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0.1. RESUMEN

0.1 Resumen

La fosforilacién de proteinas es el tipo de modificacién post-traduccional mas comun, uti-
lizado en los sistemas de transduccion de sefiales. Afecta a diversos procesos celulares
basicos, como por ejemplo: metabolismos, crecimiento, divisién celular, diferenciacion, trafico,
transporte de membrana, inmunidad, aprendizaje, por nombrar solo algunos. En este con-
texto, la regulacion aberrante de proteinas quinasa en humanos cobra relevancia puesto
que esta asociada al desarrollo de cancer y otros desérdenes proliferativos y en procariotas

tiene un rol preponderante en el proceso infectivo y de latencia.

En relacion a esto, dos familias de proteinas; MAPKSs en humanos y PKNs en Mycobac-
terium tuberculosis (Mtb) resultan interesantes. La MAPKSs constituyen vias de trans-
duccion de sefiales, que amplifican y transmiten informacién para la modulacion de la tran-
scripcion génica. Estos sistemas altamente conservados con representantes desde plantas
hasta mamiferos presentan la particularidad de estar asociados a desordenes prolifera-
tivos, puesto que ellos responden a una gran variedad de factores de crecimiento con prolif-
eracion celular. Esto hace de la via MAPKSs una de las principales cascadas de senalizacién
estudiadas en relacion a patologias como cancer, diabetes, etc. Por otra parte, la familia
PKNs pertenece a una familia de ser/thr proteinas quinasa similares a las eucariotas que
en particular en Mtb controlan procesos metabdélicos o infectivos constituyendo importantes
factores de virulencia y/o latencia. Cabe destacar, que debido a la alta prevalencia de la
tuberculosis a nivel mundial, y puesto que sigue siendo la principal causa de muerte entre
los infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV); hace del Mtb, el agente

etiolégico de la tuberculosis, un importante blanco para terapias anti-tuberculinicas.

En este trabajo hemos abordado aspectos fundamentales de la catalisis de ERK2 hu-
mana, pknB y pknG de Mtb, poniendo particular énfasis en: cémo es el mecanismo de
activacion, el proceso de fosforilacion y el reconocimiento de sustratos por parte de la
quinasa. En particular avanzamos en la comprensiéon de la importancia de la formacion de
un puente salino dentro del sitio activo de ERK2, entre la lys°? y el glu’' importante para
modular la actividad quinasa. Como resultado de esto, observamos que agrega restric-
ciones topolégicas sobre el ATP, y favorece la unién de un segundo MG*? en el sitio activo,
estabilizando el estado de transicién y por ende, acelerando el proceso de fosforilacién. Por
otra parte, en la familia "PKNs” de Mtb, entendimos la fosforilacién diferencial de residuos

treonina de su principal sustrato GarA, como el resultado de diferencias en la topologia
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del sitio de union del mismo, descubriendo que pknG cuenta con un bolsillo hidrofébico
para el anclaje del sustrato, mientras que pknB lo ancla mediante interacciones de natu-
raleza polar. Por tltimo incluimos la descripcién atomistica de como las MAPKSs reconocen
sus sustratos, estudiando los determinantes estructurales del reconocimiento por parte de
ERK2 en un sitio distal al sitio activo, conocido como sitio de “docking”. Es importante
resaltar que los mecanismos y modelos propuestos pueden ser extendidos a otras familias
de proteinas quinasa y el entendimiento de la activaciéon de las mismas, resultan de gran

importancia para el desarrollo farmacolégico en torno a estos blancos moleculares.
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0.2. ABSTRACT

0.2 Abstract

Protein phosphorylation is the most common post-translational modification, used in the
signal transduction systems. It affects many basic cellular processes, such as: metabolism,
growth, cell division, differentiation, traffic, membrane transport, immunity, learning, to
name a few. In this context, aberrant regulation of protein kinase in human becomes
important since it is associated with the development of cancer and other proliferative
disorders and in prokaryotes plays an important role in the infective process and latency.
Accordingly, two families of proteins; MAPKs in humans and PKNS in Mycobacterium tu-
berculosis (Mtb) are interesting. The MAPKSs constitute signal transduction pathways that
amplify and transmit information to the modulation of gene transcription. These highly
conserved systems with representatives from plants to mammals have the peculiarity of
being associated with proliferative disorders, since they respond to a variety of growth
factors with cell proliferation. This makes a major MAPKSs signaling cascades studied in
relation to diseases such as cancer, diabetes pathway, etc. Moreover, the PKNS family be-
longs to a family of Ser/ Thr similar to eukaryotic control Mtb particularly metabolic or
infectious processes constitute important virulence factors and / or protein kinase latency.
It is noteworthy that due to the high prevalence of tuberculosis worldwide, and since it re-
mains the leading cause of death among those infected with the human immunodeficiency
virus (HIV); It makes Mtb, the etiologic agent of tuberculosis, an important target for anti-
tuberculin therapies. In this work we have addressed fundamental aspects of catalysis
of human ERK2, pknB and pknG Mtb, with particular emphasis on: how is the trigger
mechanism, the process of phosphorylation and substrate recognition by the kinase. In
particular advance in the understanding of the importance of the formation of a salt bridge
within the active site of ERK2, between lys52 and important to modulate the kinase ac-
tivity glu71. As a result, we note that adds topological constraints on ATP, and promotes
the binding of a second MG+2 at the active site, stabilizing the transition state and thus
accelerating the process of phosphorylation. Moreover, in the "PKNS” family Mtb, we un-
derstood differential phosphorylation of threonine residues of its major substrate GarA, as
the result of differences in the topology of the binding site thereof, finding that pknG has
a hydrophobic pocket anchoring the substrate while pknB anchors through interactions of
polar nature. Finally we include the atomistic description of how MAPKSs recognize their

substrates, studying the structural determinants of recognition of ERK2 in a site distal to
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the active site, site known as ”"docking”. Importantly proposed models and mechanisms can
be extended to other families of protein kinases and understanding of the activation of the

same, are of great importance for drug development around these molecular targets.
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caritTurLo 1

Introduccion

El objetivo de mi tesis es dilucidar los determinantes estructurales de la regulacién de la
actividad quinasa. Es decir, como la activacion y/o interaccién con sustratos la modulan.
En particular haré foco en la interacciéon y/o modulacién por sustratos y ATP sobre las
proteinas de estudio y el efecto de dicha modulacion en el proceso de fosforilacion.

Las proteinas quinasas actian como los procesadores de informacién celular, y como
cabe de esperar deben responder a estimulos externos y de esta manera transmitirlos para
que la célula haga uso de dicha informacién. La manera en que logra esto, es fosfori-
lando otras proteinas post-traduccionalmente marcandolas con un fosfato en un sitio en
particular. La regulacion espacio-temporal del proceso de fosforilaciéon en residuos serina,
treonina, o tirosinas es crucial para el desarrollo y crecimiento celular. El control de pro-
cesos celulares radica en la apropiada regulacién mediante proteinas quinasas. En efecto,
el primer oncogén descubierto, c-Src resulta en una regulacion aberrante del sistema de
trasduccion de senales (Levinson et al., 1978; Eckhart, Hutchinson, & Hunter, 1979). Por
consiguiente, la desregulacién de dicha actividad esta a menudo relacionada con transfor-
macion celular y el cancer.

La importancia de la regulacién proteica a través de eventos de fosforilacion, se pone de
manifiesto en el hecho de que las proteinas quinasa comprenden solo entre ~2-4% (G. M.
Rubin et al., 2000) de los genes eucariotas y que éstos, son los responsables de mantener
una regulacién apropiada del proceso de sefializacion intracelular, puesto que determinan
el destino celular (Santamaria et al., 2007). Estas moléculas funcionan como interrup-
tores moleculares que puede adoptar dos estados posibles, "encendido” donde la actividad
quinasa es maxima; y el estado apagado donde la actividad es basal. Todas estas proteinas
catalizan la misma reaccién, la transferencia de fosfato y del ATP al grupo oxidrilo de

residuos serina, treonina o tirosina. Una vez encendida la actividad quinasa puede alterar
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

la funcionalidad de otras proteinas ya sea activando o inhibiendo su funcién. El hecho de
que éste "encendido” de la actividad quinasa puede ser regulado, implica la existencia de
efectores capaces de ejercer algun tipo de control sobre el mecanismo de fosforilacién, y
de esta manera modular dicho funcionamiento. Por consiguiente, entender el mecanismo
de transferencia de fosfatos, nos permitira comprender la regulacién fina del prendido y
apagado de quinasas y la culminaciéon de dicho estudio nos permitird, en un futuro, rec-
tificar sistemas de transduccion de sefiales con funcionamiento aberrante. Entonces para
ello mi trabajo tuvo estos objetivos: 1) Develar los determinantes estructurales que per-
mitan describir el rol de cada residuo en la actividad catalitica. 2) Entender como es que
las quinasas reconocen sus sustratos y/o activadores. Para ello debemos tener en cuenta
que, por ejemplo, el "kinoma” humano esta comprendido por aproximadamente 518 pro-
tein quinasas funcionales y un nimero importante de pseudoquinas (carentes de actividad
quinasa) (Manning et al., 2002). A su vez, estas 518 quinasas estan divididas en famil-
ias; sin embargo, todas ellas se las pueden clasificar como Ser/Thr quinasas, receptores
tirosina-quinasa, y tirosina-quinasa citoplasmaticas. Por otro lado, las protein quinasas
juegan un rol importante en la regulacién de los procesos celulares en procariontes. Si bien
las redes de senalizacién son sensiblemente diferentes, las serin/treonin y tirosin quinasas
conservan las caracteristicas del dominio quinasa. Este trabajo nos centraremos en las
Ser/Thr quinasas, en particular en las familias Mitogen-activated protein kinases (MAPK)

humanas y PKNs bacterianas, pero las conclusiones puede ser extendidas a otras quinasas.

1.1 Protein quinasas en el sistema de transduccion de senales.

La célula debe responder a estimulos quimicos o fisicos de su ambiente. Para ello utiliza
moléculas pequeiias como hormonas o sefiales quimicas que le dicen a ésta, de cambios en
las condiciones extracelulares. Los sistemas de cascadas de transduccién de sefiales sensan
y procesan diversos estimulos. Resultados de secuenciaciéon de genomas, muestran que la
mitad de las 25 familias mayoritarias de proteinas, estan involucradas con procesamiento
de informacién. Estos procesadores de informacién, pueden pensarse como circuitos molec-
ulares que detectan, amplifican e integran diferentes sefiales para generar una respuesta
a cambios en las variables medidas. (Figura 1.1).

En este sistema puede destacarse el rol protagonico de las proteinas quinasa en el proce-
samiento de la informacién. Como describimos anteriormente, las vias de transduccién de

sefiales en términos generales se puede ver como un circuito molecular (Figura 1.1). La
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1.1. PROTEIN QUINASAS EN EL SISTEMA DE TRANSDUCCION DE SENALES.

Senal

Recepcidn

Amplificacion (, l

Transduccian

/I\ D

Respuestals)

Figura 1.1: Generalizacion de un sistema de transduccion de seiiales. Una sefial
externa como una hormona en el contexto tisular o una compuesto quimico para una célula
aislada es recibida e interactua con un componente celular, a menudo un receptor de mem-
brana. La informacién es convertida en otras entidades quimicas o transducida. La sefial
es amplificada antes de evocar una respuesta. Ademas, vias de retroalimentacion regulan
todo el proceso de sefializacién

informacion es transferida del exterior celular hasta el nicleo donde altera la expresion
génica. Para ello, en un primer paso la informacion debe atravesar la membrana. Por ende,
receptores de membrana, integran la informacién del espacio extracelular, disparando lo
que se conoce como cascada de transduccion de sefiales. En el caso canénico en el cual los

portadores de informacion son moléculas pequeiias; la sucesién de eventos es la siguiente:

(i) La molécula se une a un receptor de membrana, este ultimo altera su estructura
terciaria o cuaternaria incluyendo su dominio intracelular propagando la informacién
al interior celular. La informacién incorporada por la presencia del ligando, a menudo
llamado el mensajero primario, debe ser transducida en otras formas que pueden

alterar la bioquimica de la célula.

(i1)) La formacion del complejo receptor-ligando alteran la concentracion de moléculas
pequenas en el espacio citoplasmatico, llamados segundos mensajeros , constituyendo
el siguiente paso en el circuito de informacién molecular. Algunos segundos men-

sajeros incluyen AMP ciclico y GMP ciclico, iones de calcio, inositol 1,4,5 -trifosfato (
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

IP3 ) y diacilglicerol. La amplificacion de la sefal ocurre en esta etapa, puesto que si
solo dependiera de algunas moléculas que llegan a la superficie celular, dicha sefal

seria muy pobre para evocar una repuesta.

(iii) El cambio de concentraciones de segundos mensajeros causa una respuesta en las
proteinas quinasas, que son el link que transduce los cambios en las concentraciones
de segundos mensajeros libres, en cambios en la estructuras de otras proteinas medi-
ante modificaciones post-traduccionales, por lo general fosforilaciones en residuos Ser,
Thr y Tyr. Esta sefial se propaga, mediante una cadena de fosforilaciones que termina

en la fosforilacion de factores de transcripcion de que modula la expresion génica.

(iv) Cierre de senal. Uno de los mecanismos para la terminacién del proceso de sefializacion,
es la desfosforilacion de proteinas por fosfatasas. Sin este proceso, la célula perderia

la capacidad de responder a nuevos estimulos.

Este trabajo se centra en el mecanismo en el cual la propagacién de la informacion se
da por fosforilacion de proteinas, mediante proteinas quinasa. En la siguientes secciones
se profundizara sobre el rol de las proteinas de estudio sobre el sistema de transduccion de

senales.

1.2 Regulacion de protein quinasas

Aspectos estructurales de la regulacién de la activacién de proteinas quinasa. La activi-
dad de las proteinas quinasas es regulada de muchas formas diferentes y complejas. Di-
versas estrategias incluyen la unién de reguladores alostéricos para activar o inactivar
las proteinas quinasas, o cambios en la estructura de la misma, promoviendo estos cam-
bios alostéricos (Huse, & Kuriyan, 2002). A modo ilustrativo, por ejemplo, en la familia
de quinasas dependiente de ciclinas (CDKs), se encuentran activas, sélo cuando se forma
un complejo heterodimérico con su activador alostérico llamado “ciclina” (Andzelm, Lew,
& S. Taylor, 1995; Stevenson et al., 2002). Sin embargo el tipo de modificacion post-
traduccional mas comiin que promueve un cambio alostérico en direccién a la activacién
del biopolimero; lo comprenden las fosforilaciones de residuos serina/treonina en el loop de
activacion. Ademas de esto, muchas quinasas también tienen sitios de fosforilacion alter-
nativo que las inactivan, particularmente en el loop rico en glicinas o cercanos al bolsillo de

union al ATP, o poseen dominios regulatorios, como por ejemplo el dominio SH2 de c-Src.
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1.3. MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASES (MAPK)

Estudios recientes, han proporcionado nuevas perspectivas en relacion a las bases es-
tructurales para el control intramolecular normal de las protein quinasas (PQ), y se mues-
tra que multiples "capas” de mecanismos de auto-inhibicion operan para salvaguardar la
activacion espontanea de proteinas con esta funcion catalitica (Xiao et al., 2014). Estos au-
tores proponen, que en lugar de considerar a los eventos oncogénicos como “acontecimientos
activadores” o "éxitosos”, ya sea debido a mutaciones, sobreexpresion o reajustes estruc-
turales, es mas significativo verlos como mecanismos que liberan restricciones topolégicas
auto-inhibitorias (Xiao et al., 2014).

A menudo, una descripcion estructural de estos sistemas lo proveen estudios de crista-
lografia de rayos X, RMN, etc. Estos exponen que las proteinas quinasas cambian o alter-
nan entre estructuras activas e inactivas como resultado directo de la accién regulatoria
celular, sobre el dominio quinasa. A continuacién describiremos brevemente los elementos

importantes en la regulacién en torno a los sistemas elegidos para la presente disertacion.

1.3 Mitogen-activated protein kinases (MAPK)

Esta familia de quinasas caracterizada por fosforilar sustratos con Prolina seguido de Tre-
onina/serina, tiene un rol esencial en el sistema de transduccion de senales, modulando la
transcripcion génica en el nicleo en respuesta a cambios en el entorno celular. Las MAPKs
son determinantes en el control de funciones celulares como proliferacién, diferenciacion,
migracion y apoptosis, y participan en un gran nimero de desordenes o enfermedades in-
cluidas la inflamacién créonica y cancer (Schaeffer, & Weber, 1999; Davis, 2000; Kyriakis, &
Avruch, 2001; Pearson et al., 2001; Zarubin, & Jiahuai, 2005).

En humanos hay al menos 11 miembros de la superfamilia MAPK, la cual puede ser
dividida en 6 grandes grupos basados en la similaridad de secuencias: extracellular signal-
regulated protein kinases (ERK1 and ERK2); c-Jun N-terminal kinases (JNK1, JNK2,
JNKS3); p38s (p38a, p383,p38y, p386); ERK5 (ERK5); ERK3s (ERK3, p97 MAPK, ERK4)
y ERK7s (ERK7, ERKS8) (Schaeffer, & Weber, 1999; Pearson et al., 2001). Cada grupo
de MAPKSs puede ser estimulada individualmente por una cascada de proteinas quinasa
diferente; es decir la activaciéon de una MAPK es resultado de la fosforilacion de ésta, por
una quinasa especifica denominada MAPK kinasa (MAPKK) que a su vez es activada por
una MAPK kinasa kinasa (MAPKK) y por dltimo la enzima que activa la doble quinasa
es la MAPKKK o triple quinasa (Pearson et al., 2001). Estos sistemas modulares han

sido conservados a través de la evolucion desde plantas, fungi, nematodes, insectos hasta
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

mamiferos (Widmann et al., 1999). La via de ERK es la mas estudiada, puesto que responde
a una gran variedad de factores de crecimiento, regulando la proliferacién celular (Pages
et al., 1993), ademas la sobre-activacion de esta via, es suficiente para transformar células
en cultivo (Mansour et al., 1994). De hecho, la gran cantidad de informacion bioquimica,
biofisica y estructural disponible de los mecanismos implicados en la activacién de ERK y
la naturaleza de las rutas de senalizacion que intervienen ha permitido incluso el uso de
enfoques tedricos y computacionales para estudiar la activacion de MAPKSs, convirtiéndose
asi en un prototipo para el campo emergente de la biologia de sistemas (Schoeberl et al.,

2002; Hornberg et al., 2005; Millan, & Adrian G Turjanski, 2015).

Para una completa activacion de la actividad quinasa de las MAPKs, éstas deben ser
fosforiladas en dos residuos conservados, una treonina (Thr) y una tirosina (Tyr), que se
encuentran en el loop de activaciéon definiendo el motivo Thr-X-Tyr (Canagarajah et al.,
1997; Pearson et al., 2001). Histéricamente la identidad del residuo que esta entre los
dos fosfo-aceptores definia los diferentes grupos de MAPKs. Por ejemplo, la familia ERK
(ERK1, ERK2 and ERKS5) tiene un residuo glutamico (Thr-(Glu)-Tyr) mientras que; JNKs
(JNK1-3) exhibe una prolina Thr-Pro-Tyr; y la familia p38 (p38a — §) un residuo pequerio
como es la glicina Thr-(Gly)-Tyr (Widmann et al., 1999; Pearson et al., 2001). La habili-
dad de las MAPKKSs en reconocer las diferentes MAPKSs radica en parte a este tri-péptido.
Por lo tanto, la especificidad y los mecanismos moleculares por los cuales cada familia
MAPK puede ser activada asegura que la célula monte una respuesta apropiada a un dado
estimulo extracelular. Tras la activacion, las MAPKSs fosforilan y controlan la actividad
de moléculas citoplasmaticas claves y proteinas nucleares, que a su vez pueden regular la
expresion génica. En ultima instancia , el programa de expresion génica resultante depen-
dera de la integracion de las sefiales proporcionadas por la activacién temporal de cada una
de las familias de MAPK. En particular, la naturaleza precisa de los estimulos extracelu-
lares y el repertorio de moléculas disponibles en cada tipo de célula puede determinar la
localizacion, el tiempo, la intensidad y duracion de la activacién de cada miembro de la fa-
milia MAPK, influyendo asi en los patrones de expresion de genes resultantes y, por tanto,
las respuestas biolégicas (Sun et al., 2015). Por ejemplo , mitégenos que actian sobre los
receptores del factor de crecimiento de tirosina quinasa y proteinas G acopladas (GPCRs)
activan ERK1/2 (Ullrich, & Schlessinger, 1990; J. S. Gutkind, 2000), mientras que JNK y
p38 MAPK responden preferentemente a sefiales de estrés celular (Davis, 2000; Zarubin,

& Jiahuai, 2005). Por otra parte ERK5, puede ser activada por ambos estimulos, factores
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de crecimiento y senal de estrés (Nishimoto, & Nishida, 2006). Un breve resumen de las

vias de sefializacion se presentan en la figura 1.2.

"y S receptor de factores
mitogenos - - de crecimiento

uesta tardia

Figura 1.2: Cascada de senalizacion de las vias MAPKs. Adaptado de A. Turjanski,
Vaque, & J. Gutkind, 2007

1.3.1 Rol de las MAPKSs en oncogénesis

Las neoplasias benignas o malignas se caracterizan por el crecimiento celular desregulado.
Dicho desarrollo celular desmedido de ciertos tejidos, es el resultado de perturbaciones
es el sistema de transduccién de sefiales, como fue definido anteriormente como aque-
llas senales intracelulares que modulan o alteran el comportamiento y/o funcién celular
(Blume-Jensen, & Hunter, 2001). Ciertas rutas de sefalizacion celular se encuentran mas
frecuentemente mutadas en oncogénesis que otras. Entonces las moléculas que gobier-
nan el crecimiento celular, diferenciacién y desarrollo a menudo estdn mutadas en cancer
(Hunter, 1998; Hanahan, & Weinberg, 2000). Un ejemplo ilustrativo son los receptores
tirosina quinasa (PTQ), una subclase de receptores transmembrana con capacidad quinasa
intrinseca ligando-estimulable. Si es mutada o alterada estructuralmente, actia como un
oncogén causando transformacion celular. Por eso, es de vital importancia regular el es-

tado de reposo (o estado apagado) de dicha familia de proteinas. El rol preponderante de
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las proteinas quinasas sobre la sefializacion celular y como regulador funcional, se puso
de manifiesto cuando se identific6 el primer oncogén; la proteina c-Src (Levinson et al.,
1978; Eckhart, Hutchinson, & Hunter, 1979). La pérdida de un sitio regulatorio de fosfo-
rilacion en el C-terminal causado por v-Src, convierte a ésta en constitutivamente activa.
Otro ejemplo de actividad desregulada incluyen a la tirosina quinasa Bcr-Abl, sin embargo
para este oncogén se ha demostrado que la inhibicién de éste, constituye un tratamiento
efectivo contra la leucemia mieloide créonica (Druker et al., 2001). Por dltimo, la familia
CDK responsable de la regulacién del ciclo celular, es una de las proteinas caracteristicas
en muchos tipos de cancer debido a que la desregulacién de ésta, permite el avance o la

entrada de la célula al ciclo celular (Malumbres, & Barbacid, 2009).

Debido a la complejidad y la importancia de éstos, los sistemas de transduccion de
sefiales por lo general constan de varias capas de regulacién con una cascada de sefializacion
que empieza en la superficie de la célula con receptores del tipo tirosina quinasa y termina

con la fosforilacién de diferentes factores de transcripcion fosforilados por las MAPKSs.

Sin embargo , en la des-regulacion de los mismos; el consenso actual dicta que se re-
quiren de al menos 6 procesos celulares desregulados para que se considere tumorigénico
(Johnson et al., 1996), y ademas las células cancerosas deben adquirir las siguientes car-
acteristicas: independencia de las senales de proliferacion celular, evasion de la apoptosis
y en ultima instancia la habilidad de invadir otros tejidos (metastasis) y el desarrollo an-
giogénico para el suministro de oxigeno y nutrientes, al cimulo de células en desarrollo
(Hanahan, & Weinberg, 2000). Estos procesos, si no todos ellos, tienen alguna relacién
con la via MAPK puesto que esta via juega un papel critico en el desarrollo y progresion
del cancer. La literatura es extensa al respecto y presenta varios reviews (Downward,
2003; Wellbrock, Karasarides, & Marais, 2004; Kolch, 2005; Bradham, & McClay, 2006;
Galabova-Kovacs et al., 2006; Kohno, & Pouyssegur, 2006; Torii et al., 2006). La via
de senalizacion Ras-RAF-MEK-ERK es una de las mejor estudiadas puesto que ademas,
se encuentra desregulada en aproximadamente la tercera parte de los casos de cancer.
Cabe destacar que se han identificado mutantes de elementos rio arriba de la cascada de
senalizacion como por ejemplo mutantes en Ras y B-RAF, o sobreexpresion de receptores
tirosina quinasa. En conclusion, con toda esta evidencia empirica podemos decir, que esta
familia de proteinas, presenta un rol preponderante en oncogénesis (Figura 1.3), y son un

blanco atractivo para el desarrollo de farmacos (Uehling, & P. A. Harris, 2015).
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Figura 1.3: Frecuencias de mutaciones oncogénicas a través de diferentes tipos
de tumores humanos. Las frecuencias (eje y) se calcularon como porcentajes de muestras
tumorales (Eje x) de un tipo dado, que alberga una mutacién oncogénica (eje z) comparados
con el numero total de muestras para ese tipo de tumoral. Tomado de Thomas et al., 2007

1.3.2 Aspectos estructurales de la regulacion de MAPKs

El dominio ser/thr quinasas esta altamente conservado. Esta comprendido como estruc-
turas bilobulares donde el 16bulo N-terminal (N-lobe) esta compuesto principalmente por
hojas Beta, mientras que el C-terminal por estructuras helicoidales. El sitio activo esta
intercalado entre ellos y comprende el sitio de unién para el complejo ATP.Mg*2. Existen
varios residuos altamente conservados en secuencia y estructura en el sitio activo (Figura
1.4). Utilizando la numeracién de ratéon de ERK2 podemos describir la presencia del seg-
mento 'DFG!%’ que seria el responsable de la coordinacién del Mg*?>. El residuo lys>2
coordina los fosfatos a y B8 del nucledtido y en la conformacién activa interactia con el
residuo glu®. Las posibles implicancias de esta interaccién seran discutidas en el capitulo

2. En lo que respecta al proceso de fosforilacion el rol funcional como aceptor de protones
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lo desemperia el residuo asp'4’ (perteneciente al motivo "ZHRD”, Figura 1.4B) ampliamente
discutidos en trabajos sobre ERK2, de éste mismo grupo de investigacion (Adrian Gustavo

Turjanski, Hummer, & J. S. Gutkind, 2009).

N-lobe

Figura 1.4: Elementos importantes del dominio quinasa. A) vista general del do-
minio quinasa de ERK2 (modelo 2P-ERK2-ATP.MG basado en pdbid:2ERK). B) del sitio
activo resaltando residuos importantes en la coordinacion del mismo.

Emplazado en el centro del proteina entre los residuos ~170-190, tenemos al loop de
activaciéon. La familia MAPK requiere la fosforilacién de dos residuos claves en este sitio,
para alcanzar la actividad méaxima. Una vez fosforilados estos residuos ('*Thr-X-Tyr!3%)
la quinasa adopta el estado conformacionalmente activo (Canagarajah et al., 1997). En
otras enzimas quinasas; en particular en PKA, estudiadas por el grupo de Taylor y colab-
oradores, han sugerido la presencia de dos "columnas hidrofobicas” compuestas por una
serie de aminoacidos no-consecutivos que se extienden desde la hélice oF, hasta elemen-
tos en el N-terminal que se alinean producto de esta "activacién” (Kornev, & S. S. Taylor,

2010). Sin embargo, la contribucién de éstos, a la estabilizacion del estado activo, o el efecto

estabilizador/desestabilizador sobre la actividad, ain no han sido bien establecidos.

Una de estas columnas hidrofébicas contienen residuos que presentan gran importan-
cia en la topologia de las MAPKSs. El consenso actual inferido a partir de la comparacion de
conformaciones activas e inactivas, indica que las quinasas presentan variados mecanis-
mos de inactivacién. En relacion a esto, la columna regulatoria (en inglés R-spine) posee el
residuo phe!%® del segmento > DFG!7, que en p38a (una proteina altamente relacionada
dentro del grupo MAPK), presenta un "flip” de este segmento no permitiendo la union del

ATP, inactivando la misma. Dicho cambio conformacional ha sido explotando en numerosas
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ocasiones, utilizando ligandos que estabilizan el estado inactivo, llamado "DFG-out” puesto
que expone el residuo phe hacia el bolsillo del ATP (R. M. Angell et al., 2008). Alternati-
vamente la estrategia utilizada por otras quinasa para el cambio conformacional, es la
rotacion/cierre de la hélice aC, que entre otros cambios, rompe una interaccién importante
entre un residuo glu de la aC y la lys de la hoja 83 (Andzelm, Lew, & S. Taylor, 1995;
Stevenson et al., 2002; Huse, & Kuriyan, 2002).

Sitios de unioén proteina-proteina. Por dltimo describiremos que para que el ciclo catalitico
de la quinasa se complete, ésta misma debera interactuar con su proteina blanco. Inter-
acciones proteina-proteina entre MAP quinasas, sustratos, activadores o proteinas de an-
damiaje, son reguladas por sitios de anclaje (sitios de "Docking”). En particular, las MAPKs
presentan dos sitios de union proteina-proteina. El primero de ellos comprendido por el
sitio P+1, la hélice aF y el inserto quinasa (MAPK insert) presenta un sitio hidrofébico,
donde proteinas o péptidos con el motivo Phe-X-Phe (DEF) se unen. Sin embargo el primer
sitio y el mejor caracterizado por la bibliografia, lo comprenden las hojas 57-68 y las hélices
aD-aE que brindan un sitio de unién a péptidos conocidos como DELJ, KIM-motif (kinase
interaction motif) o D-sites.(Figura 1.5) Las secuencias polipeptidica que se unen al sitio
de docking, contienen el motivo (R/K;_3)-X;_¢-®4-X-®p donde @ es un residuo hidrofébico
(Lee et al., 2004; Sharrocks, Shen-His Yang, & Galanis, 2000). La mayoria de las proteinas

efectoras o regulatorias de MAPKSs presentan sitios de docking.

Ejemplos de ello, lo comprenden la familia de MAP2K, como MEK1/2, MKK3/6, MKK4/7,
responsables de la activacién de ERK, p38 y JNK respectivamente (A. J. Bardwell, Frank-
son, & L. Bardwell, 2009). Dichas moléculas poseen D-sites de ~10-15 residuos de lon-
gitud en el N-terminal, que son los responsables del anclaje y reconocimiento por parte
de las MAPK. El proceso de inactivacion de las MAPKSs a través de desfosforilacion medi-
ado por fosfatasas también incluyen el reconocimiento de la mismas, a través de péptidos
KIM,; ejemplos de esto lo comprenden HePTP (hematopoietic tyrosine phosphatase), STEP
(striatum-enriched phosphatase) STEP-like PTP y PTPSL (Zanke et al., 1992; Lombroso,
Murdoch, & Lerner, 1991; Hendriks et al., 1995). Proteinas de andamiaje como JIP1,4
(Jnk-Interacting Protein) también han sido identificadas (Whitmarsh et al., 1998; Kelkar,
Standen, & Davis, 2005), u otras proteinas blanco, PEA-15 (phosphoprotein enriched in as-
trocytes), RSK1 (Ribosomal protein S6 kinase alpha-1), MEF2a (myocyte enhancer factor
2A), ete (Hill et al., 2002; J. A. Smith et al., 1999; Shen-Hsi Yang, Galanis, & Sharrocks,

1999). Sin embargo, atin es controversial si los péptidos KIM, son importantes para el bind-
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N-terminal

D-peptide

C-terminal

Figura 1.5: Sitios de anclaje proteina-proteina Estructura de la MAPK-ERK2 en el
estado inactivo, unida a un peptido perteneciente a la fosfatasa HePTP (PDBid 2GPH).
La unién del péptido promueve cambios en sitios distales como por el ejemplo, el loop de
activacion, haciendolo accesible para la fosforilacion por parte de MAPKK.

ing, para la especificidad o ambas. Sin embargo, existen reportes que sefalan la importan-
cia de zonas cercanas a estos, que podrian contribuir a la especificidad y reconocimiento de
los mismos (Francis et al., 2011; Tarrega et al., 2002). En el capitulo 4 se profundizé en la
descripcion de los determinantes estructurales del reconocimiento por parte de las MAPKs

de estos péptidos KIM.

1.4 La familia PKN en M. tuberculosis

Los mecanismos de fosforilaciéon antes relevados no son exclusivos de eucariotas, sino
que también son importantes en procariotas. En bacterias, en general las sefiales ex-
tracelulares son transducidas por sistemas de dos componentes. Sin embargo, datos de
secuenciacion revelaron la presencia de proteinas quinasas muy similares a las eucariotas
(eucariotic-like) que tendrian un rol importante en la fisiologia y virulencia de diferentes
patogenos (Av-Gay, & Everett, 2000). En este sentido, el genoma de Mycobacterium tuber-
culosis, el agente etilégico de la tuberculosis, presenta 11 miembros de proteinas Ser/Thr

quinasas (STPKs) nombradas pknA hasta pknL (STea Cole, Brosch, Parkhill, Garnier,
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Figura 1.6: Posible red de interaccion de STPK M. tuberculosis. Las flechas indican
fosforilacion intermolecular in vitro. PknB fosforila eficientemente a pknA y pknD. Tomado
de Baer et al., 2014

Churcher, D. Harris, Gordon, Eiglmeier, Gas, & Barry, 1998). Este patégeno utiliza éstas
STPKSs no solo para regular procesos metabélicos sino también para interferir con sistemas
de senalizacion del hospedador.

Estudios recientes han comenzado a revelar la participacién de la fosforilacién de proteinas
por las STPKs en la fisiologia bacteriana y la relacion con la virulencia. Mediante genémica
comparativa se sugiere que las STPKs pueden controlar procesos fisiolégicos de manera
redundante. De hecho, s6lo cuatro de los once quinasas de Mycobacterium tuberculosis
(PknA, PknB, PknG y PknL) se conservan en relacion a Mycobacterium leprae y Corynebac-
terium glutamicum (ST Cole et al., 2001; Greenstein et al., 2006). De acuerdo con este
analisis, sélo pknA, pknB y pknG parecen requerirse para el crecimiento en cultivo (Sas-

setti, Boyd, & E. J. Rubin, 2003; Sassetti, & E. J. Rubin, 2003).

1.4.1 Proteina quinasa PknG

PknG ha sido descripta como no esencial para el crecimiento, mediante experimentos de in-
sercién de transposones (Sassetti, Boyd, & E. J. Rubin, 2003). Sin embargo, la inactivacion
de pknG por intercambio alélico en M. tuberculosis reporté que disminuye la viabilidad in
vitro y la carga bacteriana en ratones BALB/c y ademas, sugieren que esta involucrado en
la regulacion de los niveles intracelulares de glutamato/glutamina (Cowley et al., 2004).
Por otra parte, la misma deleciéon en Mycobacterium bovis no afecta las concentraciones
de glutamina o concentraciones de aminoacidos (Nguyen et al., 2005). Otro reporte en

una actinobacteria relacionada (C. glutamicum) sugiere un rol de PknG en el metabolismo
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catabodlico de glutamato (Niebisch et al., 2006).

Sin embargo, aunque el papel fisiolégico de PknG dentro de la micobacteria sigue siendo
poco clara, la proteina parece jugar un papel clave en la infeccion y hace de ésta un blanco
interesante para el disefio de drogas. Se encontré que la secrecion de PknG mejora la
supervivencia de micobacterias dentro de los macréfagos infectados, ya que inhibiria la
fusion fagosoma-lisosoma (Walburger et al., 2004). En el mismo trabajo y en concordancia
con esta idea M. bovis BCG que carece de pknG, muestra una rapida fusion con el lisosoma
eliminando células infectadas. En relacion a esto, la utilizacion de el inhibidor especifico
de PknG AX20017, incrementa la localizacion lisosomal de M. bovis BCG de manera dosis

dependiente (Walburger et al., 2004).

1.4.2 Proteina quinasa PknB.

PknB pertenece a un operén altamente conservados en actinobacterias. Esta unidad genéti-
ca funcional formada por: dos quinasas PknA, PknB, una Ser/Thr-fosfatasa PstP, y dos
genes relacionados al crecimiento y division celular (rodA y pbpA) subraya la importan-
cia de este cassette (STea Cole, Brosch, Parkhill, Garnier, Churcher, D. Harris, Gordon,
Eiglmeier, Gas, & II III, 1998; Matsuhashi, 1994; Boitel et al., 2003). Por ende, la com-
posicién y localizacion del operdn cerca del origen de replicacion, sugiere que estos genes
podrian estar relacionados a procesos celulares como: divisién celular y crecimiento (Av-
Gay, & Everett, 2000; Pablo Fernandez et al., 2006). Estudios recientes ponen a pknB como
una molécula central o regulador "master”, en la via de sefializacién intracelular de Mtb
junto con pknH (figura 1.6) (Baer et al., 2014).

La versatilidad de pknB se pone de manifiesto cuando tomamos en cuenta todos los as-
pectos fisiologicos en los que es participe. Ha sido descripta como critica para el crecimiento
in-vitro y sobrevida del patégeno en el hospedador (Chawla et al., 2014). También como un
componente clave en el sistema de transducciéon de sefiales siendo su rol el de regular el
crecimiento celular, forma, y tasa de divisién a través de la fosforilacién de diferentes blan-
cos que incluyen a GarA, GlmU, PapA5, PbpA, FhaB (Rv0019c), FhaA (Rv0020c), MviN,
PstP, EmbR, Rv1422, Rv1747 y RseA (Villarino et al., 2005; Kang et al., 2005; Grundner,
Gay, & Alber, 2005; Dasgupta et al., 2006; Sharma et al., 2006; Pablo Fernandez et al.,
2006; Parikh et al., 2009; Gupta et al., 2009; Barik et al., 2010; Sajid et al., 2011; Gee
et al., 2012). Relacionado a esto ultimo, la transcripciéon de pknB se incrementa durante

la fase de crecimiento exponencial o la infeccién dentro del macréfago (Av-Gay, Jamil, &
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Drews, 1999; Kang et al., 2005; Singh et al., 2006). Por el contrario se observé una dismin-
ucion de la expresion de la misma, en condiciones de estrés de nutrientes o Thambreado”
en Mtb.

Otras de las funciones que se le atribuye es la fosforilacién de tres residuo treonina
(T84, T202, and T178) de la subunidad « del proteosoma (PrcA), regulando la actividad
proteolitica frente a diferentes blancos moleculares como por ejemplo Inol (Anandan et al.,
2014). Es el principal interruptor para reactivar las células del estado de hipoxia que se
encuentra en el estado de latencia (Ortega et al., 2014). La sobreexpresion de PknB altera
la morfologia celular y conduce a la muerte celular (Chawla et al., 2014; Ortega et al.,
2014).

Debido al rol preponderante de pknB en el control metabélico de mtb, demostrado
por experimentos de esencialidad, y ademas tomando en cuenta la gran similaridad con
proteinas eucariotas, se evalué el efecto de inhibidores de quinasas sobre el crecimiento
micobacteriano. Diferentes inhibidores competitivos para el ATP, fueron ensayados en el
rango micromolar obteniendo resultados prometedores en M. tuberculosis, M. smegmatis y
M. aurum (Annemarie Wehenkel et al., 2006; Pablo Fernandez et al., 2006). En concordan-
cia, la sobrexpresién de pknB en M. smegmatis revierte parcialmente el efecto inhibitorio
senalando que la inhibiciéon observada esta relacionada directamente con la inactivacion
de pknB (Pablo Fernandez et al., 2006). Toda esta evidencia colectada sugiere a pknB como

un blanco prometedor para el desarrollo de drogas antituberculinicas.

1.4.3 Relacion Estructura funcion en PKNs de Mtb.

Proteina quinasa pknB

PknB contiene un dominio quinasa hacia el N-terminal intracelular, seguido por un hélice
transmembrana, y un dominio de unién de antibiéticos S-lactamicos y analogos de pepti-
doglicano denominado "PASTA”. Esta arquitectura se encuentra en el filo Actinobacterias
y Firmicutes con homoélogos reportados en estreptococos (Echenique et al., 2004), estafilo-
cocos (Débarbouillé et al., 2009), bacilos (Shah et al., 2008), y Corynebacterium (Fiuza et
al., 2008).

Sin embargo, prestaremos particular importancia al dominio quinasa. Esta familia de
proteinas perteneciente al metabolismo de acidos tricarboxilicos de M. tuberculosis como
principal funcion entre otras (seccion 1.4), presenta un dominio de plegado similar al eu-

cariota. Esta enzima fosforila diferentes blancos moleculares, pero podemos resaltar a garA
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como uno de los mas importantes, en este contexto podemos sefialar que pknB, muestra es
una fuerte preferencia por fosforilar residuos Thr frente a Ser (Chawla et al., 2014; Ortega
et al., 2014). Analogamente a lo descripto para la familia MAPK, el dominio quinasa de
pknB se fosforila el segmento candnico de activacion llamado ”loop de activacion”, en los
residuos thr!’! y thr'’3. (Lombana et al., 2010; Young et al., 2003; Boitel et al., 2003).
El clasico dominio bilobular forma un homodimero con una disposicién espacial llamada
“back-to-back” a través de una interfaz en el N-terminal (Figura 1.7A). El rol funcional
de la interfaz y los cambios estructurales asociados a la formacién del dimero fueron de-
scriptos por el grupo de Alber (Lombana et al., 2010). Sin embargo, se desconoce cual es el
rol de la fosforilacién del loop de activacion en el ciclo catalitico y ademas nunca se habia

caracterizado el proceso de transferencia de fosfatos en esta familia de proteinas.

Proteina quinasa pknG

Como exploramos en el apartado 1.4 entendemos que la via de sefializacién que media
la infectividad de pknG no se ha determinado inequivocamente, sin embargo se conoce
que PknG fosforila in-vivo a el regulador de Mtb GarA, al igual que pknB (O’'Hare et al.,
2008). Para ello, pknG presenta una organizacion estructural multidominio, donde el do-
minio quinasa tiene adyacente un centro hierro-azufre (dominio RdX 1.7B) que regula su
actividad (Tiwari et al., 2009). El mecanismo por el cual logra ésto todavia es atin mate-
ria de debate (Lisa et al., 2015). Por otra parte, el c-terminal contiene motivos repetitivos
conocidos como TPR responsables de la dimerizaciéon en la estructura cristalina, que se
cree que median interacciones proteina-proteina (Scherr et al., 2007). Sin embargo, poco
se conoce acerca de como es el complejo ternario pknG/ATP.Mg/GarA y la razon por el cual
pknG fosforila sélo el residuo 21, es decir la selectividad frente a este aminoacido, puesto
que garA tiene dos residuos thr contiguos. Considerando ademas, que pknG no presenta
residuos fosforilables en el loop de activacién inferimos que el ciclo catalitico debe estar

sujeto a algun otro efector sobre el estado conformacional de la quinasa.

1.5 Descripcion general de la Disertacion

Siendo uno de los principales procesos celulares involucrados en el sistema de transduccién
de sefiales, es de vital importancia entender como es que el proceso de transferencia de fos-
fatos o fosforilacion, ocurre. Centrandonos en una descripcion termodinamica del proceso

subyacente, en el segundo capitulo exploramos el proceso de fosforilacion usando como ar-
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kinase
Domain

-

-

TPR

Figura 1.7: Dominio quinasa de pknB y pknG. A) Homodimero pknB. PDBid:1MRU).
B) Organizaciéon multidominio de pknG. RdX: Dominio rubredoxina, TPR: tetratricopeptide
repeat

quetipo la quinasa ERK2, uno de los pilares fundamentales de la via Ras/RAF/MEK/ERK.
Este capitulo ademas incluye un relevamiento de distintas quinasas en el estado reactivo,
infiriendo que dicha estado conformacional es general, y tiene que estar conservado. Por
lo tanto, una descripcién mas completa de las restricciones topoldgicas y/o quimicas so-
bre la reaccion, nos ayudara a entender los mecanismos de activacion/desactivacion de las
quinasas. En particular este dominio presenta un puente salino distintivo, que en el estado
reactivo ve favorecido su formacién y en dicha seccién se explica la posible injerencia del
mismo, en el proceso reactivo.

A continuacién, siendo que el dominio quinasa un elemento muy conservado, extendi-
mos el andlisis a proteinas procariotas que presentan alta similaridad con las eucario-
tas, siendo ademas importantes blancos moleculares debido a la relevancia sanitaria del
patégeno del cual provienen. Por ende, en el capitulo 3 exploramos la reactividad de pknB,
pknG ambas quinasas de M. tuberculosis. Es interesante que de dicho analisis se despren-
den conclusiones importantes que permiten entender ademas, la selectividad de ésta fa-
milia por sus sustratos. Brevemente la caracterizacion y/o descripcion del sitio de unién
del sustratos en zonas cercanas al sitio activo, serian responsables de la fosforilacion difer-
encial de GarA.

Por ultimo, como parte de una descripcién holistica del ciclo catalitico, describimos

brevemente como es que las MAPKSs reconocen a sus sustratos, para ello, el capitulo 4
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introduce cudles son los residuos clave para esto y esboza una explicacion a la selectividad

de las mismas.
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CAPITULO 2

La activacion de MAPKSs es controlada por la conformacion

del ATP.

2.1 Introduccion

Las quinasas activadas por mitégenos (MAPKS) tienen un rol preponderante en el sistema
de transduccion de seiiales (Raman, Chen, & M. Cobb, 2007) siendo el nexo entre el es-
pacio extracelular y el nucleo, regulando una vasta variedad de procesos celulares como
proliferacion, diferenciacion y muerte celular programada (Weston, & Davis, 2007; Kyri-
akis, & Avruch, 2001). La familia denominada ERK por "Extracellular activated protein
kinases”, cuenta con varios miembros pero las mas extensamente estudiadas son las iso-
formas ERK1 y ERK2 (A. Turjanski, Vaque, & J. Gutkind, 2007).La activacién aberrante
de esta subfamilia esta a menudo asociada con cancer (Gioeli et al., 1999; Hoshino et al.,
1999). Es por esta razén que la cascada de senalizacién, ERK es un objetivo interesante
para terapias antitumorales (Lawrence et al., 2008; Uehling, & Harris, 2015).

Para la completa activacion de ERK2 se requiere de una doble fosforilacion en dos resid-

183 y tyr!® [Figura 2.1] (Robinson et al., 1996; Canagarajah

uos altamente conservados, thr
et al., 1997). Otra caracteristica que presentan las MAPKSs en general y ERK2 en particu-
lar, es su alta especificidad por péptidos/proteinas que poseen el motivo Ser/Thr seguido de
prolina (Gonzalez, Raden, & Davis, 1991). Ademas, estudios bioquimicos y estructurales
de la familia, describen que el reconocimiento de la quinasa por su sustrato es mediado
por interacciones proteina-proteina en un sitio distal, lejos del sitio de transferencia de
fosfato y fuera del sitio de unién de ATP (Remenyi, Good, & Lim, 2006). Los cambios
conformacionales que acompanan a la activacion de ERK2 han sido documentados por es-

tructuras de rayos X pero, hasta el momento, solo disponemos de las apo-enzimas en la

forma inactiva no-fosforilada (OP-ERK2) y en la forma activa, dualmente-fosforilada (2P-
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CAPITULO 2. LA ACTIVACION DE MAPKS ES CONTROLADA POR LA
CONFORMACION DEL ATP.

ERK2) (Canagarajah et al., 1997; F. Zhang et al., 1994) pero se carece del complejo enzima
sustrato con informacién estructural en el sitio activo. En ellas se observa, que la doble
fosforilacion antes mencionada, reorganiza el "loop” de activacién, dando lugar a nuevas

183 y elementos de la alpha-C forman interacciones

interacciones. En primer lugar, la pThr
de puente salino y en segundo lugar, el residuo pTyr'® interactia con residuos basicos
de los dominios N- y C-terminal. Otros cambios estructurales tras la activacion incluyen
el plegado de una hélice 31 en el "loop” L16 que expone un cierre hidrofébico, que forma
la interfaz que permitiria la dimerizaciéon (M. H. Cobb, & Goldsmith, 2000). Todo esto
resulta en una pequeia rotacion de alrededor de 5° del N-terminal sobre el C-terminal
(Canagarajah et al., 1997). Ademas, trabajos recientes proponen que la rotaciéon y con-
comitante estabilizacién de la hélice aC, es el nexo para el acoplamiento alostérico, entre
el sitio de union de péptidos y el dominio catalitico. Dicho control en ERKZ2, se realiza a
través del movimiento interdominio posicionando correctamente la hélice oC (Barr et al.,
2011; Nguyen et al., 2015). Sin embargo, como discutiremos mas adelante el cambio con-
formacional observado en el dominio C-terminal al activarce ERK2 es sutil. A diferencia
de ERK2, otras proteinas quinasa como Src o PKA, presentan un cambio conformacional
dramatico, y este cierre/rotacion permite que residuos importantes se reposicionen. Esto
produce un reacomodamiento estructural del sitio activo que es necesario para la catalisis
enzimatica. La proteina para alcanzar dicho estado requiere un movimiento concertado
que involucra la apertura del loop A y el "alineamiento del N-terminal con el C-terminal,
acompanado por la rotacién de la hélice «C (Banavali, & Roux, 2007; Yang, Banavali, &
Roux, 2009). En la Figura 2.2A se observa la superposicién de estructuras cristalograficas
correspondientes al estado activo e inactivo de 5 proteinas quinasas representativas; em-
pezando en la derecha con el ejemplo paradigmatico de activacién de quinasas como lo es
PKA, exhibiendo el mayor RMSD entre conféormeros, seguidos por EGFR, SRC, CDK2 y
finalmente ERK2. Curiosamente observamos que en todas, menos ERK2, muestran una
significativa rotacion de la hélice aC [Figura 2.2C]. Ademas, ERK2 solo muestra cam-
bios asociados a las porciones antes descriptas, que incluyen la reorganizacion del loop de
activacion y el L16, representados en la figura 2.2B. El hecho de que el fenémeno estu-
diado sea tan sutil, y que ambas estructuras cristalinas sean muy similares nos motivo
a estudiar cudles son los elementos importantes que son modulados para poder realizar

eficientemente su funcién, desde el punto de vista catalitico.

Por otra parte, experimentos de RMN, Car-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) descubrieron
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Figura 2.1: Representacion de cintas para 2P-ERK2. Se muestran elementos de estruc-
tura secundaria relevantes. Residuos importantes para la catalisis estan recuadrados en
la secuencia

que la doble fosforilacion de ERK2 induce cambios en la dindmica de la enzima. Si bien
no pudieron elucidar la estructura han propuesto que, mientras la forma no fosforilada
de la proteina (OP-ERK2) existe mayoritariamente como el conférmero observado en el
cristal, la estructura de 2P-ERK2 existiria en dos conformaciones que se intercambian
en el tiempo de milisegundos. El conférmero minoritario (20%) corresponderia a aquel
observado en el cristal de OP-ERK2, mientras que el mayoritario (80%), representa una
nueva forma energéticamente inaccesible en 0P-ERK2 y similar al cristal de 2P-ERK2.
Por ende, el efecto de la fosforilacion es alterar la dindmica de la enzima, disminuyendo la
barrera termodinamica que permite la formaciéon de un nuevo conférmero, el cual es solo
accesible en el estado activo. Es mas, el trabajo describe que OP-ERK2 esta restringido
conformacionalmente con un AG® > +3.1 kcal/mol entre los dos estados, mientras que la
fosforilacion desplaza el equilibrio hacia la forma 2P-ERK2 con AG® = -0.8 kcal/mol. (Xiao
et al., 2014). Sin embargo, no es claro cudles son los determinantes estructurales que

permiten la transiciéon ni como es la conformacién activa en solucién.

En todas las proteinas quinasa luego del proceso de activacién, que por lo general con-
siste en la fosforilacion del loop de activacién, un residuo Lys conservado en el sitio activo
(Lys®> numeracién ERK2 de ratén) juega un rol critico en la estabilizacién del estado de
transiciéon, mediante la coordinacién de los oxigenos de los fosfatos a y 8 del ATP (Bao,
Jacobsen, & Young, 2011; Akamine, Xuong, & Taylor, 2002). La sustitucién de este residuo
por arginina o alanina resulta en una gran disminucién de la tasa de intercambio y por
ende en la actividad, teniendo un efecto menor en la unién de ATP (Robinson et al., 1996;
Sours, Xiao, & Ahn, 2014). Podemos agregar que en el cristal de la forma OP-ERK2 con

ATP recientemente reportado, la Lys>> no estaria en una tnica conformacién en contacto
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inactivo

. ERK2 ||  CcDK2 ||  SRC || EGFR ||

Figura 2.2: Plasticidad de dominio quinasa. A) Estructura cristalografica de 2P-
ERK2. Los colores varian de azul (n-terminal) hasta rojo (C-terminal). Elementos im-
portantes de estructura secundaria del dominio quinasa estan marcados en consecuencia.
AminoAacidos relevantes se muestran en una representacion de bastones (PDBid:2ERK). B)
Principales cambios en la activacion de ERK2 destacando las interacciones formadas pro-
ducto de la fosforilacién en Thr!®3: pT!'8-R%; puente salino K°2-E® y residuos relevantes
dentro del loop L.16. Estos cambios conformacionales se encuentran en el replegado del
loop L16 y rotacion del N-terminal. C) 5 representantes de EPKs que ilustran cambios
principalmente en el hélice aC y el dominio n-terminal. Estos se encuentran ordenados de
izquierda a derecha incrementando la magnitud del cambio conformacional. El cédigo de
colores denota inactivo/activo como magenta y verde respectivamente.

con el ATP (F. Zhang et al., 1994 , PDBid 4GT3). Interesantemente, este estado conforma-
cional no fosforilado, muestra una drastica reduccion en la cinética de fosforilacion de otros
blancos (50000x menos) y una pequeila diferencia en la afinidad por el ATP (0.20 + 0.01,
0.42 + 0.06 Kd = SD (mM) para OP-ERK2, 2P-ERK2 respectivamente) (Prowse, & Lew,
2001; Sours, Xiao, & Ahn, 2014).

Cabe destacar que la estructura cristalografica de 2P-ERK2 no contiene ATP, sin em-
bargo se presume que la activacién por doble fosforilacién actiia en parte alineando la lys’2.

En concordancia, inhibidores que estabilizan la forma inactiva en estas proteinas mueven
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la hélice aC en el dominio N-terminal y rompen el puente salino entre la lisina catalitica y

un glutamico altamente conservado (Hari, Merritt, & Maly, 2014).

Por ultimo, existen varios trabajos que exploran los mecanismos de reaccién de tranfer-
encia de fosfatos en solucién y catalizados por quinasas, utilizando abordajes QM/MM. La
hidroélisis de ATP en solucién muestra un mecanismo de reaccion concertado, hasta alcan-
zar el estado de transicién, y luego presenta un cierto caracter asociativo (C. Wang, Huang,
& Liao, 2015). En el mismo sentido, la reaccion de fosforilacién catalizada por PKA (Pérez-
Gallegos et al., 2014) y CDK2 (De Vivo et al., 2007) presentan un estado de transicién
Sy2-concertado y con cierto caracter asociativo; donde un residuo Asp sirve como base para
activar el nucleéfilo. Sin embargo otros trabajos sobre estos mismo biopolimeros sugieren
que el correspondiente estado de transicion muestra un posible mecanismo disociativo con
una estructura simil meta-fosfato (Smith et al., 2011; Valiev et al., 2007). Especificamente
en relacién con las MAPK, recientemente el origen de la selectividad de éstas, por sustratos
que exhiban Pro y su relacién con el mecanismo de fosforilacion, han sido estudiados por
experimentos de "docking” y dindmica molecular, donde se proponen modelos del complejo
ERK2 con su sustrato, mientras que en un trabajo de nuestro grupo, el perfil de energia fue
determinado con un esquema de minimizacién de energia, mostrando una barrera moder-
ada para el proceso de fosforilacién (17 Kcal/mol para el estado activo) y el rol clave de la
lys>? para estabilizar fuertemente el estado de transicién (A. G. Turjanski, Hummer, & J. S.
Gutkind, 2009). A pesar de que los trabajos mencionados claramente ayudaron a nuestra
comprension del mecanismo de la fosforilacion de MAPK en particular y de kinasas en
general, varias cuestiones importantes siguen siendo materia de debate. Sin embargo, hay
solo unos pocos trabajos donde se estudia el mecanismo en kinasas (Smith et al., 2011). En
particular, la respuesta definitiva a nivel molecular de cémo la doble fosforilaciéon de ERK2

resulta en la activacion y el rol de la dinamica proteica en la catalisis permanece irresoluta.

En este trabajo mostramos que la barrera para la reaccién depende fuertemente de
la conformacion del ATP, la cual es ligeramente regulada por la activacion de la quinasa
mediante la fosforilacién de residuos clave. Esta conformacién susceptible para el ataque
nucleofilico permite la unién de un segundo magnesio que posiciona el y-fosfato para la
catalisis. Este mecanismo parece estar conservado en las Ser/Thr quinasas, y explicaria
porqué a pesar de las pequeias diferencias en las estructuras activa e inactiva de ERK2,
mas alla de la observadas para el loop de activacién, muestra un gran incremento en la

actividad catalitica (50000x).
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2.2 Resultados

2.2.1 Cambios conformacionales asociados a la activacion de ERK2

La activacion de las proteinas quinasa por fosforilacién en el loop de activacion, han sido
ampliamente estudiadas y varias estructuras se encuentran depositadas en el Protein Data
Bank (PDB). Estas muestran que en el sitio activo (en donde se une el ATP), en la asi lla-
mada conformacién "abierta”, sufre un cambio conformacional alcanzando la conformaciéon
“cerrada”. Los cambios estructurales importantes estan localizados principalmente en el
dominio N-terminal y usualmente estan caracterizados por la rotacion de la hélice C con
el movimiento asociado de las hojas beta y el loop rico en glicina (glycine rich loop) [Figura
2.2B].

Para una mejor descripcion de los cambios asociados a la activacion, hemos relevado la
conformacion o geometria de residuos de naturaleza hidrofébica, que otros autores plantean
como importantes, de las estructuras cristalinas disponibles para ERK2. Se propone que
en las quinasas existen dos columnas de residuos en el niicleo proteico, que son respon-
sables del correcto funcionamiento de la actividad quinasa. Una de ellas, es descripta
como el pilar o la columna catalitica (C-spine) que contiene los residuos responsables de la
catalisis propiamente dicha; mientras que la otra, la columna regulatoria (R-spine) tiene
una funcién mas estructural, ya que al establecerse alinearia los residuos cataliticos posi-
cionandolos para la catalisis (Kornev, & Taylor, 2010; Meharena et al., 2013). La figura
2.3E muestra que efectivamente en la quinasa modelo PKA, que la activacién promueve el
alineamiento de ambas columnas. Para realizar el mismo analisis sobre ERK2, estos mis-
mos segmentos representados por los residuos I34, L73, F166, H!45 D28 para la columna reg-
ulatoria (R-spine) y los residuos A°, V37, L0 1,153-155 1215 M?2!9 para la columna catalitica
(C-spine) fueron evaluados [figura 2.3B]. Producto de la evaluacion residuo a residuo, el
RMSD entre los estados OP-ERK2 versus 2P-ERK2 y 0P-ERK2-ATP versus 2P-ERK2 no
arroja diferencias significativas en la posicion de dichos residuos, que pudieran explicar
las diferencias en la actividad antes discutidas. En este sentido entonces pensamos que lo
observado previamente en PKA y otras quinasas no se aplicaria al caso de ERK2.

Con la posibilidad de que las diferencias se deban a cambios en la dinamica o pobla-
ciones de ambos estados, 0P-ERK2 y 2P-ERK2, se procedié a realizar un estudio del ensam-
ble conformacional para cada uno de ellos. Una comprensiéon mas profunda del ensamble

conformacional de la proteina se puede obtener mediante simulaciones de dindmica molec-
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Figura 2.3: Cambios en las espinas C y R. A) ambas columnas hidrofébicas en el contexto
de la proteina. B)alineamiento de OP-ERK2 y 2P-ERK2 (PDBid 1ERK, 2ERK respecti-
vamente) sefialando los elementos importantes de cada "espina”. C) RMSD cada residuo
invidual, entre la forma no fosforilada (0P-ERK2) y la doblemente fosforilada (2P-ERK2)
(etiquetas negras) y 2P-ERK2+ATP (PDBid 4GT3) vs 2P-ERK2 (etiquetas rojas).

ular (MD). Por consiguiente, fueron realizadas varias MD de 100 ns cada una, en ambos
estados, activo e inactivo, observandose que oscilan alrededor de las estructuras resueltas
por difraccion de rayos X, sin cambios significativos aparentes (Figura 2.4). Es mas, si en
nuestro analisis excluimos los segmentos L.16 y el loop de activacién, podemos observar que
las conformaciones del dominio quinasa se visitan mutuamente. Es decir, simulaciones par-
tiendo de la estructura de OP-ERK2 visitan en solucién estructuras similares a 2P-ERK2
y viceversa, ésto incluso en tiempos del orden de nanosegundos. Sin embargo, con el fin
de explorar y/o discutir si es que en solucion ambos estados presentan un ensamble con-
formacional distinto y que no se observe debido a un problema de muestreo, realizamos
dinamicas moleculares largas, de hasta 2 us. En la figura 2.4 observamos una super-
posicion de la estructura cristalina para el conférmero inactivo OP-ERK2 (PDBid 1ERK,

F. Zhang et al., 1994), con fotos obtenidas del dltimo us de la trayectoria de la forma doble-
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mente fosforilada, 2P-ERK2 (PDBid 2ERK, Canagarajah et al., 1997). Se puede observar
que las conformaciones visitadas en la dinamica 2P-ERK2 para el dominio quinasa y ele-

mentos importantes como la helice aC, incluyen a 0P-ERK2 y viceversa. Sin embargo una

OP-ERK?2 2P-ERK2

Figura 2.4: Ensamble conformacional de ERK2. Simulaciones de dinamica molecular
muestran que ambas se visitan mutuamente en el segmento N-terminal. A) OP-ERK2 se
refiere a la forma no fosforilada de ERK2 en magenta y fotos de la dindmica de 2P-ERK2
en gris. B) idem A para el conférmero doblemente fosforilado en verde con la superposiciéon
de fotos de dinamica molecular de la forma OP-ERK2(gris).

forma robusta de analizar los movimientos colectivos relevantes de una proteina, consiste
en la extraccion de Modos esenciales (ME) a partir de dinamicas moleculares (Detalles de
la obtencién de los mismos en la seccion 2.4). Ademas, las proyecciones de la trayectoria a
lo largo de estos MEs arrojan informacion acerca del espacio conformacional muestreado en
la simulaciéon. Los mas relevante con respecto a nuestro interrogante, es que nos permite
comparar los principales movimientos colectivos y los espacios conformacionales entre dos
estados de manera robusta. En este sentido, hemos computado la proyeccién del primer
modo de transicién para la activacion, a lo largo de la dindmica, para cada estado confor-
macional. La confeccién de un histograma de dichas proyecciones, nos permite evaluar las

poblaciones conformacionales y la magnitud de las fluctuaciones de cada estado, para dicha
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transicion. El histograma de la dinamica proyectada para el primer modo de la transicién
de "activacion”, se puede observar en la figura 2.6. Alli simplemente, se observa como am-
bos histogramas se superponen parcialmente, mostrando asi, que para el dominio quinasa

las conformaciones se visitan mutuamente.
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Figura 2.5: RMSD, RMSF, angulo dihedro entre aC y oF para cada una de las dinamicas
moleculares (2 us cada réplica). OP-ERK2 se refiere a la forma no fosforilada de ERK2 y
2P-ERK2 para el conférmero doblemente fosforilado.

Por otra parte, a fin de analizar las fluctuaciones conformacionales, alineamos el C-
terminal y se calcul6 la rotacion de la hélice-aC con respecto a la hélice-F del dominio
C-terminal. Como se reporté anteriormente, hay un cambio en el angulo de alrededor de
10° entre los estados activo e inactivos (Barr et al., 2011), pero las distribuciones son lo
suficientemente amplias y se superponen en la escala de tiempos en la que fue ensayada
la dinamica, del orden de cientos de nanosegundos (Figura 2.5A). Estos resultados, junto
con el analisis de modos esenciales, permiten concluir que ambos estados se visitan mutua-
mente y que las conformaciones son ligeramente diferentes, pero que dichas diferencias, en

principio no permitirian explicar los grandes cambios que presenta ERK2, en la actividad.
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Figura 2.6: Proyeccion de modos esenciales para cada dinamica molecular. Histograma
de la proyeccion del modo de transicién de activaciéon para cada estado conformacional. (A)
Proyeccion del primer modo de transiciéon sobre la estructura 2P-ERK2. Las principales
contribuciones de cada residuo estan indicados con flechas. B) histograma del primer modo
de transiciéon donde 2P-ERK2-atp (azul) y OP-ERK2 (verde). C) Contribucién de cada modo
a la movimiento global.

2.2.2 Estabilizacion de la hélice «C por el loop L16

Refiriéndonos nuevamente al trabajo de Ahn y colaboradores, donde monitorean la dinamica
proteica de ERK2 en el rango de microsegundos a milisegundos; ellos reportan que esta
proteina alterna entre dos estados conformacionales bien definidos (Xiao et al., 2014).
Para ello, midieron los metilos ('H-'>C) de las cadenas laterales de residuos Leu, Ile, y
Val (multiple-quantum CPMG experimentos de relajacion de la dispersién) a partir de los
cuales se obtienen constantes de relajacion, que permiten calcular constantes de intercam-
bio, ajustando dichos datos a un modelo de dos estados. Como mencionamos anteriormente,
0P-ERK2 exhibe un conférmero unico en solucién en los tiempos evaluados. Sin embargo,

las senales de RMN para el estado doblemente fosforilado (2P-ERK2), permiten que 19
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residuos del nicleo del dominio quinasa, se ajusten globalmente a un proceso de dos esta-
dos (pA y pB) caracterizado por una constante de intercambio entre ellos de k., = 300 + 10
s~! y poblaciones del 20% para el estado A y 80% para el estado B (+ 0.6%). Siendo el estado
A el correspondiente al aquel observado en OP-ERK2, mientras que el B (80%) representa
un conformero enérgicamente inaccesible en 0P-ERK2, que seria el estado biolégicamente
activo. Por otra parte, el estudio permite observar otros sorprendentes cambios dinamicos
producto de la activacion por fosforilacion. Es decir, el ajuste individual de cada residuo a
un modelo de dos estados, muestra grandes variaciones en el rango dinamico de las con-
stantes de intercambio para el estado OP-ERK2, mientras que el estado 2P-ERK2 muestra
un rango mas acotado para dichas constantes, y esto permite concluir que OP-ERK2 parece
un estado mas desacoplado dinamicamente, mientras que 2P-ERK2 esta dominado por un
proceso de intercambio conformacional global. De este ajuste individual, podemos agre-
gar que algunos residuos presentan analogamente dos estados discretos. Ademas estos
metilos presentan poblaciones similares a las observadas para el ajuste global, y dichas
poblaciones pueden cambiar en funcién de la temperatura. Como consecuencia de esto,
algunos residuos pueden ser utilizados como reporteros del cambio conformacional, entre
ellos podemos encontrar la ile’?> que estructuralmente se encuentra en una posicién central
en la hélice aC. Para indagar en los motivos subyacentes al cambio observado por RMN
para este residuo, observamos las estructuras cristalograficas para ambos estados y los
residuos circundantes al mismo. Las diferencias que presentan en el entorno de la ile’> son
principalmente producto del replegado del loop L16. Brevemente, mientras en la estruc-
tura OP-ERK2 el residuo esta expuesto al solvente (Figura 2.7A); en la estructura activa,
el 5-carbono del residuo ile’? estd en la cercania de la phe®?®. A la conformacién del loop
que pone en contacto a la ile’?> y phe®?° la llamamos conformacién phe’? IN, mientras que a
la que esta expuesta al solvente, la llamamos phe®?® OUT (Figura 2.7A). A partir de dicha
observacion, nos preguntamos si existe alguna relacién entre el cambio en la senial de RMN

para la ile’? y el replegado del loop L16, denotado por la posicién del residuo fenil-alanina.

Para abordar este interrogante, empleamos dinamica molecular clasica (MD) y dinamica
molecular guiada (Umbrella sampling) ya que en los tiempos de nanosegundos, asequibles
por Md no esperamos observar el cambio conformacional. A partir de MD, seleccionamos fo-
tos del ensamble conformacional para cada estado y calculamos su desplazamiento quimico

mediante el empleo del programa SHIFT2X (Han et al., 2011). Al analizar los resultados
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Figura 2.7: F*? como reportero del cambio conformacional. F3? out, es el es-
tado conformacional plegado A) residuos circundantes a la I’?, el principal cambio con-
formacional involucra la rotacién de la F3?°, B) sefial de HMQC computadas para el es-
tado OP-ERK2 y 2P-ERK2 a 25 °C muestra dos sefiales para I’?, para ello usamos el
programa SHIFT2X (Han et al., 2011). C) Perfil de energia libre para el proceso de ple-
gado/desplegado del loop L16. Conférmeros Inactivo (OP-ERK2) y activo (2P-ERK2) estan
coloreados magenta y verde respectivamente.

observamos cualitativamente dos poblaciones compatibles con los datos experimentales

antes descriptos para el desplazamiento quimico de la ile’? (Figura 2.7B). Este resultado
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nos indica que es probable que se haya observado este cambio conformacional al evaluar
la ile’?>. Por otra parte, para la evaluacién de las poblaciones relativas de la phe’?’, em-
pleamos dinamica molecular guiada con el protocolo descripto en materiales y métodos.

329 y el a-carbono de la

Brevemente, tomamos la distancia entre el z-carbono de la phe
ile”? y obtuvimos los perfiles de energia libre representados en la figura 2.7C como de-
scriptor del proceso de cambio conformacional. Interesantemente, los valores de energia
libre obtenidos se encuentran en concordancia con los observados por RMN (Figura 2.7
tabla). La metodologia empleada nos permite ademas, extraer informacién acerca de la
barrera para el cambio conformacional. Al respecto, podemos observar que la forma 2P-
ERK2 presenta una pequeiia barrera de aproximadamente ~2 kcal/mol, encontrandose sin
restricciones topolégicas para el intercambio entre estados. Mientras que del analisis del
perfil de energia libre para el proceso de plegado/desplegado del loop L.16 vemos que la en-
zima en su estado inactivo presenta una barrera de ~4.5 kcal/mol. A partir de estos datos

329 y las senales de

podemos concluir que los cambios en las poblaciones relativas de la phe
RMN para la ile’?> son parte del mismo fenémeno de plegado/desplegado del loop L16 que

ocurre en la escala temporal del orden de microsegundos/milisegundos.

2.2.3 La activacion promueve la formacion del puente salino.

Con el objetivo de estudiar los posibles efectos de los sutiles cambios conformacionales que
presenta ERK2, el primer interrogante, es como seria la coordinacién efectiva de la enzima
en la forma holo, es decir, con ATP y cofactores; para que ocurra la catalisis enzimatica.
Para ello, se realizé un relevamiento de la coordinacién del atp, en ser/thr quinasas ac-
tivas en la base de datos PDB. Para este analisis se consideraron todas aquellas estruc-
turas con dos metales divalentes (Magnesio y Manganeso principalmente) en el sitio activo
adyacentes al ATP, y consideramos las métricas relevantes a fin de caracterizar la confor-
macién del estado reactivo (dngulo diedros, distancias, nimero de coordinantes, etc). Se
seleccionaron todas aquellas enzimas con dos magnesios puesto para que ERK2, asi como
para otras quinasas, se observé que la velocidad depende de la concentraciéon del Mg*?
y la relacién estequiométrica nos permite deducir que necesita dos magnesios (Waas, &
Dalby, 2003). Las distancias relevantes, se resumen en la tabla 2.10. A partir de dicho
analisis, el estado reactivo esta caracterizado por poseer el ATP, con dos metales diva-
lentes coordinados con una geometria octaédrica. El arquetipo de la correcta conformacién

del ATP lo brindan, PKA, CDK2 y p38y (Zheng et al., 1993; Bellon et al., 1999). Para in-
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ferir el modelo del complejo final de ERK2, nuestro objeto de estudio, consideramos a la
MAPK p38y por encontrarse mas cerca filogenéticamente. Para esta tltima, el complejo
p38y/ATP/Mg*? describe dos sitios, el sitio I (MSI) y el sitio IT (MSII) (Figura 2.8A). En
consecuencia, la construccion del complejo final para ERK2 se realizé considerando estas
cuestiones geométricas. El sitio I, esta comprendido por el asp'® del motivo 'DFG'®’ de

manera bidentada, los fosfatos 8y y del ATP, y lo completan dos moléculas de agua. Por

152 165

otro lado, el sitio 2, engloba el residuo asn>~, uno de los oxigenos del asp'®, los fosfatos @ y
v del ATP y una molécula de agua (Figura 2.8C). Otra caracteristica importante surge del
relevamiento de la base de datos PDB, un puente salino, entre una lisina (lys’> numeracién
ERK2.) de la hoja 83 y un residuo glutamico(glu®®) de la «C altamente conservado, que de-
beria estar formado en el estado reactivo (tabla 2.10). Considerando que el cambio mas
importante en la activacion de ERK2 en el sitio activo se produce en la helice aC y que
el puente salino entre la lys> y el glu® podria estar regulado por estos cambios decidi-
mos estudiarlo en detalle. Por ende, para evaluar si hay alguna diferencia en la capacidad
de formacién del puente salino entre los estados 2P-ERK2/ATP/Mg*? y OP-ERK/ATP/Mg*?
calculamos el perfil de energia libre para la formacién del puente salino entre la lys®? y el
glu®®. Para ello se empleo una técnica de muestreo sesgada denominada Umbrella sam-
pling y como descriptor del proceso, utilizamos la distancia entre ambos residuos. Como
resultado obtuvimos que la activaciéon promueve la formacién del puente salino con un
minimo a 3.5A para la forma doblemente fosforilada (Figura 2.8B, curva verde) y una
barrera para romper dicha interacciéon cercana a las ~4 kcal/mol. Por otra parte, la forma
inactiva (OP-ERKZ2) practicamente no presenta barrera para el proceso, encontrandose dos
minimos energéticos, uno a 3.7A y otro a 5.2A (Figura 2.8B, curva magenta). Ademas
si consideramos los cristales disponibles para OP-ERK2-ATP, dichas estructuras muestran
que este puente salino vital, no se encuentra formado (PDBids:4GT3,4S32, Figura 2.8A)

permitiéndonos postular que el estado activo presenta la interaccion fuertemente formada,

mientras que el estado inactivo no.

Esto nos lleva a preguntarnos si estos sutiles cambios alostéricos producto de la ac-
tivaciéon y consecuente formacion del puente salino, estan asociados a la incorporacion de
Mg*?, en particular el Mg*? del sitio I. Para ello, se aplicé un esquema para la evaluacién de
la energia libre de unién del Mg*?> denominado integracién termodindmica (para detalles
técnicos referirse a la seccién materiales y métodos). Sorprendentemente, la activacién

y formacién del puente salino resulta en un incremento de -8.6 kcal/mol en la afinidad
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Figura 2.8: Relacion entra la formacion del puente salino y la coordinacion
apropiada del ATP. A) Estructuras cristalograficas representativas de MAPK con ATP
(o analogo de ATP). 2P-P38y (PDBid:1CMS8; izq.), OP-ERK2 (PDBid:4GT3,4S32; centro y
derecha) B) Perfil de energia libre de formacion del puente salino. 0P-ERK2 y 2P-ERK2
estan coloreados magenta y verde respectivamente. C) Esfera de Coordinacién del ATP
segun datos cristalograficos (tabla completa en material suplementario). D) Energia libre
de uniodn al sitio activo de la quinasa, utilizando integracién termodinamica.

por el Mg*? del sitio I (Figura 2.8D). De manera complementaria a tales resultados, se
realizaron dinamicas moleculares de ambos estados, en presencia de ATP y dos magne-
sios. La geometria inicial de ambos estados conformacionales fue la misma, tomando las
consideraciones geométricas antes discutidas y resumidas en la figura 2.8C, e inesper-
adamente al cabo unos pocos nanosegundos (~30ns) ocurrié una distorsion de la esfera de
coordinacién del Mg*? del sitio I, para el estado OP-ERK2, mientras que el estado activo
no presento cambios en el tiempo ensayado (Figura 2.10). Dicha distorsién, presenta prin-

cipalmente la rotura del puente salino y como producto de esto, el glu® interacciona con
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Figura 2.9: PMF para la ruptura del puente salino. La distancia entre K52 y E69 fue
utilizada para construir el PMF en presencia y ausencia de ATP.
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Figura 2.10: OP-ERK2 desestabiliza la entrada del segundo magnesio. Sendas dinamicas
moleculares comenzaron del estado correctamente coordinado y luego el sitio I se distor-
siona. Distancias seleccionadas se muestran en linea punteada (D'®-Mg?* and E®-Mg?*)

el Mg*? del sitio I desplazando aguas de su esfera de coordinacién, lo que consideramos
como desestabilizador para la unién del metal en su sitio. Estos resultados, nos permiten

inferir que el estado activo promueve la formacion del puente salino y la consecuente es-

42



2.2. RESULTADOS

tabilizacién del Mg*? al sitio I, modificando la geometria del ATP, preparindolo para el

ataque nucleofilico.

2.2.4 El puente salino es importante para la reacciéon

Realizamos calculos QM/MM para explorar posibles cambios en el mecanismo de reaccion
o estabilizacion diferencial entre estados, para la reaccion de transferencia de fosfatos en
ERK2. Construimos el complejo con el sustrato segun se explica en materiales y métodos
con el péptido fosforilable de ELK1, 3RTP3**’. Para ello, consideramos el sistema QM
incluyendo el metil-trifosfato del ATP los dos Mg*? y las cadenas laterales de los residuos

152 "asp!%>, 3 moléculas de agua, y la thr fosforilable del sustrato alcanzando los

asp'¥’, asn
55 atomos cuanticos.

La descripcion del mecanismo de reaccion se realizé con una coordenada de reaccién
compleja de manera anadloga a la empleada en el trabajo anterior; descripta como & =
d1(03Barp-Pyarp) - A2(0yarp-Oyustrato) + d3(Oysustrato-Hustrato) - 44 Hustrato-Obasp147) donde
el asp'” acttia como aceptor del protén de la treonina del sustrato (A. Turjanski, Vaque, &
dJ. Gutkind, 2007). En el proceso de fosforilacion la conformacién de los estado de transicién
observados, reactivos y productos se muestran en la Figura 2.11A.

La energia libre asociada al proceso de transferencia de fosfatos para ERK2 en su
conférmero activo, se muestra en la figura (Figura 2.11B panel central, curva azul) ob-
servandose una barrera de ~19 kcal/mol con un estado de transiciéon planar para el y-
fosfato con distancias casi idénticas para O3Barp-Pyarr ¥ Ovarp-Ovsustraros ~2.4A y 2.3A re-
spectivamente; lo que sugiere un mecanismo de reacciéon concertado ((Figura 2.11B panel
izquierdo)). Del analisis de los graficos de asociatividad (Figura 2.11B panel derecho),
encontramos que la reaccién tiene un cierto caracter asociativo, donde en una primera in-
stancia, se acerca el nucleéfilo a la posicion reactiva y luego se cliva el enlace O3847p-Pyarp.
Dichos resultados se encuentran en concordancia con trabajos previos y observaciones sim-
ilares en PKA (Cheng, Y. Zhang, & McCammon, 2005; Pérez-Gallegos et al., 2015) donde
ademas, la transferencia del protén del nucleéfilo al aspartato, ocurre al final del proceso
de fosforilacién.

A continuacién, se evalué el perfil de energia libre para la mutante 2P-ERK2-K52A
(Figura 2.11C panel central, curva azul). La importancia de la lys®? se pone de manifiesto
puesto que los resultados apuntan en la tendencia correcta, evidenciado por un incremento

de la barrera de activacion (~23 kcal/mol), y un incremento de la dispersion de los trabajos
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Figura 2.11: Mecanismo de reaccion, estudiados mediante un esquema QM-MM.
A) Estructura de los reactivos, estado de transicion y productos para la reaccion de fosfo-
rilacion catalizada por ERK2. B) Estado de transicion para el estado WT (Izq). trabajo
(curvas en gris), energia libre (curvas en azul, Stddev roja). graficos de asocietividad de la
reaccion. Distancias entre Py/Oy vs Py/O33 , energia libre en escala de colores. C) Idem B
para el estado 2P-ERK2 mutante K52A. D) Idem B para el estado OP-ERK2.

para los productos (Figura 2.11C panel central, curva roja). Lo que claramente apunta a

una desestabilizacién de los productos.

Para explorar a fondo el papel el efecto del magnesio, utilizamos una conformacién
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del ATP obtenida por dinamica molecular, para la enzima en su estado inactivo. Esta
conformacién de OP-ERK2 se asemeja a la estructura resuelta presentada en la figura
2.8A y contiene sélo el magnesio del sitio II (PDBid:4GT3). La curva de la figura 2.11D
muestra mucho mayor dispersion en los trabajos con una barrera significativamente mayor
(~29 kecal/mol) que la obtenida para el estado doblemente fosforilado (Figura 2.11B). Estos
resultados sefialan que la activacion, prepararia el sitio activo para incorporar el MSI,
a través de la formacion del puente salino y de esta manera “focalizar” la proteina en
la conformacién activa. Podemos agregar que estructuras cristalograficas de CDK2, una
ser/thr quinasa, capturan la posible estabilizacion del estado de transicién y describen que
la conformacion del sito activo y del ATP se ven dramaticamente alteradas debido a la

presencia/ausencia del este segundo magnesio (Bao, Jacobsen, & Young, 2011)

2.3 Conclusiones

La literatura describe elementos del dominio quinasa que subraya como importantes, pero
hasta el momento no existia una descripcion de cual seria la relacion entre ellos. El
paradigma establecido destaca la presencia de dos columnas o espinas centrales, que tendrian
un rol fundamental en la actividad (Meharena et al., 2013). Sin embargo, a pesar de dicha
descripcion, ERK2 presenta sutiles cambios en torno a estos residuos, lo cual nos lleva a
pensar que ademas de los rearreglos en torno a los segmentos L16 y el loop de activacion,
otras modificaciones sutiles, tendrian lugar, cambiando la dindamica o la conformaciones
de la proteina. En este trabajo, proponemos un modelo que recopila los datos experimen-
tales, de otros trabajos y propios, que nos permitiria confeccionar un modelo (Figura 2.12)
en el cual ocurre un primer evento de movimiento interdominio entre el N-terminal y el
C-terminal, que por un lado promueve la estabilizacion de la «C mediante el replegado
del loop L116 en un angulo cercano a los 78°. A continuacién, producto de esta rotacion de
aproximadamente 10° (seccion 2.2.1) se posicionan y/o reacomodan residuos importantes
para la catalisis, asi como el cierre del bolsillo de unién del ATP denotado por la bajada de
las hojas betas, cerrando el bolsillo que contiene el ATP. En la seccién 2.2.3 exploramos
que el estado activo promueve la formacién de un puente salino que es crucial para la es-
tabilizacién del sitio de unién para el Mg*? I para finalmente contar con la conformacién
susceptible para el ataque nucleofilico (Figura 2.8C). Demostramos ademas que la barrera
depende fuertemente de la presencia de este segundo magnesio y éste a su vez depende de

que el puente salino este correctamente fijado.
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% ATP 01015

Phosphorylated
substrate

Figura 2.12: Modelo de activacion de ERKZ2. La activacion por fosforilacién promueve
el movimiento interdominio, formacién del puente salino, apropiada coordinacion del ATP.
Magenta y verde para el estado OP-ERK2 y 2P-ERK2 respectivamente.

2.4 Materiales y métodos

Estructuras Iniciales. Las estructuras iniciales de las formas no fosforilada y doble-
mente fosforilada se obtuvieron del Protein Data Bank (PDBids 1ERK, 2ERK respectiva-
mente) y fueron solvatadas en una caja octaedrica que se extiende 12A desde la superficie
de la proteina. Debido a que experimentos bioquimicos sugieren que ERK2 puede unir
dos magnesios y que actualmente no existe una estructura del complejo ternario en su es-
tado activo se confeccioné este complejo (Waas, & Dalby, 2003). Para ello, para el presente
estudio utilizamos las estructuras iniciales utilizadas en trabajos previos de la reactivi-
dad de ERK2 empleado un esquema QM/MM (A. Turjanski, Vaque, & J. Gutkind, 2007).
Brevemente, primero construimos el complejo ternario ERK2/ATP/Mg?* usando como ref-
erencia , el cristal de la forma doblemente fosforilada de ERK2 (2P-ERK) (Canagarajah
et al., 1997) y la estructura de p38y con ATP y 2 Mg?* , para el correcto posicionamiento y

o coordinacion del cation divalente (Bellon et al., 1999).

Ademas hemos hecho un relevamiento de las geometrias de coordinacion a partir de
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estructuras de quinasas con dos metales (magnesio o manganeso) para ATP o analogos de
este; para asegurarnos acerca de cual es la correcta coordinacion de los mismos (para mas
informacion referirse a informacién suplementaria, tabla S1). Finalmente agregamos el
sustrato fosfoaceptor de ELK1, 3°RTP*’como describimos en un trabajo anterior; breve-
mente el grupo OH apuntando al y-fosfato del ATP y la prolina altamente conservada en

el bolsillo comprendido por la pTyr'®> adyacente al sitio denominado p+1.

Parametros de la simulacion clasica. Todas las simulaciones clasicas han sido re-
alizadas empleando el paquete AMBER12 (Case, Darden, et al., n.d.). Las estructuras
iniciales fueron solvatadas con moléculas TIP3P en una caja octaédrica truncada (Price, &
Brooks III, 2004). Los residuos estandar fueron representados usando el campo de fuerza
99SB de amber. Los parametros para la fosfo-tirosina y fosfo-treonina fueron obtenidos de
Craft et al. (Craft Jr, & Legge, 2005) mientras que los parametros para el ATP y el magne-
sio de Meagher et al. (Meagher, Redman, & Carlson, 2003) y Allnér et al. (Allnér, Nilsson,
& Villa, 2012). En todas las simulaciones el método de Ewald (Gotz et al., 2012; Salomon-
Ferrer et al., 2013) fue empleado en su implementacién para GPU, con un una distancia de
corte de 12 A para los términos de no-unién para computar las interacciones electrostaticas,
y el termostato de Langevin y barostato de Berendsen para mantener la temperatura y la
presion deseada, respectivamente (Sindhikara et al., 2009; Berendsen et al., 1984). Todos
los enlaces de hidrégeno se mantuvieron rigidos usando el algoritmo SHAKE y ademas un
esquema de reparticion de masas fue empleado. El esquema de reescalado de todas las
masas de hidrégeno en un factor de ~3 permiti6 el uso de un paso de integracion 4 fs para
la integracion de las ecuaciones de Newton (Hopkins et al., 2015). Cada sistema se calent6
suavemente a 300 K por 200 ps a volumen constante y para ello se uso una restriccion
armoénica suave para todos los a-carbonos (1 kcal/mol A2). Posteriormente se realizaron
simulaciones a temperatura y presién constantes durante 1ns para equilibrar la densidad
del sistema sin ningun tipo de restriccion adicionales. Las simulaciones de produccién con-
sistieron en 1 us de simulacion computacional de cada apo estado; y de aproximadamente

~2 us para el estado 2P-ERK-ATP-2Mg?".

Calculos hibridos @QM/MM. Determinacion de la energia libre de la reaccién usando
un esquema QM(DFTB)/MM y multiples dinamicas moleculares guiadas (Multiple steered
molecular dynamics "MSMD?”). Para determinar la energia libre de la reaccién, se utilizé
el método MSMD (Crespo et al., 2005), que permite vincular el dinadmicas de no-equilibrio

con propiedades de equilibrio como la energia libre, y han sido ampliamente utilizado en
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nuestro grupo para determinar los perfiles de energia libre (Crespo et al., 2005; Capece,
Estrin, & Marti, 2008; Forti et al., 2011; Xiong et al., 2006). Brevemente, H(r,1) es el
Hamiltoniano de un sistema que esta sujeto a un potencial externo dependiente del tiempo
(1= At)). AG(1) y W(2) son el cambio en la energia libre y el trabajo realizado en el sistema
cuanto éste evoluciona de 1 = 1y a A. El trabajo externo es aplicado para “guiar” la fuerza.
Ademas, r representa la configuracion de todo el sistema , mientras que A representa la
coordenada de reacciéon. Entonces, AG(1) y W(1) estan relacionadas segin la siguiente

ecuacion, conocida como igualdad de Jarzynski (Jarzynski, 1997)

¢BAG) (o Prd)y (2.1)

Los brackets en la ecuacion 2.1 representa el promedio sobre el ensamble molecular.
Debido a esta relacion, para obtener el AG(1), multiples trayectorias deben ser provistas
donde el sistema avance desde reactivos a productos a lo largo de A, utilizando un potencial
armonico dependiente del tiempo, obteniendo un trabajo asociado a 1. Una vez obtenidas
las correspondientes curvas de trabajo en funcion de A el perfil de energia libre puede ser
reconstruido como lo describe la ecuacién 2.1. Para esto, se tomaron fotos de la dinamica
molecular clasica de cada estado proteico del complejo final ERK-ATP-2Mg>*-elkl como
sustrato inicial de la reaccion. El protocolo de minimizacion es similar al empleado en
MD clasicas. Por consiguiente, se seleccionaron 4 distancias como coordenada de reaccién

descriptas en la la ecuaciéon 3.2:

A =d(03B - Py) —d(Py — Oy) + d(Oy — Hy) — d(Hy — 062) 2.2)

La coordenada de reaccion seleccionada, permite la descripcion global del proceso de
transferencia de fosfato, caracterizada por la ruptura del enlacen y-fosfato del ATP y con-
comitante formacion del enlace de éste con el O del sustrato. Asi como también la transfer-
encia de protén a la base constituida por el asp'’. Para todas las simulaciones se definié
la velocidad de traccion como el cociente entre el rango de la coordenada de reaccion y el
tiempo de simulacién total, dicha velocidad se ajusto a 0.07 A/ps. Velocidades mayores
fueron empleadas pero resultaron en perfiles con mayor dispersion para los trabajos W(r),
presentando problemas para una buena estimacion de FEP. El nimero de curvas obtenidas
para la determinacién de FEP estan en el rango entre 20 y 30, descripta en el apartado de

resultados.
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Sistema QM y nivel de teoria. En el presente estudio el sistema QM consistié en
metil-trifosfato del ATP, los dos iones magnesio (Mg”*) y los grupos funcionales compren-

152 "asp!% y moléculas de agua, la cadena lateral del asp'*’ | el cual

dido por los residuos asn
actua como aceptor de protones, y por ultimo la cadena lateral del residuo thr del péptido
ELK1 (el fosfoaceptor). En total el sistema QM consistié de 55 atomoss. El resto de la
proteina y el resto de las moléculas de solvente fueron tratados clasicamente. Todas las
simulaciones fueron realizadas en condiciones periédicas de contorno con un paso de inte-
gracion de 1fs. El nivel de teoria es SCC-DFTB (Self-consistent charge density functional
tight-binding) (Cui et al., 2001), ya que ofrece un una buena relacién entre la precisién

y el coste computacional y ha sido empleado exitosamente para describir mecanismos de
reaccion en reacciones de transferencia de fosfato (Issoglio et al., 2016).

Integracion termodinamica (TI). El cambio en la energia libre de unién fue calcu-
lada como la diferencia de energia libre durante el proceso de unién para cada conformero
(ciclo termodinamico puede observarse en Fig. 2.13). La esquema de integracién termodinamica
utiliza un factor de acoplamiento escalar para realizar la trasformacion alquimica para re-
alizar el cambio entre el estado A (ERK-ATP-2MGQG) gradualmente en el estado B (ERK2-
ATP-Mg) mediante un ndimero de pasos discretos. Asi el parametro de acoplamiento A

define un camino que conecta ambos hamiltonianos para permitir la estimacién del cambio

en la energia libre segin la ecuacién 2.3 :

1
H
AGunbound = G(ERK/ATP/2MG*?) — G(ERK/ATP/MG*?) = f Q—/ld/l (2.3)
0o ©

Variable i refiere al conférmero i. En este trabajo variamos el parametro de acoplamiento
A cada 0.1 unidades y el tiempo de simulacion dentro de cada ventana fue de 1 ns. Final-
mente restricciones del tipo NMR fueron agregadas entre la lys>? y el glu® para evaluar
el efecto del puente salino al proceso de unién. Las dinamicas de produccion fueron real-
izadas con el programa PMEMD (Kaus et al., 2013) dentro del paquete AMBER14 (Case,
Babin, et al., 2014). El analisis estadistico y la estimacién de la energia libre de unién fue
realizado con la implementacion MBAR en python (https:/pypi.python.org/pypi/pymbar).

Anadlisis de modos esenciales. Con el fin de obtener una idea de las propiedades
dinamicas de cada estructura, varias dinamicas fueron analizadas para obtener los mo-
dos esenciales (ED). Para ello, cada dinamica de produccion se analiz6é con el modulo de
cppptraj de AMBERI12 (Roe, & T. E. Cheatham III, 2013). Cada ED de cada dinamica de

produccion (o combinacién de estas) es determinada por diagonalizacion de la matriz de
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AGIME
OP-ERK2 + ATP + 2Mg = > 2P-ERK2 + ATP + 2Mg
A
Mg - Mg
&Giunbuund &Gaunhuund
L |

OP-ERK2 + ATP + Mg = = 2P-ERK2 + ATP + Mg
AGIMz
AAG = ﬂGEME _ ﬂG]MG — ﬂGiunhnund '.&Gaunbuund

Figura 2.13: Representacion del ciclo de integracion termodinamica para el calculo de la
diferencia de energia libre de unién para el sitio I de Mg?*.

covarianza (Cov;;) de las posiciones atémicas a lo largo de la trayectoria, obteniendo como

resultado los correspondientes eigenvalores y eigenvectores (eq 2.4).

1

COV,']‘ = M

M
D XK = XDIXG(K) = (X )] (2.4)
k

Donde se suman todas las “M” configuraciones o fotos tomadas de la dinamica molecu-
lar, X;(k) corresponde a la iésima coordenada en el sistema en la foto k, y (X;) el valor medio

de X; a lo largo de la simulacion.

Luego de la diagonalizacion cada eigenvector obtenido (vi) corresponde a un modo es-
encial (EM) de la proteina. Todos ellos en conjunto describen el movimiento colectivo de
la proteina. El eigenvalor (41;) obtenido, representa la contribucién relativa de cada EM al
movimiento total, donde el primer EM es el que més contribuye. E1 ED fue computado solo
para los atomos del esqueleto carbonado (N, C, CA, O). Ademas analisis de EMs fueron
realizados para combinaciones de trayectorias, para conocer acerca de los modos esenciales
que caracterizan las transiciones entre estados. Siendo el primer modo EM (V1) capaz de

explicar el movimiento concertado correspondiente, entre ambos estados.

La proyeccion de EMs seleccionados se realiz6 sobre cada estado conformacional, obteniéndose
la proyeccion del modo esencial “PN(t)” a lo largo de la dinamica. Este analisis permite de-
terminar espacio configuracional explorado a lo largo de la dinamica molecular (ecuacion

2.5):
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PN = VN ¥ r(t) (25)

Donde vy es el enésimo EM y r(t) es la conformacién proteica a tiempo t. Las proyec-
ciones estan medidas en angstroms, por el cual, el valor obtenido corresponde a la desviacion
con respecto a la estructura promedio a lo largo de la modo proyectado. A partir de la ob-
tencién de estas proyecciones para el modo seleccionado se confeccionaron los histograma
correspondientes.

Técnicas de muestreo sesgado (Umbrella sampling). Todas las simulaciones fueron
realizadas con un ensamble NPT, usando. AMBER12. El protocolo de muestreo fue uti-
lizado para evaluar la *fuerza” del puente de hidrégeno entre la Lys>? y el glu’!. Por otra
parte, la metodologia fue empleada también para estimar la energia libre del proceso de
plegado/desplegado del loop L16.

Para la evaluacion del puente de hidrégeno, se utilizé como descriptor del cambio con-
figuracional la distancia entre el nitrégeno Z de la Lys? y el Cy del glu’!. Sin embargo el
proceso de plegado/desplegado fue descripto a partir del cambio en la distancia entre los
carbonos alfa de la ile’?> y la 3*° . Cada ventana de muestreo fue realizada con un espa-
ciamiento de 0.5 A entre ventanas, y fue explorada por 2 ns de dindmica molecular. Las
distancia para el puente salino entre los residuos lys’? y glu’! fue evaluado en el rango
3-6A, mientras que la distancia entre los residuos ile’? y la phe’? fue en el rango entre 6
y 18A. Cada ventana se comenzé con la estructura equilibrada de la ventana anterior, y
cada ventana se le aplico un potencial cuadratico de 30 kcal/mol/A2.

Desplazamiento quimico. A fin de estimar el desplazamiento quimico se empleé el
programa SHIFTX2 (Han et al., 2011). Se seleccionaron fotos de la dinamica molecular de
cada estado para los atomos de interés; en particular se uso el Cy del residuo I72. Un total

de 1000 fotos fue utilizada para describir cada estado configuracional.

2.5 Informacion Suplementaria

A continuaciéon se muestra la informacién suplementaria asociada al siguiente capitulo
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Kinase Dead
PDRid chain Nudeatide ASPOB2 ASPOSL ATP O3y ATPOIP WAT1 WAT2 ASN 081 ATPOZa TP O2y ASP OS2 WAT3 L¥S NZ - GLU CB
tatp E ATP 219 235 205 218 185 215 209 199 301 221 214 208 448
tedk A ANP 199 n 190 240 219 206 201 264 203 255 219 7
Tedk B ANP 187 208 191 212 229 227 21 202 242 200 253 230 168
lomé A ANP 284 234 251 260 274 268 an 226 254 an 295 291 377
1cmé B ANP 281 232 247 285 - 262 214 34 258 210 30 - 176
1ipd A ANP 216 214 211 218 205 241 208 an 201 210 212 210 379
1o6k A ANP 23 228 216 217 218 225 217 204 279 a1 226 221 im
1061 A ANP 228 226 208 215 218 230 217 206 285 209 24 n in
1phK A ATP 251 240 248 241 222 - 229 237 260 21 243 251 356
1pyx A ane 220 223 234 215 236 219 213 208 283 La7 225 - 160
1pyx B ANP 223 219 239 208 245 EED 212 230 283 194 232 - 148
2phk A ATP X 237 226 236 230 248 277 213 27 20 2 n 376
90 A ANP 232 240 214 7 24 220 220 an 262 2n 226 215 361
3phi A ANP 268 206 189 224 221 225 201 213 278 2 178 190 180
g E ATP 232 240 214 218 214 224 213 208 258 m i3 224 378
3idb A ANP 237 234 205 212 2m 216 205 209 27 219 213 22 165
Ipvh A ANP 261 23 202 281 - 177 249 314 - 412
3qal E ATE 2 219 198 207 20 207 204 199 262 214 208 206 360
Iqam E ATP 208 219 2.00 206 218 206 205 198 247 240 221 7
AVERAGE 4/ 234 4 025 | 2264001 21544020 22645021 22145019 | 2294017 | 210 +-0.01 2124001 | 26744022 21445013 | 2354404 22444023 3754022

s

Figura S1: Relevamiento de Esfera de coordinacion de ATP (o analogo) y 2 Magne-
sios/Manganeso para ser/thr quinasa depositadas en el pdb.
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CAPITULO 3

Especificidad y reactividad de la familia PknB y PknG de M.

tuberculosis.

3.1 Introduccion

La genémica microbiana ha puesto de manifiesto aspectos importantes acerca de los mecan-
ismos de fosforilacion en bacterias. Estudios de metagenémica y secuenciacién masiva han
confirmado la presencia de Ser, Thr, Tyr quinasas y fosfatasas ampliamente distribuidas en
proteomas bacterianos, que se creian restringidas en gran medida sélo a genomas eucario-
tas. Sin embargo, cabe sefialar que ademas, éstas proteinas se encuentran desempefnando
un papel fundamental en los procesos de sefializacién intracelular (Baer et al., 2014). My-
cobacterium tuberculosis es un patégeno extraordinariamente versatil que puede existir en
distintos estados fisiolégicos en el huésped. En algunas ocasiones resulta en una infeccién
asintomatica, en que bacterias de este género se encuentran en un estado latente y luego
pueden activarse desencadenando una infecciéon principalmente pulmonar, conocida como
tuberculosis (Woods, & Washington, 1987). Para lograr esto, Mycobacterium tuberculosis
debe ser versatil y poder adoptar diferentes estados fisiolégicos, para el cual, requiere in-
trincados mecanismos moleculares y de sefializacion para detectar una amplia gama de
sefiales desde el micro-ambiente en el que se encuentra. Para ello, cuenta con un amplio
conjunto de ser/thr proteinas kinasas (STPKs) similares a las eucariotas, de las cuales 11
de ellas han sido identificadas (Cole et al., 1998). Sin embargo, solo algunas de éstas cobran
relevancia puesto que son importantes en la regulaciéon de procesos celulares tales como:
metabolismo, transcripcion de genes, division celular e interacciones hospedador-patégeno.
(Wehenkel et al., 2008; Av-Gay and Everett, 2000; Sassetti et al., 2003).

En este contexto dos proteinas quinasas resultan particularmente interesantes, pknB

y pknG. La evidencia experimental senala que la STPK pknG es precindible para el crec-
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imiento in vitro de Mtb (Nguyen, Walburger, et al., 2005; Av-Gay, & Everett, 2000) lo
que sugiere que pknG se incorporé al genoma de Mtb como consecuencia de transferen-
cia horizontal, sin embargo se conserva debido a que es un importante factor de virulen-
cia para que sobreviva dentro de la célula huésped (Leonard, Aravind, & Koonin, 1998).
Es mas, pknG es crucial para la sobrevida de Mtb puesto que inhibe la fusién fagosoma-
lisosoma y por esta razon constituye un blanco interesante para el desarrollo de drogas
anti-tuberculinicas (Walburger et al., 2004). Por otra parte, pknB es esencial para el crec-
imiento de Mtb (Pablo Fernandez et al., 2006), puesto que fosforila diversos substratos,
incluyendo proteinas involucradas en la sintesis de peptidoglicanos (Parikh et al., 2009),
division celular (Dasgupta et al., 2006) respuesta a estrés (Dasgupta et al., 2006), tran-
scripcion de genes (Sharma et al., 2006) y control metabdlico (O’Hare et al., 2008).

3.1.1 Activacion de la familia PKN en Mtb

La activacién mediante fosforilacion del loop de activacion es el mecanismo predominante
en ser/thr quinasas. En particular M. tuberculosis presenta varias biomoléculas transmem-
brana, que contienen un dominio extracelular, un dominio quinasa (similar al eucariota)
y un segmento transmembrana. Un ejemplo de ello, lo constituye pknB, el loop de acti-
vacion de esta enzima exhibe multiples sitios de fosforilacién (hasta cuatro) y la activacion
de la misma, se produce principalmente por trans auto-fosforilacién en los residuos thr!’!
y thr'”3 (Figura 3.1) (Boitel et al., 2003; Duran et al., 2005; Young et al., 2003).

PknG carece de residuos fosforilables en el loop de activacion (Scherr et al., 2007). Sin
embargo, posee una organizacion de dominios tinica, en la que presenta un n-terminal con
multiples sitios aceptores de fosfato, ademas 4 cisteinas con el motivo CxxCG comprenden
un centro hierro-azufre, mas conocido como dominio rubredoxina (Figura 3.1). Debido a
que otros dominios rubredoxinas pueden participar en procesos de transferencia de elec-
trones, puede que la posible funcién de dicho motivo en la quinasa, esté relacionado con
el balance redox de la célula (Scherr et al., 2007; Tiwari et al., 2009). Sin embargo, otros
autores proponen ademas, que este dominio modularia la entrada de sustratos al sitio ac-
tivo (Lisa et al., 2015; Wittwer et al., 2016). El mecanismo propuesto, por el cual regularia
la entrada del sustrato al sitio activo, consiste en cambios estructurales locales en el N-
terminal, en particular, en un segmento nativamente desestructurado que es modulado
por el estado redox y el estado de fosforilacion de ese segmento (Wittwer et al., 2016) . Por

ultimo, el c-terminal contiene motivos repetitivos conocidos como TPR (tetratricopeptide re-
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peat) responsables de la dimerizacion en la estructura cristalina, y se postula que median
interacciones proteina-proteina (Scherr et al., 2007). A pesar de los avances en la caracter-
izacion de estas dos enzimas, hoy se desconoce como es que regulada a nivel estructural la
activacion y como es el mecanismo de catalisis. En este capitulo contribuiremos a resolver

ambos interrogantes.

3.1.2 GarA como sustrato de pknG y pknB.

Como describimos en apartados anteriores pknG y pknB constituyen blancos atractivos
para el desarrollo de drogas anti-tuberculinicas puesto que ejercen algun tipo de control en
varios procesos celulares claves para Mtbh. Sin embargo, en este trabajo nos centraremos
en el control que ejercen sobre el ciclo de acidos tricarboxilicos, y la sintesis de glutamato;
regulando los niveles de a-cetoglutarato a través de una proteina que contiene un dominio
FHA denominada garA (Figura 3.1) (Cowley et al., 2004; Ventura et al., 2013). Es im-
portante remarcar, que el ciclo de acidos tricarboxilicos es el metabolismo méas importante
para la generacion de energia en organismos aerobicos, con la a-cetoglutarato deshidroge-
nasa (KDH) como principal punto de control (Bunik, & Fernie, 2009). Para ello, garA actda
como regulador del flujo metabdlico, uniéndose a KDH inhibiendo su actividad enzimatica

(Figura 3.1).

GarA es una pequena proteina de 162 residuos con un dominio FHA (forkhead asso-
ciated domain), que media interacciones proteina-proteina, reconociendo especificamente
residuos treonina fosforilados (Durocher et al., 1999). Como elemento de regulacion, posee
en el extremo N-terminal dos treoninas susceptibles de ser fosforiladas; la thr?' y la thr??,
que a su vez pueden unirse al FHA en un evento de auto-reconocimiento (Barthe et al.,
2009; Patrick England et al., 2009; Ventura et al., 2013) liberando al KDH para ejercer
su funcién (Grundner, Gay, & Alber, 2005) (Figura 3.1). Se ha demostrado que garA es
fosforilada en la thr?! por pknG (Duran et al., 2005), y en thr*? por pknB, siendo ambos
eventos excluyentes (O’'Hare et al., 2008). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce el
motivo molecular, a nivel atémico de la especificidad de cada quinasa por el sitio de fos-
forilacion y la relevancia funcional de esto. Por ende, en este trabajo utilizando técnicas
de modelado molecular, dindmica molecular y técnicas hibridas QM/MM evaluamos la re-
actividad de estas quinasas y como es que éstas, reconocen su sustratos y cuales son los

residuos claves de dicho reconocimiento.
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Figura 3.1: Organizacion de dominios de pknG y pknB. PknB, presenta un extremo
amino terminal con el clasico dominio quinasa, un segmento transmembrana (TM) y 4 do-
minios "PASTA”. Los sitios fosforilables del loop de activaciéon se observan en la regiéon
expandida. PknG en el N-terminal contiene el motivo rubredoxina, el dominio quinasa y
hacia el C-terminal incluye la regiéon TPR (Scherr et al., 2007). Un grupo de residuos fosfo-
rilables en el N-terminal estan representados como un sito de polifosforilacion (amarillo).
GarA presenta dos residuos forforilables, thr?! por pknG (Durén et al., 2005), y en thr??
por pknB (O’Hare et al., 2008)

3.2 Resultados

3.2.1 Determinantes estructurales de la activacion de pknB y pknG

En una primera etapa realizamos un analisis de las estructuras existentes de ambas
quinasas. Debido a la importancia funcional de las quinasas en los sistemas de trans-
ducciéon de senales, es imperioso revelar los mecanismos subyacentes de su activacion.
Para ello discutiremos como es que pknB y pknG alcanzan el estado reactivo. Algunos es-
tudios centrados en torno a pknB, pknE y pknD identificaron una interfaz que permite la
dimerizacion, como fundamental para la trans-autofosforilacién y consecuente activacién
de la actividad quinasa. Estos autores demuestran utilizando mutagénesis dirigida, y
cristalografia de rayos X, que la estabilizacion del estado activo, es a través de una in-
teraccion “back-to-back” de los dominios N-terminales (Greenstein et al., 2007; Lombana
et al., 2010). Revisitando los cristales de pknB y las mutantes que no permiten su dimer-
izacién, observamos que los cambios mas notorios se encuentran relacionados a la posicién
de la hélice aC, y en la interfaz de la misma con el segmento adyacente conocido como 54

(Figura 3.2). La importancia de esta estabilizacion aC-p4 fue reportada anteriormente en
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PKA (Kornev, & S. S. Taylor, 2015). Los paneles B y C de la figura 3.2 muestran una
rotacion de la hélice aC cuando se pierde la dimerizacién. Sin embargo, lo llamativo es el
desarmado de la conformacion helicoidal hacia el final de la hélice en el estado monomérico
(PDBid 30RK, Figura 3.2D, derecha). Este suceso esta en estrecha relacién al residuo
leu®®, puesto que en el estado dimérico (PDBid 1IMRU) interactu4 en un nicleo hidrofébico,
comprendido por los residuos phe'?®1%7 e ile!3* Figura 3.2D, izq.). Debido a la interaccién
entre ésta interfaz y el residuo phe'>’ de la columna regulatoria, inferimos que este estado
no une correctamente el ATP, puesto que el segmento DFG en la estructura monomérica
(30RK) se encuentra distorsionado. En particular, el aspartico 156 que coordina el ion

magnesio, apunta en una direccion distinta a la esperada.

A B 30rk

B4

n-lobe

1MRU

F128

Figura 3.2: Relacion entre la oC y 1la 84. A) Superposicién del dominio quinasa de pknB
para los cristales de la forma dimérica (1IMRU, azul), y para la forma monomérica (30RI
verde, 30RK magenta). Vista desde arriba (B) y desde el lateral (C) de la hélice aC para
cada estructura. D) Detalle del entorno la interfaz «C 84 para el cristal IMRU (izq) y para
30RK (derecha)

Entendemos que los cambios alostéricos en la estructura proteica permiten, en ultima
instancia, el correcto posicionamiento de los residuos del sitio activo para albergar el ATP,
demostrados en ERK2, CDK2 y PKA (Robinson et al., 1996; Iyer et al., 2005; Kornev,
Haste, et al., 2006). Describimos que la conformacion susceptible de ataque nucleofilico es

la discutida en el capitulo 2, caracterizada por la correcta coordinacion del atp.
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Por otra parte, la informacion existente en la literatura marca no son muy claros los
cambios estructurales para que PknG alcance su estado reactivo. Es mas, pknG es de-
scripta como una enzima que no necesita modificaciones post-traduccionales en su loop de
activacion para su correcto funcionamiento y/o activaciéon. Sin embargo, en la estructuras
cristalografica disponible (PDBid 4Y12), pknG muestra una distorsion en la geometria de
los sitios de union a metales y el ATP. Sabemos que dos metales divalentes ocupan sitios
predeterminados en la estructura proteica. En particular el sitio MSI (Metal Site I) coor-
dina el fosfato 8y y del ATP junto con el asp®”® (numeracién pknG) de manera bidentada,
completando la esfera de coordinacion con dos aguas. Por otra parte el sitio 2 (MSII) co-
ordina los fosfatos @ y y del ATP junto con la asn®®! y una molécula agua, completa la
geometria molecular octaédrica. En el unico cristal disponible de pknG con el analogo de
sustrato presenta una coordinacion que dista de la establecida en el capitulo anterior. El
ASP?3 se coordina de manera bidentada, pero el resto de la esfera de coordinacién se com-
pleta por 4 moléculas de agua. En relacion a esto, el MSII pierde la coordinacion con el
fosfato y-ATP y es reemplazada por una molécula de agua. (Lisa et al., 2015). Los cam-
bios observados con respecto a lo que nosotros consideramos una correcta coordinacién del
ATP, pueden ser explicados en parte, a que el analogo de ATP utilizado en ambos casos, se
trata de ATPyS donde un azufre reemplaza la posicion del oxigeno del fosfato y afectando

la geometria molecular producto de la interaccién entre el metal y el ATP.

3.2.2 Dinamica Molecular clasica de pknB y pknG

A fin de obtener informacion de la dinamica proteica y analizar la estructura en solucién
se procedi6é a realizar corridas de dinamica molecular clasica. Se simulé cada proteina
por separado con ATP, Mg y sustrato garA. La coordinacion de las mismas se modificé de
modo tal que responda a la geometria de coordinacién antes descripta (capitulo 2). Los sis-
temas fueron sometidos a un protocolo de dindmica molecular clasico tomando en cuenta
solo el dominio quinasa en el caso de pknB; y el dominio quinasa y el dominio rubredox-
ina para pknG. Estos sistemas se mantienen estables en el tiempo simulado, reflejado en
el monitoreo de la métricas como RMSD y RMSF para el dominio quinasa (Figura 3.3).
Es importante destacar que pknB presenta una marcada fluctuacién del segmento de acti-
vacién comprendido por los residuos ~160-180 a pesar de estar “estabilizado” por el péptido

derivado de garA (Figura 3.3B).

Como mencionamos anteriormente se postula que la conformacién cristalizada del do-

64



3.2. RESULTADOS

minio quinasa de pknG, es la forma activa. Analizando el RMSD del dominio quinasa del
mismo, observamos que oscila alrededor de un valor de 2 A y no presenta grandes diferen-
cias en la coordinacion del sustrato, ATP y cofactores (datos nos mostrados). Como cabe de
esperar, en el dominio rubredoxina de pknG presenta un valor alto de RMSF para el do-
minio completo, resultado consistente con que éste elemento podria regular la entrada del

sustrato al sitio activo. Sin embargo no ahondaremos en este tema en esta tesis y quedara

como objetivos futuros.

loop activacion

L I L Il L | L I L
50 100 150 200 250 300
Residuo

D.

RMSF (A)

o 10 20 30 40 = 0 .
Tiempo (ns) Residuo

Figura 3.3: Dinamica molecular de pknB y pknG A) RMSD y (B) RMSF para pknB,
RMSD (C) y RMSF (D) para pknG. 5 replicas fueron ensayadas con un tiempo de simulacién
fue 100 ns y 50 ns para pknB y pknG respectivamente. El valor de RMSD informado es
para el dominio quinasa, mientras que el RMSF es para el sistema completo.

A continuacién, discutiremos la validez cada uno de los modelos de los complejos STPK-
garA simulados. En primer lugar validamos el complejo STPK-sustrato identificando resid-
uos que actian como ancla y explicando la especificidad de cada quinasa por su sustrato, y
luego tomamos dichos modelos como punto de partida para la descripcién de la reactividad

de esta familia de enzimas.
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Base moleculares del reconocimiento de Gara por pknB

Los motivos moleculares que explicarian la fosforilacion diferencial de los residuos thr de
garA aun son poco claros. Sin embargo, experimentos de resonancia de plasmon superfi-
cial muestran que para la interaccion garA-pknB;_,79 el dominio FHA que une pThr, es
esencial para la formacion de un complejo estable. Incluso la forma truncada de garAs;_i6»
forma un complejo estable en ausencia de ATP, mientras que la incubacion de péptidos con
la secuencia consenso de fosforilacién no se unen, lo que sugiere que la interaccién ocurre
principalmente, entre los residuos fosforilados de pknB y el dominio FHA de garA. Ademas,
mutantes puntuales sobre los residuos fosforilables (T171A, T173A) del loop de activacion
de pknB, sefialan que se necesitan ambos residuos fosforilados para la completa activacion
de la actividad quinasa (Villarino et al., 2005). La necesidad de ambos residuos fosfori-
lados nos lleva a pensar que, una de las pThr es necesaria para la activacion enzimatica,

mientras que la otra fosforilacion en pThr seria la responsable de la interaccion con garA.

A pknB B

n-lobe
PknB
A 1C aC
% oc |
L ,ﬁLATP ,,,,,,,,,,,,, e ' ~5
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Figura 3.4: Modelo del reconocimiento de GarA por pknB. B)Modelo simplificado
de garA-pknB donde el dominio FHA interactua con el loop de activacion.C) Detalle del
loop de activacién arg?® de garA interactud con uno de los fosfatos del loop de activacién.D)
Distancia arg’°CZ y el fosfato del p-thr173. 5 réplicas de 100ns.

Debido a que no se dispone de un cristal para el complejo pknB-garA, confeccionamos
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un modelo donde primero se armé la estructura de PknB fosforilada y luego se le agregé

173 se ubica en un

garA. En el modelo fosforilado de pknB se puede observar que la thr
cluster de interaccién con las argininas de pknB arg'®’ y arg® (Figura 3.4) mientras que
la thr'”! una vez fosforilada interactua con la arg'®' y ademas queda libre para inter-
actuar con el dominio FHA de garA. Ademas, algunos autores proponen que la confor-
macion desordenada del loop de activacion de pknB en ausencia de sustrato en estructuras
cristalograficas, sefialan que la estabilizacion del mismo estaria mediada por interacciones
proteina-proteina (Villarino et al., 2005). Por ende, se model6 una conformacion extendida
del loop de activacion, puesto que es una caracteristica del dominio quinasa de ser/thr/tyr
quinasas en estado activo, donde los extremos del mismo muestran una notable consis-
tencia de conformacional (Nolen, S. Taylor, & Ghosh, 2004). Una vez definido el modelo
de pnkB activo, se procedié a incorporar un péptido de GarA de secuencia "VETTSVFR?®
que ya se ha demostrado que tiene afinidad por ésta, e incluye el residuo a ser fosforilado.
Puesto que los datos sefialan la fosforilacién diferencial del la thr?> pusimos dicho residuo
apuntando al fosfato y del ATP. 5 replicas de dindmica molecular (MD) se realizaron con
esta particular configuracion inicial. A partir de alli se identificaron algunas interacciones
interesantes, entre ellas podemos destacar una entre la arg®® de garA con el residuo fosfo-

rilado (pThr!”?) de pknB (Figura 3.4-C).

El modelo propuesto es consistente con las observaciones antes descriptas. El dominio
FHA interactua directamente con el loop de activacién y deja el N-terminal en las cer-
cania del ATP, donde luego sufre la modificacién post-traduccional en el residuo thr??. La
interaccién principal encontrada, entre la arg?® de garA y los fosfatos de pknB, permite
explicar el correcto posicionamiento de la thr?? a la distancia adecuada para el ataque nu-
cleofilico. La dindmica molecular del complejo muestra que dicha interaccion es estable,
incluso luego de decenas de nanosegundos (Figura 3.4-D). Cabe destacar que otras enzi-
mas de esta familia, presentan sitios de fosforilacién en su loop de activaciéon. Distintos
reportes que incluyen a PknD, PknE y PknF todas proteinas quinasa de M. tuberculosis,
podrian compartir el mismo mecanismo de reconocimiento (Villarino et al., 2005). Es mas,
en 9 constructos del dominio quinasa de las 11 STPKs de M. tuberculosis pierden su ca-
pacidad catalitica frente a garA, como producto de la sustitucién de treoninas del loop de

activacion por alaninas (Baer et al., 2014).
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Figura 3.5: pknG presenta un bolsillo hidroféobico. (Arriba) Logo obtenido a partir de
las energias de interaccién de mutantes puntuales sobre la secuencia del péptido derivado
de garA acomplejado con pknG (ver seccion materiales y métodos). (Abajo) secuencia del
péptido derivado de garA mostrando el sitio de fosforilacion de pknG (rojo) y el motivo
hidrofébico (verde)

Base moleculares del reconocimiento de Gara por pknG

Por otra parte, experimentos sobre Corynebacterium pknG muestran que fosforila Odhl
en la thr'# (correspondiente a thr?' en garA), en el motivo ETTS (Niebisch et al., 2006).
En trabajos mas reciente con el empleo de espectrometria de masa MS/MS, identificaron
que pknG fosforila especificamente el residuo 21 de garA, mientras que la mutante T21A
no es substrato para esta enzima (O’Hare et al., 2008). Puesto que el evento de fosfori-
lacion presenta alta especificidad nos embarcamos en identificar el porque de la fosfori-
lacion diferencial de pknG frente a garA en el residuo 21. En relacién a esto, cabe destacar
que pknG no exhibe residuos fosforilables en el loop de activacion y la literatura describe
a esta enzima como constitutivamente activa en el estado oxidado. Las estructuras crista-
lograficas disponibles muestran una conformacion del loop de activacion totalmente ex-
tendida. Por consiguiente, construimos el complejo pknG/ATP/Mn/substrato con la thr?!
en posicion reactiva, y con sendos experimentos de dindmica molecular identificamos un
bolsillo hidrofébico comprendido por los residuos 315-318 adyacentes al tripéptido APE y
la leu?* del loop de activacién. Las 5 réplicas de dindmica molecular colocan los residuos
val?* y phe? de garA en este bolsillo, alternando la ocupacién del mismo por uno de ellos,
a lo largo de la trayectoria. En relaciéon a esto, confeccionamos un logo a partir de las “en-
ergias” de interaccién de mutantes puntuales generadas in silico con el programa FoldX

(Schymkowitz et al., 2005). Sobre fotos de la dinamica molecular se escaneé la interfaz
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de interaccion garA-pknG mutanto la secuencia de garA, a fin de evaluar la preferencia
aminoacidica para la interaccion del sustrato con la quinasa. La figura 3.5 muestra una
gran preferencia de aminoacidos hidrofébicos en las posiciones +3, +4 desde el sitio de fos-

forilacién.

A

Molécula 1

P! } aceptor fosfatos _J ’
/ o residuos hidrofébicos

Figura 3.6: Comparacion del modelo obtenido frente al cristal de pknG. A) La
unidad asimétrica del dimero de pknG coloca el N-terminal en el sitio de unién del sustrato
(cian), comparado con el modelo de garA (rojo). B) Ambas estructuras presentan residuos
hidrofébicos en sendas posiciones espaciales . C) Alineamiento de secuencias del motivo
fosforilable de garA y el N-terminal de pknG.

La descripcién del complejo obtenido muestra algunas interacciones de naturaleza po-

308 con el esqueleto carbonado del

lar; por ejemplo, entre el grupo amida y carbonilo de la gly
residuo 22 de GarA. El hidroxilo de la cadena lateral del residuo thr’® presenta una inter-
accién de puente de hidrégeno con el residuo glu®® de garA. La importancia de este residuo
de pknG, ha sido demostrada en trabajos anteriores, donde la mutante por A, D o E pierde
actividad (Tiwari et al., 2009). Sin embargo, a fin de evaluar la validez de dicha estructura,
en primer lugar comparamos el modelo confeccionado con el cristal de pknG, en el cual la
unidad asimétrica muestra a el segmento N-terminal ((*RAPDIDP?®) posicionado dentro
del sitio de unién propuesto, como pseudosustrato (Lisa et al., 2015). Sin embargo, sorpren-
dentemente el modelo propuesto y el segmento N-terminal posicionan residuos hidrofébicos

en la misma region espacial en concordancia con lo antes descripto acerca de la interaccion

hidrofébica encontrada. El n-terminal reacomoda las cadenas laterales de los residuos
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pro®® y leu®® dentro del bolsillo hidrofébico, mientras que garA colocaria los residuos val**

y phe® (Figura 3.6B).

B PknG + GarA [l PknG + Mut Peptide PknG + WT Peptide
0.75
.éﬂ 0.50
=
-
<
0.25 A
0.00

PknG PknG PknG
+ GarA + Mut Peptide + WT Peptide

Figura 3.7: Actividad de pknG frente a péptidos derivados de garA. Medidas de
actividad ensayado con kit bioluminicente (Kinase-Glo®) que mide ATP remanente, para
péptidos derivados de garA WT (200uM) y péptido mutante V24A,F25A (800 uM). GarA
completa fue ensayada a una concentracion final de 25uM. Para todos los ensayos pknG se
mantuvo a 0.8uM.

Con el propésito de evaluar la relevancia de esta interacciéon hidrofébica, un estudio
de actividad fue ensayado. En colaboraciéon con la licenciada Cabrera del mismo grupo
de investigacion, se puso a punto un ensayo de actividad sobre el sistema en cuestion,
que mide ATP remanente (para detalles referirse a la seccion Materiales Y Métodos). El
mismo muestra que la doble mutante V24A F25A pierde la capacidad de ser fosforilado
(Figura 3.7). Lo que sugiere que estos residuos son importantes para la unién del péptido

derivado de garA, sobre la estructura del dominio quinasa de pknG.

3.2.3 Rol de oC en pknG.

Anteriormente discutimos que pknG pertenece a una familia de ser/thr quinasas procari-
otas, que son muy similares a las eucariotas. Estas presentan el clasico dominio quinasa

bilobular, que forma el sitio activo capaz de albergar al ATP. Para este tipo de dominio se
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espera que obedezca los mismos mecanismos de activacion descriptos para biomoléculas de
la misma familia (Kornev, & S. S. Taylor, 2010; Huse, & Kuriyan, 2002). En particular,
varios trabajos en PKA, ERK2 y CDK2 subrayan la importancia del posicionamiento de
la hélice «C para la correcta activacion de esta familia enzimatica (Meharena et al., 2013;
Barr et al., 2011; Hari, Merritt, & Maly, 2014). En relacién a esto, en el capitulo (capitulo
2) se mostré que la formacion del puente salino K52-E71 producto de la rotacién de la hélice
aC, es vital para la catalisis en ERK2. Sin embargo, sorprendentemente pknG presenta
una conformacion de este mismo segmento que dista mucho de la observada para PKA e
incluso pknB (Figura 3.8). Ademas, el cristal de pknG muestra que la distancia entre

u'?® numeracién pknG). Cabe

los residuos del “puente salino” es de mas de 15 A (Iys!8!, gl
agregar, que experimentos de mutagénesis dirigida y actividad, sobre el residuo glutamico,
muestran que no afectan significativamente la catalisis de esta proteina (Lisa et al., 2015).
A fin de explorar, porqué esta interaccién tan importante en esta familia de proteinas es
dispensable para pknG, se evalu6 el perfil de energia libre de la conformacion del residuo
lys!8! adyacente al ATP. En la figura 3.9 se observa el perfil de energia libre en funcién
de la distancia entre el ATP y el residuo lys'®!. De manera analoga a lo observado para
ERK2, el residuo lisina presenta un minimo energético en torno a los 3.7 A, en el cual, este
residuo se encuentra interactuando directamente con los fosfatos a y 8 del ATP. Esto mues-
tra como diferentes proteinas adquieren estrategias diferentes para estabilizar a la lys en

su sitio, permitiendo en ultima instancia la entrada del segundo magnesio y la correcta

coordinacion del ATP.

3.2.4 Mecanismo de reaccion para la familia pknB y pknG

A fin de caracterizar los detalles atomisticos del proceso de fosforilacién de estas dos en-
zimas, procedimos a describir el proceso de transferencia de fosfatos, empleando una co-
ordenada de reaccion similar a la utilizada para ERK2; que basicamente consiste en una
combinacién lineal de cuatro distancias. Genéricamente expresada como: & = d1(0384rp-
Pyare) - d2007arp-OYsustraio) + A3(0Vsustrato-Hiusirato) - 44 Hiusiraro-O84sp) donde el asp'*® y
asp?’® actiian como aceptor de protones de la treonina del sustrato en pknB y pknG re-
spectivamente. En el proceso de fosforilacion la conformacién de los estado de transiciéon

observados, reactivos y productos se muestran en la Figura 3.10A para pknB y la Figura

3.11A para pknG. En ambos sistemas el tamario cuantico del sistema alcanzé los 55 atomos.

En primera instancia nos centraremos en describir el sistema pknB-garA. El complejo
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7
C-terminal

Figura 3.8: El rol de la hélice «C en PknG. pknG presenta una conformacion distal de
la hélice aC (naranja) comparada con pknB (verde).

reactivo utilizado fue el confeccionado y descripto en la seccién 3.2.2. Brevemente, la thr??
del péptido derivado de garA, fue puesta en su posicién reactiva, adyacente al ATP junto
con el punto de anclaje garA-pknB a través de la arg?®. La energia libre asociada al proceso
de transferencia de fosfatos para pknB en su conférmero activo, se muestra en la figura
(Figura 3.10B) observandose una barrera de ~17.9 kcal/mol con un estado de transicién
planar para el y-fosfato con distancias para O3Barr-Pyarr ¥ Oyarr-Oysusirare de ~2.54A y
1.94A respectivamente; lo que sugiere un mecanismo de reaccién concertado (Figura 3.10B
). Los perfiles de trabajo asociados a la curva de energia libre son los mostrados en la figura
S1. Sin embargo, al construir el mismo complejo pknB-garA pero utilizando como templado
el cristal de la forma monomérica (PDBid:30RI) de pknB con la distorsion en la interfaz
p4/aC, observamos que los perfiles de trabajo no convergen y la reaccién no es completada
satisfactoriamente, en particular, en la formacién y/o estabilizacion a los productos (datos
no mostrados). Lo que sugiere que la conformacion activa en pknB depende fuertemente
de la dimerizacion y estabilizacién de la interfaz 84/aC, mientras que la fosforilacion del
loop de activacion "inmoviliza” dicha conformacion y remodela y/o prepara el sitio de union

del sustrato.
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Figura 3.9: Estabilizaciéon de la lys'?! en pknG. Perfil de energia libre para la distancia
lys!31-ATP obtenido por Umbrella samplingevaluado con WHAM.

El complejo ternario pknG-garA con atp.Mg*? presenta las caracteristicas antes de-
scriptas donde la thr??> ocupa el sitio de fosforilacién y dos residuos hidrofébicos (val** y

23) ”anclan” el péptido en la posicién correcta (seccién 3.2.2). Algunas particularidades

phe
del sistema pknG son, por ejemplo, que tiene un residuo leucina en el tripéptido **>DLG?**
que usualmente es fenilalanina. Sin embargo, este cambio aminoacidico en uno de los el-
ementos de la columna regulatoria no parece tener un efecto drastico en la conformacion
de este segmento y en la coordinacién del ATP. Otra caracteristica importante que ha sido
discutida en la seccién 3.2.3, es el rol del glutamico 198, puesto que se demostré que no
es fundamental en el proceso catalitico (Lisa et al., 2015). Por consiguiente, desde el punto
de vista energético, la reaccion no presenta grandes diferencias y la barrera del proceso al-
canza las 18.5 Kcal/mol (Figura 3.11B ) con un estado de transicién canénico planar para
el y-fosfato con distancias para 03B8a7p-Pyare ¥ Ovarr-Oy susirato, ~2.T0A y 2.18A. Mostrando
un enlace levemente mas largo para O3Barp-Pyarep.

Para explorar mas a fondo el papel de los diferentes grupos en la reaccion, se realizé un

analisis cualitativo de las distribuciones de carga de Mulliken en funcién de la coordenada
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Figura 3.10: Reactividad de PknB.(A) Pequeino subsistema QM utilizado en los calculos
QM/MM y geometria del TS. B) Perfil de energia libre de la reaccién de transferencia de
fosfatos (C) Promedio de distancias relevantes para la reacciéon en funcién de la coordenada
de reaccion, a lo largo del perfil de energia libre. (D) Cambio en la carga neta de Mulliken
de cada motivo seleccionado relativo a los reactivos. Codigo de color de los atomos: Carbono
(verde), Nitrégeno (Azul), Oxigeno (Rojo), Azufre (Naranja) e Hidrégeno (Blanco).

de reaccién (Figura 3.11D). Interesantemente, el asp?’® incrementa levemente su carga
incluso en el estado de transicién (Figura 3.11C,D) incluso antes de que ocurra la trans-
ferencia desde el sustrato a este ultimo. Como seiialan otros trabajos, esto destaca el rol
del aspartico como aceptor de cargas (Turjanski, Hummer, & Gutkind, 2009). Sin embargo
la distribuciéon de cargas de cada uno de los grupos analizados del sistema, permanece in-

198

variante a pesar de que el residuo glu'”® esté en otro minimo conformacional, lo que indica

que el rol de este altimo ligado a la estabilizacion del residuo lys, no es tal en pknG.

3.3 Conclusiones y discusion

La explosion de datos genémicos procariotas nos presenta actores muy similares a los que
estamos familiarizados en eucariotas. Algunas proteinas quinasa de Mtb comparten mucho

de los elementos estructurales que conocemos de las proteinas eucariotas. Sin embargo, al
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Figura 3.11: Reactividad de PknG.(A) Pequeiio subsistema QM utilizado en los calculos
QM/MM y geometria del TS. B) Perfil de energia libre de la reaccién de transferencia de
fosfatos (C) Promedio de distancias relevantes para la reacciéon en funcién de la coordenada
de reaccion, a lo largo del perfil de energia libre. (D) Cambio en la carga neta de Mulliken
de cada motivo seleccionado relativo a los reactivos. Codigo de color de los atomos: Carbono
(verde), Nitrégeno (Azul), Oxigeno (Rojo), Azufre (Naranja) e Hidrégeno (Blanco).

tratar de entender la activacion de las STPKs bacterianas, nos encontramos con algunos
elementos de regulacion algo particulares. PknG expone una nueva estrategia en torno
a la regulacion del proceso de transferencia de fosfatos. Interesantemente, no cuenta con
algunos de los elementos canoénicos del dominio quinasa: por ejemplo, el residuo arginina
del loop catalitico conocido como motivo RD, no presenta fosforilacién de ningian residuo
del segmento de activacién, y el sitio de polifosfofatos donde se une garA, esta distal al
sitio activo. A pesar de ello, el mecanismo de reacciéon esta conservado, y para dicho pro-

ceso precinde del residuo glu'®!

. Por otra parte, la reaccion quimica catalizada por pknB
parece poseer elementos mas conservados, pero para alcanzar dicho estado reactivo, este
biopolimero necesita dimerizar, como consecuencia estabiliza la interfaz f4-oC que podria
estar relacionado con el armado de la llamada asi "columna” regulatoria (Kornev, & S. S.

Taylor, 2010; Meharena et al., 2013). Por ende, este mecanismo es totalmente consistente

con una enzima participe de un sistema de transducciéon de sefiales asociada a membrana

75



CAPITULO 3. ESPECIFICIDAD Y REACTIVIDAD DE LA FAMILIA PKNB Y PKNG DE
M. TUBERCULOSIS.

que debe actuar como sensor y luego transmitir la informacién hacia el interior celular.

A continuacién, sabemos que un paso importante en el ciclo catalitico de una enzima
lo comprende el reconocimiento por su sustrato. En relacion a esto, las observaciones del
presente trabajo cobran relevancia al observar que el dominio FHA presente en garA, esta
fuertemente asociado o ha sido descripto como parte integral de proteinas involucradas en
numerosos procesos celulares eucariotas, incluidos los sistemas de transduccién de sefiales,
el control de la transcripcion, reparaciéon del ADN y progresion del ciclo celular (Ahn et al.,
2002; Bashkirov et al., 2003; Xu, Tsvetkov, & Stern, 2002). Si consideremos ademas que
pknG, es activamente secretada (Nguyen, & Pieters, 2005), sugiere que puede existir una
interaccion directa entre pknG con algunas de las proteinas eucariotas del hospedador,
modificando el flujo de informacién, incluso de la célula huésped. Por otra parte, Mtb
muestra 6 posibles proteinas con este dominio presente (Villarino et al., 2005) con pocos
ejemplos de pares de interaccion descriptos (Atsushi et al., 1994; Umeyama, Lee, & Hori-
nouchi, 2002; Nariya, & Inouye, 2002). Por ende, la caracterizacion de las interacciones
proteina-proteina entre las STPKSs y sus sustratos, nos permitiran entender la modulacién
de los caminos de transduccion de sefiales en procariotas, asi como los mecanismos de
patogenicidad. Como discutimos en la seccién de resultados, otras STPKs podrian utilizar
un mecanismo de unién a su sustrato similar al propuesto para pknB. Los recientemente
identificados genes maestros pknB y pknH (Baer et al., 2014) mostraron una fuerte depen-
dencia en el reconocimiento de sus sustratos a través de interacciones proteina-proteina
con un rol protagénico de los residuos fosforilables del loop de activacion. No obstante,
en este trabajo demostramos la contribucién de cada uno de los elementos que conforman
garA. Es mas, la identidad de los residuos hacia el N-terminal, ademas del dominio FHA,
contribuyen a la union de gara frente a las STPKs, mostrando la complejidad del sistema

y presentando una nueva capa de regulacion, en torno a la sefializacién intracelular.

3.4 Materiales y métodos

Estructuras Iniciales. Para la confeccién del modelo correspondiente a el estado doble-
mente fosforilado de pknB (2P-pknB) se tomo el cristal IMRU. Sin embargo, la estructura
cristalina carece del loop de activacion, con lo que fue completado empleando el programa
MODELLER (Sali, & Blundell, 1994). Teniendo en cuenta las interacciones importantes
entre los fosfo-residuos y el cluster de residuos positivos descriptos (Nolen, S. Taylor, &

Ghosh, 2004). Una vez confeccionado el modelo activo doblemente fosforilado, se agregé
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garA (Rv1827) tomando las coordenadas espaciales de los modelos resueltos por RMN
(PDBid:2KFU) (Nott et al., 2009). El sistema pknG solvatado fue construido a partir del
templado con el analogo de sustrato, depositado bajo el pdbID 4Y12 (Lisa et al., 2015). Las
estructuras iniciales para pknB y pknG fueron solvatadas en una caja octaédrica que se

extiende 12 A desde la superficie de la proteina.

Parametros clasicos Todas las simulaciones clasicas han sido realizadas empleando
el paquete AMBER12 (Case et al., n.d.). Las estructuras iniciales fueron solvatadas con
moléculas TIP3P en una caja octaédrica truncada (Price, & Brooks III, 2004). Los parametros
para el ATP, MG y fosfo-residuos son idénticos a los utilizados en el capitulo de ERK2 (Craft
Jr, & Legge, 2005; Meagher, Redman, & Carlson, 2003; Allnér, Nilsson, & Villa, 2012). En
la etapa de dinamica molecular de produccion, se realizaron simulaciones a temperatura y
presion constantes durante 100ns a 500 ns para cada estado. Los parametros empleados
para el centro hierro-azufre o rubredoxina son los desarrolados por el grupo de Ramos et.

al (Carvalho, Teixeira, & Ramos, 2013).

Sistema QM y nivel de teoria. En el presente estudio el sistema QM consistié en

metil-trifosfato del ATP, dos iones magnesio (Mg”*) y completando la esfera de coordi-

143 138,156

nacién, los grupos funcionales comprendido por los residuos asn'*, asp , y moléculas

de agua para pknB; mientras que para pknG los residuos considerados parte del sistema

281 asp?’0293. A esto debe agregarse las cadenas

cuantico lo comprenden los residuos asn
laterales de las treoninas 21 y 22 de garA, para pknG y pknB respectivamente. En total,
cada sistema QM consistié de 55 atomos. El resto de la proteina y el resto de las moléculas
de solvente fueron tratados clasicamente. Todas las simulaciones fueron realizadas en
condiciones periédicas de contorno con un paso de integracion de 1fs. El nivel de teoria es

SCC-DFTB (Self-consistent charge density functional tight-binding) (Cui et al., 2001) de

manera analoga a la descripta para ERK2.

Calculos hibridos QM/MM. Determinacion de la energia libre de la reaccion usando
un esquema QM(DFTB)/MM y multiples dinamicas moleculares guiadas (Multiple steered
molecular dynamics "MSMD”). Para determinar la energia libre de la reaccién, se empleo
el mismo protocolo descripto para ERK2. Donde se utilizé el método MSMD (Crespo et al.,
2005), que permite vincular el dindmicas de no-equilibrio con propiedades de equilibrio
como la energia libre (Crespo et al., 2005; Capece, Estrin, & Marti, 2008; Forti et al., 2011;
Xiong et al., 2006). De manera analoga, se seleccionaron 4 distancias como coordenada de

reaccion descriptas en la la ecuacion 3.2:
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A =d(03B - Py)—d(Py — Oy) + d(Oy — Hy) — d(Hy — 062) (3.1)

Para todas las simulaciones se definié la velocidad de tracciéon como el cociente entre el
rango de la coordenada de reaccion y el tiempo de simulacién total, dicha velocidad se ajusto
a 0.07 A/ps lo que resulta en un tiempo de simulacién total para cada curva de trabajo de
aproximamente 100 ps. 100 curvas de trabajo fueron obtenidas para la determinacion de

la curva de energia libre.

Ensayo quinasa In-Vitro. El ensayo de actividad fue realizado con proteina pknG
purificada segun el protocolo antes descripto (Lisa et al., 2015). Un kit comercial (Kinase-
Glo®) fue empleado para medir la fosforilaciéon de gara y de cada péptido derivado de este
sustrato como una medida de ATP remanente. Cada medida de actividad fue realizado en
un volumen final de 50 ul conteniendo 0.8uM de pknG, 25uM de garA 200uM de péptido
WT y 800 uM péptido doble mutante V24A ,F25A de secuencia SDEVTVETTSVFRADFL y
SDEVTVETTSAARADFL respectivamente; Tris 50mM pH 7, NaCl 100mM, MgCl2 2mM
y ATP 2uM completan la mezcla. Cada replica (tres) se reposo por una hora a 37°C. El
tiempo de incubacién con el reactivo luminiscente fue de 20 minutos y la lectura con el

luminémetro se realiz6 con un tiempo de integracién de 0.5s.

Mutagénesis in silico utilizando el software FoldX De la dinamica de producciéon
correspondiente a pknG con un tiempo de simulacién total cercano a los 100 ns, se tomaron
50 fotos equiespaciadas, donde cada foto se muté con el programa FoldX (Schymkowitz et
al., 2005). 5 replicas/foto por mutante fue ensayada. Se estimé la energia” de unién entre
el péptido y la quinasa para los complejos wild type (WT) y los mutantes sobre el péptido
derivado de GarA, con la herramienta que calcula la energia de interaccién entre elementos
de un complejo proteico. El valor informado es el promedio total. El logo se contruyé con
el servidor web seq2logo y el tipo de logo es el Kullback-Leibler construido a partir de la
matriz de probabilidades (Thomsen, & Nielsen, 2012) Brevemente, los valores de energia

se “convierten” a un valor de probabilidad aplicando la relacién:

pi = eRrT (3.2)

p:; es una probabilidad para el aminoacido i, donde el AG es el valor obtenido para este
aminodacido. La probabilidad relativa se obtiene simplemente relativizando dicho valor a

la suma de todas las "probabilidades” de los 20 residuos para cada posicion.
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3.5 Informacién Suplementaria

A continuacién se muestra la informacién suplementaria asociada al capitulo
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Figura S1: Distribucién de trabajos obtenidos a partir del protocolo SMD para ambas

reacciones (A) pknG y pknB (B).
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caritTurLo 4

Bases moleculares del reconocimiento proteina-proteina por

parte de MAPKs.

4.1 Introduccion

El alcance y/o importancia del proceso de sefializaciéon ha sido explorado en detalle en los
capitulos anteriores. Para que éste suceda, diferentes mecanismos para la propagacion de
la informacién son empleados, sin embargo la transmisién de la seial a través de mod-
ificaciones pos-traduccionales reversibles es el mas comin. Por ende, la fosforilacion en
residuos ser/thr sélo es posible si ambas moléculas entran en “contacto”. La fidelidad de
la sefial por cada camino de transduccién de sefiales depende de interacciones proteina-
proteina especificas, que aseguran la modularidad de cada via de sefalizaciéon (Figura 4.1)
(A. J. Bardwell, Frankson, & L. Bardwell, 2009). En este apartado discutiremos cémo las
MAPKSs reconocen sus blancos moleculares, puesto que este evento es fundamental para

que se complete el ciclo catalitico/enzimatico de estas biomoléculas.

Interacciones proteina-proteina entre MAP kinasas (MAPKSs), sustratos, activadores o
proteinas de andamiaje, son mediadas por sitios de anclaje (sitios de “Docking”). Varios
son los sitios que presentan este tipo de interacciones, sin embargo el que discutiremos en
este documento es el que esta emplazado entre las hojas 57-68 y las hélices aD-oE de las
MAPKSs. Este brinda un sitio de unién a péptidos conocidos como DELJ, KIM-motif (kinase
interaction motif) o D-sites (Figura 4.2A, 4.3). El consenso actual dicta que las secuencias
polipeptidica que se unen, contienen el motivo (R/K;_3)-X,_¢-®4-X-0p donde ® es un residuo
hidrofébico (T. Lee et al., 2004; Sharrocks, Shen-His Yang, & Galanis, 2000). La mayoria

de las proteinas efectoras o regulatorias de MAPKSs presentan sitios de docking.
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MKK1 MKK2 MKK3  MKK6 MKK4 MKKY7

N LY

JIP1
ERK2 p38a JNK1
\ JIP3
MEF2A [NFAT4]

Figura 4.1: Vias de senalizacion intracelular de MAPKs. Flechas negras indican
interacciones fisiolégicas relevantes. Posibles interacciones (lineas punteadas). Tomado
del trabajo de Garai et al., 2012

4.1.1 Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKSs)

La familia MAPK presenta 3 mdédulos independientes que se activan alternativamente
frente a diferentes estimulos (Figura 4.1). En humanos, la familia de MAP2K, como
MEK1/2, MKK3/6, MKK4/7, son responsables de la activacion de ERK, p38 y JNK respecti-
vamente (A. J. Bardwell, Frankson, & L. Bardwell, 2009). Dichas moléculas poseen D-sites
de ~10-15 residuos de longitud en el N-terminal, que son los responsables del anclaje y re-
conocimiento por parte de las MAPKSs. El proceso de inactivacion de las MAPKs mediante
la desfosforilacion mediada por fosfatasas, también incluye el reconocimiento de la mismas
a través de péptidos KIM; ejemplos de esto lo comprenden HePTP (hematopoietic tyrosine
phosphatase), STEP (striatum-enriched phosphatase) STEP-like PTP y PTPSL (Zanke et
al., 1992; Lombroso, Murdoch, & Lerner, 1991; Hendriks et al., 1995). También se identifi-
cacion péptidos KIM en proteinas de andamiaje como JIP1 y JIP4 (Jnk-Interacting Protein)
también han sido identificadas (Whitmarsh et al., 1998; Kelkar, Standen, & Davis, 2005),
y en proteinas blanco como: PEA-15 (phosphoprotein enriched in astrocytes), RSK1 (Ri-
bosomal protein S6 kinase alpha-1), MEF2a (myocyte enhancer factor 2A), etc (Hill et al.,
2002; Smith et al., 1999; Shen-Hsi Yang, Galanis, & Sharrocks, 1999). Sin embargo, atin
es controversial si los péptidos KIM, son importantes sélo para el binding”, s6lo para la
especificidad o ambas. Ademas, del sitio candnico existen reportes que sefialan la impor-

tancia de zonas cercanas a estos, que podrian contribuir a la especificidad y reconocimiento
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de los mismos (Francis et al., 2011; Tarrega et al., 2002).

Estudios estructurales de los complejos MAPKSs con péptidos derivados de sus-

tratos y moduladores enzimaticos

La caracterizacion de estos sitios de unién han sido realizada por varios grupos de investi-
gacion en los ultimos anos utilizando diferentes abordajes. A principios del 2000 el primer
complejo cristalografico de p38a:MEF2A fue descripto por el grupo de Goldsmith (Chang
et al., 2002). A partir de alli y hasta el momento, del orden de 30 complejos MAPK:péptido
fueron resueltos (Complejos resumidos en la tabla 4.1), para las principales vias de trans-
duccién de senales p38a, JNK(1-3) y ERK(1,2,5), asi como también para algunas MAPKs
de levaduras como fus3 (Peti, & Page, 2013). El origen biolégico de los péptidos cristal-
izados presentan una diversidad interesante, algunos pertenecen a las MAPKKs (MEKZ2,
MKKS5, MKK6, MKK3b, STE7 ), fosfatasas (HePTP, Msg, DUSP/MKP5 ), también incluyen
sustratos y/o proteinas de andamiaje (DCC, MEF2a, TAB1, JIP1, NFAT2, SAB, AFT2,
Farl, PEA15, RSK1, MNK1, MK2). Otro avance importante en la comprensién de este tipo
de sistema fue la identificacién de péptidos que pueden unirse en la orientacién de N—C
terminal y viceversa, (tabla 4.1) sobre el sitio de unién de la quinasa (Garai et al., 2012).

El relevamiento de todas las estructuras disponibles, establecen que la hendidura pro-
teica donde se unen los péptidos presenta sitios de unién para 4 residuos hidrofébicos del
ligando: ¢A, ¢B, ¢L (L, "lower” también llamado ¢A-2) y ¢U (U, "up” también llamado ¢H)
(Garai et al., 2012). Se describieron también interacciones electrostaticas en el sitio de
union. El conjunto de interacciones altamente conservadas se denominé el sitio CD ("Com-
mon Docking”).

Diversos trabajos estudiaron la afinidad de estas enzimas con sus interactores inten-
tando explicar la selectividad de cada uno de ellos por su MAPKs (A. J. Bardwell, Frankson,
& L. Bardwell, 2009). Estudios recientes establecieron que péptidos KIM, JNK-especificos,
como por ejemplo JIP1, s6lo unian a esta familia de quinasas, mientras que no lo hacian
sobre p38 y ERK (Garai et al., 2012). Los motivos estructurales son atribuidos en parte
a que JNK carece de un sitio de unién hidrofébico denominado ¢U, puesto que esta oclu-
ido por el par de interaccion E329-K83. (Tarrega et al., 2002; Heo et al., 2004; Laugh-
lin et al., 2012). La hipétesis de que las diferencias en las constantes de uniéon de cada
péptido por su MAPKSs explicarian la fidelidad de cada via de senalizacion, llevé a se en-

sayaran experimentos con péptidos derivados de moduladores y/o sustratos de las vias
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Figura 4.2: Clasificacion estructural de motivos de union a MAPKs A) Vista gen-
eral del dominio quinasa con su sustrato. El sitio de unién esta comprendido por el sitio
CD ("common docking”) y la region hidrofébica (coloreada azul y marrén claro, respecti-
vamente), el complejo mostrado es el JNK1-NFAT4 (pdbID 2XRW). B) Tipos de modo de
unién de diferentes péptidos. La hendidura permite 3 aminoécidos hidrofébicos en linea,
presentando dos esquemas de espaciamiento. Al mismo tiempo el espaciamiento entre, ¢-y
determina la especificidad de las MAPKs. C) Distintos modos de unién y diferentes lar-
gos de los D-motifs estan disponibles para ERK2 o p38a. Las secuencias péptidicas que se
unen ERK2 y p38a presentan una gran variedad conformacional, desde totalmente lineal
(MEF2A, verde) a helicoidal (HePTP, magenta). D) clasificacion en familia de péptidos (ver
texto para detalles). Tomado del trabajo de Zeke et al., 2015
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p38a y ERK1/2. Como resultado obtuvieron que algunos de éstos apenas discriminaban
entre ambas vias, lo que lleva a postular que la regulacién del evento de reconocimiento
podria incluir otros segmentos de las proteinas e incluso una regulacion espacio-temporal
del mismo. Considerando ademas que algunas moléculas estan compartidas en mas de
una cascada de sefializacién intracelular, anticipa que éstas podrian tener crosstalk con
otra via emparentada y de esta manera responder a una variedad de estimulos de forma

coordinada (A. J. Bardwell, Frankson, & L. Bardwell, 2009; Garai et al., 2012).

4.2 Resultados

En primera instancia colectamos las estructuras cristalograficas de péptidos con MAPKs
teniendo en cuenta resolucion y la diversidad conformacional del ligando. Los cristales
utilizados estan resumidos en la tabla 4.1. Para cada uno de ellos se evalué las diferencias
en la secuencia a fin de obtener la secuencia wild type (WT) depositada en la base de datos
uniprot uniprot. Cada complejo se relajé y se muté segun el protocolo esquematizado de la
figura 4.11. Ademas se definié el sitio de union teniendo en cuenta todos los residuos de
la proteina circundantes a 10 A de todo el set de péptidos disponibles para las 3 MAPKs
(Figura 4.3). En resumen, se consideraron los loops 4, 8 11 y 16 en el analisis. Puesto
que las MAPKSs cristalizadas (receptores) provienen de diferentes organismos, se realizé
un alineamiento de secuencias de MAPKs de rata, raton y humana a fin de determinar
si existen diferencias polimoérficas en el sitio activo para la misma MAPKSs en diferentes

organismos (Figura 4.4).

4.2.1 Desempeno del campo de fuerzas FoldX sobre mutantes puntuales.

Contando con toda la informacion cristalografica disponible de los complejos MAPK:péptido
nos preguntamos si el campo de fuerzas de FoldX es capaz de reproducir los resultados ex-
perimentales de mutantes puntuales de pares MAPK:sustrato reportados previamente. En
una primera etapa pusimos a prueba las capacidades del programa FoldX (Schymkowitz
et al., 2005) escaneando la secuencia polipeptidica del ligando, cambiando el residuo WT
("Wild type”) por alaninas en lo que se conoce como un esquema de “alanine scanning”. El
protocolo empleado se detalla en la seccion materiales y métodos, pero basicamente mu-
tamos cada posicién por el residuo alanina computando el ’AAG” del cambio aminoacidico
(ecuacién 4.1). A continuacién para cada valor de ”energia” computamos un cociente de

afinidad entre el péptido mutante y el péptido WT (ecuacion 4.2) a fin de tener una métrica
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Figura 4.3: Determinacion del sitio de union. Se seleccionaron todos los residuos a 10
A cercanos al conjunto de péptidos disponibles para las tres MAPKs.
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Figura 4.4: Alineamiento de secuencias del sitio del sitio de union de MAPKs. Se
alineo secuencias de ratén y humanas del segmento que conforma el sitio de docking para
las tres vias de sefalizacién mas importante en humanos

que describa cuando afecta la mutante a la unién del mismo a la MAPKs.

Validacion del protocolo con datos experimentales

Diversos trabajos entre 2002 y 2003 empezaban a esbozar y explicar los elementos im-

portante para la unién de péptidos sobre MAPKs. La proteina de andamiaje JIP1 ( JNK-
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Tabla 4.1: Cristales disponibles de complejos MAPK-péptido utilizados

Complejo MAPK PDBid Organismo Orientacién Res A

ERK2:
ERK2:MKP3 2FYS Rata N-C 2.50
ERK2:HePTP 2GPH Rata N-C 1.90
ERK2:DCC 3071 Rata N-C 1.95
ERK2:RSK1 3TEI Humana C->N 2.40
ERK2:MEK2 4H3Q  Humana N-C 2.20
ERK2:MNK1 2Y9Q Humana C-N 1.55
p38:

p38a:MEF2A 1LEW Ratén N-C 2.30
p38a:MKK3b 1LEZ Ratén N-C 2.30
p38a:MK2 20KR  Humana C-N 2.00
p38a:TAB1 4KA3 Ratén N-C 2.71

JNK:

JNK1:.JIP1 1UKH Humana N-C 2.35
JNKI1:NFAT4 2XRW  Humana N-C 1.33
JNK1:NFAT4 2XS0 Humana N-C 2.60

JNK3:SAB 4H3B Humana N-C 2.08

interacting protein-1) fue descubierta, cuando péptidos derivados de su secuencia, pre-
sentaban un efecto inhibitorio sobre la actividad quinasa de JNK1 (Dickens et al., 1997).
Luego, con el objetivo de determinar las bases estructurales de dicha inhibicién, mediante
ensayos de alanine scanning se midi6 actividad quinasa (in-vitro) sobre todas las mutantes
del péptido derivado de JIP1 con el objetivo de determinar los puntos claves responsable del
reconocimiento proteina-proteina (Barr, Kendrick, & Bogoyevitch, 2002). La figura 4.5A
panel inferior, muestra los datos experimentales que destacan la importancia de 4 residuos
R156,P167,1.L160 y L162 de lo que hoy sabemos son el ,¢L,0A y ¢B respectivamente. Por
ende, para éste sistema (Heo et al., 2004) se tomé el complejo JNK1:JIP1 y se computé
el cociente de afinidad derivado de las energias de interaccién, como describe la ecuacién
4.2. El panel superior de la figura 4.5A muestra que las "energias” computadas siguen
la tendencia correcta, mostrando que dichas posiciones son las importante para el anclado
del péptido en su sitio. El ensayo experimental, mide inhibicién de actividad enzimatica,
es decir la unién del péptido mutante se evalia ”indirectamente” por competencia. Sin
embargo, consideramos que los resultados in-silico sefialan satisfactoriamente cuales son
las posiciones clave en el reconocimiento MAPK-péptido.

Con la misma metodologia se estudi6 el complejo p38a:MEF2A (Figura 4.5B). Se em-
pleé el complejo cristalizado 1ILEW (Chang et al., 2002). Los datos provenientes nueva-
mente de ensayos de actividad quinasa, muestra un residuo ”ancla” que tiene un rol fun-

damental en el binding de este tipo de moléculas. El ¢U, que en este caso, lo constituye el
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Figura 4.5: Alanine scanning sobre complejos p38ac y JNK1,3. Comparacion de
afinidades relativas computadas utilizando el programa FoldX(verde) y resultados exper-
imentales (rojo) para JNK1 (Barr, Kendrick, & Bogoyevitch, 2002) A), p38a (Barsyte-
Lovejoy, Galanis, & Sharrocks, 2002) B) y JNK3 (Ho et al., 2003)

O).

residuo P271, resulta importante tanto en los resultados computacionales como en los de
actividad quinasa (Figura 4.5B).

En el analisis incluimos diferentes modos de binding de los péptidos, en la introduccion
se menciona la clasificacion de los mismos. Los dos casos analizados previamente son
péptidos lineales que se unen de manera extendida sobre la superficie del sitio de unién
que responde a una familia grande que se denomina clase MEF2A y los péptidos de la
clase JIP. Por consiguiente, la inclusién de un modo de binding con estructura secun-
daria, agrega robustez a los resultados. El complejo JNK3:NFAT4 estudiando en detalle
experimentalmente y las energias computadas por foldX siguen la misma tendencia para
las posiciones aminoacidicas importantes. Estos resultados reflejan que para complejos
cristalizados, el campo de fuerzas de FoldX representa con precision las posiciones claves

del reconocimiento proteina-proteina.

Prediccion del modo de union para un péptido sin estructura conocida. Caso

JNK:MKK4

Los resultados alentadores presentados en la seccion previa nos llevé a preguntarnos si el

FoldX es capaz de reproducir resultados experimentales cuando no tenemos un templado
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para dicho complejo. MKK4 es una doble quinasa (MAP2K) que esta involucrada las vias
de sefializaciéon de JNK y p38 (Figura 4.1) (Derijard et al., 1995). La promiscuidad de
dicha enzima se observa en que péptidos derivados de su segmento de docking, unen con
afinidades similares (3.5 y 3.8 uM ) a JNK y p38a respectivamente (Garai et al., 2012).
Desafortunadamente, intentos de cristalizaciéon para revelar las causales estructurales de
dicha promiscuidad, resultaron negativos. Sin embargo, los autores proponen que el modo
de unién a JNKI1 es similar al observado para NFAT4 (Garai et al., 2012). Dos configura-
ciones diferentes de NFAT4 fueron obtenidas para la mismas condiciones de cristalizacién
(Garai et al., 2012). Tomando cada una de ellas y mutando la secuencia por la de MKK4 ob-
tuvimos resultados que son consistentes con datos experimentales ensayados previamente
(Figura 4.6) (Ho et al., 2003).Las discrepancias entre los valores experimentales y los com-

putados estan principalmente en el residuo R41.
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.7 w0 Valores Computados

Y
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40A/41A
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40A/2A

44A/16A
42/44/26A

Figura 4.6: MKK4 tiene un modo de union similar a NFAT4 Usando como templado
el cristal 2XRW los valores de union se corresponden con los obtenidos experimentalmente
(Ho et al., 2003)

DA es el mas importante para el binding.

Los experimentos previos nos brindan informacion valiosa acerca de cuales son los residuos
clave en el reconocimiento de las MAPKSs sobre sus sustratos. Sin embargo nada nos dice
acerca de cual es la contribucién de cada posicion a la energia de unién total. A partir de los
primeros trabajos pioneros de “alanine scanning” sobre estos familia de péptidos derivados,
solo se habia identificado dos residuos hidrofébicos (pA y #B) y uno de naturaleza polar
(residuos ARG o LYS ¢). Con esto en mente, evaluamos cual es la contribucion del ¢A y ¢B
a la energia total de interaccion (tabla 4.2). Observamos que el que mas contribuye a la

energia de union es el ¢pA. El conjunto de resultados hasta el momento demuestra que con
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Tabla 4.2: Contribuciéon a la energia total de unién del motivo ¢A,¢B (% porcentaje de
union)

Peptido ¢A ¢B
MKK4 34 6
MKK7 28 21
NFAT 26 20
HePTP 35 1
MEK2 36 15
MKK3 45 28
MKK6 35 22

MEF2A 24 21

un abordaje sencillo hemos podido tanto reproducir resultados experimentales complejos
como asi identificar determinantes moleculares mas relevantes para la unién. Finalmente
nos permite modelar estructuras que no se pudieron cristalizar y validarlas con resultados

experimentales.

4.2.2 Diseino de péptidos inhibidores.

El control de muchos sistemas biolégicos radica en la fosforilacion de sustratos y acti-
vadores por ser/thr quinasas, esto hace de éstas un blanco farmacolégico tentador. La
inhibicién de la actividad quinasa puede ser lograda bloqueando el proceso catalitico, como
por ejemplo con un inhibidor competitivo de ATP o impidiendo que el complejo enzima-
sustrato se forme. Por ende, dada la buena cantidad de datos en torno unién de péptidos
que se une a MAPKSs, el desarrollo y el diseiio de inhibidores especificos se convirtié en
una estrategia novedosa de programas de descubrimiento de farmacos y péptidos inhibito-
rios de la actividad enzimatica (Eldar-Finkelman, & Eisenstein, 2009; Kaoud et al., 2011;
Kelemen, Hsiao, & Goueli, 2002).

A continuacién nos preguntamos si era posible la mejora de la union de péptidos a las
MAPKs. El sistema a evaluar fue p38a y el péptido derivado de sustrato, MEF2A. Se eligio
este sistema, puesto que el péptido adopta una conformacién extendida sobre el sitio de
union y habia sido caracterizado anteriormente (Barsyte-Lovejoy, Galanis, & Sharrocks,
2002). Evaluamos las 20 posibles mutantes para cada posicién a lo largo de la secuencia
(Figura 4.7). Y obtuvimos la matriz de 20x10 de las 20 posibles mutantes para las 10
posiciones (Figura 4.8C). La ventaja de este enfoque surge de que rapidamente podemos
evaluar 200 cambios aminoacidicos para la secuencia MEF2A.

Figura 4.8C muestra que las posiciones hidrofébicas reportadas anteriormente pre-

sentan una preferencia del aminoacido metionina y leucina para cada ancla por sobre la
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Figura 4.8: Logos p38a La activacion por fosforilacion promueve el movimiento interdo-
minio, formacion del puente salino, apropiada coordinacién del ATP. Magenta y verde para
el estado OP-ERK2 y 2P-ERK2 respectivamente.

secuencia original, y ademas en la posiciéon ¢A+1 el residuo prolina. Estos resultados son
consistentes con el logo (Figura 4.9) obtenido a partir de una matriz PSSM de todos los
genes ortélogos de MEF2A de vertebrados (Zeke et al., 2015). Sin embargo, desafortu-
nadamente tanto el logo obtenido mediante secuencias alineadas y el logo energético no

muestran posiciones mas alla de las reportadas anteriormente con vistas a una posible
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mejora en la unién de esta familia de péptidos. Extendiendo el analisis a otros complejos
que posean otros modos de union sobre la MAPK p38a (Figura 4.8A-D) vimos un compor-
tamiento similar. Un analisis méas extenso de los resultados y la validacién experimental
de los mismos, permitiran avanzar en el desarrollo de péptidos inhibidores que presenten

una mejor potencia y/o selectividad frente a este blanco molecular.

4 6666 @

p38a
greater (ERK2)

P, P
MEF2A
class E&ﬁt;g
[ =4
g _!?:ﬁ. - is ﬂ%ﬁg

Figura 4.9: Position-specific scoring matrix (PSSM) logos. Logos ”evolucionario”
PSSM para p38a:MEF2A. Adaptado de Zeke et al., 2015

Bits

4.2.3 Comparacion entre las matrices obtenidas a través de cristales vs

dinamica.

El campo de fuerzas de FoldX fue entrenado con datos de mas de ~1000 mutantes pun-
tuales (Schymkowitz et al., 2005). Sorprendentemente, los resultados expuestos hasta
el momento muestran que cuando contamos con informacién precisa de la posicién "cor-
recta” del esqueleto carbonado sobre el receptor, los resultados obtenidos van en la tenden-
cia correcta. En el caso de MKK4 proponemos que el modo de unién de éste péptido con
JNK es similar al observado por NFAT4. Sin embargo los mismos autores que intentaron
cristalizarlo, proponen ademas que el péptido derivado de MKK4 acomplejado con p38«a
adopta una configuracién semejante a MKKG6 (Garai et al., 2012).

No siempre podremos contar con la informacién del modo de unién o la configuracién fi-
nal del complejo. Si bien el sistema de estudio presenta un numero acotado de residuos que
funcionan como anclas, la variaciéon conformacional observada es grande. Para sobrellevar
este inconveniente el modelado comparativo y la utilizacion de campos de fuerza de grano
grueso, podrian ayudar a contar con un complejo de partida. Sin embargo la estructura
obtenida por estas herramientas muchas veces dista del que observariamos en solucién
o acomplejada. Eso nos llevé a preguntarnos si es posible “relajar” el complejo obtenido

con dindmica molecular y si esto podria salvaguardarnos del problema del "complejo ini-
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Figura 4.10: La dinamica molecular muestra. A)Vision general del modo de union de
HePTP. B) regresion lineal, energia de interaccién para la matriz de mutantes obtenida
a partir del cristal vs matriz obtenida por dinamica molecular. C) Logo "energético” para
pepHePTP derivado del cristal D) idem C para la matriz obtenida por dinamica molecular

cial”, o simplemente obtener, una mejor representacion de nuestro sistema. Esto nos llevo
a ensayar el desempefio de FoldX pero sobre fotos obtenidas por dinamica molecular. A
continuacion seleccionamos un modelo que tenga en cuenta todas las anclas conocidas
hasta el momento y que la orientaciéon del modo de unién sea N—C. HePTP es una fos-
fatasa de ERK2 (Figura 4.1) que tiene el todos los sitios hidrofébicos y los polares, ademas
cuenta con una estructura cristalografica acomplejada con ERK2, bajo el pdbID 2GPH. 50
ns de dinamica molecular del complejo, permitieron obtener un ensamble conformacional
del mismo. Alrededor de 60 de fotos fueron mutadas por los 20 residuos y se obtuvo el valor
promedio de energia para cada posiciéon. Como resultado se observé un coeficiente de cor-
relacion (r=0.64) entre los datos de energia de interaccion de la matriz obtenida a partir del
cristal y los datos obtenidos del ensamble conformacional por dindmica molecular (Figura
4.10B). A pesar de ello, el logo "energético” obtenido a partir de energias de interaccién del
cristal y por dinamica molecular sefialan los mismo Aot spots”. Es mas, el logo obtenido
a partir de los datos de dinamica molecular "destacan” las posiciones importantes de la

secuencia estudiada. Es decir, teniendo un ensamble de conformacional de nuestro péptido
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de interés, el campo de fuerzas de FoldX es capaz de "identificar” los residuos importantes
que serian responsables del binding del péptido en cuestién, disminuyendo el "ruido” en
las posiciones adyacentes. En este sentido la posicién -5 desaparece como especifica en la
dinamica molecular, determinando que si tenemos en cuenta la libertad conformacional

podemos tener una mejor estimacién de la especificidad por residuo.

4.3 Conclusiones

Uno de los eventos mas importantes en el ciclo catalitico de cualquier enzima lo constituye
el reconocimiento de su sustrato. Las MAPKSs presentan baja selectividad en su sitio ac-
tivo, esto se debe a que los péptidos que fosforilan, solo necesitan el motivo ser/thr seguido
de prolina (Gonzalez, Raden, & Davis, 1991; Alvarez et al., 1991). Por ende, este tipo
de moléculas explota sitios distales donde los activadores o sustratos se unen de manera
especifica alcanzando el complejo ternario necesario para que el proceso de catalitico con-
tinde apropiadamente (Peti, & Page, 2013). El evento de reconocimiento en este sistema se
da a partir de motivos nativamente desestructurados (péptidos KIM) que muy a menudo
adoptan su estructura secundaria cuando entran en “contacto” con la quinasa. El motivo
que contienen es el (R/K;_3)-X,_-®4-X-®p donde @ es un residuo hidrofébico (T. Lee et al.,
2004; Sharrocks, Shen-His Yang, & Galanis, 2000).

En el presente capitulo empleamos una metodologia rapida y sencilla a fin de dar una
explicacion atomistica a los motivos estructurales del reconocimiento de MAPKSs por sus
ligandos. Con los acotados datos experimentales con los que contamos, validamos que
FoldX reproduce y destaca las posiciones importantes en el binding de las diferentes fa-
milias de péptidos. A continuacién demostramos para MKK4, que incluso si carecemos
de una estructura cristalografica para hacer la evaluacion energética, podemos predecir la
configuracion espacial del esqueleto carbonado y con este dato determinar los "hot spots”
importantes para el proceso de union. Por ultimo, observamos cudl es la contribucion de
cada residuo al binding y nuestro aporte sefiala que el disefio de ligandos tipo droga deberia
dirigirse al bolsillo hidrofébico denominado ¢A, puesto que este sitio aporta mas del 30% a
la energia total de uniéon. Debido a la limitaciones metodolégicas del protocolo empleado,
la cadena principal del péptido debe estar correctamente posicionada. Sorprendemente si
utilizamos un ensamble conformacional y lo comparamos a los resultados provenientes de
una foto estatica del cristal, observamos que el logo derivado de energias de interaccién

provenientes de dindamica molecular destaca de mejor manera los puntos clave o anclas
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que son fundamentales para que el péptido permanezca en su sitio.

Estos resultados resultan alentadores pero cabe destacar que constituyen un analisis
preliminar. El motivo de la especificidad de cada via de sefializacién ain permanece como
materia de debate y la complejidad del sistema aumenta con los grados de libertad apor-
tados por la variacién conformacional de los péptidos que se unen a la MAPK. Como dis-
cutidos anteriormente tal vez la inclusion de segmentos cercanos a los evaluados en este
apartado arrojen luz acerca de la especificidad en el reconocimiento por parte de estas

moléculas (Francis et al., 2011)

4.4 Materiales y métodos

Estructuras Iniciales. Las estructuras iniciales de los complejos ensayados (Tabla 4.1)
se obtuvieron de la base de datos Protein Data Bank. Para cada cristal se definié a la
MAPKSs como receptor y el péptido como ligando. En ocasiones el complejo puede presentar
diferencias con respecto a la secuencia original depositada en Uniprot, esto se debe a que
algunas mutantes estabilizan o mejoran las condiciones para la obtencién de cristales o
aumentan la resolucion del mismo. Por ende, para cada receptor se evalué que el mismo,
no presente mutaciones con respecto a la secuencia original, lo mismo se realiz6 para el
ligando o péptido.

Parametros de la simulacion clasica de complejos MAPK-péptido . Todas las
simulaciones clasicas han sido realizadas empleando el paquete AMBER12 (Case et al.,
n.d.) y de manera analoga a lo descripto en capitulos anteriores y en la seccién materiales
y métodos. Los complejos iniciales fueron solvatados con moléculas TIP3P en una caja
octaédrica truncada hasta 12 A desde el borde de la misma (Price, & Brooks III, 2004).
Los residuos estandar fueron representados usando el campo de fuerza 99SB de amber. La
dinamica de producciéon alcanzo los 50ns para cada complejo.

Protocolo de FoldX. En la seccién general de Materiales y métodos se explica los de-
talles de la implementacion del campo de fuerzas de FoldX. Sin embargo, en este apartado
explicaremos los parametros empleados para la evaluaciéon de los complejos de MAPKs
(Diagrama de flujo 4.11). Brevemente, para cada complejo evaluado se obtuvo el com-
plejo minimizado segin el campo de fuerzas de FoldX con el empleo de la rutina Repair-
PDB. A continuaciéon cada complejo y en particular cada péptido se muté cada posicion
aminoacidica a los 20 aminoacidos posibles con el médulo denominado BuildModel. A fin

de evitar caer en un minimo local en el esquema de minimizacion, en la construccion de
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los modelos, 5 runs fueron ensayados para cada mutante. Por ultimo se estim6 la "energia”
de unién entre el péptido y la MAPK para los complejos wild type (WT) y los mutantes
con la herramienta que calcula la energia de interaccién entre elementos de un complejo
proteico.El valor informado es el promedio para los 5 replicas.

Ecuaciones y relaciones utilizadas en el presente trabajo: El cambio en la energia

de interaccion para una mutante se computé como:
AAG = AG s — AGyy 4.1)

donde mut es la mutante y wt: es la secuencia original o wild type

El cociente de afinidades entre un peptido mutante y uno WT se computé como:
AAG
Af finityRatio(Kmut/Kwt) = e kT (4.2)

donde R = cte universal de los gases y T la temperatura en K.

—| RepairPDB

todas las
combinaciones por
posicién

generacion de
modelos (5 runs)

BuildModel

Evaluacién de energia
de interaccion de
modelos

AnalizeComplex

Figura 4.11: Diagrama de flujo del uso de los diferentes comandos de FoldX

Los logos fueron obtenidos con el servidor Seq2Logo-2.0 (Thomsen, & Nielsen, 2012) a
partir de las matrices de probabilidad derivadas de energias de interaccién. La probabili-

dad sobre cada posicion i, para cada mutante m, fue calculada como:

AAG;
e " RT

= 20
Zmzl Pim

Pim (4.3)
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CAPITULO D

Conclusiones generales y perspectivas.

5.1 Conclusiones

Los objetivos sefnialados en la introduccion de la presente tesis, incluyen la comprensiéon de
la activacion de proteinas quinasa, componentes fundamentales del proceso de sefalizacién
intracelular. La estrategia utilizada incluyé un abordaje bioinformatico estructural a fin
de describir los elementos importantes en el proceso de activacion. El primer objetivo prop-
uesto, donde buscabamos una descripcion atomistica del proceso de activacion, se realiz6 en
dos sistemas distintos: quinasas humanas (MAPKSs) y quinasas procariotas pertenecientes
a Mycobacterium tuberculosis. Para ello, se hizo un amplio uso de las herramientas de
bioinformatica estructural disponibles, como dinamica molecular, docking, mutagénesis
in-silico, etc. Las seleccion de ambas enzimas responde a que dichas moléculas son muy
importantes en el contexto celular en el que se encuentran. En el caso de las MAPKSs son
importantes elementos del sistema de transduccién de sefiales humano y estan asociadas
a diversas patologias como cancer, diabetes, etc (Schaeffer, & Weber, 1999; Davis, 2000;
Kyriakis, & Avruch, 2001; Pearson et al., 2001; Zarubin, & Jiahuai, 2005). Mientras que
Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo de gran importancia sanitaria puesto
que es agente etiolégico de la tuberculosis, entonces entender los mecanismos de la regu-
lacion de proteinas que permiten la sobrevida de Mtb dentro del hospedador son de vital
importancia(Woods, & Washington, 1987; Leonard, Aravind, & Koonin, 1998). A pesar
de todo el esfuerzo empleado por la comunidad cientifica por comprender a este tipo de
moléculas, ain hoy en dia es poco claro, como las ser/thr quinasas se activan por sefiales
externas a nivel atomistico.

Comenzamos la disertacion describiendo la activacién de la MAPK ERK2. Encontramos

que los cambios conformacionales que sufre en el proceso de activacién son sutiles. En
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dicha descripcién destacamos el rol del puente salino entre la lys’? y el glu® que esta
descripto en decenas de trabajos como esencial, y que hasta el momento carecia de una
explicacion atomistica de cudl seria el aporte de la formacion del mismo, en torno al pro-
ceso catalitico. El movimiento interdominio de rotacién entre el N-terminal y el C-terminal
de ERK2 producto de la activacion, promueve la estabilizaciéon de la «C posicionando y/o
reacomodando residuos claves para la catalisis, asi como el cierre del bolsillo de unién a
ATP. Mediante técnicas de simulacién computacional exploramos que el estado activo pro-
mueve la formacién del puente salino, y éste resulta ser crucial para la estabilizaciéon del
sitio de unién para el Mg*? I. Empleando un esquema QM-MM demostramos que la coor-
dinacién susceptible para el ataque nucleofilico es que la contiene 2 iones Mg*? y entonces
la barrera depende fuertemente de la presencia de este segundo magnesio. En conclusion,
para la MAPK ERK2 observamos una estrecha relacion entre la presencia de un segundo
ion magnesio en el sitio activo, y la formaciéon del puente salino, para que el proceso de
transferencia de fosfatos se lleve a cabo correctamente. En este sentido la fosforilacion en
el loop de activacion produce un cambio sutil en la conformacién del dominio quinasa que

estabiliza la formacién de un puente salino que regula la actividad catalitica de ERK2.

El capitulo 4 estudiamos dos ser/thr quinasas de Mycobacterium tuberculosis. PknB
y pknG son dos quinasas procariotas que tienen diferentes mecanismos de activacion. A
pesar de su origen, desde el punto de vista estructural son muy parecidas a las eucariotas
estudiadas anteriormente. Sin embargo presentan algunas particularidades, pknG no se
fosforila en el loop de activacion y carece del residuo arginina del loop catalitico conocido
como motivo RD. A pesar de ello, el mecanismo de reacciéon esta conservado, y para dicho

181 emplazado en la aC. Este resultado sugiere que el

proceso prescinde del residuo glu
residuo realmente importante es la arg del puente salino, ya que éste regula la posicion
del ATP, y que pknG utiliza otra alternativa para estabilizar el mismo en su sitio. Por otra
parte, pknB para alcanzar el estado reactivo necesita dimerizar y estabilizar la interfaz
p4-aC, creemos que este evento podria estar relacionado con el armado de la “columna”
regulatoria, descripta en PKA (Kornev, & Taylor, 2010; Meharena et al., 2013). Una vez

alcanzada la conformacién ”activa” para ambas proteinas evaluamos el perfil de energia,

mostrando que ambas poseen un mecanismo canénico con cierto caracter asociativo.

Para concluir y abordar todos los aspectos de ciclo catalitico enzimatico de esta familia
de proteinas, estudiamos cémo es que reconocen a sus sustratos. En primer lugar expli-

camos la selectividad diferencial por parte de pknG y pknB del sitio de fosforilacién de
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su sustrato garA. En el capitulo 3 demostramos con métodos computacionales y experi-
mentos, que el N-terminal tiene un rol importante en la selectividad. Desde el punto de
vista de la quinasa, pknG no se fosforila en el loop de activacion pero presenta un “bolsillo
” hidrofébico que ancla residuos de la misma naturaleza quimica pertenecientes a garA

1>* y phe®). Por otra parte pknB explota los residuos fosforilables del segmento de ac-

(va
tivacién (pthr) para interactuar con el residuo arg®® de garA. Estos resultados demuestran
porqué pknG fosforila el residuo 21, mientras que pknB lo hace en el 22. Finalmente en
el capitulo 4, estudiamos los sitios de unién proteina-proteina de la familia MAPK. El mo-
tivo que se une a este sitio distal de la proteina es (R/K;_3)-X;_¢-®4-X-®p donde ® es un
residuo hidrofébico (Lee et al., 2004; Sharrocks, Yang, & Galanis, 2000). La mayoria de las
proteinas efectoras o regulatorias de MAPKSs presentan sitios de docking. En este apartado
vimos como empleando una metodologia sencilla de mutantes puntuales in silico podemos
describir cuales son los residuos importantes para la union de estos péptidos desestructura-
dos. Entre otras cosas podemos agregar que, la metodologia reproduce a grandes rasgos
resultados experimentales si podemos inferir su modo de uniéon. La robustez del método
subyace en que incluso utilizando fotos de una dindmica molecular del complejo, el pro-
grama es capaz de identificar los puntos de anclaje importantes. Finalizando, del analisis
se observa y se propone al ®, como uno de los sitios que mas aporta al binding, y lo sugieren
como un bien sitio para el desarrollo farmacolégico. Cabe destacar que trabajos pioneros

comenzaron desarrollos de inhibidores para este sitio en particular(Willemen et al., 2014).

5.2 Perspectivas

Si bien hemos avanzado en la comprension de los mecanismos de activacion de un con-
junto de proteinas quinasa, esta tesis deja abiertos nuevos interrogantes en torno a estas
biomoléculas. Para cada una de las enzimas analizadas, podemos proponer ideas a ser eval-
uadas en un futuro préximo. En la tesis mostramos que para la MAPK ERK2 el puente
salino es esencial para la estabilizacion del estado reactivo. Cabe destacar, que a pesar
de la centena de trabajos en torno a esta enzima, cambios sutiles gobiernan el prendido
y apagado de esta enzima, por consiguiente mutar el glutamico del famoso puente salino,
es interesante a fin de apoyar o refutar nuestra hipétesis de trabajo. Sin embargo, dado
la caracteristica sutil del cambio no encontramos una mutacién que pueda regenerar un
estado constitutivamente activo.

Con respecto a la activacion, a lo largo de la tesis sefialamos que el fin ulterior del
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cambio conformacional, es preparar el sitio activo para albergar el ATP en la configuracién
correcta, puesto que la fosforilacién de sustratos es la actividad principal de este grupo
enzimatico. La utilizacion de motivos, dominios y/o fosforilaciones accesorias utilizadas
por las quinasas, contribuyen a la regulacion fina del proceso de activacion. Ademas agre-
gan complejidad al sistema, al presentar nuevos interactores y/o moduladores del mismo
(Huse, & Kuriyan, 2002). Por ende, pknG surge como un sistema muy interesante, puesto
que contiene un dominio rubredoxina adyacente al dominio quinasa (Figura 5.1), pero en
este trabajo no evaluamos su injerencia en el proceso catalitico. La descripciéon de como
un centro redox tiene efecto sobre la actividad quinasa contribuye a la descripcién y pone
de manifiesto la riqueza y diversidad disponible en este tipo de sistemas y hemos encar-
ado su estudio en el grupo de investigaciéon. Otro dominio del mismo gen del cual poco
sabemos y al que se le atribuye la capacidad de mediar interacciones proteina-proteina
es conocido como TPR (Figura 5.1). Disefar inhibidores que actien sobre la interfaz de
interacciones proteina-proteina de este dominio, abre un nuevo abanico de compuestos lid-
eres que podrian tener efecto bactericida/bacteriostatico en Mycobacterium tuberculosis. El
interrogante acerca de la selectividad de pknG y pknB frente a garA fue respondido par-
cialmente. Experimentos futuros incluirian mutantes y ensayos sobre pknB el cual ahora
mismo no pudimos evaluar. En conclusion, esta tesis en la que se evaluaron 3 proteinas
quinasas distintas, contribuye al entendimiento de cémo estos interruptores moleculares
alcanzan su estado "activo”; y una vez alli, como es que reconocen y fosforilan a sus sus-

tratos.
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Regulacion de
la actividad} PknG

quinasa

) ,v Dominio

¢Como? quinasa
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Interacciones
proteina-proteina

\

Desarrollo de nuevos
ligandos

Figura 5.1: Disposicion espacial/modular de dominios de pknG. PknG presenta un
dominio rubredoxina (RBX, magenta) y otro TPR (tetratricopeptide repeat, verde) respon-
sable de interacciones proteina-proteina.
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CAPITULO O

Métodos computacionales

En esta capitulo se describira brevemente los fundamentos teéricos a los métodos de Quimica
Computacional utilizados en el presente documento. En cada capitulo se comentara en de-
talle los protocolos empleados para realizar las simulaciones. Pero a grandes rasgos se re-
alizaron tres tipos de simulaciones: i) Dinamica molecular clésica , ii) Dindmica molecular
hibrida (QM-MM) y iii) Evaluacion de la "Energia” de unién proteina-proteina empleando
el campo de fuerzas de FoldX. La dinamica molecular cléasica se utilizé con dos propésitos:
como herramienta para evaluar el ensamble conformacional de biomoléculas y a partir de
dicho analisis, como base para los calculos hibridos QM/MM. Por esta razén comenzare-
mos explicando esta familia de técnicas. Luego comentaremos los métodos cudnticos, en
particular el hamiltoniano semi-empirico DFTB (Density Fuctional Tight Binding) que fue
muy util debido que posee una buena relacién entre tiempo de computo empleado y per-
formance. Por consiguiente, introduciremos las metodologias hibridas (QM-MM) que nos
permitieron describir los mecanismos de reacciéon en grandes biomoléculas. Por tultimo,
brindaremos una descripciéon de los fundamentos del calculo de energia libre de unién del

campo de fuerzas empirico de Foldx, que explicaremos en detalle en la ultima secciéon.

6.1 Dinamica molecular clasica

Muchos sistemas de interés en quimica y biologia requieren del estudio molecular de sis-
temas de gran cantidad de atomos, como por ejemplo las proteinas. Para este tipo de sis-
temas resulta, atin con el poder computacional existente hoy en dia, practicamente imposi-
ble su tratamiento completo con mecanica cuantica. Es por esto que en gran cantidad de
problemas en los que no se requiere un detalle de la distribucion electrénica, se utilizan

métodos basados en la mecanica clasica, lo que se denomina mecanica molecular (MM).
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En estos métodos se ignora el movimiento de los electrones, y se calcula la energia exclu-
sivamente en funcién de las posiciones de los nicleos. Sin embargo, la mecanica cuantica
se utiliza para el desarrollo de los distintos parametros requeridos para el calculo, que se

explicaran en la préxima seccion.

6.1.1 Campos de fuerza clasicos

En los métodos de mecanica molecular, la energia potencial viene dada por lo que se denom-
ina campo de fuerza, que no es mas que una expresion de la energia potencial dependiente
de las coordenadas de los nucleos y una serie de parametros. La expresion del campo de
fuerza AMBER 99SB (Hornak et al., 2006) - el cual fue utilizado para los calculos real-
izados en este trabajo - contiene dos clases de contribuciones, las contribuciones de union
y las de no unién. Las de unién, se calculan para atomos formando un enlace o como
maximo a 2 atomos de distancia, e incluyen penalidades para las desviaciones respecto de
su valor de equilibrio de distancias de enlace, angulos y angulos diedros. Mientras que las
dos primeras se representan a través de un potencial armoénico centrado en la distancia de
equilibrio, los angulos diedros o torsiones estan descriptos con una funcién periédica. Las
contribuciones de no unidn, se computan entre atomos que estan en diferentes moléculas
0 a mas de 4 enlaces de distancia, y se dividen en interacciones electrostaticas basadas en
la ley de Coulomb, por un lado, y un potencial de Lennard-Jones, que describe en forma
aproximada las interacciones dispersivas y la repulsién originada por el principio de ex-
clusiéon de Pauli a distancias muy cortas. La expresion de la energia potencial resulta en el

caso del campo de fuerzas AMBER utilizado en esta tesis en:

kp.i ko ; V.
EM)= D) SHri—ro)+ Y SH6i-00)+ Y, S cosnm ~y)+

enlaces angulos torsiones
N-1 N 12 6 (6.1)
Tij Tij 4iq;
350 ] (2) (2]
im1 jitl rij rij 47T8()rl'j

Comprendamos en detalle cada una de las contribuciones al campo de fuerza clasico. El
primer término modela la contribucién de estiramiento de los enlaces, el cual se describe
a través de un potencial armoénico. En éste, k;; corresponde a la constante de fuerza aso-
ciada a la unién i y r;, a la distancia de equilibrio de la misma unién. Si bien una mejor
descripciéon de un enlace quimico se obtendria con un potencial como por ejemplo el sug-

erido por Morse, este contiene un parametro adicional y no es tan cominmente utilizado
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en calculos MM debido a su costo adicional. Por otra parte, el potencial arménico resulta
una buena y sencilla aproximacion al potencial real en la zona cercana al minimo, donde
no hay ruptura de enlaces. El segundo término corresponde a las contribuciones dadas
por las flexiones angulares. Estas también se representan con un potencial armoénico de
constante kg; y valor de equilibro 6y. Normalmente, la energia requerida para modificar
un angulo es menor a la requerida para variar la distancia entre dos atomos, por lo que
los valores de ky; suelen ser menores que los de las constantes k;;. El término asociado
a las torsiones o angulos diedros presenta tres parametros: V, corresponde a la barrera
energética asociada a la rotacién entre dos minimos sucesivos, n representa la multiplici-
dad del potencial, es decir indica el nimero de minimos encontrados entre 0°y 360°, y por

altimo vy, que corresponde a la fase de la funcion sinusoidal.

El dltimo término de la ecuacién 6.1 contiene las contribuciones de no unién, y depende
de la distancia entre pares de atomos, r;;. La primera parte, corresponde al potencial de
Van der Waals, y contiene los parametros ¢;;, asociado a la profundidad del pozo de energia,
y 0jj, correspondiente a la distancia entre los a&tomos correspondiente al minimo de energia.
La parte electrostatica contiene como parametros las cargas sobre los atomos ¢; y ¢;. En
el campo de fuerzas de AMBER, la distribucion de cargas es representada a través de
cargas puntuales ubicadas en el centro de las coordenadas de cada atomo. Estas cargas
se obtienen de manera de reproducir el potencial electrostatico de la molécula, a partir
de calculos cuanticos. Los valores de las cargas parciales se realiza a través del computo
de una grilla de potencial electrostatico determinada utilizando un hamiltoniano cuantico
(sea este Hartree-Fock/6-31G* o AM1-bcc) ajustando los valores de las cargas puntuales
en dos pasos, obteniendo primero los valores de los heteroatomos y, restringiendo el valor
de los heteroatomos al obtenido en el paso anterior, de los hidrégenos. (Bayly et al., 1993;

Cieplak et al., 1995)

Para disminuir el costo computacional asociado a los términos de no unién, se utiliza
un radio de corte, tal que para los atomos que se encuentran a una distancia mayor que
este radio de corte estas interacciones no se computan. En el caso de las interacciones
de Lennard-Jones, al ser de corto alcance, esto no genera un problema siempre que el ra-
dio de corte sea lo suficientemente grande. En el caso de las interacciones coulémbicas,
de mayor alcance, en los casos en que se utilizan condiciones periédicas de contorno en la
simulacién se utiliza una metodologia denominada sumas de Ewald, un método original-

mente desarrollado para el estudio de cristales i6nicos, en su implementacién denominada

117



CAPITULO 6. METODOS COMPUTACIONALES

Particle Mesh Ewald (PME)(Darden, York, & Pedersen, 1993; Salomon-Ferrer et al., 2013).
Esta metodologia se utiliza para calcular las interacciones electrostaticas totales entre los
atomos presentes en cada celda unidad, de forma muy eficiente. La energia electrostatica
se calcula en dos partes: la primera parte, en la cual a las interacciones electrostaticas de
corto alcance se calculan en el espacio real mientras que la segunda parte (en el espacio
reciproco) se calcula utilizando la transformada de Fourier. Este procedimiento tiene como
ventaja una convergencia mucha mas rapida que utilizando calculos de interacciones di-
rectas. De esta manera se logra tener en cuenta las interacciones electrostaticas de largo
alcance mas alla del radio de corte de las interacciones de no unién, en forma altamente

eficiente.

Finalmente, puede observarse que la mera expresion de la energia potencial no es sufi-
ciente para definir un campo de fuerza. El campo de fuerzas es constituido ademas por la
gran cantidad de parametros asociados a cada uno de los sumandos en la energia poten-
cial. Para el caso de simulacién de proteinas, el campo de fuerza de AMBER contiene los
parametros asociados a los aminoacidos naturales presentes en la mayoria de las proteinas,
en sus distintos estados de oxidacion o protonacién, cuando corresponda. En este contexto,
puede hablarse de la transferibilidad del campo de fuerza. Es decir, el hecho de que el
mismo conjunto de parametros puede utilizarse para moléculas asociadas. Por ejemplo, los
parametros para un residuo de triptofano seran los mismos en todas las proteinas estudi-
adas, y no serd necesaria su parametrizacién en cada proteina que se desee estudiar. En el
campo de fuerza de AMBER, los atomos dentro de cada residuo reciben un nombre de atomo
y un tipo de atomo. Los tipos de atomo permiten que no sea necesario incluir parametros
para cada atomo incluido en cada uno de los aminoacidos. Distintas especies pueden poseer
el mismo tipo de atomo, y los parametros asociados a las uniones, los angulos y los diedros
(los denominados parametros de unién) se dan por tipo de atomo, en lugar de para cada
atomo de cada residuo en particular. Si bien en el campo de fuerza se incluyen parametros
especificos para todos los aminoacidos naturales y otras moléculas cominmente encon-
tradas en los sistemas biolégicos, para incluir modificaciones post-traduccionales como la
fosforilacion, sera necesario obtener los parametros necesarios para realizar la simulacion.
El concepto de transferibilidad del campo de fuerza se utiliza a la hora de simular com-
puestos tipo droga y no tener que obtener de cero los parametros de enlace (distancias
de enlace, angulos, diedros y angulos impropios). En este trabajo utilizamos la estrategia

desarrollada en el Generalized AMBER Force Field (GAFF).
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Por 1dltimo, cabe realizar un comentario especial referido a la forma de representacion
de las moléculas de agua en el campo de fuerza. La manera de describir las moléculas de
agua representa un factor importante en el calculo, dada la gran cantidad de moléculas de
agua normalmente presentes en el sistema. En los calculos realizados en este trabajo, se
utilizo un modelo de agua simple denominado TIP3P. En los modelos de agua simples, cada
molécula de agua se mantiene en una geometria rigida, y la interaccién entre moléculas de
agua se describe a través de interacciones Coulémbicas y de Lennard-Jones. En el modelo
TIP3P se ubican tres cargas puntuales, una sobre cada atomo de la molécula. La carga
negativa ubicada en el atomo de oxigeno es compensada por las cargas positivas en los
atomos de hidrégeno. La distancia entre el oxigeno y los atomos de hidrégeno, asi como
el angulo H-O-H se mantienen fijos (mediante el uso del algoritmo de SHAKE (SETTLE,
1992). Otros modelos de agua simples usualmente utilizados son por ejemplo el modelo
SPC/2 o su actualizacion SPC/2, y el modelo TIP4P, que utiliza cuatro puntos en vez de
tres para describir la distribucién de cargas. Los valores de los parametros asociados a los
modelos de agua simples se desarrollan de forma de reproducir las propiedades del agua
medidas experimentalmente como la densidad, la funciéon de distribucién radial, y otras
propiedades fisicoquimicas. Cémo se tratan de modelos sencillos, existen gran cantidad
de propiedades que no pueden ser descriptas. Existen modelos mas complejos, como asi
también mas costosos, que incluyen efectos de polarizacion, lo que resulta de importancia
en sistemas donde se espera que el solvente experimente un efecto de polarizacion signi-

ficativo por parte del resto del sistema.

6.1.2 Dinamica molecular

Hasta ahora hemos explicado como se construye el potencial clasico pero no como se calcula
el movimiento ni que otros elementos son necesarios para realizar las simulaciones en fase
condensada. Para realizar los movimientos en cada paso de integracion (en nuestro caso 2
femtosegundos para dinamicas clasicas y 1 -0.5 fs. para los calculos QM-MM) se utiliza un
algoritmo conocida como Velocity Verlet (Grubmiiller et al., 1991) que fue desarrollado para
resolver las ecuaciones de movimiento de Newton de forma eficiente permitiendo calcular
las velocidades (necesarias para determinar la energia cinética y, por lo tanto la temper-
atura) y posicion de los atomos en el mismo paso de integraciéon. Otro elemento relevante
para realizar las simulaciones en un ensamble Isotérmico-Isobarico (NPT), relevante para

sistemas de interés biolégico es tener tanto un termostato como un barostato para man-
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tener estas propiedades oscilando en torno a un valor (300K y 1 bar). El termostato uti-
lizado para las simulaciones de este trabajo fue el termostato de Berendsen (Berendsen
et al., 1984). Dicho termostato utiliza un decaimiento exponencial de las fluctuaciones de

la energia cinética (a una temperatura Ty con una constante de tiempo (7). (Ver ecuacién

6.2)

dT  To-T

dt T (6.2)

Lo mismo sucede con la presion, dado que los sistemas biolégicos se encuentran a presion
constante es necesario conservar esta propiedad oscilando en un valor. Para ello se utiliz6

la misma estrategia realizando las simulaciones en presencia del barostato de Berendsen.

6.2 La mecanica cuantica

No fue posible hasta el desarrollo de la mecanica cuantica la obtencién de parametros
precisos para poder modelar adecuadamente el comportamiento de atomos y moléculas.
El trabajo de Max Planck al introducir por primera vez la nocion de que la energia (o el
espectro de emision de un sélido) no tiene que ser necesariamente continua como sostenia la
fisica clasica newtoniana senté las bases para las posteriores formulaciones de De Broglie,
Heissenberg y Schroedinger. A partir de alli, seria la ecuaciéon de Schroedinger la que

describiria el comportamiento de Atomos y moléculas y daria origen a la mecanica cuantica:

—hﬁ\y = AY (6.3)
ot

En el desarrollo de este trabajo de tesis fue necesario utilizar resultados derivados de la
resolucion aproximada de la Ecuacién de Schroedinger utilizando la teoria del funcional de
la densidad (DF'T, por sus siglas en inglés) y su aproximacion, DFTB (Density Functional
Tight Binding) como asi también Hartree-Fock (HF).

La teoria del funcional de la densidad permite, mediante el uso de funcionales (fun-
ciones de funciones), calcular las propiedades electronicas de un sistema, que dependen
espacialmente de la densidad electrénica. La energia total de un sistema en DFT se de-

scompone en varias componentes:

En(n]=Ts+E.y + Eg+ Eo + Epp (6.4)
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donde T representa la energia cinética de no interaccion, E,,; es la energia externa de
interaccion (entre los electrones y los ntcleos), E;; es la energia de interaccion entre los
nucleos, Ey es la energia de Hartree y E,., es la energia de intercambio y correlacion donde
quedan ocultos todos los efectos de muchos cuerpos dificiles de computar. La dificultad de

resolver la estructura electrénica radica en el término de intercambio y correlacion.

6.2.1 SCC-DFTB

El Self-Consistent Charge, Density Functional Tight-Binding (SCC-DFTB) es una aprox-
imacion metodolégica basada en la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT), se trata
de un método comunmente enmarcado de la familia de los hamiltonianos semiempiricos,
que tienen una porcién parametrizada sobre datos experimentales (que acelera mucho el
computo) y otra que se calcula ab initio a partir de aproximaciones. En la aproximacion
SCC-DFTB la densidad electrénica de la teoria DFT es sustituida por una densidad de
referencia més las fluctuaciones de la misma p = po(r) + 6,(r). La energia total de DFT es
expandida hasta un segundo orden para las fluctuaciones de la densidad de carga. Luego
de una serie de aproximaciones la energia puede ser escrita de la siguiente forma (Marcus

Elstner et al., 1998):

occ
A 1
ESCCPRIE — Z <lﬂ,~ |H0| lﬁi> + Erep + 2 ;ﬁ: AqaAqpyap (6.5)

1

Los primeros dos términos de la ecuaciéon 6.5 son computados en la densidad de ref-
erencia py y forman la aproximacion original de DFTB. (Porezag et al., 1995) El primer
término es el "término de la estructura de banda” (esta terminologia deriva de la ciencia
de materiales de donde la aproximaciéon DFTB se origina), y se refiere al elemento leading
del hamiltoniano, HO. Los orbitales moleculares de Kohn-Sham ¢; son expandidos en unas
bases minimas confinadas a orbitales atomicos del tipo Slater por ejemplo: ¢; = >y Cy;@yv
como fue descripto por (Eschrig, & Bergert, 1978) que es determinada resolviendo el prob-
lema atémico de Kohn-Sham en presencia de un potencial de confinamiento (Porezag et al.,
1995). Estos orbitales atémicos (w,) son luego usados para calcular los elementos de matriz

del Hamiltoniano como:
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1 .
8£reea0m, lf ¢/J =g, ;

Hay = 3 (0u[ A + 0|00}, 64 € @y, € B (6.6)

0,en todos los otros casos

., 1
En la ecuacién 6.6 &/ "

) es el autovalor de Kohn-Sham para el orbital p, en el 4tomo

sin confinamiento, y los tres términos del centro han sido descartados. E1 Hamiltoniano y
el solapamiento de los elementos de la matriz son entonces pre-calculados en esta aprox-
imacion de dos centros para las distancias interatémicas en una escala relevante y tabu-
ladas (Porezag et al., 1995; Zhechkov et al., 2005) y elementos a distancias arbitrarias se
obtienen al interpolar sobre los valores tabulados. El segundo término es el de interaccién

repulsiva de a pares, aproximada como la suma del potencial de dos cuerpos:

Erep= ) Usp (6.7)
of

En la practica, este termino es ajustado (utilizando una funcién tipo spline) a la difer-
encia de la energia total de un calculo completo de DFT con una base minima y la parte
electrénica de un célculo de DFTB (es decir, todos los términos salvo la E,.,) con respecto
al largo del enlace de interés en una molécula de interés relevante. (M Elstner, 2006)
El 1ultimo término de la ecuacién 6.5 define la aproximaciéon de SCC de segundo orden.
Introduce un término correctivo para las interacciones Coulombicas de larga distancia a
la energia total, debido a las fluctuaciones en las cargas dq, = ¢, — ¢ centradas en los
atomos. El y,s es un funcién analitica que brinda un comportamiento correcto en los casos
limite: para R, = Rg, v, brinda la contribucién por la autointeraccién de @, que evalua al
parametro de Hubbard del atomo a(U,) y en el limite de las largas distancias la interaccién

Coulombica entre dos esferas con una distribucién de carga centrada en R, ¥ Rpera-

Aplicando el principio variacional, que implica hallar mediante densidades de prueba
la densidad electrénica de mas baja energia y es el mismo que el utilizado en HF o DFT,
la ecuacién de Kohn-Sham final puede ser escrita como el siguiente sistema de ecuaciones

algebraicas:

N
N 1 A N
Hyv = <¢/1 |HO| ¢V> + ES/JV Z(')/(lg“ + )’ﬁg)A% Hgv + Hiv; Vuea,vep (6.8)
7
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Donde:
Hyy = (| Ho|6v): S v = (duldy) : Y € v € B (6.9)

Por lo tanto, la correcciéon de segundo orden debido a la fluctuacion de las cargas es
representada por los elementos no diagonales HAV, que dependen de la carga atémica. Estas
cargas son calculadas por un analisis de Mulliken, y dependen del coeficiente c,; de los
orbitales de Kohn-Sham. Entonces, el proceso debe ser iterado hasta que se adquiera una
autoconsistencia. Como no es necesario calcular ninguna integral de solapamiento porque
se encuentran pre-calculadas, el costo computacional esta dominado por la solucién del
problema de los autovalores de la ecuacién 6.8.

Finalmente, una simple expresion analitica para las fuerzas interatémicas puede ser
derivada tomando la derivada de la energia de SCC-DFTB respecto a las coordenadas nu-

cleares para brindar:

occ

OH" H! a5 27 5y, OE
_ ) A A P .4 vy al _ rep
Fo = § n; E Cuivi( R, (€ Sﬂy) R, ) — Ada . oR, Aqg R, (6.10)

i )%
Las derivadas para el Hamiltoniano y el solapamiento son calculadas si son necesarias
a partir de los valores tabulados a través de diferencias finitas, mientras que féormulas

analiticas simples pueden obtenerse para los términos restantes.

6.3 Dinamica molecular hibrida (QM/MM)

Los métodos basados en la mecanica cuantica presentan informacién de la distribucion
electronica del sistema y son imprescindibles cuando se desea estudiar procesos reactivos,
pero traen aparejado un gran costo computacional. Por otro lado, los métodos llamados de
mecanica molecular clasica (basados en campos de fuerza) presentan un costo computa-
cional mucho menor, y permiten estudiar fenémenos estructurales asociados a moléculas
de gran cantidad de atomos, procesos con movimientos caracteristicos en la escala de los
nanosegundos a diferencia de las técnicas cuanticas que se restringen a fenémenos que
ocurren en la escala de los picosegundos. Se puede pensar que pueden combinarse ambas
metodologias para el estudio de un sistema en el que sea necesaria una descripcién de la
densidad electronica de una cierta region, que se debe describir con mecanica cuantica, y
el resto del sistema puede tratarse con mecanica clasica. Un ejemplo de aplicacion de este
tipo de metodologias es el estudio de reacciones enzimaticas. (Defelipe et al., 2015; Crespo,

Scherlis, et al., 2003; Crespo, Marti, et al., 2005; Turjanski, Hummer, & Gutkind, 2009;
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Dumas et al., 2014; Arcon et al., 2015).

En ellas, el sitio reactivo debe tratarse necesariamente con mecanica cuantica, pero
el resto de la enzima puede tratarse con mecdnica clasica. Esto constituye un avance
significativo respecto de la utilizacion de sistemas modelo para tratar este tipo de prob-
lematicas, en los que solo se incluia el sitio activo y algunos grupos pequerios relevantes.
En las metodologias hibridas efecto tanto de la polarizacién electrostatica como estérico
del entorno proteico es considerado explicitamente en la mayoria de los casos crucial en el
desarrollo del fenémeno reactivo. Para aplicar una metodologia QM-MM, en primer lugar
es necesario definir el sector del sistema que se tratara con mecanica cuantica, que lla-
maremos subsistema QM. El resto del sistema subsistema MM se tratara con un campo de
fuerza clasico. Para la eleccion, debe tenerse en cuenta que cuanto mayor sea el subsistema
QM, mayor calidad tendra el calculo, pero también su costo se incrementara significativa-
mente. En el caso de que la simulacion a realizar consista en el estudio de una molécula
inmersa en un solvente, resulta natural elegir como subsistema QM a la molécula a estu-
diar y tratar al solvente clasicamente. En el caso del estudio de una reacciéon enzimatica,
la eleccion es mas compleja. Resulta imprescindible incluir en el subsistema QM todos
los atomos que incluyan enlaces que puedan romperse o formarse durante el proceso de
interés. Sin embargo, para obtener una buena representacion del problema de estudio,
normalmente se requiere incluir una mayor cantidad de atomos que simplemente los in-
volucrados en la reaccién propiamente dicha.

Dentro de los métodos QM-MM, pueden distinguirse dos clases de metodologias: los
esquemas aditivos y los esquemas sustractivos. La metodologia utilizada en este trabajo
corresponde a un esquema aditivo, por lo que nos concentraremos en este tipo de esquemas.
En los métodos QM-MM aditivos, el Hamiltoniano consiste en la suma de la contribucion
del subsistema QM (Hyy), el subsistema MM (Hy ) y un término de acoplamiento QM-MM

(Hop-mm): -

HZHQM+HMM+HQM_MM (611)

Para el calculo de la energia Egy asociada al Hypy, debe seleccionarse un método cuantico.
Los calculos presentados en este trabajo estan realizados a nivel de DFTB (Density Func-
tional based Tight Binding), un Hamiltoniano semiempirico. En el Hamiltoniano cuantico
no solo se tienen en cuenta las cargas de los nucleos cuanticos, sino que se realiza el calculo

teniendo en cuenta ademas el potencial electrostatico generado por las cargas clasicas. La
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energia Eyy se calcula a través del uso de un campo de fuerza. En el caso de este trabajo,
el campo de fuerza utilizado fue el campo de fuerza AMBER99SB (Hornak et al., 2006),
explicado en la seccion anterior. El término clave en el calculo QM-MM es el término de
interaccion Hoy-ym. La forma en que se define éste, da cuenta del método QM-MM par-
ticular. En forma general, podemos decir que incluye las interacciones electrostaticas, de
van der Waals y de unién de los atomos en la frontera, entre los atomos QM y los MM. En
el método utilizado en los calculos realizados en este trabajo, el término de acoplamiento
QM-MM consiste en el descripto en la expresién 6.12 para un sistema de A atomos MM y

B atomos QM:

(6.12)

En la ecuaciéon 6.12 1; corresponde a las posiciones de los niucleos MM, R; a las coor-
denadas de los nicleos QM. El primer sumando da cuenta de la interaccion electrostatica
entre la densidad electréonica del subsistema cuéantico y las cargas sobre los atomos MM
(g). El segundo término describe la interaccién electrostatica entre los nicleos QM, de
carga Zj, y los a&tomos MM. El tercer término describe las interacciones de van der Waals,
en la misma forma que lo realiza en campo de fuerza clasico, descripto en la seccién an-
terior. Este tltimo término implica que sea requerido obtener los parametros asociados al
potencial de Lennard-Jones ¢ y o para los atomos del subsistema QM, los que normalmente

son obtenidos del campo de fuerza utilizado para representar el subsistema MM.

6.4 Meétodos de estimacion de energia libre

Dado que para estimar la energia libre de un proceso se requiere de miltiples observa-
ciones de dicho fenémeno (la ruptura y formacion de enlaces, un cambio conformacional) a
lo largo de una coordenada de reaccion que describe el proceso (una distancia, un angulo,
una combinacién lineal de distancias, etc). Sila barrera a atravesar es grande (mayor a kg,
sera dificil observar siquiera una vez el proceso. Por esta razon para estudiar este tipo de

fenémenos se recurren a métodos de muestreo sesgado.
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6.4.1 Inigualdad de Jarzynski

El método de Dinamica Molecular Dirigida (MSMD, Multiple Steered Molecular Dynam-
ics, por sus siglas en inglés) esta basado en la igualdad demostrada por Jarzynski en 1997.
(Jarzynski, 1997). De la termodindmica basica, sabemos qu en un sistema cerrado conec-
tado a un reservorio térmico, el trabajo que se realice o sea entregado por el sistema para
realizar un proceso que lo lleva de un estado inicial A a un estado final B, es mayor o
igual al cambio en energia libre del sistema, cumpliéndose la igualdad solamente en el
caso de que el trabajo sea realizado en forma reversible. Jarzynski demostré que la energia
libre del proceso A B, puede obtenerse del promedio exponencial realizado sobre el ensam-
ble formado por infinitas determinaciones de trabajo irreversible asociadas a caminos que
conectan los estados A y B. La ecuacién 6.13 muestra esta relacion:

=AG
<e PV >, pg> el (6.13)

donde W, el trabajo para llevar al sistema del estado A al B, es tomado de medidas re-
alizadas desde las condiciones iniciales para el sistema en el estado A generadas en el
ensamble canénico a una temperatura T.

La aplicacion de esta ecuacién al calculo de perfiles de energia libre se realiza, al igual
que con otros métodos como Umbrella Sampling, a través del agregado de un término
armonico a la energia potencial.(Marti et al., 2008). Pero, al contrario de este método, el
minimo de este potencial se mueve a lo largo de la coordenada de reaccién durante la SMD

como:

E(r) = E(r) + k[ — (& + vAD]? (6.14)

donde v corresponde a la velocidad a la que se mueve la coordenada asociada al perfil
que se desea calcular. En la practica deben realizarse en primer lugar simulaciones de
dinamica molecular de cada uno de los estados que se desean conectar a través del per-
fil de energia libre. Luego de asegurarse que se ha realizado una exploracion eficiente
de cada uno de los estados (estados inicial y final), se obtienen las estructuras iniciales
para el calculo de MSMD. Se realizan un numero de simulaciones (30-40) partiendo del
estado inicial al final eligiendo cuidadosamente la velocidad guia v, dado que si se utiliza
un valor muy alto se corre el riesgo de sobre calentar el sistema pero si se realiza de forma

muy lenta se estara utilizando recursos computacionales de forma poco eficiente. En cada
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una de las simulaciones se registra el trabajo en funcién de la coordenada y al finalizar
se realiza el promedio exponencial para obtener la energia libre. Dado que la ecuacién
de Jarzynski es valida solamente si se realiza un nimero infinito de simulaciones y que
esto resulta impracticable, debe realizarse una cantidad suficiente de simulaciones en las
que pueda considerarse que se ha logrado la convergencia del sistema, es decir, que la re-
alizacién de nuevas simulaciones no modifica significativamente el perfil de energia libre
final. El método de MSMD se encuentra implementado en AMBER utilizado para realizar

los calculos de dinamica molecular clasica y QM-MM (Crespo, Marti, et al., 2005)

6.4.2 Determinacion del AG; mediante MM/PBSA.

Debido a las aproximaciones que realizan las heuristicas de docking al estimar la energia
libre de union es razonable realizar estimaciones de AGy con métodos de mayor calidad. Si
bien los valores absolutos estan muy alejados de valores obtenidos experimentalmente si
permiten realizar comparaciones entre compuestos (el AAG) (Miller III et al., 2012) Breve-
mente, el método de MM/PBSA se basa en la descomposicién de la energia libre de union

en cuatro componentes:

- (AGY +AG°

solv,receptor solv,ligando

+AGY

solv,comple jo

=AG°

union,vacio

AG°

union,solv

) (6.15)

donde la contribucion de solvataciéon de cada componente se calcula de la siguiente
forma utilizando la ecuacién de Poisson-Boltzmann linealizada para cada estado (el com-

ponente electrostatico) agregando un término empirico para la contribucién hidrofébica.

AG°

_ 0 0 0
solyv — G Gelectroestatico,e:l + AGhidrofobico (616)

electroestatico,e=80

Mientras que el componente en vacio se calcula tomando un promedio de las interacciones

entre el receptor y el ligando (AE?I ) ¥ el cambio entrépico por la union si es necesario:

AG°

vacio

= AEY,,, — TAS® (6.17)

modosnormales

Mediante el uso de esta técnica de post procesamiento se obtiene un mejor estimador

del AGy de las distintas drogas salidas del analisis de Docking.
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6.4.3 RMSD

Existen diversas métricas para la evaluacion de un sistema desde el punto de vista estruc-
tural a lo largo de una trayectoria. La mas utilizada se trata del desvio cuadratico medio

que se encuentra definido como:

N
RMSDJ' = J 1/N (xj,,' - xref,,')z (618)
i=1
donde N es el nimero de atomos del sistema, x;; es la posiciéon del d&tomo i en la foto j; x.r;
es la posicion del atomo i en la foto de referencia. Se pueden realizar calculos de RMSD a lo
largo de una dinamica molecular para observar, de forma global, que le sucede al sistema

respecto a la referencia.

6.4.4 Campo de fuerza FoldX

La ventaja del empleo de este tipo de campos de fuerzas empirico, se debe, a con ellos se
puede evaluar rapida y cuantitativamente las interacciones importantes que contribuyen
principalmente a la estabilidad de proteinas y complejos proteicos. De esta manera muy
sencilla puede evaluarse el efecto de miles de mutantes sobre una cadena polipéptidica.
FoldX utiliza una descripcién atomistica de la estructura proteica y para la evaluacién
toma en cuenta varios términos “energéticos” que fueron ajustados y/o repesados utilizando
datos experimentales de mas de 1088 mutantes puntuales (Schymkowitz et al., 2005).

La funcién de puntuacion “energética” de FoldX incluye términos que se han encontrado
como importantes descriptores para la estabilidad proteica. La energia libre de ”desple-

gado” (AG) de la molécula de interés es calculada utilizando la siguiente ecuacién :

AG = Wvdw-AGvdw + WSOIH-AGsolUH + WsolP-AGsolUP + Wwb-AGhbond+ (6 19)

AGo; + AGron + Wine.T.AS me + Wee. T-AS ¢

Donde AG,4, es la suma de todas las contribuciones de van der Waals de todos los
atomos con respecto a las mismas interacciones con el solvente. AGg,g ¥ AGgonp corre-
sponden a la energia de desolvatacion durante el proceso de plegado, para grupos apolares
y polares respectivamente. AGyy..q €s la energia libre asociada a la formacién de interac-
ciones de puente de hidrégeno intra-moleculares comparadas con la formacion de interac-

ciones inter-moleculares con el solvente. AG,,;, es un término extra que tiene en cuenta la
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energia de estabilizacion por parte de un molécula de agua sobre la estructura puesto que
interactud en mas de un punto y que dicho efecto no puede ser compensado con aproxima-
ciones implicitas (Petukhov et al., 1999). AG,; es la contribucién electrostatica de grupos
cargados, incluyendo el dipolo de hélices. AS,,. es el costo entrépico de fijar el esqueleto
carbonado o backbone en el estado plegado; este término es dependiente de la tendencia
natural de un aminoacido en particular a adoptar un dado angulo diedro (Munoz, & Ser-
rano, 1994). Finalmente AS;. es el costo entrépico de fijar una cadena lateral en una dada
conformacién (Abagyan, & Totrov, 1994).

En la estimacion sobre proteinas oligoméricas o complejos proteicos, dos términos ex-
tras son tenidos en cuenta; por un lado AGy,,, que refleja el efecto de las interacciones
electrostaticas en la constante de asociacién Kon (Vijayakumar et al., 1998) y por otro lado
el cambio en la entropia traslacional y rotacional AS;, como consecuencia de la formacién
del complejo. Este ultimo término se anula cuando se observa el efecto de mutantes pun-
tuales en complejos.

Los valores de energia de AG, 4, , AGsony , AGgonp ¥ AGrpong atribuidos a cada tipo de
atomo, fueron derivados de un conjunto de datos experimentales, mientras que el AS,,. and
AS,,. han sido estimados teéricamente. Los factores de ponderaciéon o repesado mostra-
dos en la ecuacién 6.19, W4, , Weonn , Weone , Wie y Wy son iguales a 1 salvo para la

contribucién de van der Walls que es igual a 0.33.
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