)

2
n+1

n 2 n 2
SR(X, ) —n| LIS R(Y)? - a2
=y 2 ) JiS ' 2

El coeficiente p de Spearman se obtiene reemplazando los datos por sus rangos y calculando
el coeficiente r de Pearson entre los rangos R (X) y R (Y) [Conover 1980].

La funcidn de distribucion del coeficiente p no depende de las distribuciones de las muestras,
por lo cual p se suele usar como estadistico para pruebas de hipotesis no paramétricas de
independencia entre dos variables aleatorias. La distribucion nula se obtiene de tablas de distribucion
de p, o para valores grandes de n, se puede aproximar el cuantil p-ésimo de p segiin

z
W, = \/—7]3—1 (EC. D.3)

n—
donde z, es el cuantil p-ésimo de la distribucion normal estandarizada. La hip6tesis nula de
independencia entre X e Y se rechaza con nivel a si

i. |p|>1—a/2 (prueba de dos colas).

ii. p<—w,_, (prueba de cola inferior para correlacion negativa).

iii. p>—w,_, (prueba de cola superior para correlacion positiva).
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E. EJEMPLOS - RIN

En esta seccion se presentan de forma individual las redes de interacciones presentadas en la

Figura 4.12 y Figura 4.13.
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Figura E.1 Red de interacciones entre residuos (RIN) de la proteina Adenilosuccinato Sintetasa
(Adenylosuccinate Synthetase). Estructura sin ligando, codigo de pdb 1ADE. Red total de residuos,
los residuos en posiciones claves se muestran en rojo (Figura 4.12¢, Capitulo 4, seccion 4.2.2).
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Figura E.2 RIN de la proteina Adenilosuccinato Sintetasa (Adenylosuccinate Synthetase).
Estructura sin ligando, codigo de pdb 1ADE. Red de interacciones entre residuos fuera de las
posiciones claves (Figura 4.12e, Capitulo 4, seccion 4.2.2).
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Figura E.3 RIN de la proteina Adenilosuccinato Sintetasa (Adenylosuccinate Synthetase).
Estructura estructura con ligando, cédigo de pdb INHT. Red total de residuos, los residuos en
posiciones claves se muestran en rojo (Figura 4.12d, Capitulo 4, seccion 4.2.2).
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Figura E.4 RIN de la proteina Adenilosuccinato Sintetasa (Adenylosuccinate Synthetase).
Estructura con ligando, cddigo de pdb INHT. Red de interacciones entre residuos fuera de las
posiciones claves (Figura 4.12f, Capitulo 4, seccion 4.2.2).
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Figura E.5 RINs de la proteina Adenilosuccinato Sintetasa (4ddenylosuccinate Synthetase). (a) Red
de interacciones entre los residuos en posiciones claves de la estructura sin ligando, codigo de pdb
1ADE (Figura 4.12g, de la seccion 4.2.2). (b) Red de interacciones entre los residuos en posiciones
claves de la estructura con ligando, coédigo de pdb INHT (Figura 4.12h, Capitulo 4, seccion 4.2.2).
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Figura E.6 Red de interacciones entre residuos (RIN) de la subunidad-a de la Gonadotropina
Corionica humana (a-Subunit of Human Chorionic Gonadotropin). Estructura sin ligando, codigo
de pdb 1DZ7. Red total de residuos, los residuos en posiciones claves se muestran en rojo (Figura
4.13c, Capitulo 4, seccion 4.2.2).
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Figura E.7 RIN de la subunidad-a de la Gonadotropina Coriénica humana (a-Subunit of Human
Chorionic Gonadotropin). Estructura sin ligando, codigo de pdb 1DZ7. Red de interacciones entre
residuos fuera de las posiciones claves (Figura 4.13e, Capitulo 4, seccion 4.2.2).
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Figura E.8 RIN de la subunidad-o de la Gonadotropina Coriénica humana (a-Subunit of Human
Chorionic Gonadotropin). Estructura con ligando, codigo de pdb 1E9J. Red total de residuos, los
residuos en posiciones claves se muestran en rojo (Figura 4.13d, Capitulo 4, seccion 4.2.2).
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Figura E.9 RIN de la subunidad-a de la Gonadotropina Coriénica humana (a-Subunit of Human
Chorionic Gonadotropin). Estructura con ligando, codigo de pdb 1E9J. Red de interacciones entre
residuos fuera de las posiciones claves (Figura 4.13f, Capitulo 4, seccion 4.2.2).
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