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1 Introduccién

Estamos en la era de la investigacién biolégica. El siglo XX se caracterizé por
avances tales en las ciencias fisicas que obligaron a la reinterpretacién de los
fen6menos naturales. La reestructuracion del conocimiento fisico, en consecuencia,
promovié el desarrollo de nuevas concepciones en otras dreas como la quimica y la
biologfa. Ahora, el siglo XXI perfila una era donde es la meta primordial la exploracién

de los sistemas biolégicos, desde la perspectiva molecular hasta la ecolégica.

La biologfa estructural constituye una de las vertientes mds importantes de la
actividad cientifica moderna. Como un enfoque reciente de exploracién de los sistemas
biolégicos, intenta dar respuestas mas contundentes, halladas en la forma espacial de
las moléculas biolégicas, a interrogantes como cuél es la naturaleza de las interacciones
de moléculas durante procesos metabdlicos o constitutivos, o cudles son las vias de
encuentro de unas con otras, cémo procede estructuralmente la catdlisis enzimatica y

muchas otras.

’ En los ultimos 20 arios, la &istalograﬁa ha abierto una puerta al universo de
andlisis de las moléculas esenciales para la vida: los dcidos nucleicos y las proteinas.
Aunque en sus inicios el campo destinado a la cristalografia era principalmente la
mineralogia, con el paso del tiempo, sus virtudes analiticas, asf como los avances en
sus técnicas de estudio, han fomentado su utilizacién en otros campos, como es la
investigacién de las biomoléculas. Desde mediados del siglo XX la determinacién de
estructuras protéicas -como la insulina (Blundell, 1969)- sent6 las bases que permitieron
combatir enfermedades -como la diabetes-; comprender fenémenos fisiol6gicos, como
el transporte de oxigeno en la sangre, al resolver las estructuras de la hemoglobina
(Perutz, 1959) y la mioglobina (Kendrew, 1960) y, desde que se conoci6 la estructura
del DNA (Watson, Crick y Franklin, 1953), desarrollar la genética molecular; solo por

mencionar algunos casos de los mds famosos.

Al dilucidar la estructura de la hemoglobina e interpretar su mecanismo de

transporte de oxigeno, fue posible no sélo explicar un fenémeno fisiol6gico muy
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importante, sino también reconocer un tipo de regulacién de la funcién proteica
encontrada en muchas enzimas esenciales en el metabolismo de los organismos, asf
como en otras funciones celulares importantes como es la regulacién alostérica

(Monod, 1964).

Con la creciente disponibilidad de estructuras tridimensionales de proteinas, se
ha desarrollado el interés por estudiarlas en mayor detalle, con dos finalidades
principales: clasificar patrones estructurales y hacer relaciones estructo-funcionales,

aspectos insoslayables en la investigacién bio-estructural.

El Protein Data Bank (PDB) es el resultado de esta impetuosa biisqueda. Desde
1971 ha sido el depositario de modelos biomacromoleculares, y de los datos
experimentales de sus estructuras, generados tanto por Resonancia Magnética Nuclear

(NMR) como por Cristalograffa de Rayos X.

Du;‘anfe ‘rh:‘uchi)“‘tiempo la informacién estructural mas valorada ha sido la

posicién de in embargo, el comportamiento vibratorio del mismo, puede

explic'ar',, uas do cuidadosamente, las propiedades funcionales desde una

‘perspectlva que aun no ha sido abordada lo suficiente, Esta circunstancia se ha debido

a la falta de datos para validar los componentes vibratorios. Actualmente, el

advenmuento de estructuras a muy alta resolucién (més de 1,5 A) ha permitirlo
atender esta fuente de informacién para explicar las propiedades vibratorias de las
macromoléculas. Sm‘» embargo, los datos experimentales de muchas estructuras del
PDB no son suficiéntés para dimensionar esta informacién de manera tradicional,

haciendo expedito su andlisis.

Numerosos, traba]os han sefialado la posible importancia de la flexibilidad
conformaaonal en’ 'l desphegue funcional de toda proteina; sin embargo, atin no ha

stemétxcamente Recientemente, nuestro grupo ha abordado este tema

.buscando exphcacnones sobre el papel de la flexibilidad estructural en el caso de la
Glucosamma-6-fosfato-desam1nasa (Rudirnio, et al., 2002), a partir de la informacién
vibratoria de los datos de difraccién. Para ello, se han utilizado modelos isotr6picos

con conformaciones alternas y anisotrépicos

-2-
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Desde esta perspectiva, en este trabajo desarrollamos un método de seleccién y
evaluacién de estructuras de protefnas alostéricas -o sistemas michaelianos con
distintos estados conformacionales-, depositadas en el PDB. Con la finalidad de
explicar el posible papel de la flexibilidad molecular en dichos complejos
macromoleculares, se aplicaron anélisis vibratorios tradicionales y nuevos (integrando
vectores direccionales a grupos pseudo-rigidos (TLS)), generando informacién

estructural que esclarece el comportamiento biolégico en algunos ejemplos.

A partir de los hallazgos del trabajo mencionado de Rudirio, en la presente tesis,
se busca evidenciar el papel de estos fenémenos de flexibilidad en la funcién biolégica

de protefnas a partir de su comportamiento vibratorio.

El estudio aqui realizado consta de tres partes primordiales: la primera
orientada a la seleccién y evaluacién de estructuras resueltas, depositadas en el Protein
Data Bank (PDB); la segunda, encaminada al tratamiento directo de la informacién
vibratoria como un elemento indispensable en los afinamientos estructurales para
obtener mejores ajustes que expliquen las propiedades dinamicas direccionales de las
protefnas. La tercera seccién se concentra en el andlisis de esta informacién vibracional,
su repercusion en la flexibilidad molecular y las posibles implicaciones de la misma

sobre la funcién biolégica desplegada por cada proteina aquf tratada.

El trabajo est4 estructurado de tal manera que en un principio se pueda obtener
una visién histérica de los avances que han permitido el desarrollo de la cristalograffa
de protefnas y los efectos de éste desarrollo en la construccién del Protein Data Bank; y
también se menciona el papel que México juega en la construccién de esta ciencia,
debido a la importancia que tiene el ubicar el desarrollo cientifico en el contexto

" humanista que lo plantea y construye.

A continuacién la tesis se organiza primero refiriendo los antecedentes teéricos
sobre los que descansa el desarrollo de esta tesis, donde se hace una referencia somera
de los procesos en la determinacién de estructuras protéicas, sobre alosterismo y

fenémenos dindmicos en protefnas. La seccién de resultados se organizé con base en

-3.
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los objetivos que se persiguen y la secuencia metodolégica empleada. En ella se habla
en inicio de la butisqueda en el PDB y posteriormente se hace una divisién de las dos
proteinas estudiadas: fructosa-1,6-bisfosfatasa y triptofano sintetasa. Se discute
primero cada protefna en particular, y se retoman al final en una discusién general

como conclusién.
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2 Marco Histérico
¢Dénde, pues, encontrar la fuente de verdad
y la inspiracién moral de un humanismo
social realmente cientifico, sino en las
Sfuentes de la misma ciencia,
en la ética que funda el conocimiento?

Jacques Monod
El azar y la necesidad

2.1 Historia minima de la cristalografia de proteinas?

i"Una abuela gana el Premio Nobel"! anunciaban los periédicos en 1964. Fue Dorothy
Hodgkin quien lo obtuvo, por "determinar, mediante difraccién de rayos X, la
estructura de moléculas de importancia biol6gica". Utilizando la técnica de W.L. Bragg,
Dorothy se aventuré hébilmente desde los afios cuarentas del siglo pasado, a
determinar las estructuras de compuestos complejos nunca antes explorados como el
colesterol, la vitamina D, la penicilina (1944) y la vitamina Biz (1956). Al hacerlo
extendié las fronteras de la quimica, encontrando en dichas estructuras, caracteristicas

quimicas no conocidas hasta entonces.

k .o'li)vre‘la estructura de las ldminas beta y las alfa hélices en las

inus [ épﬂing; y tres afios después, Watson y Crick revelaron la

estructura del DN.

Hodgkm di acté por primera vez la insulina en 1935, y creyé seria la primera
en determmar la estructura de una proteina. Tardé treinta y cinco afios en resolverla en

colaboramén con Blundell Sin embargo hacia 1960 otros investigadores habfan ganado

terrenof 107anos antes, Kendrew al determinar la estructura de la mioglobina, Max

Perutz, al resolver la estructura de la hemoglobma y. Blake y Phxlhps, la de la lisozima.
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biol6gica. En esta revolucién, Perutz, Kendrew y Bernal, con quienes trabajara
Hodgkin en su estancia en Cambridge, tuvieron que ver decisivamente. Sin embargo
sus manos hdbiles y sus mentes brillantes no hubieran contribuido tanto a la biologfa

estructural, si no se hubiera dado antes otra revolucién.

En efecto durante 1895, Wilhelm Conrad Roentgen descubrié los rayos X o
rayos Roentgen, haciendo entonces posible que, en 1912, Max von Laue revelara con
ellos el orden existente en la estructura atémica de los cristales. Esto, a su vez, permitié
que William Henry Bragg y su hijo William Lorentz Bragg iniciaran, en 1913, el
establecimiento de la ciencia conocida como Roentgencristalografia o Cristalografia de
rayos X. Padre e Hijo facilitaron la comprensién de los patrones de difraccién de
estructuras tridimensionales al reducir la reflexién a una serie de planos. Ewald y

Miller contribuyeron también a la interpretacién de estos patrones.

Max Perutz conocié a Bragg en Cambridge en 1938 cuando este ultimo
empezaba a dirigir el laboratorio Cavendish. Un afio antes Perutz habia elegido a la
hemoglobina como la proteina cuya estructura queria determinar. Tardé mas de 20

afos en hacerlo.

Rossmaﬁ habfa ideado un método de evaluacién de simetrias no cristalogréficas

para aphcarlas en la determinacién de las estructuras protéicas, basado en el

conocxmlentc prevm de estructuras homélogas a aquella a determinar. Hodgkin fue la

prlmera en aphcar el método que hasta 1972 se llam¢ reemplazo molecular, durante la
determmacxén de la insulina pero atin con muchos problemas. Fue Max Perutz quién
logré apllcar exitosamente el reemplaze molecular durante la determinacién de la
'hemoglobma, gracias a que con anterioridad habfa construido jun modelo de plastilina

de ella!

Gran cantidad de desarrollos teéricos sobre el estado cristalino, avances
computacionales, adelantos en los procesos de andlisis estructurales, progresos en la
colecta de datos, la construccién de nuevos generadores y detectores de rayos X, asf
como numerosas fuentes de radiacién sincrotrénica, fomentaron la expansién de la

cristalografia de protefnas alrededor del mundo durante el siglo pasado.

-6-



Tesis de Paula Gonz4lez-Rubio Garrido 2Marco Histérico

La primera vez que se observé radiacién de este tipo fue en 1946 en un
sincrotrén de 70 Mev de los laboratorios Schenectady de la General Electricy. Parrat en
1959 propuso que se utilizara en cristalografia. Sin embargo fue hasta los arios setentas
que se empezaron a ver resultados en su aplicacién a sistemas biol6gicos. Primero en el
sincrotén DESY, en Alemania, con la difraccion del misculo; y luego, en Stanford,
Estados Unidos, con las primeras aplicaciones de experimentos cristalogrificos en

proteinas.

La cristalograffa de proteinas lleg6 a México treinta y seis afios después de las
primeras investigaciones de los Bragg, con los trabajos pioneros de Carlos Graef,
Octavio Cano y Francisco Fabregat. Ya en nuestro pais, Manuel Soriano, le di6é un gran
impulso a esta ciencia. Cuentan sus alumnos que hubo una época en que
Zcohstantemente invitaba a cristalégrafos importantes e innovadores en el drea para
“darles cursos, Sin embargo fueron Adela Rodriguez y Eduardo Horjales quienes

empezaron a crear escuela cristalografica en México.

Hay mucha gente que, en colaboracién con otros investigadores mexicanos y
del mundo, en la actualidad hace que la cristalografia en México se desarrolle de
manera importante. El doctor Alfonso Mondragén se ha dedicado ha explicar la

 topoisomeras de DNA I de E.coli, enzima importante para la topologia del DNA. El
doctor Adolfo E. Cordero determind la estructura cristalina de la B-lactamasa II de
Bacillus cereus, de gran importahcia farmacenitica. El doctor Rogerio Sotelo ha
contnbmdo a la investigacién. en céncer al determinar la estructura tridimensional de la

enzima tmudllato sintetasa. La doctora Adela Rodriguez ha trabajado en resolver

estructuras cuya unportanma éd;ca es inminente, como la del fragmento FAB del

anhcuerpo ant1-Eselectma/A9 1mportante en procesos inflamatorios y la Triosafosfato
1somera‘a dlménca de Trypanosomn cruzi, agente de la enfermedad de "Chagas” en
México

actiVaEié_n alostérica y la catdlisis de la glucosamina-6-fosfato desaminasa, a nivel

g Sudaménca El doctor Eduardo Horjales ha contribuido a describir la

atémico‘. Ademés ha participado en el disefio de un conjunto de variantes de

anticuerpos anti-toxina de alacrdn, animal que tantas muertes causa en México. Estos
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son sélo algunos de los tantos trabajos que estos investigadores han realizado y que

siguen desarrollando en pos del crecimiento de la ciencia en nuestro pafs.

2.2 El Protein Data Bank (PDB)

Con la afluencia de estructuras determinadas fue necesario pensar en un archivo para
toda la informacién obtenida. En la reunién de cristalégrafos macromoleculares en
Cold Spring Harbor en 1971, se discuti6 el tema. Berman, Hamilton y Sussman se
encargaron de los aspectos logisticos de su organizacién. Habfa tnicamente 7
estructuras resueltas. Con ellas, el Brookhaven National Laboratory (BNL)2 establecié
un archivo de estructuras cristalinas de macromoléculas biolégicas disponible en cinta
magnética: El Protein Data Bank (PDB)3 . Con este banco se inicié una de las primeras

colecciones de la comunidad de biologfa molecular.

A partir de 1980 se incrementé sustancialmente el niimero de estructuras
depositadas, debldo rincip almente a los avances en la tecnologia para el proceso de

cristalizacién y, p nte, a la adicién de estructuras determinadas por

Resonancia Magnénc Ni
Actualmente; el PD

(NMR), crio-microscopia electrénica y modelaje teérico.

ponible via la "World Wide Web".

En busc del d arrol]o de una fuente informativa de alta tecnologia que
faclhtara la uhlxzaaén y el ané]les de los datos estructurales para la investigacién
'b;916g1c_a,_ en'1998, el "Research Collaboratory for Structural Bioinformatics” (RCSB), se
res}gdrn'srébilizéwdie ‘la administracién del PDB. Para que su objetivo se cumpliera, fue
necéégfié la implementacién de un sistema de adquisicién y procesamiento de la
'inféi'ﬂ;acién, 'pridrizando la atenci6n a la informacién que les es enviada, por medio de
te\}fsidhes continuas y exhaustivas para su validacién, tanto de autores como del grupo

revisor del PDB.

2Berman, et al., 2000 (10)
3Berman, et al., 2002 (9)
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El PDB ha sido base para todos los desarrollos en la biologfa estructural, al ser
depositario no tinicamente de estructuras protéicas, sino de todas las estructuras
biolégicas macromoleculares, por ejemplo algunos DNA4, carbohidratos, RNA, y sobre
todo protefnas y complejos de éstas. Es sin embargo una base de datos que, como

veremos durante el desarrollo de este trabajo, atin presenta muchas deficiencias que

deben ser superadas en este momento en que la biologfa estructural, por su inmersién
cada vez més profunda en diversas dreas de investigacién, se encuentra en un estado

apoteético.

Actualmente el PDB es dirigido por Helen Berman, una de sus fundadoras, y
opera con la colaboracién del Supercomputer Center de la Universidad de California en
San Diego, la Universidad de Rutgers en New Jersey y el National Institute of Standard

and Technology en Maryland.

Se conocen cada vez mdas genomas completos, pero la naturaleza estructural de
los productos de la expresién de muchos de sus genes avin es desconocida. En este
sentido, muchos de los esfuerzos actuales en cristalografia de proteinas estan
encaminados a sortear esta brecha, y es en la Genémica Estructural donde estan

tomando forma.

Los investigadores del mundo hacen esfuerzos importantes en la validacién y
clasificacién de estructuras, asf como en proveer secuencias no redundantes y
conjuntos de estructuras reducidos, mejorar su visualizacion, etc. Esta informacién
adquiere un gran valor y alcance para la biologia estructural ya que representa una
fuente accesible que permite un mejor entendimiento sobre c6mo funcionan los
sistemas vivientes y la forma de tratar muchas enfermedades, junto con la informacién

que dan otros tipos de fuentes secundarias.

4 Existe un banco de estructuras especifico para dcidos nucléicos, el NDB (Nucleotide Data Bank)

-9.
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El Protein Data Bank, es donde se concretan estos esfuerzos, y tiene un papel
preponderante como fuente de informacién estructural, en la divulgacién de los
hallazgos estructurales de protefnas que alimentan la ciencia bioestructural.
Desafortunadamente este banco no es aiin una base de datos lo bastante completa y
depurada. Hace falta que se retinan atin mds esfuerzos de los responsables del Banco y
de los estructurslogos que lo nutren para que la informacién que en él se maneja pueda
ser utilizada 6ptimamente. Habrd lugar para la descripcién del PDB y la discusién

sobre sus virtudes y deficiencias a lo largo del trabajo.

-10-
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3 Marco Teérico

. No sabemos nada, sélo
podemos suponer: conjeturamos.
Nuestro mejor saber
es el grandioso saber de la ciencia natural...
que se basa preci te sélo en i

Karl R. Popper
La responsabilidad de vivir

3.1 Consideraciones sobre alosterismo

3.1.1 Las proteinas alostéricas
Dentro del grupo de las proteinas, macromoléculas esenciales para la vida, existen
algunas con atributos cataliticos y regulatorios, indispensables para las reacciones
metabdlicas: las enzimas. Este tipo de proteinas es variado, dependiendo de la

regulacién que presentan y la o las reacciones en las que participan.

Con base en la regulacién y coordinacién de los procesos enzimdticos en las
células, se ha visto la existencia de enzimas cuyo comportamiento cinético no es el
cldsico ya que se ve afectado por la unién de moduladores a lugares especificos de la

enzima, distintos del sitio activo.

La primera evidencia de que un estimulo externo -regulatorio de la actividad
protéica- puede desencadenar cambios conformacionales en una proteina, se obtuvo en
1938 cuando Haurowitz, estudiando los procesos de control por retroalimentacién,
observé que la desoxihemoglobina y la oxihemoglobina cristalizaban de manera
diferente. Esto lo llevé a suponer que se daba un cambio en su estructura’. Tiempo
despusés, en 1962, Perutz y su grupo obtuvieron las primeras evidencias estructurales -
por las cuales Perutz gané el Premio Nobel- de los cambios conformacionales que se

sucedfan en la hemoglobina por la accién del oxigeno.

Este tipo de protefnas fueron nombradas alostéricas -allos (Otra) stereo (estructura

5Perutz, 1985. (80)

1
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o sdlido)-¢ que, como su nombre lo dice, cambian de forma para desplegar su funcién
con un patrén regulatorio especifico. Sus moduladores -llamados efectores alostéricos-
actdan como inhibidores o activadores, de manera reversible, al unirse a los llamados

sitios alostéricos?.

Las enzimas alostéricas son elementos claves en la regulacién celular ya que
permiten una adaptacién fina de los organismos a cambios de concentracién en
metabolitos y a distintas condiciones fisicoquimicas. En las regulaciones de
retroalimentacién en que participan este tipo de enzimas, el sustrato y el inhibidor o
activador son de distinta forma (alo-estérico) ocasionando dos tipos de efectos: uno
homotrépico, si las moléculas son iguales, y otro heterotrépico, si éstas son distintass.
Tal descubrimiento llevé a Monod, Changeux y Wyman en 1964 a deéarrollar un
modelo de regulacién enzimitica resaltando la cooperatividad en las moléculas y
retroalimentacién en que participan, y a formular los conceptos de efectores y sitios

alostéricos?.

La formulacién de este modelo se basé también en los hallazgos de otras
personas que trabajaban con la hemoglobina en ese tiempo. Bohr descubri6 la forma
sigmoidal de la curva de equilibrio en la regulacién de la enzima (caracteristica de los
sistemas alostéricos). Archibald Hill, matematicamente, explicé este comportamiento
como el resultado de la unién del oxigeno a cada subunidad y de las interacciones
entre ellas!?®. El coeficiente de Hill es resultado de los trabajos pioneros sobre
cooperatividad de este cientifico. Estos antecedentes fueron también indispensables
para el desarrollo posterior de otro modelo alostérico implementado por Koshland,
Nemety y Filmer. A continuacién se consideraran brevermnente algunos planteamientos

importantes de estos modelos.

eMonod, et al., 1964 (63)
?Morris, 1982. (64)
8fdem

9Monod, et al., 1964 (63)
19Rudifio, 2002. (88)
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3.1.2 Modelo alostérico de Monod, Wyman y Changeaux (MWC).
El modelo de regulacién alostérica MWC (Monod, Wyman, Changeaux, 1964), también
llamado modelo simétrico o concertado??, plantea que una proteina alostérica debe ser
en primera instancia oligomérica'?, para desplegar tal comportamiento, con una
organizacién equivalente de los protémerosI3 dentro de los oligémeros. Por lo tanto

debe presentar por lo menos un eje de Simetria.

En este arreglo, cada una de las subunidades™ puede exhibir dos
conformaciones distintas llamadas T (poco afin al sustrato y tensa) y R (mds afin al
sustrato y relajada)'’ que est4n en equilibrio en ausencia de ligantes. Cuando hay una
ruptura de este equilibrio, ocasionada por la unién del ligante a R, el equilibrio se
desplaza de T a R, ocasionando un cambio conformacional de todas las subunidades en
conjunto, para asi conservar la simetrfa de la molécula oligomérica. La existencia de
estados intermedios no se plantea debido a que las interacciones de este modo son

poco favorables.

El modelo MWC hace sus predicciones con base en dos pardmetros fisicos: la
constante de equilibrio alostérico entre ambos estados T y R sin ligantes (L = To/Ry) y el
coeficiente de unién, proporcién de las constantes de disociacion de ambos estados (c =
Kr/Kg). Asi se propuso, segtin la naturaleza de las interacciones con ligantes que se
pueden dar en este tipo de proteinas y los efectos que éstos pueden acarrear al
desarrollo de la reaccién enzimdtica, tres tipos de comportamientos descritos como

sistemas (V, K y K-V)15,

Las interacciones alostéricas son la consecuencia de una alteracién reversible,

1Monod, et al., 1964 (63)

1ZMonod-Wyman-Changaux propusieron la terminologfa empleada para el alosterismo. Definen entonces
oligomérica a cualquier proteina pollménca con un numero relativamente pequefio y finito de
subunidades idénticas.

13Protémero, segtin MWC es el nombre de ':ada subupjdad dentro del oligémero. Al protémero disociado
o0 a una subunidad de una proteina con subunidades no idénticas, se llama monémero.

14Subunidad es cualquier entidad sub-molecular identificable de la proteina, sean idénticas o diferentes de
otros de sus componentes.

15Esta nomenclatura es una consecuencia de los fendmenos explicados por el modelo donde se
consideraba a la forma T como tensa, sin' moVimjento y sin actividad; y a la R activa, mévil y por lo
tanto responsable de la transformacién.:

16Los sistemas se explican claramente en Fls:coqulmxca pnra bislogos de Morris.

"3
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inducida por el efector, en la estructura cuaternaria del oligémero que implica cambios
en los enlaces intermonémeros. En este sentido el mecanismo de cambio
conformacional se debe al diferencial de energfa de unién entre los dos estados. En un
sistema alostérico, si hay un efector con afinidades distintas para ambos estados, las
interacciones que sostiene seran homotrépicas y cooperativas, es decir se produce un
efecto producido por sustratos de la misma forma (homotrépicos) y de distinta
afinidad. Si se dan efectos heterotrépicos (por la unién de sustratos de forma distinta) -
en caso de que el efector tenga la misma afinidad por ambos estados- pueden ser
antagénicos o cooperativos, pero siempre acompariados de un efecto homotrépico

cooperativo para alguno de los ligantes del sistema.

Un arreglo oligomérico impone ciertas restricciones en simetria y
cooperatividad; los dos estados T y R, a pesar de diferir en conformaciones y afinidad
al sustrato, dentro de cada estado, las subunidades guardan una relacién simétrica
entre si. Crick resalt6 que la oligomerizacién per se es un fenémeno crucial en conferir a
la proteina un elemento de simetria. El modelo MWC considera imprescindible, en un
sistema alostérico una geometria molecular que facilite la influencia de una subunidad
sobre el resto. Se permite asl que se den fenémenos cooperativos entre las
subunidades: los oligémeros se transforman de manera similar entre dos estados
simétricos con respecto a los ejes que mantienen la simetria general de la proteina.
(Figura 3.1-A) Fenémenos de este tipo pueden ser descritos por un modelo

matematico simple como lo es éste.

Sin embargo, por las restricciones simétricas impuestas, el modelo no puede
explicar la cooperatividad negativa. Esta deficiencia condujo a Koshland, Nemety y

Filmer a construir otro modelo alostérico en 1966.

3.1.3 Modelo alostérico de Koshland-Nemety-Filmer (KNF)
El modelo secuencial simple o de "induced fit' (Koshland ef al.,1966) es una variante
general del MWC, que permite la existencia de oligémeros mixtos (T-R), ya que las
subunidades pueden unir diferentes moléculas y desplegar conformaciones distintas

de las vecinas. Se forman entonces una serie de intermediarios asimétricos, entre los

14
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extremos simétricos cooperativos monodianos, donde las interacciones distintas entre
subunidades, con diferentes conformaciones, modifican la forma de uni6n de ligantes
adicionales (Figura 3.1-B). Se crean asf un gran ntimero de pardmetros a considerar
dentro del modelo, que ocasionan que las predicciones del comportamiento enzimatico

sean mas complicadas que en el modelo MWC.

Sin mrolécula ligable unida

$ Sinmoléculaligable unida

Pigwa il Modda datinca En lafigura
Ase muntran los eventos propusstos para
un rrodelo simétrico MW en B los even
o3 propuesios en un modedo secuencial
KNF, donde es notable Iaexistenciade es-
tados hibridos, no permitidos en A

La posibilidad de la existencia, en este modelo, de estados intermedios no
presentes en el MWC, se debe a que se incluye un elemento que modifica la energia de
interaccién que, eventualmente, al aumentar al infinito, permitird una transicién
concertada MWC, mientras que si es cero, no habra cooperatividad. Pero dentro de este

intervalo se podran observar casos de cooperatividad negativa.

3.1.4 Teoria Alostérica de acuerdo a MWC
El modelo Alostérico MWC se divide en dos procesos claramente diferenciables que
pueden ser combinados de varias maneras para generar nuevos modelos te6ricos'?. El
primer proceso se lleva a cabo con el enlace del efector a un sitio de unién estereo-

especifico en la proteina, en un proceso bi-molecular descrito como un equilibrio entre

'7 Rudifio, 2002 (88)
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el estado afin al sustrato R sin ligante en el sitio de unién, y el R con el sitio de unién
ocupado. Durante la unién se da un cambio de energfa libre que desencadena el

segundo proceso: la transformacién estructural de la protefna.

Este fenémeno es llamado transicién alostérica y se lleva a cabo entre los dos
conférmeros de afinidad al sustrato T y R, durante el cual también existe una constante
de equilibrio entre los dos estados y un cambio en la energia libre. Aunque no se
conocen bien todos los procesos fisicos asociados a esta transicién, se ha considerado
que el cambio en la energia libre y la transformacién en sf pueden deberse a cambios
rotacionales en algunos de los enlaces de la cadena principal o de las laterales de la
secuencia polipeptidica. Por otro lado, también se piensa estd involucrado el

rompimiento de algunos enlaces no-covalentes durante la transformacién??.

Como los ligantes se mantienen en su posicién por las mismas interacciones
fisicas responsables de la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de la proteina,
se puede decir que ambc}s» prbcesos -unién y transformacién- tienen cambios en la
energfa libre del mismo orrdyén‘,A que permiten que un evento influencie al otro. Las
propiedades termodindmicas de estos cambios de conformacién molecular determinan

su actividad biolégica.'

3.1.5J’Mddélo':alés'téri.¢:o de la T oscilante:: el cardcter concertado y oscilatorio de la
transicion 'Atéric'aven la Glucosamina-6-fosfato Desaminasa de E.coli

El modelo 'simétri

llca ‘perfectamente la cinética de la glucosamina-6-fosfato

Desaminasa de E.coli.’ En ¢

'se presentan dos estados conformacionales T y R, en cuya

transicién se dan modificaci

s estructurales que han sido estudiadas ampliamente!s,
Es un ejemplo de ptfo't:é:th,av lostérica que cuenta ademds con estudios cinéticos que

esclarecen su cardcter concertado.

Con base en el iﬁodelo MWC, Rudifio propuso un modelo teérico!? que, a partir

t?Hammes, 2002 (27)
18 Horjales, et al.,1999 (35)
1¥Rudifio, 2002 (88)
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de analisis vibratorios -por modelos isotrépicos con conformaciones alternas y
anisotrépicos?- que evidencian la flexibilidad de la proteina2, explica los procesos
homotrépicos y heterotrépicos durante la transformacién alostérica de esta enzima.
Rudifio destac6, con este modelo, los componentes estructurales que determinan la
oligomerizaci6n, el alosterismo y el cardcter concertado del mismo, as{ como sus

consecuencias en la funcién biol6gica.

Este modelo predice la existencia de un estado T oscilante, en el sentido de la
transformaciéon alostérica, donde una parte de las conformaciones de la oscilacién
alcanzan un estado R sin ligantes, capaz de unir al activador o al sustrato, produciendo

asf un estado R con ligantes.

Figura 3.2. Modelo alostérico de
la T oscilante de la GIcN6P.
Muestra la  secuencia de
transformacion de la enzima
incluyendo el conférmero R
te6rico como (?). Se muestra la
representaciéon oligomérica de
la enzima en la orientacién del
eje de transformacién (de
orden 3) y a un lado de cada
recuadro que hace un
acercamiento a sitios activo
(interfase intermonomérica del
trimero) (A-D superior) y
alostérico de la enzima
(interfase intermonomérica del
hexa-mero) (A-D inferior).

La glucosamina-6-fosfato desaminasa (GlcN6P) de E.coli es una proteina homo-
hexamérica cuyo arreglo es esencial para la cooperatividad del sistema. Est4d formada

por un hexdmero con un eje de simetria de orden 3 y tres ejes de orden 2

2! Estos conceptos se definen brevemente en el Glosario. Este y otros conceptos relacionados con la
vibracién atémica se explican en la seccién 3.2.3-3.2.7

22 Sobre flexibilidad molecular se hace un acercamiento en la seccién 2.5. En la metodologfa se habla
particularmente de la realizacién de un anélisis de este tipo.
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ot TRSIS CON

FALLA DE ORIGEN |




Tesis de Paula Gonz4lez-Rubio Garrido 3Marco Tedrico

perpendiculares.a éste. Horjales y sus colaboradores dividieron a cada subunidad en 2
zonas generales?0: la zona interna, responsable de la mayoria de los contactos
intermonoméricos, y la zona externa -a la cual pertenece la tapa del sitio activo- y que
rota perpendicularmente al eje de simetria de orden 3 del hexdmero durante la

transformacién alostérica?!,

Observaron que cuando la protefna estd en R, el desplazamiento del equilibrio
de T a R puede ser causado homotrépicamente por la unién de algiin sustrato, o
heterotrépicamente por la adicién del activador. Durante la transicién homotrépica el
sustrato se une al sitio activo del estado R. Este se cierra, se reduce la vibracién de la
tapa del sitio activo y se favorece la cooperatividad. Mientras que si R no tiene ligante,
la tapa del sitio activo se abre, aumentando su vibracién (Figura 3.2). También
observaron que este comportamiento de la tapa con mayor desplazamiento en la forma

T hacia R, estaba directamente relacionado con un aumento en la movilidad atémica.

Cuando hay ‘una transicién heterotrépica, el conférmero R puede presentar tres

con.for;hacibpéé“dé ue abren o cierran el sitio activo. El estado T libre de

ligantéé es el mas vibrante de todos los estados, y podria semejar un estado R teérico
o sin liganfes éon la tapé muy mévil. Cuando la forma R estd ocupada en el sitio
alostérico, la vibracién disminuye ligeramente, y la tapa es parcialmente estabilizada.
Al ocuparse ambos sitios en este estado, disminuye dramdéticamente la vibracién

atémica de toda la protefna y la tapa se ve completamente estabilizada (Figura 3.2).

Al realizar los andlisis vibratorios direccionales (anisotrépicos) en el estado T, se
observaron valores compatibles con un movimiento colectivo de rotacién de la tapa del
sitio activo, de la zona externa y del carboxilo terminal con respecto al eje de
transformacién a R. Debido a que el sitio alostérico se ubica en la interfase
intermonomeérica, las interacciones de residuos especificos en la zona permiten un
coordinacién y ' concertacién del movimiento en toda la molécula que es descrita

arﬁsotrépicaméni'eﬁén Ia ‘d’ireccién de la trasformacioén alostérica (Figura 3.2).

® Horjales, et al.,1999 (35) -
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Rudiiio y sus colaboradores entonces propusieron que la tapa, ademds de ser
determinante en la flexibilidad molecular, afecta la K de unién del sustrato al cambiar
la entropfa del sistema. En este sentido resaltaron el papel de la vibracién atémica en

la funcién biolégica de la protefna.

Los trabajos de Rudirfio, et al. son el antecedente directo de los estudios de
flexibilidad conformacional que se realizan en esta tesis. En aras de brindar mayores
elementos para la comprensién del estudio aqui realizado, es necesario revisar algunos

conceptos cristalograficos de importancia.

3.2 Consideraciones sobre cristalografia

La cristalografia es la ciencia de los cristales y se consagra a las leyes de las estructuras
atémicas que son la base del estado sélido. Estudia en particular los fenémenos
originarios de los arreglos espaciales de &tomos, de moléculas y de iones. Como las
propiedades ffsicas y quimicas de los cristales estdn estrechamente ligadas a sus
estructuras atémicas, los métodos de cristalizacién tocan diversos dominios de las
ciencias naturales donde son formalmente aplicados. La cristalografia revela asf un
aspecto particularmente inferdisciplinario, en la esquina entre la investigacién bdsica y

la aplicada, en la investigacién biolégica y farmacéutica, en quimica y en fisica.

3.2.1. Sobre cristales y simetrias
Un cristal -del griego krystallos (agua sélida)- es un ordenamiento de moléculas con
simetrfa tridimensional interna, caracterizado por un conjunto de pardmetros que
definen exactamente la posicioén y la periodicidad de las unidades fundamentales que
lo componen22, Bravais, en 1845 observé que los componentes basicos constitutivos de
un cristal podfan ser sélo de 14 tipos diferentes, agrupados en 7 sistemas cristalinos de

simetria (celdas unitarias)2. Con ello, establecié los aspectos geométricos de la

21Una celda cristalina est4 definida por seis pardmetros: tres longitudes (a,b,c) y tres dngulos (a,B,7).
28ands, 1975. (91)
#Una celda unitaria es el volumen mds pequefio de un cristal a partir del cual se puede generar éste al
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cristalografia 4.,

La simetrfa es un concepto esencial sobre el cual la cristalografia se funda,
desarrolla y expande. La simetrfa fundamental que ostenta un cristal se refiere a los
operadores simétricos para trasladar su celda unitaria en pos de generar el cristal.
Dichos operadores simétricos determinan el grupo espacial?® al que pertenece la celda.
Cada celda unitaria se forma por la aplicacién de operadores simétricos a la unidad
asimétrica?é (la molécula en si, o parte de ella)??. Cabe aclarar que la unidad asimétrica,
si tiene simetrfa propia, puede consistir en muchas unidades biolégicas o s6lo la mitad
de la unidad funcional de la proteina?s. Es importante tener en mente esto ya que la
simetrfa de las macromoléculas funcionales en solucién es una propiedad

indispensable de considerar para entender su funcién.

Los procesos propios de la cristalograffa de rayos X, en cuanto a su utilizacién
para la determinacién de estructuras macromoleculares, son demasiado intrincados.
Abordarlos en detalle rebasaria los limites de esta tesis. Sin embargo es importante
considerar algunos de los aspectos relacionados con esta determinacién estructural ya

que serdn referidos constantemente a le largo del trabajo.

3.2.2 Informacién primaria sobre cristalografia de proteinas
Cuando se intenta determinar una estructura cristalografica por difraccién de rayos X,

el detalle de las observaciones depende de la resolucién?. Esta tltima responde al tipo

aplicar traslaciones

2 Abad, 2002 (1)

25 El grupo espacial es un conjunto de arreglos de operaciones de simetrfa coherentes con un patrén
regular que se extiende al infinito.

26 La unidad asimétrica es el conjunto de moléculas mds pequeiio que al aplicarle operadores simétricos
genera la celda unitaria. La consideracion de la celda unitaria nos permite facilitar los célculos
cristalogréficos para obtener la estructura de la o las moléculas incluidas en la unidad asimétrica, la
cual puede ser la molécula funcional completa o sélo un fragmento de ella, o varias moléculas
funcionales. Por lo tanto en el PDB se reporta tanto la unidad asimétrica como los operadores para
generar a partir de ella la molécula completa en su caso, y la celda unitaria en cualquier caso.

Z7Existen 230 grupos espaciales tridimensionales de los cuales las moléculas biolégicas tinicamente

cristalizan en aquellos que no poseen simetrfa de inversién (sélo 65); los operadores simétricos a aplicar a

la unidad asimétrica con objeto de generar la celda unitaria dependen de la naturaleza del grupo espacial

al que pertenezca dicha unidad asimétrica.

28Rhodes, 2000 (84)

29En un modelo generado a partir de los datos de difraccién de rayos X, la resolucién es la distancia m4s
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de la fuente de radiacién y a la calidad del cristal de la protefna cuya estructura se ha

de determinar.

Figura 3.3. Esquemna de los eventos
determinantes en la cristalognifica
de rayos X. Como fondo ests un
patrén de difraccién clasico. El
afina-miento cor P de a la
marca de Ajustee De Ia
evaluacion estadfstica de éste
depende la realidad del modelo
depo-sitado en el PDB. (Se
agradece a Rudifio por el facilitar
esta imagen)

La resolucion en cristalograffa se refiere a la cantidad de datos observables de
los cuales se pueden conocer sus fases®® y por lo tanto ser utilizados para la
determinacién estructural. Los datos que se obtienen durante la difraccién de rayos X
son reflexiones que emergen de los planos de 4tomos en el cristal al reflejar este tipo de

radiacion.

Por muchos aiios se consider6 alta resolucién a aquella cercana a 2 A. Actualmente, con
los avances logrados para la construccién y manipulacion de cristzales y el uso de
sincrotrones, es posible obtener datos a resoluciones mas altas -hasta una resolucién
atémica o casi atémica (1.2 A). Mientras mayor es la resolucién se pueden obtener
datos méis completos y por lo tanto mayor detalle sobre las propiedades atémicas de la

estructura, facilitando interpretaciones sobre la relacién que esta dltima

» Ya que durante la difraccion cada punto en el patrén de difraccion, es la contribucion de todos los
atomos, el reconocimiento de la fase que distingue una onda difractada de otra, es indispensable para
ubicar espacialmente cada dtomo. Debido a que éstas fases no se pueden conocer de manera directa se
emplean métodos distintos para inferir dichas fases.
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‘mantiene con la funcién de la proteina3l,

Los lfmites de la resoluci6én son revelados por el patrén de difraccions2, Con
base en él se conoce la simetrfa de la celda unitaria y se calculan los factores de
estructura’®. A partir de estos dltimos -indispensables para la determinacién
estructural- se genera un mapa de densidad34 (Figura 3.3) que permite conocer la
posicién de los dtomos, segtin la distribucién electrénica de la fuente de difraccién, es

decir, la nube de electrones de cada 4tomo.

3.2.3. Afinamiento cristalogrdfico.
El propésito de la cristalografia de protefnas es crear un modelo estructural lo mds
cercano posible a la realidad. Por medio de varias vias, como son el Reemplazo
Molecular (MR)%, el Reemplazo Isomérfico Muiltipe (MIR)% o la Difraccién Anémala
Muiltiple (MAD)3?, y a partir del mapa de densidad que generan los datos
experimentales, se pueden construir modelos tridimensionales que se ajusten a dicho
mapa de densidad electrénica (Figura 3.3). Sin embargo el resultado es un "bosquejo”

que necesita ser mejorado. Esto se logra al realizar un afinamiento cristalogréfico.

El objetivo primordial del afinamiento es generar nuevos y mejores mapas de
densidad que permitan examinar y corregir el modelo, de forma manual o automatica.

Para lograrlo se provocan iteraciones computacionales sucesivas de minimizacién, que

31Rudifio, 2002 (88)

32E] patrén de difraccion es la imagen en el espacio recfproco de todos los dtomos que conforman el cristal
difractado. Cada punto del patrén representa la reflexién de todos los 4tomos que por su arreglo espacial
en el cristal, producen ondas de difraccién que se interfieren positivamente.

BLos factores de estructura son los datos experimentales de la determinacién estructural que se obtienen
del patrén de difraccién, son las intensidades medidas. A partir de ellos se generan los mapas de densidad
electrénica ya que contienen las amplitudes y las fases de los dtomos difractados en las diferentes
direcciones.

#Un mapa de densidad electrénica representa topograficamente las zonas espaciales con mayor densidad
-'de electrones. Es el producto espacial de la difraccién de las nubes de electrones de los dtomos que

conforman la protefna y por lo tanto es la gufa para encontrar la estructura a la que pertenece.

35El .reemplazo molecular es un método que permite conocer las fases al comparar una estructura
homéloga conocida con los datos de difraccién de la estructura desconocida

#El reemplazo isomérfico miltiple es el método que permite determinar las fases ab initio a partir de
comparaciones entre los datos colectados de cristales en los que se han difundido metales pesados de

referencia, con un cristal nativo.

7La difraccién anémala muiltiple consiste en determinar las fases difractando con rayos de distintas

longitudes de onda que permitan obtener una difraccién anémala de un dtomo de referencia cuya
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calculan un nuevo mapa de densidad y construyen un modelo més afin a éste (formas
del espacio real), con base en la posici6n (coordenadas x,y,z) y los pardametros
dindmicos (factores de temperatura)’ de los 4tomos constitutivos de una proteina3. De
esta forma se mejora el ajuste entre el modelo y los datos de intensidad basados en las
amplitudes observadas de los factores de estructura, es decir, los datos experimentales

(espacio reciproco).

El nuevo mapa de densidad generado puede presentar zonas que estén
pobremente definidas y que impidan mejorar el modelo. Ya sea porque las densidades
estdn presentes pero no son interpretables, probablemente por presentar zonas de
conformaciones miuiltiples o porque el modelo tiene errores. Es frecuente encontrar
dreas que ajustan perfectamente con el modelo y otras que no lo hacen tanto, esta
conducta est4 claramente influenciada por los pardmetros de desplazamiento o factores

de temperatura.

3.2.4. Pardmetros estructurales resultado del afinamiento.
Como resultado del afinamiento se obtienen varios parametros estructurales de
importancia. El primero de ellos a considerar es el valor R, el cual denota la
confiabilidad de la determinacién de una estructura dada, al verificar el nivel de
coincidencia entre las intensidades de los datos de difraccién y las calculadas por el

modelo. Mientras mds bajo es este valor, mejor es dicho ajuste.

Una estructura bien afinada presenta un valor R de aproximadamente 20%. El
modelo resultado explica los datos experimentales con un margen de error quc es
generalmente de cerca del 5%. Esta circunstancia es un punto de acalorado debate en
el drea, donde se argumenta que muchos aspectos de los modelos actuales no describen

apropiadamente la conducta de la protefna en el cristal, como son las caracteristicas

difraccién sea conocida.

38Sobre estos pardmetros estructurales se habla mds a profundidad en la seccién 3.2.5.

39Rhodes, 2000 (84)

40 El valor R es una medida de la coincidencia del modelo experimental cristalogrifico y los datos de
difraccién a partir de la comparacién de las amplitudes de las ondas, esperadas y observadas para
cada reflexién en el patrén de difraccién, Evalta que tanto el modelo atémico sugerido como la
estructura a determinar, predice los datos completos.
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dindmicas de la estructura y el comportamiento de la fase acuosa del cristal*l.

Otro pardmetro importante por considerar -y que no muchos le prestan
atencién- es el factor residual Rg.*2. EL valor Rg. fue introducido por Briinger (1992)43
como un estadfstico de prueba que se calcula a partir de un grupo de datos que se
omiten del afinamiento. Se estableci6 como un indice objetivo de la calidad de
estructuras macromoleculares a resoluciones medias. Representa, por lo tanto, otra
medida independiente de la concordancia entre el modelo y los datos cristalograficos#.
Un Rper no debe estar separado del R por més de 5 unidades ya que si el Rq.. se eleva
demasiado quiere decir que hay un sobreafinamiento. Es decir, el modelo se aleja de la
realidad. Por esta razén el poner atencién a este valor es definitorio en la sucesién de

un afinamiento correcto.

Existen muchos casos, sobre todo determinaciones a altas resoluciones, donde

se omite el’ célculo de este estadistico de prueba, ya que el no considerar datos en el

aﬁmrmento fproduce efectos indeseables. Segun algunos cnstalégrafos estos efectos

‘ 'poder calcular el Rfm me]orando su valor.

. . Otto dato importante es la integridad (completeness)#. Esta nos habla del
‘ numero de intensidades utilizadas para la determinacién de la estructura de la
‘protefna y su afinamiento, segun el conjunto de las reflexiones medidas, las cuales

ciependen del volumen de la celda unitaria, su grupo espacial y la resolucién.

. 41S¢ hablard de csto mds ampliamente en la discusién general.

42 El Ryee 5 otra medida de coincidencia entre el modelo y los datos experimentales, calculado a partir de
un grupo aleatorio de prueba, el cual, no es incluido en el afinamiento y permite hacer una validacién
cruzada. Evalta que tanto el modelo atémico sugerido como la estructura a determinar, predice un
sub-grupo de las intensidades medidas no incluidas en el afinamiento.

43 Brunger, AT, et al., 2000 (13)

4“Matthews, 1997, (60)

4SChenet al., 1999. (17)

46 La integridad se refiere a la cantidad de datos medidos de las reflexiones obtenidas.
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3.2.5. Pardmetros de desplazamiento (o factores B).
Otro pardmetro importante, resultado del afinamiento, son los factores B o factores de
temperatura. La fuente de difraccién de un 4tomo es la nube de electrones alrededor de
su nticleo y por tanto de ella depende su poder de difraccién. Entre mas voluminosa
sea ésta, y por lo tanto la distribucién electrénica en ella sea mas espaciosa, mas rdpido

disminuye el poder difractante del 4tomo.

Para estudiar el comportamiento de los 4tomos dentro del cristal es importante
considerar esta tendencia. Por lo que al tomar en cuenta la difraccién, se incluye un
promedio cuadrado de la amplitud de la vibracién del 4tomo, en funcién del tiempo. Si
un &tomo esta estabilizado en una pequeria regién espacial -ya sea por su posicién o
por sus interacciones- la nube electrénica promedio ocupard un volumen mayor que
tendrd menor intensidad, si estd vibrando que si estd en reposo. La magnitud de esta
vibracién depende de la temperatura, por lo tanto el pardmetro que la define es

llamado factor de temperatura.

La ’-désloéalizacién de la nube electrénica, sin embargo, no es resultado

Y t de la temperatura o de la vibracién térmica, sino también del desorden. Es
decn', de a locallzamén estocdstica de un centro atémico en todas las celdas unitarias
"del crxétal; en todas las unidades asimétricas o en todas las moléculas que conforman
esta ulhma, que es resultado de la diferencia en la orientacién de cada molécula al ser
empaquetada Por tanto, debido a que el factor B es resultado de varias circunstancias

) serf‘a‘mésv correcto Ilamarla pardmetro de desplazamientoi?.

En los modelos cristalogréficos, los pardmetros de desplazamiento describen
dos componentes del desorden; el estatico (de coordenadas atémicas equivalentes que

- dlﬁeren de -una unidad asimétrica a otra) y el dindmico, donde los datos de difraccién

: representan el promedio en el tiempo del movimiento atémico en cada una de las

dades asxmétncas Pueden, por otro lado, simplemente evidenciar errores en el

modelo \La correcc:én de estos pardmetros es indispensable para hacer un buen ajuste

nes realistas sobre el promedio posicional de cada dtomo.

- 7Rhodes, 2000 (84)
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Para describir esta deslocalizacién, generalmente se reporta el factor B,
resultado del afinamiento, el cual revela tanto la vibracién térmica como el desorden
atémico. Ambos determinantes muestran sus efectos en los valores de los factores B

finales del afinamiento.

El factor de desplazamiento o factor B# es una medida de la oscilacién de un
dtomo alrededor de la posicién especificada en el modelo. A partir de estos datos
podemos saber cuiles dtomos tienen mayor libertad de movimiento y tener indicios de
la dindmica del modelo, generalmente mas estatico. Al agregar los efectos del
movimiento al modelo, éste se hace mds real y ajusta mejor con los datos. Cuando se
incluye la ocupacién del dtomo -si presenta posiciones idénticas (ocupacién=1) o si las
cadenas laterales presenta conformaciones alternas (ocupacién=0.5)- se amplia la

informacién de las propiedades dindmicasi®.

Otro aspecto que afecta el factor B son las moléculas de agua. Cuando estas
moléculas estdn ordenadas contribuyen al poder dispersante de los rayos X.
Representan, por lo tanto, una parte importante de la estructura. Muchas veces para
bajar los valores de R y Ry se construyen moléculas de agua donde podrian estar otras
moléculas, sin embargo esto no representa un buen afinamiento. Aunque estos valores
se bajen, puede ocasionarse que los factores B de la proteina se eleven. Es decir, que
figure una deslocalizacién de la nube electrénica irreal, que si fuera tal no se veria para
evaluarla. El Rge es una buena herramienta para saber cudndo la adicién de agua
mejora o no el modelo y también para saber cudndo colocarla o aumentarla durante el

procesamiento.

3, 2.6, Determmantes de afinamientos variados: consideracion del desplazamiento.

~El factor : ctor' Debye-Waller -a quienes se debe su formulacién- sugiere

- 48ER esta tesis se uhhzarén indistintamente estso dos conceptos o factor de temperatura.

: 49Rhodc¢, 2000 (84)
: . TISTS GO
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misma. Como ya se menciond, los célculos que realiza el afinamiento parten de la

posicién y de los parametros de desplazamiento (factor B) de cada dtomo.

Muchas veces, después de que el afinamiento converge, existen factores B fuera
del margen (2-100A) permitido, indicando desorden -en el extremo superior del
intervalo-, y una seleccién errénea del d4tomo -en el extremo inferior. Al analizar los
mapas de densidad y de diferencias se puede evidenciar la existencia de
conformaciones miultiples en las regiones que sugieren desorden. Si se incluye estas
conformaciones en el afinamiento, se pueden mejorar el R, Rs y el mapa, revelando

mads claramente la naturaleza del desorden.

Si el factor B fuera resultado tinicamente de la vibracién térmica del atomo,
entonces el caso mds simple de movimiento arménico térmico seria un pardmetro de
despl'azamién'to isotrépico, indicando que la nube electrénica es uniforme en todas
direcciones. Sin embargo, en la realidad, los modos vibratorios no son isotrépicos y

resultan s6lo una aproximacién del comportamiento de los 4tomos en el cristal.

Las bajas resoluciones que se obtenian en afios anteriores s6lo permitian
afinamientos isotrépicos de los factores de temperatura. Era ésta la tinica manera de
explicar la vibracién atémica en las estructuras de macromoléculas. Actualmente, las

,'altas resoluciones permiten obtener diferencias cualitativas y cuantitativas en el
andlisis cnstalogréﬁco, que proporcionan una descripcién anisotrépica de la vibracién
de cada étomo en la estructura. Es decir se le atribuye al movimiento un elemento de

dxreccxonalldad

cionar las intensidades difractadas con la direccién, se corrige el

parémetro sotréplco hacia uno anisotrépico. Entonces se describe la distribucién

) probable de 1 .'denmdad electrénica como una curva de Gauss tridimensional®® que,
cuand "se pre enta en una superficie, donde la densidad electrénica tiene un valor fijo,

se obtlene una elipsoide.

s0Merrit, 1999. (62)
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3.2.7.Relacion entre el niimero de datos y la resolucion: repercusiones sobre el
afinamiento.
La complejidad de un modelo afinado depende de la cantidad de datos disponibles, es
decir, del cociente entre el namero de observaciones y el niimero de parametros a
afinar por el modelo. Si esta relacién aumenta, mejora la calidad del modelo afinado,

obteniendo una mejor estimacién de pardmetros individuales.

El mimero médximo de observaciones depende de la calidad del cristal y el
lfmite de resolucién. En cristales de proteina, el niimero de observaciones regularmente
es insuficiente para hacer un afinamiento libre del modelo. Por lo cual, para reducir los
parametros a medir, se recurre a afinamientos de cuerpos rigidos, simetrias no
cristalogréficas o afinamientos torsionales. De esta manera se aumenta el cociente
datos/pardmetros. Las observaciones entonces son suficientes para explicar la nueva
cantidad de pardmetros calculados. Esto mejora la calidad del modelo estructural ya

que incluye informacién que describe con mayor detalle la estructura.

Cuando la relacién datos/pardmetros es muy alta, se puede realizar un
afinamiento anisotrépico, donde la_descripcién de cada dtomo estd dada por seis
. parémetros (PAD)51 Esto incrementa. el nimero de pardmetros isotrépicos -tres de

posmén yv uno térmlco- a nueve -tres de posicién y seis térmicos-. Al incluir los PAD se

mente el modelo, disminuyen los valores de R y Rge y se reducen errores

de las‘pos' 1ones‘ Ademés se pueden analizar cuantitativamente las caracteristicas

locales‘o globaleé de la estructura (como movimientos globales de algunas zonas). El

valor de B reportado en los PDBs, aunque sea el mismo en varios casos, puede tener

valores am 0 1cos dlferentes, los cuales pueden estar relacionados con direcciones

preferencxales e movxmlento y co 1a fu b’oléglca

'ADs en los estudios de estructuras

Merrit introdujo; la utilizacién’de 1o
e resolucién de 1.2 a 1.6A, donde se

macromolecularess2. Prop

encuentran las mejores rel tros, que presentan curvas gausianas

de entre 04 y 06. Sug i6 que de Vno mplirse esto es necesario implementar

StPardmetros anisotrdpicos de desplazamncnto (PAD).
52 Merrit, 1999. (62)
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restricciones al afinamiento anisotrépico para mejorar la distribucién. En nuestro
laboratorio se ha propuesto la inclusién de la relacién datos-pardmetros como

determinante en la seleccién de estructuras a ajustar por esta via®.

Existe una franja de resolucién llamada zona gris -entre 1.9 a 1.2 A - donde
surge la duda acerca de si incrementar el niimero de observaciones es suficiente para
justificar el aumento de pardmetros en el modelo. En el extremo inferior de la zona
(1.6-1.9 A) el cociente para nueve parémetros por dtomo es casi el mismo que en
afinamientos isotrépicos entre 2 y 2.3 A. De hecho s6lo las restricciones geométricas
permiten que el modelo isotrépico sea ajustado correctamente en esa faja de resolucién.
Para lograr un ambiente equivalente en el extremo de la zona es necesario jugar con
ciertos limites que se imponen a los afinamientos, retirindolos total o parcialmente

segun el comportamiento del proceso.

3.3. Afinamientos cuasi-anisotré6picos: aplicacion de tensores TLS a grupos

pseudo-rigidos.

Dentro de este juego de variables que conducen a afinamientos mejores, es prudente
recurrir, cuando se trabaja en la zona gris, a otros tipos de analisis que brinden

informacién de las propiedades vibratorias.

n’ todo afinamiento macromolecular es la seleccién de
an una descripcién lo mds realista posible de los datos

.una buena relacién datos-pardmetros. Esto es

mento en la cantidad de pardmetros a calcular por d&tomo.

- Cuan ente . datos-pardmetros no es suficiente para realizar un

af:i'n'ar'nientoi nisotrépico - de los factores B, se puede recurrir a la reduccién de

* 83 Rudifio, 2002. (88)
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pardmetros, usando variables colectivas més que variables atémicas independientes
durante el afinamiento. Esto puede lograrse a través de los modos normales® de
Kidera & Go (1999) o por un afinamiento con la parametrizacién de Schomaker &
Trueblood (1967) por tensores TLS% a grupos pseudo-rigidos.

Estos tipos de anélisis grupales no s6lo permiten una disminucién en el niimero
de parimetros a calcular para el modelo, sino también dan una explicaci6n de las
propiedades dindmicas de la molécula, al evidenciar la direccién de los movimientos,

asf como la correlacién de los desplazamientos entre 4tomos vecinos.

Los modos normales representan un método de anidlisis de la dindmica
protefnica. Expresan a ésta tltima como una superposicion de movimientos colectivos
que son calculados a partir de una matriz de energia conformacional en una estructura
de energia minima, considerando a los movimientos atémicos como anisotrépicos y
concertados. Se calcula asi un factor de desplazamiento de modos normales a partir del
afinamiento de este tipo, el cual también reduce el R y Rse. A pesar de ser un método
muy util para explicar dindmicas moleculares, requiere de cilculos intrincados para

Ilevarla a término.

ISOTROPICO ANISTROPICO cuasi-ANISOTROPICOS

F s TLS s
4 0 5 param./itomo

<+ M navsm/oversran

4 05 paramJitomo 10 u 11 paramJ/atomo

Figura 3.4. Comp tes direccionales de la vibracién atémica. Segin el tipo de afinamiento que los ajusta los
valores B, de izquierda a derecha, se observa un afinamiento isotrépico sin direccién preferencial, el
anistrépico con una direccion marcada por el eje mayor de los elipsoides y por tiltimo un cuasi-

anisotrépico que describe la direccién pero no la misma magnitud del movimiento que los anisotrépicos.

37 Kidera & Go, 1990. (42)
58 fdem
%9 Schomaker &Trueblood, 1967. (93)
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La parametrizacién por TLS, por su parte, es méds sencilla. El afinamiento con
tensores TLS, es un método de ajuste de los datos experimentales y el modelo que
consiste en aplicar tensores a cuerpos rigidos dentro de la unidad asimétrica para
obtener pardmetros vibratorios direccionales. La ecuacién de TLS da un promedio
cuadrado del desplazamiento de un punto dentro del cuerpo rigido en términos de tres
tensores: T (traslacién, L (rotacién), S (rotacién helicoidal) -donde T y L son simétricos,
mientras que S es asimétrico-. Estos tensores consideran tanto la direccién como la

amplitud del movimiento, permitiendo identificar un factor de desplazamiento

anisotrépico. . ,: S

kéhahk de los movimientos de cuerpos rigidos de moléculas

componentes mdependlentes, uno de ellos arbitrario. Las contribuciones de los cuerpos

rigidos a los tensores de desplazamlento anisotropicos que representan una enorme

cantidad de movmuentos, pueden ser descritas en términos de seis movimientos

simples no 'correlacionados; seis traslaciones y seis rotaciones helicoidales,

movimientos désblég’ad&’s con respecto y a lo largo de tres ejes perpendiculares que no
se inige;sec;f Se generan asi 20 parametros a ajustar por cuerpo rigido,

dismiﬁujéhdo mente el niimero de parametros para calcular el modeloss

‘en relacién a los que son cesarlos para un afinamiento anisotrépico.

51 el ‘cuerp! ene un centro simétrico, algunos o todos los componentes

vde S se restrmgen Yy uede ser que éste no tenga efecto. Por lo tanto el movimientos

57 Crmckshnnk,
58 Se calculan sexs pardmetros por étomo en afinamientos isotrépicos y nueve en los anisotrépicos
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s6lo es interpretable en términos de Ly T.

3.3.1 Seleccidn de grupos TLS y sus propiedades dindmicas.
Un aspecto indispensable en la modelacién por TLS de desplazamientos anisotrépicos
es -como se menciond en los parrafos anteriores- la seleccién de los cuerpos rigidos
sobre los cuales se va a basar el cdlculo%. El método mds simple para seleccionar estos
grupos se basa en la naturaleza quimica de la rigidez de ciertos grupos de dtomos.
Como los elementos estructurales con mayores grados de libertad de una proteina son
las cadenas laterales, la manera mds comun de seleccién de grupos TLS es a partir de
éstas o de residuos completoss?. Sin embargo esto se realiza en estructuras a altas

resoluciones.

Holbroock (1986), al afinar la estructuras de DNA$! demostré que el método de
TLS podfa ser aplicado a estructuras macromoleculares para describir desplazamientos
anisotrépicos de cuerpos rfgldos Se han afinado con TLS varias proteinas: la pepsina

(Sali, et al.,1990), la papafna (Harrls et al.,1992) y la ribonucleasa (Howlin et al.,1989)62

para descnbxr camblos conformac1onales y movimientos de cadenas laterales.

- del desplazarm o: Es por esta propiedad de dinamica interna que a estos

grupos se’les atribuye la .cualidad de cuerpos pseudo-rigidos. Por esta razén,

estructuras secundanas o dommlos pueden ser tratados como grupos TLS.

Han habic‘ld"algﬁhos casos -pocos en realidad- donde se han seleccionado

59 Aspectos variados sobre la determinacién de cuerpos rigidos en los estudios de flexibilidad se abordan
en la seccién 3.4.1

60 Harris, et al., 1992, (29)

61 Holbrook, et al.,1986. (33)

62[dem, Sali, et al., 1990 (90), Howlin, et al., 1993 (36)

32




Tesis de Paula Gonz4lez-Rubio Garrido 3Marco Tedrico

grupos més grandes como cuerpos rigidos. Wilson y Brunger (2000) compararon un
afinamiento anisotrépico de la calmodulina con un afinamiento TLS para identificar los
desplazamientos de dominiosés. Al afinar la crambina a resolucién atémica, Stec (1995)
la dividi6é primero en dos, y luego en tres grupos y comparé los valores anisotrépicos
derivados de TLS con valores calculados a partir de un afinamiento anisotrépico
directos. De este modo corroboré su utilidad en la descripcién de la movilidad
atémica. Recientemente Sixma (2002) afin6 con TLS un receptor nicotinico de

acetilcolina, obteniendo bajas significativas en R y Ry56.

Pero, jc6mo seleccionar estos grupos més robustos? El camino puede ser
variado pero identificando regiones estructurales o funcionales que puedan ser
considerados dominios dindmicos. En nuestro laboratorio se planteé que en proteinas
con diferentes estados conformacionales -donde existe més de una forma cristalina de
una proteina en particular- los cambios conformacionales entre las diferentes formas se
pueden usar para identificar los ‘dominios dindmicos, es decir, dominios que se
Imueven como cuerpos i)seudo—rfgidos. Considerando estos dominios dindmicos como
grupos TLS, se asume que los desplazamientos relativos entre las diferentes formas de

cristales reflejan los desplazamientos como si fueran los de un cristal tinico®.

Los dominios dindmicost® pueden ser también identificados por simulaciones
de dindmicas moleculares al superponer series de configuraciones instantineas,
rotando cada una de ellas con respecto al resto. Las regiones superimpuestas pueden,
bajo cierto grupo de rotaciones, considerarse potenciales grupos pseudo-rigidos ¢. Otra
manera de identificar este tipo de agrupamientos se refiere a que a partir de valores
anisotrépicos previamente afinados, se ajusten los pardmetros de TLS a los factores de
desp}azamiéntb’ aﬁsp&épicos. Asf se facilita la interpretacién de estos valores. Si esta
detenninaciéx‘\ﬁs_;_lvdgi‘a, entonces se pueden inferir los grupos posibles, para utilizar en

los calcqlbs déiliééyyvalores de desplazamiento de las estructuras donde no han sido

€3 Winn, et al., 2000. (115)
"6 Wilson & Brunger, 2000. (114)
65 Stec, et al.,1995. (102)
6% Sixma, et al., 2002 (100)
67 Winn, et al., 2000. (115)
68 Aclaraciones sobre este tipo de dominios se hacen en la seccién 3.4,
€ Papiz, 1996 (77), Horjales, et al., 1987 (34)
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determinados?,.

Otra aproximacién es usar el criterio de cuerpo rigido de Rosenfield (1978),
donde se construye una matriz de diferencias entre todos los pares de dtomos. Ahf, se
comparan los pardmetros de desplazamiento similares. Los 4tomos que pertenezcan al

mismo grupo pseudo-rigido tendran valores de la diferencia cercanas a cero”,

Otra via -la utilizada en esta tesis- es la consideracién de las propiedades
vibratorias de un modelo sencillo, como es s6lo los Ca de la cadena principal -
suficiente para reconocer movimientos en grupos-, en funcién de la distancia que exista
a los centros de rotacién; y asociando a los 4tomos que tengan patrones vibratorios

similares?2,

3.3.2. Implementacxén de afinamiento TLS en REFMAC5

Los pioneros en la reahzacxén de afinamientos por parametrizacién de TLS fueron

Holbrook al afmar estructuras de DNA7 y extender el programa RESTRAIN de CCP4
(Collaborahve Co'\ on}al Project, number 4, 1994)’* para aplicar TLS a la
ribonucleasa A 'Es o aiha también fue aplicado por Sali y Papiz en sus estudios ya

mencionados, Sm embargo eé'te tipo de afinamientos no habian sido usados en extenso,

debido al tlempo requendo para hacer los célculos. Ademds, anteriormente eran

necesarios afmamlentosb amstotréplcos previos para calcular los TLS.

ste j)roceso, Winn, Isupov y  Murshudov (2000)
n por TLS en el programa REFMAC? de CCP4. Este

“actual de estructuras a resoluciones atémicas, ha

Para hace
implementaron la p
avance, a:la pa

facilitado - hacér ajus| pafa afinar anisotrépicos grupales sin necesidad de

célculos arusotréplcos mdxvxduales prevxos

70 Holbrook, et al.,1986. (33)

71 Rosenfield, 1978. (86)

72 Sobre este método de seleccién de grupos pseudo-rigidos se ahonda en la seccién 5.3
73 Holbrook, et al.,1986. (33)

74 CCP4, 1994. (15)
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Durante la parametrizacién TLS, el programa calcula el centro de masas de
cada grupo pseudo-rigido. A partir de él se calculan los tensores que permitirdn
describir los desplazamientos en la traslacién, rotacién y rotacién helicoidal de los
grupos pseudo-rigidos. Cuando se aplican TLS, los factores B -calculados
isotrépicamente- de cada 4tomo individual, dentro del dominio dindmico, bajan
considerablemente. Es a partir de éstos, que se determinan las amplitudes cuadraticas
promedio del desplazamiento anistotr6pico (MSDAs)?¢ que servirdn para calcular las

elipsoides anisotrépicas de desplazamiento.

Durante la parametrizacién TLS puede utilizarse un grupo de datos afinados
anisotropicamente para ajustar los TLS o pueden derivarse los PADs y calcular factores
de estructura a partir de los pardmetros de un afinamiento directo por TLS. Se ha visto
que de cualquier manera, la inclusién de pardmetros TLS mejora las estadisticas del

afinamiento en particular el Ry el Ry .
3.4 Flexibilidad estructural
Las primeras referencias sobre cambios en las estructuras de las proteinas oligoméricas

se tienen de los estudios sobre alosterismo de Monod (1964) y Koshland (1966). Con

base en estos modelos se intent6 explicar los fenémenos de transformacién alostérica

en - enzimas ollgomérlcas’ Los estudios se enfocaron en describir los cambios

conformacionales de la estructum cuaternaria, desde la perspectiva de conservacién de
2\ simetr ' éloi‘fNIWC- o como producto de procesos localizados de
éswas -modelo secuencial-. Durante la ultima década, la
proteina puede estar en equilibrio entre dos estados

“tenido una transformacién radical, respondiendo a las

- crecientes evidencias sobre regiones muy méviles en este tipo de macromoléculas.

N Lébbséwadéﬁfdé os fenémenos de movilidad dentro de las proteinas ha

despertado’ un ‘gran' interé los mecanismos que las gobiernan y que podrfan

75 Murshudov, et nl 1997 (68)
76 Harris, et al., 1992, (29) .
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influenciar su funcién biolégica. De este tipo de mecanismos se tuvo noticia por
primera vez gracias a estudios bioquimicos y cinéticos, que supusieron la existencia de
conformaciones miiltiples a partir de medidas indirectas y con base en la naturaleza
flexible de los enlaces bioquimicos. Posteriormente, los anilisis estructurales han
evidenciado y descrito la naturaleza de esas conformaciones variadas. Sin embargo,
aunque han sido caracterizadas estructuralmente muchas proteinas, ya sea por
cristalograffa o por resonancia magnética nuclear, se conocen sélo algunos aspectos

sobre sus propiedades dindmicas.

La flexibilidad estructural ha sido abordada desde una perspectiva de enlaces
atémicos, restringiendo el dinamismo a una propiedad intrinseca del enlace, la cual se
despliega al construirse o destruirse éste. Por otro lado, desde el punto de vista
residual, se con51dera a las cadenas laterales como los principales componentes

ﬂexxbles de la proteina‘ A pesar de ser éstas las zonas mas moéviles de la molécula, las

‘conf_orrhaéion‘e lternas vanadas que presentan y que repercuten sustancialmente en

- ]afunc16n biol 6 1 ‘sildo consideradas simples accidentes cristalograficos.

Aunqué lé ﬂexibilidad molecular se manifiesta en estas diferentes formas, existe

.tamb1én ‘una- ﬂexnbxlldad més -global, referida como la sucesién de cambios de
: conformacnén totales que se dan en algunos tipos de proteinas y que pueden ser
abordados desde la perspectiva de los componentes vibratorios que les dan su caracter

dindmico.

a es una de las técnicas més eficientes en la elucidacién de los

v La crfstaié

aspectos esté 'cos y éxhicos de este tipo de moléculas y ha provisto "instantdneas”

ac16n sobre los diferentes estados confomacionales en varios casos. En

el mundo de'las macromoléculas biolégicas, son las proteinas alostéricas los ejemplos

‘més c]aros de vaﬁabllxdad y adaptabilidad conformacional, sin embargo su estudio ha
sido parcxalmente desplazado por aquellos dirigidos a comprender el dinamismo en

protefnas consideradas motores moleculares.
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3.4.1 Cambios conformacionales: efectos de los dominios dindmicos determinados a
partir de cuerpos pseudo-rigidos.
Al intentar abordar las propiedades dindmicas de las proteinas, partiendo del
despliegue de sus diferentes estados conformacionales, se presenté la necesidad de
replantear conceptos sobre los constituyentes estructurales y dindmicos de una
proteina. El reflejo més claro de esta reconceptualizacién descansa en la naturaleza de

los dominios protefnicos.

Existen al menos dos definiciones de dominios; la que, al referirse a los aspectos
estructurales, lo define como un plegamiento compacto que al unirse a otros dominios
por medio de elementos estructurales como asas o hélices, conforma a una protefna. La
otra definicién correspondiente a los aspectos dindmicos, se refiere a una regién en la
proteina relativamente rigida, que estd separada de otros dominios “rigidos” por
regiones mds flexibles que éstos?”.. En algunos casos los dominios estructurales y
dindmicos coinciden. Sin embargo no siempre es asi y las dos aproximaciones pueden

dar resultados diferentes especxalm'nte en proteinas oligoméricas. En este tipo de

moléculas los dominios dmémxcos pueden estar conformados por elementos de varias
cadenas, mientras que los domu‘ups estructurales sélo se dan sobre una sola cadena.
Por otro lado, un mismo dofniniq estructural puede contener varias regiones rigidas
que conformen dominios dindmicos separados’. El interés en estos fragmentos
dindmicos radica en que sus movimientos est4n relacionados ampliamente con la

funcién desplegada por la proteina.

Los dommxos dmémlcos se definen por la existencia de las regiones rigidas -
reglones con movnmlento rotacional constante?- interconectadas por regiones flexibles

‘en el extenor de la proteina Sin embargo al definir los dominics dindmicos

- conectadas’por:simples junturas mecanicas, sino mas bien de regiones cuasi-rigidas

in Hmsen,
78 Schulz, ef al, 1991 (94):
7 Hnyward étal1997 (30)
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cuyo movimiento relativo requiere de la deformacién de las regiones mas flexibles,
situadas entre ellas. Mientras que dos regiones rigidas separadas por estas bisagras,
pueden constituir dos dominios distintos, la ausencia de una juntura flexible entre ellos
no forzosamente supone que el cuerpo rigido constituya un dominio dinamico, ya que
puede haber transiciones definidas de un dominio al siguiente. Asi que se vuelve
necesario calcular la movilidad de cuerpo rigido de cada zona rigida para hallar los
dominios dindmicos. Este cdlculo de movilidad del cuerpo rigido da mas informacién

sobre la dindmica dentro del dominio#8!,

Los cambios conformacionales debidos a desplazamientos de dominios, son
movimientos de baja frecuencia y de amplitudes grandes, y representan los
movimientos més evidentes dentro de la proteina, por lo tanto, han sido los més
estudiados. Se ha obtenido detalle de los movimientos de cambio de conformacién
sucedidos en varios ejemplos clasicos de enzimas alostéricas, considerando a los
movimientos de dimeros completos o de monémeros (dominios estructurales) como las
zonas dindmicas descritas anteriormente; Son precisamente este tipo de movimientos
los que alteran la conformacién de la molécula globalmente y, por lo tanto, son
esenciales en la funcién protéicas2, Los movimientos de baja frecuencia de grupos han
demostrado ser los que aportan mayores contribuciones a las fluctuaciones entre
diferentes estados de conformaciéns3, mientras que los de alta frecuencia, mds
localizados -involucrando sélo algunos residuos-, juegan papeles importantes en

transmisién de seriales, catdlisis u otros procesos internos,

Existen muchos ejemplos de movimientos diferenciales de baja frecuencia en
muchas proteinas alostéricas. Por la facilidad de disectarlos han sido mds descritos que
aquellos de alta frecuencia. La piruvato cinasa, por ejemplo, una proteina tetramérica
de simetria 222, lleva a cabo desplazamientos coordinados de gran amplitud y baja
frecuencia durante su transformacién alostérica, combinando dos tipos de movimiento:

uha,rofacién de dos de los tres dominios de cada subunidad (17° para el dominio B y

"80.Winn, et al., 2000. (115)
“8 fdem i

52 Hinsen, et al.,1999. (32), Amadei, et al.,1993. (2), Bahar, ¢t al., 1998. (6), Groot, et al.,1998 (26)
83 Brooks, ¢t al.,1995. (11)

84 Keskin, et al.,2002. (45)
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15° para el dominio C)2 y una rotacién de 16° de toda la subunidad. Este mecanismo
presenta algo sin precedentes: reside en una rotacién de los doce dominios que
conforman a la protefna, que altera las interfases entre los dominios y subunidadesss.
La flexibilidad de esta proteina se enfatiza por la observacién de que el dominio B
despliega diferentes orientaciones en las subunidades cristalograficas independientes

presentes en el cristal de ambas conformaciones, activa e inactiva®,

La hemocianina hexamérica de simetria 32 exhibe un comportamiento similar,
al de la piruvato cinasa, donde una rotacién de 7.5° de un dominio est4 acompanada de
una rotacién de 3.1° de un trimero sobre el otro¥”. La lactato deshidrogenasa bacteriana

es una protefna tetraménca donde cada subunidad presenta una rotacién de 8° pero

X 43 Nuebbs enfoques para abordar los fenémenos de flexibilidad.
El acercamiento a los fenémenos de flexibilidad ha permitido el desarrollo de nuevas
herramlentas para: el alcance de su explicacién y comprensién. Avances recientes en
técnicas de espectroscopfa han permitido examinar detalladamente los movimientos
'atémlcos mdxvxdua\les90 y los movimientos globales asociados al plegamiento o

desdob]armento de las protefna®l. Los movimientos moleculares a gran escala han sido

asoq1ados a los motores macromoleculares (tubulina por ejemplo). Se han reportado

2INotese que se estd hablando de dominios estructurales que han sido considerados dominios dindmicos.
85 Mattevi, et al.,1996 (58)

86 Larsen, et al., 1994, (48)

87 Hazes, et al.,1993. (31)

88 Twata, et al,,1994. (39)

82 Liang, et al.,1993. (49)

% Weiss, et al.,1999. (111)

91 Arrington & Robertson, 2000 (5)
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simulaciones de mecénica clésica® y de dindmicas macromoleculares?> que intentan
explicar las relaciones entre movimientos moleculares y la funcién biolégica. Sin
embargo estas aproximaciones s6lo han tenido éxito limitado, especializdndose en

explicar movimientos lentos a gran escala de proteinas grandes o multiméricas.

Para explicar los cambios conformacionales se ha recurrido a muchos métodos
de andlisis e interpretaciones variadas. Englander y sus colaboradores han intentado
explicar la flexibilidad como resultado del plegamiento y su dindmica, resaltando las
implicaciones biolégicas de éstos. Es decir, consideran que las proteinas dirigen
reacciones de desdoblamiento a lo largo de toda su estructura, que ocurren
independientemente unas de otras, involucran pocos aminoacidos y dan lugar a
muchos estados de conformacién con la presencia de regiones desdobladas. Desde esta
perspectiva, se ha planteado que la coleccién de estos estados representa la forma

nativa de la proteina, en la cual se ubican regiones de alta energia de estabilizacién y

otras de baja, que provocan una cooperahvndad local, mds que global®.

enfoque, se han constnudo varlos algontmos para detectar la dindmica de dominios en
las. protefnas95 y se han catalogado tipos de movimientos de dominios, distinguiendo
movxmxentos ﬁm}tos e infinitos (por sus amplias magnitudes). Donde los primeros se
refieren al movimiéhto de un 4tomo de un punto especifico a otro, y los segundos
describen las canhdades y direcciones de los movimientos atémicos de cambios

pequenos en la conformamén

' regulacxén alosténca? ‘(_Es Ia locahzacxén de zonas estabilizadas y no estabilizadas, un

92 Keskin, et al.,2002. (45)
93 Brooks, et al,,1995. (11)
%4 Freire, 2000. (24)
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evento aleatorio o se debe a un dictamen de consideraciones funcionales? ;Cémo se

relaciona la estabilidad o flexibilidad de la proteina con la funcién?

Aunque muchos trabajos han sefialado la posible importancia de la flexibilidad
conformacional en el despliegue funcional de toda protefna, atin no se ha estudiado

sistemdticamente y éstas preguntas continian sin una respuesta satisfactoria.

95 Nichols, 1995. (73), Groot, et al., 1998 (26), Hinsen, et al.,1999. (32)
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4 Objetivos -

4.1 Objetivos generales

a)Generar un criterio evaluador y selectivo de las estructuras
cristalogréficas de proteinas depositadas en el PDB, en busca

de proteinas alostéricas.

b)Evidenciar la importancia de incluir informacién vibratoria en los
afinamientos estructurales para obtener mejores ajustes que
expliquen las propiedades dinamicas de las proteinas al

aplicar tensores de direccionalidad.

c)Analizar a"partir de la informacién vibracional de las proteinas
a]osténcas se]eccxonadas, el papel de la flexibilidad molecular

) __en su funcxén bloléglca, y con base en ello, ampliar el modelo

s estructural del estado T "oscilante” propuesto para la
':Glucosamma-6-fosfato desamlnasa de E.coli por Rudino, et al

. '(2001)

4.2 Objetivos particularés’
A partir del objetivo general a se generan los siguientes objetivos particulares:

al) Desarrollar un método evaluador y de seleccién de estructuras depositadas

en el Protein Data Bank (PDB)

pi'bgféma computacional para llevar a cabo la seleccién de
- é.'III')fSel:e('vcgior'\a las ﬁrdfex‘nas alostéricas, objeto de estudio.

-42 -
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A partir del objetivo general b se generan los siguientes objetivos particulares:

b.) Identificar las propiedades vibratorias de los diferentes estados

conformacionales de las proteinas problema.

b.IlI) Realizar andlisis vibratorios por factores B isotrSpicos- de ambos

conformeros R y T de las proteinas seleccionadas.

b.Ill) Realizar andlisis vibratorios por grupos pseudo -rigidos, en ambos

conférmeros R y T de las proteinas seleccionadas.
b.1V) Evaluar por factores de temperatura y por grupos pseudo -rigidos las
propiedades dindmicas de una protefna con cinética michaeliana que presente

diferentes estados conformacionales como validacién del método utilizado.

b.V) Destacar los beneficios de la incorporacién de pardmetros vibratorios

direccionales en los ajustes estructurales.

Del objetivo general ¢ se derivan los siguientes objetivos particulares:

c.I) Identificar un estado T oscilante conforme al modelo propuesto por Rudirio,

et al (2001) en las protefnas alostéricas seleccionadas.

c.Il) Evidenciar la importancia del comportamiento vibratorio en la transicién

confonnacuonal y el comportamiento biol6gico en las proteinas problema.
c.lll) Integrar los resultados al modelo estructural de la transformacién alostérica y

flexibilidad conformacional (del estado T "oscilante") propuesto para la Glucosamina-

6-fosfato desaminasa de E.coli por Rudifio, et al (2001).
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5 Metodologia

“Las cosas deben ponerse tan simples
como sea posible. Pero no mds simples.”

Albert Einstein

5.1 La bisqueda de estructuras

En el Protein Data Bank (PDB) existen 19,052 estructuras depositadas (16,094 de ellas
resueltas por difraccién de rayos X), de éstas 15,495 son de proteinas, -considerando

péptidos, virus, proteinas, asi como complejos protefna/4cido nucléico®.

Para realizar una discriminacién en este bagaje babélico, es indispensable la
implementacién de criterios selectivos que respondan a las necesidades de la
buisqueda, los cuales pueden ser muy variados. Sin embargo, existen datos sobre las
condiciones de cristalizacién, sobre el proceso de afinamiento, sobre la captura de
datos y sobre la calidad de la estructura, que todo biélogo estructural -o investigador
que busque realizar un andlisis estructural- necesita saber para realizar un anélisis

estructo-funcional.

5.1.1 Construcctén de un criterio evaluador y selectivo

Con.base en esta prermsa se- desarrollé un- sistema de seleccién y de evaluacién

estructural consxderando l :slgmentes caracteristicas: la resolucién a la que fue resulta

' rror del afinamiento: valor R y Ry, la integridad de los

<55 Eetadfs

noviembre del 2002.
%6Una expli relacién para afinamientos isotrépicos y anisotrépicos se encuentra en la
seccién 3.2,

97 Como las reflexiones son los datos experimentales de una determinacién estructural por difraccién de
rnyos X este coc:ente ﬁc refcrlra como datos/ pardmetros o reflexiones/pardmetros indistintamente,
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lado se tom6 en cuenta si estaban depositados los factores de estructura, elemento

esendial para el andlisis pretendido, ya que permite realizar un afinamiento "en casa".

Junto con estos datos primordiales se buscaron otros secundarios, no decisivos
para la seleccién, pero también importantes: las dimensiones de la celda unitaria, el
programa utilizado para el afinamiento. Otras caracteristicas biolégicas que
permitieron el reconocimiento adecuado de las protefnas problema, fueron la unidad
biolégica de funcionamiento, los ligantes a la estructura, y el organismo al que

pertenecieran.

5 1.2 Construccién de la base de datos

La elecc16n de las protefnas problema se basé, en primer lugar, en la cantidad de

dep6sitos de estructuras re

p_qx_" cnstalograffa de rayos X. Se consider6 que
aquellas protefnas con més 0. epééifos nos brindarian una abundante fuente de

informacién comparablé Asf ontarfa con un niimero considerable de estructuras

para cada caso. Por otro;lado i6'importancia para la seleccién a las caracteristicas

cinéticas, es decir, si despl omportamiento alostérico durante su funcién, si

desarrollaban efectos coc si estaba descrita su transformacién.

i os documentos partxculares de cada estructura, se

: Ienguaje de programacién Perl.

. Este! programa utlhza ‘como base de datos PDB Cd-ROM Relesed (#100) abril

. 2002 el cual conhene 17 679 éstructuras DIPA rastrea en esta base de datos los PDB-

ID's senalados en una hsta prev1a y genera una tabla con todos los datos de las

diferentes estructuras. Todos aquellos dep6sitos posteriores a abril de 2002 que no se

hallaban en este documento fueron obtenidas de la Red directamente y después
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inspeccionadas por el programa. Tanto las listas de entrada como las tablas de salida se
generaron por separado para cada una de las proteinas. Estas tablas comparativas de
caracteres constituyeron nuestra base de datos para realizar una seleccién mds afinada

aplicando el criterio evaluador y selectivo construido,

5.1.3 Perfeccionamiento de la seleccién
De las tablas comparativas de caracteres DIPA, resultado de esta pesquisa, se hizo otra
seleccién. Con la finalidad de obtener las estructuras mejor afinadas, se prefirieron
aquellas estructuras a altas resoluciones, con valores de R y Rse bajos, mayor
porcentaje de integridad, alta relacién datos/pardmetros y cuyos factores de estructura

estuvieran presentes.

Después de obtener por esta via las mejores proteinas con las cuales trabajar y
sus mejores estructuras, se analizaron las bases de datos, en atencién a cudles y cudntos
dep6sitos correspondian a estados conformacionales distintos, y se aplic6 el mismo

criterio para seleccionar de cada conférmero las mejores estructuras.

En los casos en que no estaba especificado a que conférmero correspondia la
estructura, se realizé un andlisis por ligantes basado en la literatura -especificaciones
sobre el activador o inhibidor alostérico, sustrato, cofactores, andlogos competitivos,
etc.- y en la informacién de la estructura problema, es decir los ligantes presentes. Esta
valoracién, junto con la biisqueda de contactos cristalinos® sirvi6 para evaluar las

vibraciones de cada zona y discernir entre diferentes estados conformacionales.

Al obtener las mejores estructuras para los conférmeros T y R de las proteinas
- problema segtin los criterios de seleccién, éstas se contrastaron para determinar si se
" podia considerar que la estructura de mejores caracteristicas explicaria el

comportamiento de las demds. Para ello, se supuso a los factores B como indicadores

% Los contactos cristalinos son resultado del empaquetamiento del cristal. Se pueden dar con las paredes
del mismo o entre las moléculas agrupadas, produciendo artificios estructurales que no se sabe cé6mo
alteran las propicdades dindmicas de las conformaciones nativas.
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de un buen afinamiento”. Se realizaron empalmes entre mismos estados por medio del
programa "O"1%, y se considerd la presencia de ligantes o de contactos cristalinos que
pudieran afectar la vibraci6n atémica. Esto nos permitié evaluar si efectivamente se

trataba de un estado T o uno R, como se describe a continuacién.

Con la lectura de los documentos PDB por una subrutina del programa CNS
0.1101 se generé una lista de los factores B promedio para cada residuo de cada
estructura. Con ellos, se hizo un contraste interestructural de los resultados, por medio
de grificas de distribucién de los factores B a lo largo de la cadena principal,
considerando los factores B més fiables los de aquellas estructuras a mejor resolucién y
con valores R y Rg. menores. En aquellas estructuras sobreafinadas ( con Rpee
desfazados por més de 5 unidades del R) se evalio la presencia espuria de moléculas

de agua.

Para corroborar lo anterior, los empalmes por "O" de todas las estructuras R y
todas las T, permltleron evaluar mediante el consenso en las coordenadas, la veracidad
; de cada reporte de estado, o inferirlo en los que no estaba presente. Al obtener de esta
i manera las mejores estructuras en ambos conférmeros de las proteinas problema, se

pbtuvo el pnmer acercamiento al comportamiento vibratorio de la proteina. El patrén
de,,di’stjribucién de factores B de cada estructura permiti6 visualizar una posible

seleccién de dominios dindmicos en cada proteina.

5.2 Anélisis vibratorios por factores de temperatura

Utilizando un método sencillo para explicar las propiedades vibratorias de
grupos méviles, se consideraron sélo los parametros de desplazamiento de los Ca. Con
el programa ONLYCA en Fortan, se seccionaron los factores B de la cadena principal.

Con base en el paradigma del aumento en la movilidad de un punto conforme éste se

9Se evalué el mtervalo de factores B que presentaba cada estructura segun los valores de Ry Ree y la
presencm de exceso de moléculm de agua segiin lo descrito en la seccién 3.2

10 Jones, et al.,1991 (40) - .

01 Brunger, et al., 1998 (12)
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aleja de un centro rotatorio, se hizo una evaluacién de la vibracién de cada Caxen

funcién de la distancia a un eje probable de la transformacién.

Para establecer este eje, se realizaron superposiciones alternantes de
configuraciones instantdneas tomando como referencia los ejes de la celda unitaria
reconstruida por "0O"192, Para dicho empalme se tomaron como secuencias base a
aquellas con factores B mds bajos y aquellas reportadas en la literatura como zonas de

movimiento como cuerpos-rigidos.

A partir de esta semblanza obtenida por la revisién de la distribucién de los
factores B, se procedi6 al andlisis de la movilidad de la protefna en funcién de la
distanéia al eje de rotacién, con el fin de encontrar las zonas de movimientos més
‘:CORSPICUOS, tanto aquellas que fomentaban una correlacién como las que ocasionaban

ruld % Para ello, se considers al Cat con factor B més bajo como un elemento del eje de

E rot cién ‘Se evaluaron tendencias de movimiento similares donde los d4tomos pudieran

’ ser agrupados de acuerdo al comportamiento vibratorio que presentaban uno con

respecto al otro y en relacién a la distancia que los separaba del eje propuesto.

5.3 Anilisis vibratorios por grupos pseudo- rigidos

Las secciones o grupos de residuos dispersos con pardmetros de desplazamiento mds
altos, que se identificaron en las graficas de distancias de Ca, se omitieron de la gréfica,
en busca de una correlacién parabélica que evidenciara su caracter oscilatorio. Se hizo
a partir de ellos una divisién de la proteina en zonas de movimiento, sobre el supuesto
de que aquellos con patrones vibratorios similares, correlacionados por su distancia al
eje de rotacién, representan grupos de movimientos coordinados, con menores
diferencias de desplazamiento entre ellos. Se atribuy6 a estas zonas una movilidad

‘como grupos pseudo-rigidos, para evaluar si eran definitorios de la transicién

alostérica.

102yer como cjemplo Figura 6.
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Esta consideracién permiti6 realizar, con los factores de estructura depositados,
un nuevo afinamiento de la protefna por REFMAC TLS!%3, subrutina del programa
REFMAC5 de CCP41%4. Se ajustaron los pardmetros vibratorios a un modelo cuasi-
anisotrépico para ver si se mejoraban los valores estadisticos de la estructura (R y Riree)
y si se obtenfa una descripcién estadistica que definiera el movimiento en la direccién

de la transicién alostérica.

El proceso del afinamiento consistié en calcular los pardmetros TLS para cada
grupo pseudo-rigido, con sus respectivos ciclos de ajuste. Posteriormente se realizaron
varios ciclos de minimizacién por minimos cuadrados de méxima similitud. La
decisién del nimero de ciclos a efectuar se basé en el anilisis de la convergencia o

divergencia del R y el Reree en varios ciclos de prueba.

Se fijaron los factores B en un valor constante (el valor mas bajo del afinamiento
reportado para cada caso). Se calcularon entonces los factores B globales y,
posteriormente los pardmetros TLS. Cuando los pardmetros TLS convergen
adecuadamente, se liberan los factores B, para ampliar la descripcién del

desplazamiento.

Los 20 pardmetros de TLS resultantes: tres matrices que refieren los ejes
ortogonales y el origen escogido, sirvieron para construir el despliegue gréfico de estos
valores rotando y ajustando las coordenadas por el programa TLSANL de CCP41%, La

representacién se hizo por elipsoides de desplazamiento anisotrépico.

Esta secuencia de andlisis se utiliz6 para todas las estructuras analizadas
incluyendo procesos especificos para cada una de ellas de acuerdo a las caracteristicas

del cﬁStal, del afinamiento y de la proteina en si.

103 Schomacker &Trueblood, 1967 (93)"
104CCP4, 1994 (15) : )
165 Howlin et al.1993 (36)
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6 Resultados y Discusién

Datos, Watson, necesito datos!
No se puede construir una casa sin ladrillos,

Sir Arthur Conan Doyle,
Estudio en escarlata

6.1 Pesquisa en el Protein Data Bank (PDB)

La indagacién sobre la disponibilidad de estructuras de proteinas alostéricas en la
principal fuente de informacién estructural de macromoléculas, el Protein Data Bank
(PDB), brind6 més resultados que aquellos que motivaron la biasqueda.

Organizacién del Protein Data Bank
19062 Total de deposos hasta 1 noviembre 2002

7.39%

15.53%

[ Resto de depésitos
FDB

O Estructusas por
ayos X (16094)

[ Proteinas por rayce
X (18454)

Bl Protefnas
alostéricas (1467de
63 tipoe)

81.11%

Figura 6.1. Estadisticas del PDB hasta el 1 de noviembre
del 2002 y primeros resultados de la biisqueda.

Los resultados fueron de dos tipos, aquellos que respondfan directamente a las
necesidades de la investigacién -se encontraron estructuras de proteinas alostéricas
candidatas a seleccion y anilisis- y aquellos que surgieron al abordar la busqueda, y

que reflejaron algunas inconveniencias de este banco.

No se puede hablar de los resultados de la busqueda de proteinas sin hablar de
los problemas que hubo para hacerla. Sin embargo por cuestiones pricticas y para
exponer con mayor claridad lo obtenido durante la investigacién, se abordaran en

primer lugar, las caracteristicas confusas y las inconveniencias mds intrinsecas al PDB,

6-1
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haciendo referencia algunas veces a las relacionadas con nuestra busqueda particular.

En la seccién siguiente se hablara de la seleccion de proteinas alostéricas propiamente.

6 Bisqueda enel PDB

Eombn proteina alostérica 0. depOsitosNomb re proteina alostérica Wo. dep ositos]
1 ructosc 1,6 Bisfosfaiasa 5 osfofructocinasa 6
2 vato ci 17 nileprina 59
3  JApartato Transcarboamiolasa 14 enilalanine hidroxilass 18
4 Yhcogeno fosforilaza 62 TP sulfurilasa — 8
S _JGlutamina transf [ iGlucosa 1-fosfato imidiltransferasa 13
6 __MHemoglobina 212 JO-Acctilserina sulfuhidrolasa 4
7 osfocnolpiruvato caboxikinase 10 -glucosa 6 fosfotransfcrasa 2
8 [Triptofanc sintctasa 29 Antramtrato sintctasa 4
9 )Gliceral cinasa 12 [Amil, 89
.10 Carismato mutasa 12 E.L do antrial antivréti 2
11 cxocinasa 7 cpresor de la sintesis de purina 10
12 JGlucosamina 6-fosfi 4 10 ains 2
13 ICarbamoil fosftao sintasa 2 38 Map cinasa 5
14 _Mioglobina 195 rotcasa Hsl dependicnte dc ATP 7
15 [Oraithine tr rbamiol. [ £ ) deshidrog 1
16_JGlutamina fosforibosilamid £ 6 liceraldchido 3-fosfato
17 ibonuclcasa pancreatica 8 ieshidrogenasa 3
18 [Lactato deshidrogenasa 32 reonina desaminasa 1
19 _|Rad SO ATP sinictasa 3 CNa 39
20 _JGTP ciclohidrolasa 10 #rot:inn activador de Hemo 2
21 heonine Sintetasa 2 indoxa} fosforilasa B 4
22 JOxido Nitrico Sintetasa 68 Citarto sintetasa 21
I'23 Ermdnn de activacion catabolica 11 G lutasmato deshidrogenasa 14
24 ib Jeatido-trifosfato red S Ea'bonucl:dtido reductasa 37
25 CAAT/enhancer 2 roteina de vnion a calcio dependicnte
26 —Eu:lcx de transcripcion Runt 6 c vitamina D 10
27 Protcina funcional Bira 3 rombina 289
28 |Adenosinmetionin decarboxilasa 7 [Hemocianina 12

Cuadro 6.a. Lista de proteinas alostéricas. Enumera algunas de las protefnas de las 64
encontradas, resultado de la primera bisqueda en el PDB, sefialando el total de depésitos
con que cuenta cada una de ellas en dicho banco. La blisqueda se basé en principio en el
criterio de alostéricas, el cual brind6é la primera lista de moléculas presentes;
posteriormente a partir de esa lista se hicieron busquedas particulares que vertieron los

dep6sitos senalados.

Hasta el 1 de noviembre del 2002, 19,052 estructuras macromoleculares
conformaban el PDB. De éstas, 16,094 son resultado de difraccion de rayos X (Figura
6.1). Esto se debe en principio a que los avances en la cristalografia de macromoléculas
fueron los detonantes de la construccion de esta base de datos que se ha ido
alimentando desde sus inicios con los resultados de la investigacién de esta ciencia. Ha
sido en los altimos afios, que se integraron estructuras resueltas por las nuevas técnicas
de Criomicroscopia Electrénica o por Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Esto nos

refiere que en principio podria haber una amplia gama de estructuras cristalogrificas

que podrian dar informacién relevante para el tema que aqui se aborda.
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De las 19,052 estructuras que conforman el PDB, 15,454 son de protefnas -
considerando péptidos, virus, protefnas, asf como complejos proteina/4cido nucléico-;
de éstas hay 1,467 determinaciones cristalogrdficas de proteinas alostéricasto?

correspondientes solamente a 64 diferentes!%8 (Cuadro 6.a).

El PDB consiste de varios dep6sitos para cada proteina, generalmente algunas
determinadas por RMN, muy pocas por Criomicroscopfa y la mayoria por
Cristalografia, aunque en algunos casos sélo existe una sola determinacién. También es
frecuente encontrar que la estructura de cierta proteina sélo esté restringida a la
determinacién de fragmentos de éstas, ya sea el dominio carboxilo terminal, el amino
terminal o el niicleo catalitico. Por estas razones, es dificil encontrar varias estructuras
completas correspondientes a una misma proteina, o por lo menos disponer de su
micleo catalitico completo. Es indispensable, para el andlisis realizado en esta tesis,
contar con la molécula completa que permita abordar su transformacién y la

flexibilidad en ésta involucrada en su componente real.

Otrd dé 0s er asja que nos enfrentamos al analizar el PDB, consistié en la

. variedad de formatos de los depdsitos. Esto se debe a todos los cambios que desde su
inicio ha temd el:'PDB an determinando las exigencias de los depésitos, a la par
de los av y cientificos. Durante sus primeros afios los archivos PDB

‘baci\én de coordenadas, el programa utilizado y la resolucién

107Estadisticas hasta el 1 de noviembre del 2002, :
108Spbre esta base se hizo la seleccién que se explxca enla seccnén 6.2
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DBID [RES (A) (R lRFm NT No. REFLE No. ATOM No. PARAM JF.S
3csu 1.88 0.19 0.29 94.6 * 7604 38020 0
1d09 2.1 0.2 0.23 * 59066 7887 39435 1
1f1b 23 0.2 0.23 * 57236 8278 41390 1
8atc 25 * * * . 8192 40960 0
1rad 25 * * * * 7379 36895 0
1rae 2.5 * * * * 7379 36895 0
Iraf 25 * * * * 7379 36895 0
1rai 25 * * * * 7314 36570 0
Irah 25 * * * * 7379 36895 0
Irag 2.5 * * * * 7379 36895 0
1raa 25 * * * * 7379 36895 0
Irac 2.5 * * * * 7379 36895 0
1rab 25 * * * * 7379 36895 0

Tabla 6.1. Fragmento de tabla DIPA de Aspartato Transcarboamiolasa. Ejemplifica la falta de
informacién en depésitos PDB antiguos. F.S corresponde a la disponibilidad de factores de estructura,

[PDB-ID [RES (X) R REee [NT No.REFLE | No. ATOM No.PARAM F.S
1q0p 14 - -1-015 | 0.18 95 133915 5880 29400 1
1k8y 1.5 100,17 0.21 95.1 111900 5619 - 28095 0
k3u | 1.7 -1:015 |- 019 | 97.7 77570 5785 28925 1
W&k7x | 1.7 919019 | 0.24 ) 96.8 78258 * * 1
1k8z | 1.7 1021 0.27 | 964 79408 5354 26770 ‘1
1qog9 | -1.8 .. [ 0.17 | 021 94 63650 5461 27305 - | 1
qubs | <19 . * * * * 5188 25940 1.
2tys | 1.9 0.17 * 82.4 * 5321 26605 - a1
1k7f-] 1.9 02 | 025 | 938 53470 4964 124820 01
Tbeu |19 022 | 028 | 803 45259 5236 26180 1

| 1asa:] 1.9 024 |- 03 | 777 43791 5292 26460 1

Tang:| "2 * L * 4981 24905 1

Igeq:| .. 2. . | 02. »025, '-908~ 30701 4238 21190 0

3 Tabla 6 ll Fmgmenlo de tabla DIPA de Triptofano Sintetasa. Ejemplifica depésitos bien realizados
'con informacién completa’y casos’ de falta ‘de informacién por no reporte. F.S corresponde a la
dlspombnhdad de factores de estructura

: "D:es'graciadamente toda esta informacién se obtiene s6lo idealmente. Atin en los
‘nuevos depdsitos, aunque se solicitan ciertos datos, no son siempre adjuntados. Esta
falta de homogeneidad -sea porque la informacién no es solicitada al momento del
depésito (casos més viejos), o porque no es depositada o es adscrita deshonestamente-
ocasiona que se dificulte su utilizacién, y pone en tela de juicio su credibilidad en

muchos casos (a manera de ejemplo se pueden observar las tablas 6.1. y 6.11 ).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Los factores de estructura -datos experimentales- son informacién
indispensable para reutilizar o reinterpretar las estructuras determinadas, y suele ser

uno de los elementos més ausentes en los depésitos.

Estas omisiones afectan la eficiencia del PDB como base de datos estructurales
precisos y confiables. Ya que aunque se encuentren estructuras a muy altas
resoluciones y supuestamente con datos completos (informacién que muchas veces
también falta (integridad)), si no presentan los valores de validaci6n estadistica, u otro
tipo de informacién relacionada con la toma de datos, o con la difraccién, aspectos
necesarios para evaluar la calidad de la estructura, la veracidad del modelo reportado

es dudosa.

Sobre esta premisa, resulta poco conveniente usar estructuras "de dudosa

reputacidn en un traba]o posterxor que intente explicar aspectos finos de la regulacién,

de las mteraccxones de la protef a, sobre la incorporacién a sistemas membranosos,

sobre. ensamblados moleculares sébre catéhsls, etc.109 Esta circunstancia toma mayor
' trascendencxa en_estudxo turaleé mids detallados. Cuando se quiere evaluar
informacién atémicé'hﬁf fi los valores de los factores B reportados en los
archivos de depésito, los Aéfécgosd un mal ahnamlento se resienten sustancialmente.
La construccién del crlteno c16n y evaluacién que aqui se propone es
resultado de las omisiones en los depésxtos del PDB de la informacién que se obtienen
durante la determinacién, y que caracterizan a la estructura. Por lo tanto, la
informacién faltante, asf como las.diferencias entre los datos de validacién de las
estructuras determinadas con la misma resolucién, pueden ser argumentos de

seleccién decisivos.

109Una discusién més ampha sobre la evaluamén de estructumﬁ y su cons:guxente credibilidad se da en la
qcccxén 5.2



Tesis de Paula Gonz4lez-Rubio Garrido 6 Buisqueda en ¢l PDB

6.2 Anilisis de la base de datos: evaluacién y seleccién

Al escudrifiar del PDB se encontraron 64 protefnas alostéricas depositadas (Cuadro
6.a), de las cuales solo 17 contaban con mds de 10 depésitos hechos por difraccién de
rayos X. El programa DIPAY, nos permitié evaluar las caracteristicas de 614 dep6sitos
correspondientes a los 17 resultados de la primera seleccion (Cuadro 6.b),
evidenciando las faltantes y particularidades de cada uno de ellos. Con DIPA se
construyeron las tablas de caracteres comparativas para cada una de estas protefnas'"'

De acuerdo a la aplicacién del criterio evaluador y selectivo se realizé el andlisis.

En dxchas tablas se l'uzo un arreglo de los depésitos de acuerdo a tres criterios de

T resolucxén, de menor a mayor R y de mayor a menor relacién

datos parémetros ] stos datos fueron un primer indicio de la calidad de las estructuras

que estébamos con51derando. La I esoluc16n mdu:a qué tanto se ve o no de la estructura;

el valor de R nos pe rmit ec1d1r que tan confiable es la determinacién de esa

estructura y la relamé da os arémetros nos mdlca de cudnta informacién se dispuso

para calcular todos los parémetros 1 ecesanos para dicha determinacién.

nlo escrito en ié'seccién 4.3,

HoUna dc%cnpcnén del programa se cncuentra en la qeccxén 4.1.2 dc la metodologm Enel Apéndice I se
encuentra ¢l programa.
111 Para una revisién exhaustiva de las tab]as que conforman ln baee de datos remxtxrse al Apénd:ce II
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Es importante sefialar que de las 16,094 estructuras resueltas por cristalografia
de rayos X, solo 7,742 presentan factores de estructura'’2. Y del total de estructuras
analizados por nosotros (614) solo 130 los tienen depositados. Esto nos habla de que a
pesar de que el PDB es una fuente de informacién inmensa, atin no es posible trabajar
con los datos de difraccién de todas las estructuras que lo conforman, lo cual serfa de

enorme beneficio para los estudios estructo-funcionales a partir de estructuras

cristalogrificas.
Proteina # depo] % alost

JINTEGRIN ALPHA 2 BETA 40 2.73
HA-AMYLASE 71 4.84
LYCEROL KINASE 13 0.89
[CATABOLITE GENE ACTIVATOR PROTEIN 10 0.63
[HEMOCYANIN 13 0.89
JASPARTATE CARBAMOYLTRANSFERASE 28 1.91
UVATE KINASE 18 1.23
ENERAL CONTROL, PROTEIN GCN4 35 2.39
JCHORISMATE MUTASE 13 0.89
IGLUTAMATE DEHYDROGENASE 15 1.02
LACTATE DEHYDROGENASE 30 2.04

C OXIDE SYNTHASE 50 3.41

ITRATE SYNTHASE 19 1.3
HENYLALANINE HYDROXYLASE 13 0.89
LYCOGEN PHOSPHORYLASE 50 3.41
IGLUCOSAMINA-6P-DESAMINASA 10 0.68
YPTOPHAN SYNTHASE 29 1.98
UCTOSE-1,6-BISPHOSPHATASE 38 2.59
TOTAL] 49§ 33.74

TOTAL de depésitos proteil lostericas] 1467 | 100.00%

Cuadro 6.b. Seleccion de proteinas alostéricas por cantidad de depésitos
Se considera tinicamente aquellos con mas de 10 estructuras hechas por
difraccién de rayos X.

Todas las estructuras se organizaron también segin el organismo al que
pertenecieran, de acuerdo a la consideracion de las pequenas variaciones que pueden
existir entre la misma proteina de un organismo a otro, evitando asf la posibilidad de

ruido en el andlisis.

112 Estadisticas hasta el 1 de noviembre del 2002.

TS CON
. FALLA DE ORIGEN




Tesis de Paula Gonzalez-Rubio Garrido 6 Basqueda en el PDB

6.2.1. Justificacion de la rigidez del criterio selectivo.
Como se discuti6 en los parrafos anteriores, las omisiones en el PDB o el reporte
irregular de los datos de validacion de las estructuras determinadas, son buenos
argumentos de selecci6én de los modelos estructurales con los que cualquier persona
piense trabajar. Es cierto sin embargo, que las diferencias no son tan evidentes entre las
estructuras a la misma resolucién o atn en las que difieren un poco. Donde se
manifiestan mdas claramente estas diferencias es en los factores de temperatura o
parametros de desplazamiento. Es por ello que resulta necesario utilizar un criterio de

seleccién estricto que asegure la utilizacién de estructuras lo més realistas posibles.

Vibracién atémica en la sel i6n de estmcturas de TRPsintetasa

110
100
90
80
70
60
50

Factor B

30
20
10

— Y v ————r . v - —
O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
No. Residuo

Gréfica 6.1. Justificacion para la rigidez del criterio de seleccion. Muestra como los patrones vibratorios de
estructuras determinadas a resoluciones similares son poco distinguibles.

En la seccién 3.2.3 y 3.2.5 se pone de manifiesto que estos factores dependen del
afinamiento y por lo tanto, los valores de pruebas estadisticas sobre el ajuste durante
este proceso (R, Rpw), asi como la integridad de la proteina y otras caracteristicas, son
informaci6n indispensable para valorar si un pardmetro de desplazamiento esta bien
calculado. Sobre todo, es de relevancia esta validacién para estudios de los

comportamientos dindmicos de la proteina como el presente.

En la Gréfica 6.1 no es facil determinar qué distribucién de factores B describe

mejor la realidad de las vibraciones atémicas de cada protefna. Por ejemplo, las
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‘Tesis de Paula Gonz4lez-Rubio Garrido 6 Biisqueda en el PDB

estructuras con clave de depésito 1k7f e 1fuy, revelan una distribucién de factores B
mds 0 menos cercana, aunque algunas regiones (residuos 15-20 o 60-80) parecen zonas
de movimientos muy marcados, discrepan en la magnitud de la vibracién y en la
amplitud de la secuencia en que se manifiestan. Estas disimilitudes pueden ser
cruciales para realizar un correcto analisis de flexibilidad y de movimientos. Estas dos
estructuras estdn determinadas a resoluciones distintas (1.9 y 2.25 A respectivamente) y

ostentan diferencias significativas en sus paradmetros estructurales.

El resto de las estructuras, todas ellas méas cercanas en cuanto a la resolucién a
la que fueron determinadas, muestran distribuciones de factores B muy parecidas, con
la misma linea base y més o menos el mismo patrén. Sin embargo pueden observarse
zonas donde las magnitudes de los factores de temperatura varian mucho entre sf
sobre todo en la zona de residuos 20-80 y de 180-200. ;Cémo decidir entre todas ellas
cudl es la que describe mejor la vibracién de toda la proteina y sobre todo de zonas de
movimientos importantes para la transiciéon? La tnica manera es validando la
estructura. Como al hacerlo es necesario ponderar unos datos sobre otros, de acuerdo a
la informacién que pueden generar, se consideran todos los ya mencionados
pardmetros cristalograficos y caracteristicas estructurales!’3 para seleccionar a la

estructura que represente el modelo més cercano posible a la realidad.

6.2.2. Evaluacién y seleccién de protefnas alostéricas.
Al concluir la revisién de las 17 proteinas alostéricas en un inicio seleccionadas, se
descartaron muchas de ellas con base en las caracteristicas observadas en las Tablas A-

Q (Apéndice II).

En un principio se contaba con varios candidatos fuertes por sus propiedades
cinéticas y de transformacién descritas!!4, que podrian semejar el caso de la
glucosamina 6-fosfato desaminasa: la fructosa 1,6 bisfosfatasa, la corismato mutasa, la
lactato deshidrogenasa, la hemocianina y la piruvato cinasa. El limitado espectro que
estas proteinas permitié poner mayor atencién a otras proteinas alostéricas que la

busqueda habia arrojado pero cuya transicién alostérica no estaba completamente

13Las caracteristicas consideradas estdn en la seccién 4.1.1
114Aspectos sobre sus cambios conformacionales son descritos en la seccién 3.4
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definida y cuyos comportamientos cinéticos eran mas complicados: la triptofano

sintetasa o la gluc6geno sintetasa, entre otras.

La fosfofructocinasa habfa sido un buen candidato antes de realizar la biisqueda
por abundancia -en la cual su incidencia no fue significativa por haber tinicamente 4
estructuras depositadas y a bajas resoluciones. Atin asf, como representaba uno de los
ejemplos mds claros de cambios conformacionales que pudieran seguir el modelo en
que nos basamos, se realizé un analisis de sus factores B para ver si alguno de los
depésitos podria haber sido utilizado, sin embargo las distribuciones de factores B
fueron muy dispares ya que ninguna de ellas contaba con una integridad que las

pudiera hacer comparables (Datos no mostrados).

Como evidencian las tablas del Apéndice II, las caracteristicas de los depésitos
de cada una de las protefnas son muy dispares, en varios casos. Se consideraron, por lo
tanto, resoluciones altas aquellas mayores a 2A y, como valores aceptables de R
aquellos menores al 25% y de Rpe los que no distaran mds de 5 unidades de sus
réspectivos R. Fueron admisibles, integridades de 80% en adelante y cocientes
reflexiones/pardmetros cercanos a 3 o mayores. De acuerdo a esto, al realizar un
andlisis profundo de todas ellas decidimos seleccionar a la Fructosa-1,6-bisfosfatasa de
Sus scrofa (Tabla A) y la Triptofano Sintetasa de Salmonella thiphymurium (Tabla B),
como las protefnas alostéricas con estructuras depositadas con suficientes datos para
validarlas y para proceder a un anilisis estructo-funcional de flexibilidad molecular.
Las particularidades de la seleccién para cada proteina, se describen en las secciones

correspondientes (seccién 6.3 y 6.4).

De manera paralela, se decidié trabajar también con una proteina michaeliana
que presentara cambios conformacionales globales significativos que constataran la
validez del método de andlisis vibratorios como descriptor de la transformacién, como
se sefiala en los objetivos. De este modo se opt6 por la Integrasa de VIH, una protefna
de la cual se cuenta con muchas estructuras comparables, por los fragmentos que han

sido determinados y por los pardmetros estructurales que presentan (Tabla Q).
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6.3 El caso de la Fructosa 1,6 Bisfosfatasa

6.3.1. Caracterizacion de la enzima
La Fructosa-1,6-bisfosfatasa (D -fructosa-1,6-bisfosfato 1-fosfohidrolasa; EC 3.1.3.11;
FBPasa) es la enzima alostérica responsable de hidrolizar fructosa 1,6-bisfosfato
(Frul,6P,) a fructosa 6-fosfato (Fru6P) y fosfato inorgénico (Pi), reaccién esencial en la

gluconeogénesis renal y hepdtical?s.

La FBPasa es una enzima de 146 KD con un plegamiento affafiac en cada
monoémero. Estos estdn dispuestos en un arreglo homotetramérico del 1 al 4 (C1-C4
segin la nomenclatura de Liang et al.,1991) en el sentido de las manecillas del reloj.
Como todas las enzimas alostéricas presenta dos estados conformacionales uno R (afin
al sustrato y activo) y otro T (menos affn al sustrato)!!6, en este caso en particular, el
estado R puede presentarse en dos formas: un R con un asa, pivote de la
transformacién!??, ordenada y un R con la misma desordenada!8. El conférmero T
presenta un giro de 17° del dfmero C1C2 con respecto al C3C4, en relacién a la posicién

que tienen en R.

Cada subunidad consta de dos dominios, el N terminal -con plegamiento o/f/a-
y el C terminal —con plegamiento of-119. Funcionalmente, éstos corresponden a los
dominjos de unién a F6P y a AMP respectivamente. Cuando se da la rotacién,
intramonoméricamente, el dominio de F6P permanece sin cambio, mientras que el de
AMP sf - 1o sufre. Este tiltimo presenta un giro de 1.9° con respecto al dominio de F6P,
En lyar interfase entre estos dominios estén los sitios de unién a iones metalicos que se
alteran en el estado T distorsionando el sitio activoi?0 ubicado en la interfase C1:C2 y

asf impiden la hidrélisis!2.

115 Benkovic, et al.,1982 (8), Marcus, et al.,1982 (52), Tejwani, et al.,1983 (99)
116 Existen algunos e)emplos en donde existe més deun estado activo y en los que esta nomenclatura no es
aplicada. e :

117 Choe, et al., 1998 (17)
118 Ke, et al.,1990 (39) : .
119 Topologfa segtin SCOP
120 Zhang, et al., 1994 (113)
121 Villeret, et al., 1995 (101), Choe, et al.; 2000 (18)
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Fl sitio alostérico, en el dominio AMP est4 a 28 A del sitio activo en el dominio
F6P. El AMP inhibe alostéricamente a la FBPasa. Para ello, se une al sitio alostérico sin

competir con el sustratoiZ2,

La FBPasa requiere de la unién de cationes divalentes (Mn2*, Mg2* o0 Zn?*) para
desplegar su actividad catalftica y de la uni6n de cationes monovalentes x*,
NH 4+,Tl+) para incrementar la catilisis??3. Y es con el Mg2* con quién el AMP compite.

La saturacién de este i6n y la inhibicién por AMP son procesos cooperativos con
coeficiente de Hill entre 2 y 2.5 respectivamentel24,

{  Fructosa- 1,6- bisfosfatasa de Sus
(a) scrafa Figura 6.4. Esquema de la estructura
Fol* Loop tridimensional de FBPasa. (a) Se sefalan en
/7 colores dominios de importancia en la -
: funcién biolégica. (b) Muestra la
disposicion de  monémeros en la
estructura.

C- ter

(L)}

El que la uni6én del AMP y el Mg?* sea mutuamente excluyente es consecuencia directa
del cambio conformacional entre dominios producido por la uni6én del AMP. En
ausencia de AMP, los cationes divalentes se unen a todos los sitios de unién a iones
metilicos, mientras que cuando el AMP esti presente se unen a un tinico sitio. El Mg2*
es el tnico que se coordina con la F6P cuando esti en el sitio 1 de unién a iones
metaldlicos sugiriendo un papel importante en la catilisis. Es precisamente esta

localizacion la que se ve afectada por la unién del inhibidor12. Estos provocan, por otro

122 Nimmo, et al., 1975 (70)

123 Benkovic, et al.,1982 (8), Zhang, et al., 1995 (111), Tejwani, et al., 1983 (99)
1241 i, et 1., 1986 (46), Marcus, et al. 1982 (52)

125 pilkis, et al., 1988. (77), Liu, et al.,1995. (48), Scheftler & Fromm 1986 (92)
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lado, el ordenamiento de un asa dindmica, importante en la transformacién alostérica,

en el estado R. Si los metales no est4n, el asa se desordena parcialmente en T126,

6.3.2Evaluacion y seleccion de las estructuras de FBPasa
El comportamiento que ésta enzima despliega es muy similar al analizado por Rudifio
en la Glucosamina-6-fosfato Desaminasa. Sin embargo, la dinimica de FBPasa no ha
sido estudiada a profundidad; por lo tanto, represent6, gracias a las caracteristicas que
describen su actividad y su transformaci6n alostérica, una buena eleccién para abordar
el analisis de flexibilidad molecular en relaci6én a su transformacién alostérica y las

subsiguientes implicaciones en la funcién biol6gica.

PDB-ID RES (A) R R Eree INT DAT/PAR FS G.ESPA U ASIM
Estado T
1rdz 2.05 0.2 0.22 . 1.2 0 P21212 A B
Upf 21 . . - . 0 P21212 AB
Estado R
1cng 227 017 0.23 77.6 0.99 1 1222 A;
1bk4 23 0.18 - 93 1.36 0 1222 A;
1d49q 24 0.19 0.24 . 1.03 0 P1211 A, BCD;

Tabla 6.3. Tabla DIPA de estructuras PDB de Fructosa 1,6 Bisfosfatasa seleccionadas para el estudio.

Al realizar la basqueda de estructuras de la Fructosa-1,6-bisfosfatasa en el PDB,
se encontraron 38 dep6sitos, considerando enzimas mutantes, nativas y si
especificaban el tipo de conformacién. A partir de estos antecedentes se abordé Ia
revision mas amplia de su correspondiente tabla DIPA (Tabla A de apéndice I) en aras
de encontrar por lo menos una estructura que cubriera nuestros parimetros de
seleccién para cada uno de los conférmeros. Se seleccionaron entonces, 5 estructuras en
estado R y 4 en estado T. (Tabla 6.3.) La decisién de catalogar a los depésitos sin la
informacién sobre su estado conformacional, en las secciones que se presentan en la
tabla, se bas6 en una comparacién por empalme, por la presencia o ausencia de los
ligantes para cada caso y por la comparacién entre las distribuciones de los factores B

isotr6picos.

126 Ke, et al., 1991, (40)
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De conformidad con esta seleccibn se realiz6 una comparacién de las
distribuciones de los factores B (seccién 5.1.3 y 5.2) en toda la secuencia de la protefna
para cada caso de las T y de las R catalogadas. La Gréfica 6.2 muestra que el Gnico que
presenta valores de B desfasados de las demds es la T 1rdz. Tiene factores B mas bajos
que el resto, pero los mis altos son arriba de 120 A2, es decir, sus factores B est4n fuera
del intervalo permitido en zonas donde la densidad electrénica no era clara. Al ver el
archivo PDB se encontr6 un exceso de moléculas de agua, que permitieron bajar
artificialmente el Rs. en la determinacién reportada. Estas propiedades “anémalas”
podrian haber sido evaluadas por controles de un nuevo afinamiento eliminando las
aguas espureas o por otras vias; sin embargo, esto no se hizo y por lo tanto se excluyé
de la seleccién, al haber otras estructuras afinadas conforme a los criterios de

evaluaci6n y seleccién utilizados, y con las cuales seria posible trabajar.
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Gréﬁca 6.2. Comparacidn de distribucion de factores B en cadena principal de todas las formas R (a) y T (b) con un

0 en lg unidad asimétrica. (a) La forma R 5fbp, que es un dimero en la unidad asimétrica, se contras-ta
tanto el monémero a como el b con el resto. Las diferen—ias entre estos se deben a contactos cristalinos en el
b. (b) La forma T 1fpf, que es un dfmero en la unidad asimé-trica, se contrasta tanto el monémero a comoel b
con el resto. Como se ve no existen diferencias significativas, sélo 1rdz presenta factores B fuera del intervalo
(arriba de 100).
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La estructura con clave 1frp es, ademds, la estructura determinada a mayor
resolucién y con la relaci6én datos pardmetros mds alta. Aunque este cociente
definitivamente no es suficiente para realizar un afinamiento anisotrépico'?Z, es la
tinica con factores de estructura. La tinica deficiencia de esta estructura es que no

presenta el ij’ pero esta omisién se compensa con los otros datos. Esto nos hizo

seleccionar a 1frp128 como la mejdr estructura determinada para el estado T.

En el caso de las estructuras en estado R se seleccioné a 1cng'?® POF Ser la tinica

con factores de estructura. Aunque la resolucién es buena, no es la mds alta, tampoco
su integridad es la mejor y la discrepancia entre R y Ry es muy amplia. Para evaluar si
realmente este depésito, con esas caracteristicas estructurales, era un buen descriptor
de la conformacién R de 1a enzima se empalmé con las otras en la misma conformacién
con el programa "O", obteniendo un rmsd de 0.310 A entre lcnq y 1bk4 y un rmsd de
0.250 A con 1d9q a partlr de 320 Ca en ambos casos. La superposicién con 5fbp dio un
rmsd de 0. 788 A (237 C(x) (Graﬁca 6.3), lo que se puede deber a que esta estructura

cuenta con un asa semi ordenada, como se discutird mds adelante, que no coincide con

el asa ordenada del estad6 R ni con el asa completamente desordenada del estado T,

por lo c ue se ha mterpretado como un estado intermedio entre T y R13¢, Por lo tanto, se

consxderé tamblén en la seleccién final a la 5fbp, pero por falta de sus factores de
estructura no se pudo corroborar, sobre su mapa de densidad electrénica, si el semi-

desorden reportado era tal, y tampoco se pudo re-afinar.

+ Como podemos ver existe un balanéé', 1 hacer la seleccién, que depende de

aquella informacién que nos serd mds ﬁh fié} ;al momento de hacer el anlisis

vibratorio y el afinamiento posterior pi)r grupos pseudo- rigidos.

127Por arriba de una resolucién de 1.5 A se puede rcahzar un afmanuento amstréplco aunque puede exxshr
Ia duda de hacerlo a esa resolucxén porque forma parte de Ia zona gns :

128 Xue, et al., 1994 (c) : ; :

129 Choe, et al., 2000 (a)

130 Ke, et al., 1991 (b)
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6.3.3. Andlisis por factores de temperatura isotrdpicos
De acuerdo a la distribucién de factores B, el conférmero T (lfrp) presenta mayor
vibracién global que el conférmero R (lenq) (Gréfica 6.3.). Sobresalen en esta relacion
las vibraciones altas en 1frp de los residuos 63-72, 148-152 y 265-275, regiones que se
muestran en tres grandes picos y que corresponden al asa mas mévil de la protefna (52-
72), del dominio de AMP, -concretamente a las bisagras de ésta ya que en 1frp (T) el
asa estd desordenada-; al asa superior de unién a AMP y de conexién con la capa beta,
y algunos sitios de unién de F1,6P; y metales en el sitio activo, respectivamente. En
estas zonas las vibraciones oscilan entre 70 y 80 A2, contrastando con aquellos de 1cnq
(forma R) entre 35y 45 A2, En ésta, los residuos 265-275, al tener ligantes, presentan
vibraciones de menor magnitud. Una vibracién similar se observa en el asa 140-149,
que al no tener una molécula de AMP unida que la desestabilice, presenta factores B
més bajos. La situacién es muy distinta en los residuos 22-27, asa de conexién de las
hélices H1 y H2 de 1a mterfase C1:C4 que unen AMP. En esta region se despliegan

vibraciones amplias en ordanc1a con la ausencia del ligante, mientras que en T la

unién estabiliza esf o lado, el asa 52-72 est4 ordenada completamente. El

C-terminal - y N-té;'jmi ] resentan vibraciones significativas aunque del

mismo orden en ambo dlstlngmr si las vibraciones bajas eran intrinsecas

o se debfa a un efedd ento en el cristal, se analizé la presencia de

contactos cristalinos‘:gvr‘\‘é n ;yayuda del programa O, y se vio que las

vibraciones de estas rej afectadas por estos artefactos cristalinos.

Al analizar ei_mapa‘de ensidad electrénica de T se observé que el asa (52-72),

efectivamente n presentaba densxdad y que esta omisién era producto de la
movilidad atémlca un error en el afinamiento, el cual se hubiera hecho

evidente al tener densidad en esa zona.

orden da en R (leng) fomenta una disminucién de la
rario a lo que pasa en T, donde la movilidad global
fbp,'vse ha considerado un estado intermedio -como
gr- R-neutro que estd semi-inhibido o en semi-

serva un desorden completo contrastando con el
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desorden parcial del estado T (residuos 63 -72). La movilidad global , en este
caso, influenciada por el desorden total del asa 52-72 es también intermedia, ya que
hay zonas con comportamiento “tipo” R y otras con comportamiento “tipo” T. Los
residuos 22-27,que unen AMP, presentan una vibraci6n muy baja, atin mé4s baja de lo
que presenta T, lo cual no deberia ser ya que no tiene ligante ni se observé la presencia
de contactos cristalinos en la zona. Sin embargo esta conducta puede deberse
precisamente al completo desorden del asa (52-72), el cual también ocasiona una baja
vibratoria en los residuos de interfase C1:C2. La alta movilidad en la zona del sitio
activo puede deberse a la ausencia de un metal en 5fbp -como en 1frp (T)- ya que estos

estabilizan esa zona en lenq.

vib 16 tSmi en ai g & de FRUL1,6Pasa
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Grifica 6.3. Comparacion de la vibracién atomica de cada conformero a lo largo de la cadena principal considerando
el factor B promedio de cada residuo. Se evidencian zonas de mayor vibraci6n atémica a partir de las cuales se
hizo la seleccion de los grupos pseudo-rigidos sefialados por las bandas de color en el eje X. N-terminal
(turquesa), Dominio AMP (rojo), asa de unién a AMP asociada a hélices de la interfase C1:C4 (azul), asa
residuos de la interfase CI:C2 (verde), dominio de pegue de fructosa-6-fosfato (F6P)(amarillo), residuos de
coordinacién en sitio activo (morado) y C-terminal (anaranjado)

Este tipo de movimiento intermedio ha sido interpretado por Choe (1998) como
resultado de dos posibilidades: que se trate de una conformacién alterna global que
podria sugerir un estado de coleccién de estados R entre T y R, que pueden funcionar
en diferentes formas bajo distintas condiciones, de los cuales s6lo uno es seleccionado
para el proceso de cristalizacién; o bien, que la existencia de este estado intermedio se
debe a un mal afinamiento, el cual no podemos evaluar por la falta de informacién en

su tabla DIPA.
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El anélisis vibratorio se dirigi6 a ubicar zonas de la proteina con mayor
desplazamiento atémico, para de este modo encontrar agrupamientos de residuos con
vibraciones similares que pudiéramos relacionar en distintos grupos pseudo-rigidos.
La consideracién de los grupos rigidos reportados en la literatura y aquellos que
fueron sugeridos por la distribucién de factores B se contrastaron a partir de
superposiciones por "O". Por esta via se corrobor6 que estas regiones méviles son las

que presentan mayores diferencias en las distancias de empalme.

Figura 6.5. Ubicacion del eje de
rotacién Y en FBPasa a partir de la
celda unitaria. Representacién del
tetramero de FRU1,6Pasa en "O"
con la celda unitaria de simetrfa
P212,2. Aunque ¢l tetrdmero no
cristaliza en este grupo espacial
la sobre posicién de éste con el
dimero correspondleme a esla
simetrfa ajusta perfect

Por ello se puede mostrar con
esto, la ubicacion del eje Y que
corresponde al eje (flecha azul)
de rotacién de esta enzima
(flecha morada).

Lipscomb y sus colaboradores sugirieron una distincion de regiones rigidas
segiin los dominios AMP y F6P -los cuales presentan una rotacién de 2° entre ellos-.
También sugirieron la existencia del dimero completo como otro cuerpo rigido méas
grande, que rota 17° con respecto al otro durante la transicion alostérica. La
superposicion primero se realiz6 con base en el criterio de los dominios AMP y F6P, y
luego atendimos a regiones que Choe (1998) habia reportado como movimientos no de
cuerpo rigido pero si en grupo. La H1 (residuos 12-22), la H2 (residuos 28-51, el asa 52-
72, H4 y el asa 267-272, estructuras que presentan diferentes conformacionesen Ry T.
Para ello consideramos a las hélices H1, H2 y H4 como un cuerpo rigido, al asa de
conexién (residuos 23-27) -desordenadaen Ry ordenada en T- como otro y al asa 267-
272, como otro mas. Como en T el asa 52-72 no est4 presente no se podia utilizar para el

empalme.
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Se obtuvo un mejor empalme al seleccionar las zonas més pequerias, obteniendo
un rmsd més bajo que al hacerlo con s6lo los dominios. Las diferencias mds notorias se
- dieron en las zonas de mayor movimiento -las distancias del empalme eran las mds
grandes-. Considerando que los residuos de factores B mas bajos se encontrarfan en los
puntos més cercanos al eje de rotacién probable, se hizo una superposicién de
configuraciones instantdneas, que se alternaban para determinar éste eje (Figura 6.3).
Se observé que los cambios producidos en un estado con respecto al otro, se daban
alrededor de un eje Y (Figura 6.3). Al analizar las coordenadas correspondientes al

centro de rotacién, coincidieron éstas con aquellas de los Co con factores B més bajos.

En primera instancia, el acercamiento a la divisién de la proteina en zonas
méviles a partir de la distribucién de sus factores de temperatura, podria decirnos ya
qué grupos seleccionar, sin embargo fue necesario buscar un modelo que precisara
estas divisiones de residuo a residuo y en el que se pudiera hacer un avaltio estadistico,

como se describe a continuacién.

5.3.4 Andlisis por grupos pseudo-rigidos para TLS
Todas las zonas de movimientos claramente diferenciables por el patrén de
distribucién de factores B fueron el punto de partida de decisién de los probables

grupos pseudo-rigidos, necesarios para la parametrizacién por TLS.

Para hacer una mejor separacién de los residuos que se mueven como grupos se
utiliz6 un modelo sencillo de anélisis de las propiedades vibratorias. Este modelo
consisti6é en considerar la distancia entre el eje de rotacién!3! y sélo los Ca de la cadena
principal -suficiente para reconocer movimientos en grupos-, para describir la
vibracién de cada residuo y su aporte a movimientos grupales. De este modo se asoci6é

a los dtomos que tuvieran pardmetros de desplazamiento similares?0.

131Sobre como se ubicé este eje de rotacién se habla en la seccién 5.3
20Scobre las particularidades de este método de seleccién de grupos pseudo-rigidos se ahonda en la seccién
5.3 R
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Mientras mayor es el radio desde un punto cualquiera a un eje de rotacién,
mayor es el movimiento que ese punto despliega, en relacién a aquellos cercanos al eje
rotatorio. Este paradigma permitié reconocer grupos definidos de Ca con patrones de
movimientos globales similares (Gréficas 6.4 y 6.5). La referencia de la distancia a la
que se encuentra cada Ca del eje de rotacién, brindé informacién sobre la agrupacién
de los residuos en las zonas que se seleccionaron previamente como grupos
potenciales, de acuerdo a la consideracién de dos ejes rotatorios paralelos al eje Y
cristalografico, que corresponden a la rotacién de 17° de dfmero sobre dimero (Gréfica

6.5.a y b) durante la transformaci6n, y a la rotacién de 2° entre dominios (Gréfica 6.4.a

y b), respectivamente.

En el dominio de AMP de ambas conformaciones (Gréfica 6.4.a y b) algunos de
estos agrupamientos presentaron pardmetros de desplazamiento isotrépicos més altos,
que los separaba considerablemente del cuerpo de la protefna (puntos azules) aunque
la distancia al eje de rotacién no fuera tan grande. Otros reflejaron la tendencia de
aumentar su vibracién conforme crecia la distancia existente ente ellos y el mismo eje.
Esta distincién de zonas de movimiento evidencié agrupamientos de algunas de las
regiones de mayor vibracién de acuerdo al andlisis por factores de temperatura. Por

otro lado mostré zonas mucho mds ruidosas donde no es clara la distincién de grupos.

Para subrayar el hecho de que las vibraciones atémicas de la proteina eran més
grande en la zona externa de la proteina, y para recalcar la unidad que pueden
conformar ciertos residuos al moverse en conjunto, se hizo una correlacién del dominio
en cuestién. Se suprimieron de la gréfica tanto las zonas claramente agrupadas como el
ruido y se hizo la correlacién de los Ca dispuestos como un gran grupo "core” de la
proteina, es decir el resto del dominio AMP (que no se distingue en grupos separados)
o F6P que no correspondia a los movimientos mds conspicuos (los de los grupos

pequeiios).

Para definir movimientos oscilatorios es preciso que la correlacién sea
parabélica. En este caso una parébola que pasa por (0,10) ajusta los valores vibratorios
de los Ca en la forma R y por (0,12) en T, cuando hay una rotacién de 17° del dimero

6.5. (Gréfica. Por otro lado las pardbolas que ajustan los datos cuando la rotacién es de
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2° en el monémero, pasan por (0,8) en R y por (0.12) en T (Gréfica 6.4.). Esto es un
reflejo de la tendencia al aumento del movimiento conforme aumenta la distancia al eje
de rotacién. Esto nos da informacién que sugiere al estado T como un estado T
oscilante, y nos habla del cardcter concertado de los movimientos de esos grupos en la
molécula. Las Gréficas 6.4. y 6.5 muestran que ambos conférmeros se describen con un
componente vibratorio que aumenta hacia la superficie de la proteina (residuos més

lejanos al eje). Sin embargo este componente es mucho mayor en ambos dominios de T.

A partir de la distincién de ejes rotacionales que permitié evaluar de manera
separada los grupos méviles dependientes de cada uno de ellos, se reconocieron como
dominios dindmicos, fragmentos de los dominios funcionales y fragmentos de los
dominios estructurales. El seccionar a la proteina de esta manera condujo a la seleccién
de 7 grupos -como sefiala la banda de colores de la Grafica 6.4- que se mueven
ampliamente y al parecer de manera concertada durante la transformacién: el N-
terminal (residuos 12-15), el dominio AMP (residuos 72-141 y 148-200), el asa de unién
a AMP asociada a hélices de la interfase C1:C4 (residuos 16-71), el asa de unién a AMP
que coordma la capa beta (residuos 142-147), el dominio F6P (residuos 201-266 y 274-
331), resxdu
(resxduos 332-335)

d cdordmacxén en sitio activo (residuos 267-273), y el C-terminal

° Como podemos observar existen diferencias entre los movimientos mostrados
en T y en R'que radican en la magnitud de las vibraciones y por lo tanto la ubicacién

gréfica de cada grupo, sin embargo son distinguibles los mismos grupos.

Por la naturaleza de estos grupos, debida a las vibraciones que son evidentes

dentro de ellos y a las conformaciones alternas que presentan algunos residuos

' movxhdad y tampoco responden tinicamente a patrones de plegamiento.

-71-



Y



X9

Gréficas 6.5ayb.
Relacién vibracion de
Ca-distancia a eje de
rotacidn. (a) Rota-cién
de dominios F6P que
correspon-de a la
rotacién de 17° del
dfmero C1C2:C3:C4 en
T. (b) Rotacion de
dominios F6P que
corresponde a la
rotacién de 17° del
dimero C1C2C3:C4en
R Enambasel
comportamiento vi-
bratorio se observa al
aumento confor-me la
distancia del punto en
vibracion al eje, se
incrementa.

Factor B

Factor B

ER AL

(@

et

-~y

H

v
W

L

NCY

90 1
80
70 4
60 -

w04

Movilidad por zonas en dominio F6P de I forma T en FBPasa Ei

Oboate | [ d &

P Asade FRU > 9

’ .

P Cer » > E

> §

o N o7 53 g

o 0 o M ° g

S <% o 008 Oqgégo S & ' %0 E
0 > Wy o%% o

90 -

) [ ERE NN S EENS EER [Nt RGN RENE Sty RN EE DA EN AU B IS N R RS RS S EE R ER B R |
1 2 34 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 -22 23 24 25 26 27 28 29

Distancia a eje de rotacién

Movilidad por zonas de dominio F6P de Ia forma R de FBPasa

80 =
70 O Dom F6P
1 P Ase de FRU
@ B> Cter > 4
50
>
40 ’
104 <b()obb o
g

0l o oX 3 % 0@8 O N g
od st 3RS 8%&8% &*e ]
0‘ T T ‘l‘ T T 1 T T T T T T T T 1 T k] 1

0 1 2 3 4 H 6 7 8 9 16 11,12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Distancia a ¢je de rotacién



Tesis de Paula Gonzilez-Rubio Garrido 6 Fructosa 1,6 Bisfosfatasa

El N terminal, considerado en este trabajo como un grupo pseudo-rigido, ha
sido propuesto como un regulador de la estabilidad del asa 52-72132, El asa 52-72, como
parte del dominio de AMP, es considerada el asa mds dindmica de la proteina,
presentando dos conformaciones por lo menos, una desenganchada en T y enganchada
en R -con claras implicaciones funcionales-. No fue considerada como grupo pseudo-
rigido por estar desordenada en el conférmero T, y por no ser posible el re-afinamiento
en R, sin embargo claramente podria serlo. En el conférmero R, el asa se coordina con
el sitio activo de la misma subunidad y con las hélices de la interfase, H1 y H2 del
dominio AMP de la subunidad vecina, desplegando un papel esencial en la
transformacién. Ya que las hélices de la intefase C1:C4 -cercanas al sitio alostérico-

estan ampliamente asociadas a la cooperatividad.

Al unirse el AMP, las H1, H2 y H3 rotan 14° como cuerpo rigido, y con ello se
consigue una cooperaﬁ\)idéd via la H1 con la interfase C1:C2 -donde se encuentra el
sitio activo-, en: parhcular con el 'asa 267- 272 El asa del sitio alostérico 22-27 es la

conex;én_entte Hl ‘H2

muchoien R y poco en T influenciando la afinidad por

- producto » gntoé c'pr"\cér't'édgr

5 3.5. Afinamiento TLS para | Ia PBPasa
Con - estos grupos pseudo—rfgldos, ‘con claras implicaciones en los movimientos
concertados y cooperatlvos de la proteina, se pudo hacer entonces, un andlisis de la

du'ecaonalldad de dlChOS movxmnentos a partir de la parametrizacién por TLS. Era

pertinente reahzar esta rametnzacxén tanto en T como en R para poder comparar el

dmamlsmo en cada caso.’Obs rvar las direcciones de los movimientos en ambos casos

permltlrfa deﬁm si: fectlvamente se estd describiendo el movimiento de la protefna

con una clara asociacién'con la funcxén Ya que si los movimientos en R se describen en

132 Nelson,elnl,2000(66)
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direccién a T o al contrario tendriamos una clara muestra de un posible estado

oscilante del cual depende de la transformacién.

Sin embargo, aunque se contaba con los factores de estructura de 1cnq (R), éstos
pertenecian a un grupo espacial distinto del reportado por lo que no se pudieron
utilizar!® y por lo tanto no fue posible evaluar los movimientos en R como un punto de

referencia para interpretar T, al cual si se le pudo hacer el afinamiento por TLS.

Con los factores de estructura depositados de 1frp (T) se realizé la
parametrizacién TLS obteniendo los tensores para cada grupo pseudo-rigido. A partir
de estos pardmetros se realizé el afinamiento con estos grupos tensionados, y se obtuvo
un valor de R= 0.14590 y un R.=0.1857, -mucho mejores en relacién con aquellos
reportados en el dep6sito de 1frp (R=0.19, Rewee no reportado)- y un FOM=0.9084'*. Es
decir se logr6 un mejor ajuste del modelo con los datos experimentales, un

acercamiento mads realista.

Cuando se hizo el despliegue g‘féfico por elipsoides anisotrépicas (Figura 6.4) se
observaron tendencias de rxl{QVi;n:ie'xifo iabllrededor de tres puntos de rotacién, uno
coincidente con el eje de roté:ciéxi.‘é;lgeﬂdo y los otros dos paralelos a éste, los méas
evidentes. Estos tltimos muestran la rotacién de 2° que despliega el dominio AMP con
respecto al F6P (Figura 6.4. C). Con respecto al centro de rotacién del tetrdmero, los
movimientos que la sustentan se observan en los residuos de la periferia donde las

elipsoides tienen un eje mayor y donde los factores B son més altos (Figura 6.4. A y C).

5.3.6.Interpretacion de las vibraciones atémicas en la transicién alostérica.
Al desglosar el desplazamiento atémico se observa que las hélices de la interfase
muestran los valores de B m&s bajos y no hay direccionalidad en sus componentes (se
representan como esferas isotrépicas). Pero es posible suponer que son la "palanca”

para el movimiento rotacional generado alrededor de ellas y que se evidencia por las

133En la seccidn tal se discute sobre este caso con detalle.
1ME] FOM es el figure of merit y mientras mayor es su valor mejor es la descripcién que afinamiento
provec.
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Anilisis vibratorio por Pseudo-grupos rigidos y
afinamiento en REFMAC TLS

R =0.14590 y Rfree = 0.1857 y un FOM = 0.9084.

REFMAC TLS SUPERFICIE POR
A PSEUDOGRUPOS

Figura 6.4 Grupos pseudo-rigidos en Frul,6Pasa forma Ty las elipsoides de movilidad que generan. El despliegue
grafico por clipsoides anisotrépicas del afinamiento TLS muestra los puntos alrededor de los cuales la
moldcula rota. (circulos amarillos). La superficie que muestra los grupos pseudorigidos utiliza el mismo
patron de colores de la grafica 6.3.3. (A) muestra la parte superior del dimero. (B) Muestra la cara frontal
del dfmero orientado conforme a su eje Y. (C) Es la interfase C1(C2):C4(C3).
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elipses en esa regi6én con factores B intermedios. (Fig.4.C). Estas vibraciones
intermedias corresponden a la capa beta antiparalela que separa al dominio AMP del
dominio F6P. A esta capa precisamente est4 conectado el asa superior de unién a AMP
(residuos 125-130) que vibra mucho méds cuando se une este inhibidor al sitio
alostérico, ordenando el asa 22-25. Es decir, el asa de unién se engancha mientras que
se ve desplazada otro asa involucrada en el movimiento global. Esta tiltima est4
considerada dentro del grupo de hélices interfésicas, por presentar un desplazamiento
vibratorio pequerfio en T. El asa (125-130) es claramente mds mévil en este caso (Gréfica
6.4, 6.5.a y Figura 6.4. B), mientras que en R su movilidad est4 disminuida (Gréaficas b
de 6.4y 6.5).

La estabilizacién del asa 22-27 perturba la posicién de H2 desplazdndola y con
ello las hélices asociadas!®. Se ha descrito que esta posicién favorece el desenganche
del asa 52-72 y entonces el sitio de unién a jiones metdlicos es perturbado. Si estos
movimientos se dan de manera concertada como es propuesto, entonces el
desenganche del asa, el movimiento de hélices y la distorsién de los sitios de unién a
metal se pueden estar dando de manera oscilante, permitiendo mayor flexibilidad en
este sitio de metal, lo que podria explicar la unién diferencial de metales a estos sitios
y. como resultado, la competitividad del AMP y el Mg?+, los cuales se unen a regiones
espacialmente separadas. De hecho Zhang (1994) propuso que habia dos vias de
alosterismo para esta enzimal3: una que involucra a la capa beta del dominio AMP
como un cuerpo rigido que se ha propuesto, es responsable de la comunicacién de sitio
alostérico al sitio activo; y otra ruta que involucra a las hélices interfésicas, propagando
la informacién desde el asa 52-72, influenciando ia transformacién o sélo alterando los
sitios de unién a metal. Sin embargo, la estrecha conexién entre el asa 142-149 afectada
por la unién de AMP, a la capa beta y la estrecha relacion del asa 22-27 que se estabiliza
con el AMP, a las hélices, puede sugerir la posibilidad de que estas dos vias se

influencien de manera concertada.

Adicionalmente, parte de la capa beta, los residuos 166-170 de conexién entre

dominios AMP1:AMP2 son claramente alterados durante la rotacién de 2°

135 Choe, et al., 1998 (17)
136 Zhang, et al., 1994 (113)
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intramonomérica!?’ y como podemos ver en la gréfica 6 tienen una mayor vibracién en
T que en R, aunque ésta no sea considerablemente de la misma magnitud que la
vibracién de aquellos que seleccionamos como grupos rigidos. Esta zona se desordena
junto con el asa en la zona interdominio 50-53. Esta particularidad refleja que estas dos
vias propuestas como distintas alternativas de propagacién del movimiento pueden

estar asociadas mds que ser excluyentes.

137 Idem
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6.4 El caso de la Triptofano Sintetasa

6.4.1Caracterizacion de la enzima
La triptofano sintetasa (TRPasa, EC 4.2.1.20) es una enzima alostérica bifuncional que
cataliza Jos ltimos dos pasos de la biosintesis del triptofano. Es un tetramero lineal
afpa® dependiente de piridoxal -5-fosfato (PLP). La subunidad a produce indol y
gliceraldehido-3-fosfato (G3P) utilizando indol-3-glicerol-fosfato (IGP) como sustrato,
en la llamada reaccién alfa. La subunidad B por su lado realiza la reaccién beta, donde
el indol se condensa con la serina. gracias a la unién de PLP y se forma el triptofano. El
indol pasa por un tinel hidrofébico -de 25 A de longitud- desde el sitio activo « al § en
un proceso de canalizacion sin difusién libre por solvente. Se han realizado muchos
estudios en la direccién de interpretar el papel que esta canalizacion juega en la
regulacion metabélica y modulacién celular de actividades enzimaticas!!; asi como
otros que refieren su importancia en la transmisién de informacién durante la
transformacién alostérica!42. En el caso de la TRPasa la canalizacién previene la pérdida
de intermediarios por membranas celulares y regula alostéricamente y en sincronia las

dos reacciones que se dan en esta enzimal,

Triptofano Sintetasa .
Figura 6.5. Estructura

minio O tridimensional de la TRPasa.
Se muestra en un patrén
de colores regiones de
importancia en la funcién
biol6gica.

Loop 2Ol

Subdom

COM*

Bases de tGnel y
tios activos

TESIS CON

- FALLA DE ORIGEN ;

14° Esta nomenclatura nada ticne que ver con el plegamiento de estructura secundaria que presenta la
estructura

') pan, et al.,,1997. (72), Weyand, et al., 1999 (d)

192 pan, et 4l 1997. (72), Marabotti, et al.,2001 (51)

'3 Weyand, et al., 2000 (104)
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Recientemente han habido avances notables en la explicacién de los fen6menos
que suceden en la TRPasa. Aun no estdn esclarecidos muchos aspectos de su funcién,
incluyendo las particularidades de su transformacién alostérica. Sin embargo hasta el
momento se sabe que el alosterismo de la TRPasa -y en enzimas que presentan
reacciones diferentes moduladas por un tinel- se explica en primer lugar, por la
sincronizacién de sus reacciones. Esta ultima se debe a la influencia de ligantes en el
sitio activo o en la afinidad por serina y en la distribucién de los intermediarios
formados en el sitio activo B durante la unién y reaccién de serina-piridoxal. Por otro
lado, se sabe que por la unién y divisién del IGP, se permite la transferencia del indol
por el tinel hasta que se forme un intermediario aminoacrilato en el sitio B. Este
intermediario representa un pivote de la transformacién alostérica entre subunidades.

El aminoacrilato, al ser producido irreversiblemente, previene la acumulacién de indol

en el tinel o en el sitio f§ permitiendo un flujo rapido por el canal.

alostérxca“5 _Por otr la ubv.undad B presenta un plegarmento tipico de las

en21mas dependxentes de PLP. consiste en dos dominios similares relacionados por
una pseudodxada Consta de tres capas cx/B/a y una capa beta paralela de 4 hebras46,
Hyde (1999) separaré esta subunidad en dominios N-terminal (8 1-204) y C-terminal
(B 205-397)147. Rhee incluyé un tercer dominio de la subunidad B que se vio,
permanecia independiente al resto del monémero: el dominio COMM (3 102-189)148
(Figura 6.5). Este tiltimo, participa en la apertura del tinel y por lo tanto también es de

importancia en la transformacién alostérica49.

La clave de la interaccién alostérica entre oo y B es la cerradura del dominio

COMM. Este se abre para unir sustratos con alta’afinidad y se cierra durante la

144 La nomenclatura empleada para describir cada estructura secundaria precedida poruna ounb
corresponde a si pertenecen a la subumdad aob y no tiene que ver con el plegamiento en sf.

145 Schneider, et al,,1998 (88)

16 Topologia segiin SCOP

17 Hyde, et al., 1999 (34)

148 Rhee, et al., 1997 (78)

149 Schneider, et al.,1998 (88)
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catélisis. Para que se dé esta interaccién entre la subunidad o y B, se ha sefialado que
es importante el orden concomitante de olL2 y olL6 al unirse el IGP150, y que los
dominios estructurales y dindmicos involucrados en la cerradura de los sitios y el tiinel
desplieguen movimientos en fasels!. En esta sincronizacién de las interacciones
alostéricas, el tinel y la unién de cationes monovalentes al sitio f§, juegan un papel
preponderante, ya que el primero acopla las reacciones en los extremos de la enzima, y
la segunda contribuye a desencadenar los movimientos del dominio COMM y de otras

regiones flexibles?52,

Existen tres estados conformacionales identificados. Un estado sin ligantes
inactivo con los dos sitios abiertos, un estado activo cerrado, y un tercero parcialmente
cerrado de baja afinidad en ambos sitios!s3, Se ha propuesto que los fenémenos
alostéricos - involucrados en estos cambios conformacionales se suceden del estado

abierto al cerrado. En la forma abierta, capaz de unir al sustrato IGP en el sitio a, el asa

aL6 se coordma con el dominio COMM separandolo de la subunidad 8. Durante la
» 11 c16n uno de los primeros componentes es el cierre del asa flexible a6 sobre
. el sitio‘cc ‘Esto Q_ngma que el al2 se desplace y cierre el ttinel. Entonces el asa al.2 hace

la; BH6 moviendo al dominio COMM y asf afecta la afinidad en el sitio

B's“ Cuando se une el PLP en el sitio B se modula la formacién de indol en el sitio a 'y

su paso: por el -tinel. El indol no va al sitio P hasta que el intermediario se haya

~formado ahf y asf se previene la acumulacién del mismo. Asf también se modula la
formac16n del aminoacrilato en el sitio B.Cuando el intermediario se forma es
comgnicado al sitio o y se acelera la ruptura de IGP. Rhee propuso que ambos sitios o

y B debfan estar ocupados para que el asa oL6 se cierre.

Debido a la coordinacién necesaria entre las reacciones que se suceden a 25 A
una de otra en la TRPasa y el control necesario para la canalizacién, esta enzima es

ideal para estudiar las interacciones alostéricas de efectos distantes.

150 Weyand, et al.,1999 (d)
151 Pan, et al,,1997, (72), -
152 Ident, Ro, et al., 1999 (81)
- 153 Weyand, et al.,1999 (d)
154 Rhee, et al,, 1997 (78), Weyand, et al.,1999 (d), Schneider, et al.,1998 (88)
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6.4.2.Evaluacién y seleccién de estructuras de TRPasa
¢Por qué seleccionar esta enzima con un mecanismo alostérico tan complejo, para un
andlisis como el que se ha de realizar aqui? La primera razén es que representa un
sistema muy 1itil para la investigacién de relaciones entre estructura y funcién!ss, sobre
todo como ejemplo de los efectos alostéricos de efectos a distancia, como el que se da

por la coordinacién de las dos reacciones en sitios tan alejados dentro de la enzima.

En segundo lugar porque la TRPasa, por estas caracteristicas que despiertan
nuestro interés, ha despertado también el de otros, y en los tltimos afios se han
realizado varios estudios sobre su estructura y los aspectos funcionales de ésta. De esta
manera se cuenta con una gran cantidad de estructuras determinadas de muy buena
calidad. Esta es una situacién inusual en el caso de proteinas alostéricas, las cuales han
sido parcialmente olvidadas como objetos de estudio estructural. La mayoria de las
proteinas alostéricas, sobre todo los ejemplos cldsicos -como reflejan las tablas DIPA-,
presentan estructuras determinadas a resoluciones no mayores a 2.0 A y sin el reporte

de todas los demds pardmetros estructurales.

Existen muchos estudios que han descrito la regulacién alostérica de esta
enzima destacando aspectos que sugieren una cooperatividad negativa y un
intercambio continuo de estados!®s, Segin el modelo de Koshland!%?, en algiin
momento de la regulacién, cuando la energia de interaccién aumenta infinitamente, la
transicién adquiere un aspecto concertado que sigue el modelo MWC. A partir de este

supueéto’, 's.'é' aisutnié que los estados cerrado y abierto corresponderian a un estado Ry

-T respectx v amente, no hibridos. Esta suposicién, es valida debido a que el andlisis de
ﬂexxbxhdad a-realizar aquf, se concentra cn la evidencia de los movimientos de un
estado observado al otro, ambos con propiedades funcionales importantes. El asumir
una transformac;én monodiana ayuda a explicar las propiedades dindmicas en este
casol Por lo tanto la biisqueda de estructuras se concentr6 en hallar estas

conformaciones.

155 Ro, et al., 1999 (81)
156 Millar, et al., 1998 (57)
157Revisar seccién marco tedrico sobre este modelo alostérico.
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PDB-ID | RES(A) | R [ Rrce INT DAT/PAR ! No. REFLE | F.S | G.ESPA iUASlM

IF. abiertal

133915

Tabla 6.4 Tabla DIPA de estructuras PDB de Triplofano sintetasa seleccionadas para el estudio

De acuerdo a las caracteristicas cristalogréficas de cada estructura revisada, la
seleccién entre los dep6sitos en este caso fue mas complicada. Muchos de ellos podrian
haber sido considerados buenos objetos de estudio (ver Grafica 6.1 y Tabla DIPA-B). La
eleccién se bas6 en la comparacién de estructuras con los mismos ligantes tanto en sitio
a cor'nor en B, o por la ausencia de estos, asi como por la consideracién de las mutantes,
y cuales podrian explicarnos segin los reportes de la literatura un comportamiento

cinético acorde con un estado R y uno T monodianos.

En primera instancia se contaba con dos estructuras con excelentes parametros
cristalogréficos que representaban dos conformaciones distintas: la forma semi-abierta
con clave 1qoq y la forma cerrrada, con cédigo 1qop, afinada anisotrépicamente!ss. Se

_consideré a 1qoq como forma semi-abierta por ser una forma activa segun la literatura
Yy por su comportamiento vibratorio en la distribucién de factores B (Gréfica 6.6.a y b),
mucho menor con respecto a 1a5a (forma abierta). Aunque como se puede ver en la
tabla 6.IV hay un espectro de estructuras con buenas caracteristicas entre estas dos
sefialadas. Se seleccioné a 1qop por estar afinado anisotrépicamente, lo que permitié a
a sacar los factores B isotrépicos indirectamente y evaluarlos en la distribucién de
factores B. De esta forma se determiné que se trataba de | a forma mas cerrada de

todas?® (linea amarilla Graficas 6.6a y b).

158 Recordemos que los factores de temperatura anisotrépicos estan separados en sus componentes
direccionales y por lo tanto son muy distintos de aquellos isotr6épicos que fucron utilizados en este
primer analisis vibratorio

1*9 Se hablars més a profundidad sobre este método de obtencion de factores B isotr6picos en seccion 6.4.5
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a50-a80 y al170-a200. Estas zonas corresponden a las estructuras mis méviles que
conforman a ésta subunidad, y que estdn muy involucradas en el control de la
canalizacién, en la comunicacién entre subunidades y por lo tanto en la transformacion

alostérical®: el asa a2y el asa a6.
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Grifica 6.6a y b. Distribucién de factores B isotrépicos en la secuencia de residuos en las estructuras seleccionadas.
(a) corresponde a la subunidad a y (b) a la subunidad B. El patrén vibratorio en todas las estructuras es
muy similar, las diferencias se hacen notar en los residuos 55-80 y en 135-185. Lo que sugiere distintos
estados conformacionales.

La estructuras con c6digo 1a5a y 1bks (formas abiertas) presentan vibraciones
muy similares en estas zonas. Sobre todo en el asa al.2 se distingue una clara diferencia
en la amplitud entre estas tres (60-90 A?) y 1k8z y 1qoq (30-40 A2), donde el asa esta
estabilizada. El asa a6 estd desordenada en todas las estructuras lo mismo que una

tercera regi6n (residuos «230-a255), la aH13. Esta primera evaluacién condujo a
suponer que 1a5a y 1bks representan formas mas abiertas que 1qoq y 1k8z.

Por la evaluacion a posteriori de los factores B isotr6picos de 1qop, se determiné

que éste deposito era la estructura menos vibrante de todas, lo que coincide con su

160 Rhee, et al.,, (1998) ()
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forma cerrada,. estabilizada, donde s6lo el aLé presenta valores vibratorios mds

pronunciados.

En la subunidad f, la situacién es distinta y sélo se observa una regién grande
muy mévil, donde 1bks y la5a presentan factores B de entre 65-85 A2 mientras que
1k8z y 1qoq estén disminuidos a 40-50 A2 pero atn asf son altos (Gréfica 6.6.b). Esta
zona, que més que moverse en amplitudes muy grandes, refleja un movimiento de una
zona muy grande de la proteina, correspondiente a los residuos [102-B189, el
denominado dominio COMM. Las primeras dos estructuras corresponden a un estado
totalmente abierto, es decir tanto los sitios activos o y B, como el tiinel, estdn expuestos.
la5a y 1bks con PLP y K+ o Na+ respectivamente como ligantes. En contraparte, en
1qoq y 1k8z, este dominio sélo esta cerrando el sitio B pero no el tunel, el cual sélo est4
siendo obstruido por el asa al2. Se supuso entonces que representaban estados
parcialmente abiertos. Comparativamente, en 1qop, la vibracién del dominio COMM
es de la magnitud del resto de la protefna, mostrando la estabilizacién completa de éste

dominio.

Hay estudios!®! que demuestran la importancia de la unién de cationes
monovalentes en los efectos alostéricos de esta proteina, asociados de manera
importante a la comunicacién. Los sitios de unién a jones metédlicos se encuentran en la
base del dominio COMM, por lo que este se ve afectado por esas uniones. Es notable
que la unién de estos cationes en la subunidad B pueda comunicarse a la subunidad o,
alterando las conformaciones del asa al.2 principalmente y de la zona 0230—0255. Esto

se da principalmente por medio del dominio COMM?!2,

A partir del andlisis de factores de temperatura puede observarse que las
mayores diferencias son debidas a la unién de los cationes. En el asa oL.2 la TRPasa con
Na* y PLP presenta una vibracién significativamente menor que en la que tiene K+ y
PLP. Lo que resalta la importancia de la unién de estos iones metdlicos es que en la
TRPasa con K+, PLP y el sustrato IGP el comportamiento vibratorio del asa oL2 es el

mismo. Contrastando con esto se ve que el IGP si provoca que la zona 0230-02355 se

161 Wochl, et al,,1999 (111)
162 Idem, Weyand, et al.,1999. (103), Weyand, et al.,2000. (104)
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estabilice, mostrando en esta zona una vibracién similar a la que presentan 1k8z y
1qoq. En 1qop, por su lado, el sustrato provoca la estabilizacién de a230-02S55, as{
como del a2, mientras que el Na+* provoca s6lo una disminucién en la vibracién de
alé, pero no se estabiliza completamente. Mientras esto sucede en la subunidad a, en
la B, se hace notar més claramente el efecto del sustrato o de su andlogo, ya que las dos
estructuras, que sélo presentan el PLP y un catién metélico, muestran una vibracién
baja en el dominio COMM (entre 60 y 70A?), en comparacién con la de aquellas que
tienen el PLP y el K* unidos y que describen una vibracién de entre 80-90 A2, En 1qop

se presenta la menor vibracién en esa zona (15-30 A2),

Bajo estas circunstancias el asa o6 no presenta diferencias significativas en
rungun caso, por lo que se cree que el IGP no tiene efecto en esas zonas como el que
. tlene en el asa al2 donde 1k8z y 1qoq muestran la cerradura parcial del tinel, y 1qop

la cerradura total de dicho canal.

En FBPasa las regiones méviles estdn asociadas con las regiones de unién tanto
del sustrato cbmo del inhibidor alostérico y, dependiendo de lo que se una en un sitio
especfﬁco,‘ la vibracién de una estructura mévil asociada a ese sitio en particular, se
verd afectada Es importante sefialar que en este caso sucede lo contrario: el pegue o

despegue del sustrato, de cofactores iénicos o PLP, a los sitios activos tanto o como f8, o

cercanos a éste tienen efectos de amplio espectro. Los cuales se evidencian en este

estudlo de vibraciones atémicas.

e todas las estructuras incluidas en este andlisis presenten vibraciones sin

dlferencx n 'ﬁcatlvas en el asa aL6 puede deberse a que la funcién principal de ésta

“es la omum aéh entre las subunidades, y que por lo tanto algunos de los

movxmlentos 1mphcados en la transformacion, no sean concertados. Cuando se hace el

empalme de las diferentes estructuras, se observa que el principal contacto del dominio
COMM es con' el asa aL2, mostrando en la distribucién de factores B relaciones en
concierto de cierre y apertura. Del mismo modo se correlacionan las vibraciones
amplias de dL2 con las elevadas de a6 en las formas abiertas. Es decir, si el asa al.2 se

abre aL6 lo hace también, y si aL2 se cierra lo mismo ocurre con alL6. Sin embargo,
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cuando la unién es del Na* (1bks) esta concomitancia se perturba y cuando el asa al2
se estabiliza cerrandose, el asa aL6 se desestabiliza abriéndose, ocasionando el anclaje

del dominio COMM a la subunidad .

Figura 6.8 Ubicacion del eje
de rotacion Z en TRPasa a
partir de la celda unitaria.
Respresenta el dfmero de
TRPasa en “O” que
corresponde a la unidad
asimétrica, en una celda
unitaria de simetrfa C2,2,2.
La unidad funcional co-
rresponde a un dimero de
la molécula representada.
La flecha naranja sefala la
orientaciéon del eje de
rotacién que se da durante
la transformacién (flecha
verde).

Las estructuras con Na* y PLP también se representan por 1k8z163, 1qoq y 1qop,
todas con sustratos distintos. Las dos primeras presentan un comportamiento muy
parecido, y al no ser mutante 1qoq se opt6 por considerar a esta estructura como la
referencia del estado semi-abierto. En este altimo, todas las regiones méviles se

estabilizan y se ve un desorden del asa aL6 asociada probablemente al pegue del Na*.

Como las estructuras con cédigo de registro 1a5a y 1bks, presentan
desplazamientos muy similares puede escogerse la mejor afinada para explicar la
conducta sin ligantes. Aunque las estadisticas del afinamiento dependen mucho del
programa con que fue realizado, el comportamiento vibratorio casi no cambia.
Entonces, de acuerdo a la informacion en la tabla-DIPA B se consideré a la 1a5a como

explicatoria de este fenémeno mas abierto.

6.4.4 Andlisis por grupos pseudo-rigidos
Como se ha sefialado a lo largo de la secci6n, las regiones de vibraciones amplias
observadas en la distribucién de factores B corresponden a regiones de la proteina

esenciales en la transformacion alostérica, en la catilisis y en la coordinacion de las

163 Esta estructura presenta una mutacién en
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reacciones ay fB. Es con base en estas zonas relevantes que se hizo la prediccién de

dominios dindmicos que pudieran fungir como grupos pseudo-rigidos.

Para precisar los limites de cada una de las zonas descritas y alrededor del cual
se da la transformacién alostérica, se procedi6 de la misma forma que en la FBPasa. Se

ubicé el eje de la transicién en un eje Z como muestra la Figura 6.6.

Al distinguir las vibraciones diferenciales de los Ca en relacién a la distancia
que los separaba del eje sugerido de transformacién, las tnicas estructuras que
dibujaban agrupamientos mds definidos de ciertos grupos concordantes con nuestra
preseleccién, fueron el estado més cerrado 1qoq y el estado més abierto 1a5a. Entonces
fueron en estos en los que se basé el anélisis por grupos pseudo-rigidos. Estos nos
dieron evidencia sobre el comportamiento de dominios dindmicos importantes en los

cambios conformacionales de estados discretos de la proteina.

Cuando se hicieron las relaciones de Ca-distancia al eje, en la subunidad ade
lqoq' (G;féfiéa 6.7.b), se observé un comportamiento global predominantemente tinico,

] és decu‘, la 'Vib'racién si refleja un aumento conforme los Co estdan més alejados del eje,

.pero e toda la protema en general como un sélo grupo. Sélo algunos puntos se

Nuevamente era preciso encontrar correlaciones parabdlicas en las gréficas, que

1m1entos oscilatorios; sin embargo, en algunos casos (Gréifica 6.7b y

6. 8b) una ‘recta a)usta mejor los datos en el estado semiabierto de esta proteina. Esto

aunqug sf re_fle]a una tendencia al aumento del movimiento conforme aumenta la

: distanci'z{ al eje de rotacién, el que no sea una pardbola clara puede deberse a una
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subvaloracién de los factores B que provoca que la oscilacién sea menor y por lo tanto
se linearice. También puede deberse a una mala seleccion de grupos o a que
efectivamente hay una disminucién significativa de la oscilacién en el estado
semiabierto que contrasta con la oscilacién mds pronunciada de la forma abierta. Por
otro lado ambas tendencias pueden sugerir que los movimientos de esos grupos en la

molécula son de carActer concertado.

En el estado abierto 1a5a, el comportamiento es muy similar al que se observa
en la forma menos abierta 1qoq pero de mayor magnitud, sugiriendo que las
vibraciones de los asas no difieren significativamente de un estado a otro, pero que la
movilidad del monémero completo es mds representativo de los desplazamientos de

transformacién de la proteina, que conciernen a la subunidad o (Gréfica 6.7.a y b)

En lo que respecta a la subunidad f, en el estado semi-cerrado, el dominio
CONHVI se distingue como un agrupamiento aparte del cuerpo global de la subunidad,

. aunque este domlmo sugiere un movimiento conjunto con toda la subunidad B,

: evxdencx ndo’vé cerradura en la que estd implicado (Gréflca 6.8.b), donde el COMM
En

los parametros de

ma’ abxgrta presenta un aumento de

a" consxderar para el afinamiento con TLS. La subunidad o

completa conshtuyé un sélo grupo, sobre el argumento de que, en los dos estados

anahzados aquf Ias ‘bisagras de los asas al2 y aL6, no mostraban comportamientos

-91-



Tesis de Paula Gonzalez-Rubio Garrido 6 Triptofano sintetasa

vibratorios tan disfmiles, y en los que ademds sus estructuras no estaban modeladas?64.
La subunidad B por su lado se dividi6 en los dos grupos ya sugeridos por la literatura:

el dominio COMM y el resto de la subunidad J.

6.4.5 Afinamiento TLS para la TRPasa.
La distincién de dominios dindmicos como grupos pseudo-rigidos permiti6 hacer la
parametrizacién TLS para esta enzima. El proceso de los re-afinamientos fue distinto
que lo realizado con la FBPasa. En este caso se partié del andlisis de 1qop -afinada
anisotrépicamente- y de su contraparte 1qoq -afinada isotrépicamente-, en la cual se

basé la diferenciacién de dominios dindmicos.

Al trabajar con la 1qoq, procedié el afinamiento primero calculando los
parametros TLS para cada grupo con REFMAC TLS. Subsecuentemente se hicieron 15
ciclos de minimizacién de mdxima similitud con REFMAC 5 para ajustar el modelo a
partir de los nuevos pardmetros obtenidos. Esto brindé un ajuste mucho mejor que el
reportado inicialmente por Weyand, et al., (1999). El R y el Rp.. con que fue reportada
esta estructura correspondfan a valores de 0.17 y 0.21 respectivamente. Mientras que el
afinamiento TLS permiti6 obtener un ajuste mejorado del modelo de la enzima con un

valor de R=0.16 y un Rg. =0.20.

En el caso de la estructura con cédigo 1lqop, como ya se contaba con el

aﬁnamlento du‘eccmnal (Figura 6.7) se utiliz6 esta referencia como comprobatoria de

las venta]as ~de uhllzar un afinamiento TLS, cuasi-anisotrépico. Es decir, el

procedlmlento se hlZO en sentido inverso. Se obtuvieron de este afinamiento los valores

1sotr6p1co:,d f lqop y se hizo un afinamiento de estos, aplicando distintos ciclos de

mmlmlzaaén con CNS] 0. Se obtuvieron valores de R y Rg.. mds altos (R=0.21 y Rpee _

eportados por el afinamiento anisotrépico inicial (R=0.15 R Rge =0.18)
ébmb se esperaba. Posteriormente, a partir de los valores isotrépicos

pélk:ularon los pardmetros TLS considerando los mismos grupos que para

que'en el mapa de densidad electrénica estas zonas no presentaban densidad para crear un
: mcdelo dc ella B

-92 -



43



g
&
el
=
=
= e
>
S5O
5’2:
=
=

Figura 69.a-d  Grupos
pseudo-rigidos en TRPasa y
los elipsoides de movilidad
que generan. El despliegue
gréfico por elipsoides
anisotropicas del afina-
miento TLS muestra los
movimientos més cons-
picuos con relacion al eje
de la transformacién. (a) y
{b) Muestran la movilidad
en la forma cerrada y
semi-abierta  (respecti-
vamente) desde la pers-
pectiva trasera o inferior
al tinel (c) Muestra la
movilidad de la forma
semi-abierta, cuyos des-
plazamientos son mis
marcados en el dominio
COMM (elipsoides rojas
con el eje mayor orientado
en el sentido de la
transformacion) (perspect-
iva paralela al tinel). (d)
Representacién  de  los
grupos pseudo-rigidos se-
leccionados en este caso.
En rojo, 1a subunidad b;

en azul la subunidad a y

en amarillo el dominio
COMM.

OpLUED 01qNY-Za[FZUCD TME ] 9p SISIL.

esejus ouejoyduy 9




Tesis de Paula Gonzalez-Rubio Garrido 6 Triptofano sintetasa

1goq, en busca.de un mejor afinamiento que el isotrépico, por incluir elementos de
direccionalidad en la determinacién del modelo, pero que el ajuste anisotrépico inicial
fuera mejor. Los valores de R y R obtenidos por REFMAC TLS fueron R=0.18 R
=0.20 (Figura 6.7.b y c) mejores valores que el afinamiento isotrépico, pero no tan
cercanos a los anisotrépicos. Esto hizo suponer que se habfa realizado una mala
seleccibn de grupos que impedia que los tensores TLS ajustaran como los
anisotrépicos. Al analizar el gréfico de elipsoides en la que se hicieron TLS se vi6é que
presentaba zonas con mayor oscilacién que no habian sido seleccionadas en la primera
separacién de grupos (Figura 6.7c (zona en circulo)). Sobre estas premisas, segtin las
Griéficas 6.7 y 6.8, puede suponerse que efectivamente las asas o2 y o6 podrfan
conformar un grupo pseudo-rigido, asf como el C-terminal de la subunidad 8 (Figura

6.7¢ (zona en circulo)).

Este andlisis reflejé que el incluir la informacién vibratoria direccional en los
ajustes para la determinacién de estructuras protéicas es muy importante, ya que se
cohstruye un modelo més real de las mismas. Una manera de hacer evidente la
contribucién de la direccién de las vibraciones en la transformacién alostérica es el

despliegue visual de las elipsoides anisotrépicas (Figura 6.7.c)

Con los pardmetros de desplazamiento isotrépicos calculados en lqop fue
posible evaluar la distribucién de estos factores B y contrastarla con las otras
estructuras estudiadas (Gréfica 6.6.a y b). Como se observa en la gréfica, representa el
estado mds cerrado, contrario a las suposiciones hechas en un inicio. Asf se tuvo
informacién vibratoria de los tres estados conformacionales: de la forma cerrada 1qop
y la forma semi-abierta 1qoq con componentes direccionales, y la caracterizacién de la
oscilacion (gréficas de Ca-distancia al eje) de 1qoq y de la forma abierta 1a5a. De ésta
tltima no se contaba con los datos experimentales para un re-afinamiento por TLS y

por lo tanto no se obtuvo la informacién direccional del movimiento en este caso.

6.4.6.Interpretacion de las vibraciones atémicas en la transicion alostérica.
La descripcién direccional de las formas semi-abierta y cerrada que se obtuvo de los

TLS no fue tan esclarecedora de la transformacién alostérica como lo fue la obtenida
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del anilisis de la FBPasa, debido a la complejidad de los fenémenos alostéricos de

TRPasa. Sin embargo nos brind6 informacién importante sobre los mismos.

Los movimientos que sugiere la visualizacién de las estructuras 1qoq y lqop
responden a una regulacién alostérica complicada. Sin embargo es posible observar
patrones generales diferenciables y que muestran claros desplazamientos de ciertas
zonas de interés. Para poder interpretar estos resultados adecuadamente, se opté por
visualizar estos dos conférmeros de la proteina, en dos orientaciones: una paralela al
canal de conexién entre la subunidad o y B, mostrando el prominente dominio COMM
y los sitios activos de ambas subunidades (Figura 6.7c), y otra orientacién que muestra

la parte posterior del dimero (Figura 6.7a y b).

Al "veyr la parte posterior de la protefna en la forma semi-abierta se distingue una

. clara de'la subunidad P con respecto a la subunidad o que se acenttia en
7a y b). Puede observarse también una rotacién de la subunidad
al también se evidencia desde la perspectiva paralela al ttinel

las elipsoides mas amplias se muestran en la periferia de la

to puede indicar una rotacién de la misma, independiente del resto de la
u puede ser la causante de la distorsién del tinel en esa zona. Desde esta
Uperspectxv gréflca, la direccionalidad observada en la subunidad B sugiere que el

domuuo COMIV[ podria estar rotando también de manera independiente lo mismo que

: Vel resto de la suburudad

Ya ‘Ne _,'and (1999) hizo referencia a la rotacién entre subunidad a y B, y sugirié
que el domlmo COMM rota dos grados alrededor del eje conector entre ambas.

' lo s re51duos que estdn a sus extremos como bisagras de este movimiento

rpo rigido. En la visualizacién de elipses de 1qoq (Figura 6.7b), el

ratorio del movimiento observado en esta interfase, correspondiente a

nos puede estar hablando del movimiento de estas bisagras para

desplazar al omxmo COMM Este componente de § puede estar influenciado por la

rotamén global devr la subumdad o la cual contribuye a los movimientos de la
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subunidad B en particular del dominio COMM, y puede sugerir la participacién de esta

subunidad en la modulacién del canalizacién, via sus desplazamientos globales.

El planteamiento global de esto es que, los efectos de la rotacién global de la
subunidad @, son absorbidos por el dominio COMM, ocasionando que este se mueva
considerablemente y obstruya la transmisién de este efecto resonante al resto de la
subunidad B, la cual se mueve mucho menos. Esto tiene coherencia con el andlisis
vibratorio en funcién de la distancia al eje rotatorio, donde se ve que la vibracién
global de la subunidad a, aunque es interpretable como de un sélo grupo pseudo-
rigido, muestra un aumento de magnitud 40 A2 desde el punto de menor vibracién en
el eje de rotacién, hasta el punto de mayor vibracién, més alejado del eje rotatorio

(Grifica 6.7.a). A‘démés la vibracién mads baja se encuentra en 27.6 A2,

la vibracién més baja del cuerpo de la subunidad B se encuentra
en 22 43 AZ y.su V1brac16n s6lo aumenta en 20 A2 hasta el residuo mas alejado del eje de

rotaqén E;

esta suburudad en cambio, es el dominio COMM el que muestra una

vibr;a'c;ién'_‘40 A? “en st residuo mas alejado del eje (Grifica.6.8.b).

En el movimiento atribuido a esta interfase, propuesta como esencial en la
comunicacién durante la transformacién alostérica, también puede estar involucrada la
unién de los cationes monovalentes en la base del dominio COMM, ubicada en esa
zona. Como se ha sefialado, estos cationes son indispensables en la induccién de los
- cambijos conformacionales. Segtin lo sugerido en el andlisis por factores B, via esta
interfase es que los cationes metélicos pueden estar comunicando sus efectos a la

subunidad o afectando las conformaciones de los asas oL.2 y aL6.

Cuandd se ve la forma cerrada en la misma orientacién estos movimientos
rotatorios no se hacen ev1dentes, y la mayor parte de los residuos muestran vibraciones

cuasi- 1sotr6p1cas 'm mostrar ninguna direccién preferencial del movimiento de la

protefna Esto puede deberse a que no existe discrepancia entre los valores de vibracién
ds bz . rotacxén de la subunidad oy p ambos estén en 9 A2, y en ambos el
~ efecto de;lé ncia del Ca al eje de rotacién sélo se observa en un aumento de 20 A2
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en la vibracién mds alta y mds alejada para ambos casos (Gréfica 6.7.b y 6.8.b). Estos
resultados son coherentes con la vibracién observada en la distribucién de factores B
(Griéficas 6.6.a y b) donde la vibracién es més estdndar en toda la secuencia de la forma

cerrada 1qop.

Cuando se visualizan las elipsoides de forma semi-abierta desde la perspectiva
paralela al tiinel, se hace mas evidente el movimiento del dominio COMM, donde las
elipsoides estdn dirigidas en el sentido del cierre-apertura de este dominio sobre el
canal. Este movimiento direccional se ve acompariado de otro significativo y en la
misma direccién desplegado por el C-terminal. Se observa también un comportamiento
vibratorio similar de este grupo en funcién de la distancia, mostrando la mayor
vibracién (Grafica 6.8.a). Sin embargo este tiltimo no fue seleccionado como dominio
dindmico para hacer el afinamiento TLS. En lo que respecta a la subunidad a, desde
esta perspectiva de visualizacién grifica, se observan las mayores vibraciones en los

asas a2 y a6, pero sin mbS&af_ una direccionalidad clara.

Estos resultados no ex

:los sas’ d_e la subunidad o y el dominio COMM que van

n sin'embargo la naturaleza de las interacciones finas
y de comunicacién. entr

ierr

alternando, el tira: 'der los sitios activos en ambas subunidades por los

efectos de los distint
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7 Discusién General

Un aspecto que se resalté durante el desarrollo de esta tesis es la crucialidad de la
informacién estructural como un elemento de interpretacion de la funcion biolégica de
las macromoléculas. Entonces surge la pregunta: ;c6mo a partir de la estructura en el
cristal de una proteina se pueden explicar su funcién y dindmicas, que en la realidad se

dan en solucién?

Los cristales protéicos tienen un contenido de solvente de un 40-80%, es decir
estdn altamente hidratados. La concentracién de la proteina en el cristal es
aproximadamente la contenida celularmente?63, Bajo estas condiciones el cristal exhibe
paralelismos con el medio biolégico. Finalmente, ni las protefnas estdn en un medio

absolutamente en solucién -es mds gelatinoso-, ni los cristales de proteinas son sélidos.

Una misma proteina puede cristalizar con diferente celda unitaria o bajo
diferentes condiciones y a pesar de ello obtener estructuras similares. Esto ha llevado a

los invgstigaa" reis,f_a pensar que la determinacién cristalografica de una biomolécula es

xlmécién a la estructura en solucién. Si bien es cierto, también es

se al..ét_"flé.desventaja que representa el empaquetamiento cristalino. Los
istalir;os puede perturbar el comportamiento dinamico de la proteina, no
1 s méy}iﬁientos individuales de cadenas laterales, sino en la movilidad de la
,ca{déha’ pﬁjindiﬁal o de dominios. Pero al lado de esta desventaja existen circunstancias

k "ique. pueden resultar ventajosas para interpretaciones biolégicas. Tal es el caso de los
fcristales. de caderinas donde los contactos cristalinos simulan las adhesiones célula-
célula requeridas en la formacién de tejido durante el desarrollo embrionario!é. Por

.consiguiente, la interpretacién de las estructuras proteicas cristalinas son excelentes
simulaciones de la realidad biolégica de la proteina. Adicionalmente las estructuras en

solucién, resueltas por RMN, son préicticamente iguales a aquellas determinadas por

rayos X.’

1163 Srivastava, 1987 (96): -
164 Shapiro, et al,, 1995 (91)
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Pero jcémo abordar esta realidad dindmica de una proteina desde esta
perspectiva?. Los complejos macromoleculares, son el clédsico ejemplo que hace honor
al principio de que el total, es mayor que la suma de sus partes. [lustran, c6mo un
agrupamiento de proteinas puede establecer un amplio espectro de capacidad

funcional y control de propiedades basadas en interacciones definidas y orquestadas.

Las enzimas alostéricas, complejos moleculares intrincados en sus aspectos
regulatorios e interacciones estructurales, son los ejemplos mds claros de variabilidad y
adaptabilidad conformacional. La comprensién cabal de los fenémenos de flexibilidad
que se dan para este intercambio de formas tridimensionales, nos guia a un

entendimiento mds profundo de las propiedades funcionales de este tipo de proteinas.

Es la conformacién de una proteina la propiedad que nos permite hacer una
interpretacién de los fenémenos biolégicos a nivel atémico. A este nivel, los
parametros de desplazamiento direccionales permiten hacer interpretaciones mads
realistas de la flexibilidad funcional de la protefna, desde el nuevo enfoque de las

contribuciones de la vibracién y las oscilaciones en los cambios conformacionales.
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a seccionar a las protefnas en regiones que se coordinan por sus propiedades dindmicas

mds que por su orden espacial inicamente.

Se ha mencionado ya, que la manera mds comtin de abordar la flexibilidad
molecular es haciendo referencia a fenémenos alternados de plegamiento y
desplegamiento, o asociando estas propiedades dinamicas a estructuras secundarias de
conexién, principalmente. Cuando se ha intentado explicar el dinamismo en dominios
estructurales mds amplios, se atribuye el mayor componente mévil a las bisagras de
estos dominios. Aunque es cierto que éstas tienen més grados de libertad que dominios
estructurales mds complejos, se pueden asociar fenémenos de movilidad importantes a
éstos, y es gracias a las vibraciones atémicas que se pueden encontrar las mayores

contribuciones a éstos dentro de un supuesto cuerpo rigido.

La premisa sobre la que se fundé esta tesis, sostenida en estos argumentos,
sugiere la existencia de un estado T (de menor afinidad por el sustrato) oscilando hacia
un estado R (de mayor afinidad), al estar el primero libre de ligantes, El disponer de la
informacién vibratoria de cada dtomo de la molécula permitié a Rudifio proponer este

modelo oscilatorio en la glucosamina-6-fosfato desaminasa.

Al hacer la bisqueda de proteinas alostéricas con las cuales trabajar, se
intentaba encontrar un estado T sin ligantes segtin los planteamientos del modelo de
Rudifio. Aunque en ninguno de los casos estudiados se encontré tal estado libre. Las

‘formas de poca afinidad por sustrato analizadas resultaron ser las que presentaban
vibraciones mas altas globalmente, en comparacién con las formas activas y donde se
encontraban mayores vibraciones en las regiones mds distantes a los ejes de rotacién.
Sin embargo en ambas conformaciones de las dos proteinas se observa un aumento de

la tendencia de vibracién.

En FBPasa esta situacién puede sugerir, en primer lugar, que el conférmero T
muestra vibraciones oscilantes que pueden indicar la tensién sostenida en €l por la
influencia ejercida por la unién del inhibidor, que se hacen evidentes por la
direccionalidad de ciertas elipsoides (Figura 6.4). Pero por las gréficas de distancia se

ve que la forma R tiene un componente vibratorio muy similar pero de menor
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magnitud. Esto puede significar que los efectos sobre la vibracién de los ligantes
respectivos para cada estado son muy distintos, sobre todo la unién de los cationes
monovalentes en R que afecta sustancialmente su movilidad. Mientras que en T, sin
ellos, se ve favorecida. El sitio de unién a F6P y a los iones metélicos se encuentra en la
interfase intermonomérica (C1:C2), probablemente estas uniones en R impiden la
rotacién del dominio de AMP con respecto al dominio de F6P. Cuando el AMP se une
y ocasiona la rotacién entre dimeros que impide la unién de los cationes, esa interfase
se hace menos estable y por lo tanto es posible la rotacién del dominio de AMP. Es
decir, en el estado T la interfase estabilizada es la C1:C4 y en el estado R se estabiliza la
interfase C1:C2. Si no existiera ninguin componente estabilizador de estas zonas, habria
una forma mucho mads vibrante que un estado T y poco afin al sustrato que uniria los
cationes para aumentar la afinidad por el sustrato y entonces formar una conformacién
R. En esta conformacién sin ligantes hipotética, se evidenciaria atin mas la direccién de

la T oscilante a R que se ve en este caso.

El arreglo ohgoménco de la FBPasa favorece la distorsién de los sitios de unién

' asocxados al sitio activo, que se da al unirse el inhibidor alostérico

a jones metéhc'
c _rovocado por esta unién, la rotacién del dominio AMP con

ién’ de un dimero sobre el otro, se da en todo el

'y la

mente El compq:tamiento vibratorio direccional observado en la
m ‘atiblé”'s con un movimiento colectivo entre los 2°
‘de F6P y de la rotacién dimérica que se
pudo evaluar la vibracién anisotrépica del asa
nsformacién, al hacer las superposiciones alternadas
ntre léi forma T, R y R neutra, se ve que dicha asa se
ormacxén, al separarse de los contactos que mantiene
(Zhang,1995), posiblemente como producto de la
Ia umén del inhibidor.

AMP, provoca un giro entre dimeros, provoca un
1 f(.)Arm‘zi que induce la rotacién entre dominios en
metria de la molécula. Es por esta distorsién del

los efectos hdmbtrépicos cooperativos de distinta afinidad
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por F6P, asf como la transicién heterotrépica provocada por la unién del AMP.

Estos atributos funcionales se esclarecen a la luz de las propiedades vibratorias
del sistema alostérico en cuestién, donde se muestra que las subunidades se

influencian entre s{ de manera coordinada.

Este comportamiento concertado entre subunidades no se puede explicar a
cabalidad en la TRPasa. En este caso, sin embargo, la conducta vibratoria refleja la
sucesién de fenémenos compatibles con una explicacién de este tipo, como es la
distorsién del tiinel provocada por la rotacién de la subunidad & en conjunto con el
desplazamiento a la apertura del dominio COMM. Por otro lado, la concomitancia
sugerida en la literatura entre los asas oL2 y aL6, y sus efectos en las interacciones que
estas sostienen con el dominio COMM, aunque pudieran ser concertados no es posible

asegurarlo debido la ausencia de estos asas en las estructuras analizadas.

En la visualizacién de las elipsoides anisotrépicas de la forma semi-abierta de la
TRPasa, como se ve en la Figura 6.7, es marcada la tendencia de la vibracién atémica
“hacia un conformacxén cerrada, ya que el eje mayor de las elipsoides se proyecta en esa
dlrecmv 'n en la representamén gréfica. De hecho el comportamiento vibratorio expuesto

‘ con la relacxén de Ca-distancia al eje, se observa que es mucho mayor la vibracién de la

Este ‘de‘sglos‘e de la movilidad en esta enzima no puede explicar completamente

los efectos de aquella en la funcién de la proteina, donde la accién catalitica del sitio B
estd regulada alostéricamente por muchos factores, como son: la transicién de

subunidades o y B entre abierto y cerrado, el cambio de flexibilidad conformacional de
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la subunidad B, en particular su dominio COMM, la distribucién de equilibrio entre
intermediarios con actividad catalftica dependiente de pH, la influencia distinta de
cationes monovalentes que influye en la actividad y distribucién de intermediarios, y
por ultimo, por los efectos dirigidos por la unién del sustrato al sitio o. En este proceso
el oL6 es esencial en la transmisién de sefales originadas en el sitio a y el al2
indispensable en la comunicacién intersubunidades. Se ha cuestionado si existen una o
muiltiples vias de comunicacién para controlar las propiedades funcionales descritas.
En este trabajo, aimque no se puede decir contundentemente, si es posible proponer

que la transformacxén alosténca se da mds bien por combinaciones de eventos méviles
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oscilando de tal manera que podria suponerse un fenémeno de tensién que “jala” a la
proteina hacia un estado sin inhibidor —es decir liberando al AMP- que la permita
volver a su forma R sin ligantes capaz de unir al sustrato y asi formar un estado R
ocupado y activo. Esta propuesta se hace sobre la base de que por la naturaleza de las
interacciones fisicas responsables de la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, la
unién y transformacién son fenémenos mutuamente influenciables, por lo que si un
sustrato se une la conformacién cambia, si éste se despega la estructura regresa a su
estado inicial. Sobre este argumento toma forma el suponer que la vibracién acentuada
de la forma T hacia la forma R, “empuja “ al AMP a despegarse de la enzima y asf
conformar un estado R sin ligantes susceptible de ser activado. Por otro lado la T oscila
de tal forma que es pertinente suponer que durante la oscilacion podra unir
diferencialmente al AMP, o al Mg?+ que facilitard la coordinacién con la F6P para que

se despliegue la actividad.

En este sentido la oscilacién de la forma T en la FBPasa no es en la direccién de
la transformaci6n alostérica, sino se dirige, en sentido inverso a la conformacién inicial.

Esto implica una contraparte al modelo de Rudifio.

En la TRPasa la informacién de la vibracién atémica analizada, propone la
existencia de un estado abierto (“T”) oscilando en la direccién de la transformacién
hacia la forma activa,.de " ‘menor oscilacién, Existe entonces en ambos casos un
componente v1bratono de la'forma inactiva que la dirige a la forma activa, funcional, a

pesar de no habe‘r, ha}la guno de los casos la forma T sin ligantes.

Se ha planteado que, e general los movimientos mds localizados son los que

afectan la funcién, y que los mds globales son mds trascendentes en la conformacion.
Sin embargo los resultados de esta tesis sugieren que los movimientos de dominios
dindmicos complejos pueden influenciar ampliamente aquellos regionales, sin eliminar
las evidentes repercusiones de estos tiltimos en las propiedades cataliticas o
funcionales. Es decir, los movimientos de dominios dindmicos mds grandes, vierten
sus efectos en los movimientos de asas generalmente asociados a los sitios activos o
alostéricos, o en aquellas involucradas en interacciones para la oligomerizacién. Los

desplazamientos atémicos de los cuerpos pseudo-rigidos repercuten de tal manera en
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la flexibilidad de la proteina que, a partir de ellos, se pueden explicar los procesos de
transformacién conformacional en enzimas alostéricas subrayando sus efectos en su

funcién biolégica.

l Direccién de la vibracidn >

6l6PDasa

TRPasa

FBPasa

Figura 7.1 Incorporacion de los modelos sugeridos aqui, al modelo de la T oscilante. La TRPasa vibra en el sentido
de la transformaci6n alostérica a pesar de que el mecanismo de transformacion no puede ser explicado a
cabalidad. Se evidencia, sin embargo, que mientras mas abierta esté la conformacion, vibra con mayor
amplitud hacia una forma cerrada, coincidiendo con la tendencia sugerida en el modelo T oscilantes. La
FBPasa sugiere una vibracién pronunciada en el sentido inverso de la transformacién alostérica ,
sugiriendo una contraparte al modelo de la T oscilante.

Las hélices de la interfase interdimérica de FBPasa, por ejemplo, se mueven de
tal manera que las asas conectadas a éstas hélices se desplazan por su causa. Las
traslaciones del dominio COMM vy la rotacién de la subunidad a en la TRPasa afectan
la posiciéon de los asas, compuerta del tinel y la conformacién de éste. Los
movimientos de estas zonas de la proteina en conjunto se pueden explicar por
fen6émenos oscilatorios que se dan en la estructura tridimensional provocados por la

vibracién atémica.

Los acercamientos a los dominios dindmicos, con influencias claras en las

propiedades funcionales de las proteinas aqui analizadas, conjugados con la virtud que
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posee la informacién vibratoria direccional de mejorar los modelos estructurales,
evidencian que la aplicacién de afinamientos con tensores de direccionalidad es muy
itil en la aproximacion de un ajuste anisotrépico e igualmente hace al ajuste mas real.
El modelo mejora debido a que el componente vibratorio direccional ajusta mejor los
datos experimentales y el modelo, cuando se trabaja a resoluciones alrededor de 2 A.
Esto conduce a pensar que al incorporar elementos direccionales al afinamiento de
estructuras se esclarecen o justifican patrones de movilidad sugeridos por otras vias
experimentales. Permiten por otro lado modelar los aspectos méviles importantes

funcionalmente, de una manera mas realista.
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8 9 10 1112131415 1617 18 19 20 21 22 23 24 25

Distancia a eje de rotacién

T 1 ¥ T L) LN
01 2 3 4 5 6 7
Grificas 7.1 Comporta-miento vibratorio isotrépico de la Integrase 1 de HIV. Se muestra la distribucion

de fac-tores B de dos con-formaciones distintas (arriba) donde 1hyv es la estructura que muestra mayor
vibra-cién y de la cual se hizo el anilisis de grupos pseudo-rigidos en funcién de su vibracién a un eje de
rotacién establecido en Y (abajo) (por los métodos utilizados en las otras protefnas analizadas (no se

muestra figura).
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La incorporaciébn de ésta informacién vibratoria en las explicaciones
estructurales, segiin los resuitados vertidos por los afinamientos TLS permitieron
construir modelos mas realistas de las enzimas trabajadas, que mostraron propiedades
estructurales que, como ya vimos, pueden conducir 2 una mayor comprension de la
conducta funcional de las enzimas alostéricas. Sin embargo, esto puede verse también
en proteinas no-alostéricas con muiiltiples conformaciones. Tal es el caso del micleo

catalitico de la HIV-1 integrasa, el cual fue analizado también en este trabajo.

Figura 7.1 Despliegue anisotropico de la integrasa
1de HIV. A partir del afinamiento por TLS de la
estructura mas moévil (grafica 7.1) se puede ver la
movilidad de esta proteina, donde el eje mayor de los
clipsoides se orienta en el sentido de la
transformacién y las de eje menor agudizan la
valoracién de la movilidad en la rotacién.(superior)
Muestra rotacién alrededor del eje supuesto —circulo
amarillo- (monémero). (inferior) Muestra grupos
pseudo-rigidos mas moviles (elipsoides rojas con ejes
mayores en ¢l sentido de la transformacién (otra
orientacion).

Por falta de informacion suficiente
para explicar los fenémenos que en esta
enzima ocurren, s6lo podemos mencionar
que de acuerdo al andlisis de las vibraciones

de los Ca, en funcion de la distancia al eje de

rotacién, se observa que la mayor vibracién

corresponde a la forma abierta (Gréfica 7.1),
donde se hace una distincion de grupos muy claros que son importantes para la
funciénl: el N y C terminal y dos asas asociados al cierre y apertura del nicleo
catalitico. Cuando se hizo el afinamiento TLS para esta enzima, con esos grupos, el
valor de R fue de 0.22 y el Rp de 0.24 comparativamente mejores que en los reportados

- en el archivo PDB (R=0.22 y R=0.26). En el despliegue grafico de éste afinamiento por
elipsoides anisotropicas, se observé que las mayores vibraciones se daban en Ia
direccién del cierre del niicleo catalitico cuando se une al DNA. Este conforma otro

ejemplo en que el afinamiento por TLS mejora los modelos.

1 Goldgur, et al.,1998 (i), Molteni, et al., 1999 (h)
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estructurales al incluir la direccién de los desplazamientos atémicos.

Todos estos estudios no podrian haber sido posibles sin una seleccién
cuidadosa de las estructuras con las cuales trabajar. E]l PDB a pesar de ser muy titil en
muchos aspectos atin presenta deficiencias importantes en cuando a la divulgacién de
la informacién requerida sobre las estructuras. Todos los datos que se omiten en los
depésitos de diferentes estructuras impiden la reutilizacién de esa informacién

optimizando su uso.

El PDB al tener mucha informacién que no es utilizable y que fomenta en ella
misma redundancias innecesarias, obstaculiza el dimensionar su tarea principal de
difundir las estructuras tridimensionales de proteinas para el crecimiento de la ciencia

estructural.

Una de las deficiencias mds grandes del PDB, completamente injustificada, es
que existe una cantidad inmensa de dep6sitos que no cuentan con sus factores de
estructura. Estos son el resultado de sus observaciones, es decir de las difracciones.
Sélo a partir de ellos es posible reproducir un ajuste por un re-afinamiento o recrear los
mapas de densidad para reconstruir el modelo reportado y analizarlo. Si tienen
reportada una estructura cristalografica quiere decir que cuentan con esos factores de
estructura. ;Por qué entonces no los reportan? Es un problema complejo que va desde

la desidia hasta razones histéricas y presiones de competencia.

A manera de anécdota, me gustaria mencionar algo sucedido durante la
realizacién de esta tesis: se seleccion6 una estructura que contaba con los factores de
estructura, pero al intentar reconstruir el mapa de densidad, el archivo marcaba errores
continuamente. Esa estructura era el reemplazo de otra determinada con anterioridad,
que habia sido depositada como perteneciente a un grupo espacial errado. Los factores
de estructura depositados eran los correspondientes a aquél depésito ya olvidado.
Como se trataba de una estructura necesaria para el analisis, contacté a los autores para
solicitarles los factores de estructura correctos. Se trataba de una estructura depositada
en 1997. Los autores no estaban enterados de que existiera tal problema con el depésito

y dijeron que lo solucionarian.
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Cuando se intent6 trabajar con una estructura del nuicleo catalitico de la HIV-1
integrasa cuyos parametros cristalograficas eran muy buenos (ver tabla DIPA Q,
c6digo 1bis). Al tratar de re-afinar esta estructura por TLS, vimos, gracias a los factores
de estructura, que habfa sido depositada con muchisimas violaciones a las geometrias,
por lo que tuvimos que rehacer el afinamiento corrigiendo esos errores. Al hacer este
re-afinamiento se obtuvieron un R = 0.21 y un Rz, =0.25, que, cuando se ajustaron por
TLS con los mismos grupos que lo mencionado con anterioridad, bajaron a 0.20 y 0.23

respectivamente, en relacién a los originales 0.20 y 0.26.

Como ultimo ejemplo de esto, el afio pasado se publicé un articulo que
estudiaba la conservacién evolutiva de regiones de estructura secundaria no regular

(NORS), a partir de eStructuras del PDB. El trabajo en cuestién no se juzga, pero si en

ese estudlo se 'encontraron con estructuras determinadas con violaciones geométrxcas,

Enel éféé ;ie' la cristalografia existen muchos cientificos que contribuyen a la
creacién de inforhiaciéh computando datos de alta calidad y promoviéndolos. Sin
embargo hay QUienes no lo hacen y, o son egoistas con la informacién ( e.j. No brindan
la informacién necesaria para reproducir experimentos de cristalizacién) o deshonestos
al otorgarla (e.j. Reportan ciertos datos de la determinacién de la estructura, pero no los
elementos para corroborarla o reproducirla (los factores de estructura)). Por lo tanto, el
PDB es un claro ejemplo de datos que serfan de excelente calidad si no existiera duda

en muchos casos.
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Bernal en los afios sesentas previé6 el advenimiento de la explosién de la era de
la informacién’® y la necesidad de dirigirla ddndole los medios y las posibilidades.
Actualmente gracias a la WWW el hecho es inminente. Existe gran cantidad de bancos
de datos cientificos, y de vinculos informdéticos que permiten acceder a una gran
cantidad de informacién en todas las 4reas. Una responsabilidad muy grande recae
sobre aquellos que distribuyen y organizan la informacién -como es el caso del
personal del PDB-; sin embargo, otra parte de la responsabilidad es de aquellos que

construyen esta informacion.

Entre los cristalégrafos la conformacién de un banco de datos de buena calidad
ha sido una meta primordial y como parte de esos esfuerzos, se instauré en los tltimos
anos, que el depésito de datos cristalogréficos debia ser parte integral del proceso de
publicacién. También se han desarrollado nuevos formatos para estandarizar los datos
como los CIF de la IUCr. Sin embargo los formatos estandarizados sirven poco si les
falta la informacién necesaria para la reutilizacién de los datos, y si la organizacién de

ésta en los archivos no es de fécil interpretacién —como es el caso de los CIF.

Sobre las caracteristicas tan heterogéneas del PDB se fundé la idea de crear el
criterio selectivo que se utiliz6 en esta tesis. Aunque el PDB tuviera todos los depésitos
estandarizados y completos serfa necesario un criterio de seleccién aunque en estas

circunstancias podria ser menos estricto.

A manera de conclusion.

Es importante mantener una actitud critica siempre que se maneje informacién
de una base de datos tan heterogénea y en constante transformacién como lo es el PDB.
Pero también es 1mportante asumir la responsabilidad ética de reportar integramente

los resultados experlmentale

La é‘i{é“‘de la*informacién lleg6 y se impuso. Este privilegio conduce a la

166 Murria-Rust, 1998 (62) "
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necesidad de una educacién y formacién informética tanto para construir como
acceder a la informacién. En este adiestramiento, debe preponderar la ética, con que se
trabaja y divulgan los hallazgos de dicha tarea, que implique responsabilidades y
honestidad, y donde prevalezca el contribuir realmente a la construccién del
conocimiento sobre el de obtener beneficios personales. Esta discusién seria motivo de
otra tesis, sin embargo es preciso sefalar, que si bien la ciencia requiere de una
formacién académica rigurosa, ésta no implica que se posean los elementos éticos
implicados en la comunicacién de la ciencia. En muchas dreas de la biologia, se recurre
a la informacién estructural para explicar fenémenos que se han explicado por otras
vias o simplemente para ubicar espacial y geométricamente al objeto de estudio. Es
importante por esto, que una base de datos como el PDB posea datos absolutamente

confiables.

Los avances estructurales, recientemente, se han manifestado en muchas 4reas
dentro de la biologia, conduciendo a la posibilidad de relacionar las estructuras con la
funcién biolégica y el ensamblaje que le da identidad a la molécula que describen.
Como resultado, el interés en el campo se esta enfocando, mds que a determinar
‘es&uémras per se, a asir los elementos estructurales que pudieran explicar los
fenémenos conformacionales asociados con procesos biolégicos clave en los que

- participan los ensamblados.

Desde esta perspectiva, es esencial la utilizacién de nuevos enfoques de anilisis
) de las propiedades dindmicas de las proteinas. La incorporacién de la informacién
Vibrétbﬁa direccional a la determinacién de estructuras proteicas, a partir de tensores a
105 ‘grupos pseudo-rigidos, es un ejemplo que permite ademas obtener modelos

estructurales mas realistas.

De los modelos aqui ajustados se infiere que es factible la existencia en las
enzimas alostéricas, de conformaciones oscilantes en la direccién de la transformacién
hacia las formas activas funcionales, que permite dar interpretaciones mas finas de su

flexibilidad molecular.

A la luz de estas propuestas se propone que la vibracién atémica es una
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propiedad de la proteina que esta relacionada crucialmente con su funcién, misma que
esta gobernada por la estructura tridimensional que la proteina ostenta, asf como por la
geometria que la distingue. Esta conformacién, que generalmente es muy conservada,
esta determinada por la secuencia polipeptidica, la cual puede no estar tan conservada
y atin asf determinar una estructura conservada de acuerdo a una funcién que ha de
realizar. Generalmente cuando se insertan mutaciones en ciertas protefnas no es la
estructura la que se ve afectada. Es en la vibracién atémica donde se dan los efectos
mis evidentes. En un sentido evolutivo uno podria entender que la evolucién de una
enzima alostérica estd guiada a conservar una estructura y una vibracién global
particular, como un factor epiprotéico, que lleve a una conservacién de la funcién
(Figura 7.3). Estudios sobre esta cuestion en particular podrian abordarse en trabajos

posteriores.

Codén,
ACGGGT

l

Sccucncia
polipeptidica
S i

Figura 7.3. Propuesta de atributos conservados evolutivamente para derivar la funcion bioldgica de proteinas

La biologia estructural es una realidad, asi como la biologia celular progresa
desde identificar y caracterizar los componentes para entender como se integran
distintas proteinas para producir las maquinas moleculares que generan las funciones
celulares basicas. Es de crucial importancia entender la estructura y dindmica de estos
complejos macromoleculares involucrados y c6mo su estructura cambia. Actualmente
existen atisbos de los cambios en conformaciones e interacciones moleculares, asi como
de la geometria asociada con cierta funcién, lo que forma las bases para entender la

biologia celular en un contexto estructural.
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Perspectivas.

La informacién sobre la estructura de una protefna es una fuente inagotable donde
crear experimentos de utilidad para descartar ideas preconcebidas. Sobre esta premisa

se proponen las siguientes perspectivas:

% En trabajos subsecuentes serfa prudente evaluar los dominios dindmicos de la
FBPasa y la TRPasa, con herramientas més sofisticadas de dindmicas
moleculares, comprobar la naturaleza de los cuerpos pseudo-rigidos de
importancia funcional, los mismo que verificar las interpretaciones hechas en

esta tesis.

9,
'

Serd necesario hacer estudios cinéticos que expliquen funcionalmente las

propuestas del proceso de transformacién alostérica sugeridas en esta tesis.

< Este trabajo sienta’ 1ba§es para trabajos posteriores sobre flexibilidad

molecular de protein éricas o michaelianas con conformaciones alternas,

tér}'ﬁéa; e impulsa la biisqueda de este tipo de

fenémenos ér‘\'m chos otros éjemplos.

 Las virtudes de’interpretacién de la funcién que sean conferidas por la

informacién * ‘vibratoria® permitirdn entender a cabalidad los procesos
regulatorios y de interaccién de enzimas o complejos enzimaticos y otro tipo de

ensamblados macromoleculares.

-+ La aventura de los ingenieros moleculares serd emular la naturaleza,
conjuntando con precisién, las conformaciones flexibles con la regulacion de la

funcién protéica.

< Ser4 posible dirigir estudios donde se evalie a la vibracién como un elemento

epiprotéico que. se conserva junto a la estructura y la funcién.
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Apéndice 1. Dispositivo Integral Para el Anélisis de PDBs (DIPA)

#Vusebin/per]
open (SAL">tablain");
Snada="";

open (OUT,"Ilslinz"),

@a=<0UT>;

close{OUT);

Sa=@a;

#print "$a\n";

print SAL "PDB-ID\MIRESOL\MR VALUENR FREEMCOMPL\t  # REFLE\t # ATOMOS\t # PARAMMDAT/PAR\tF.S\t GRUP
ESPA\N\{DIMESIONES DE CELDAS\\\I\t \\I\tU ASIMETRICA\NMPROGRAMANNMAANNU BIOLOGICA M\ A\
ANMMORGANISMO FUENTENOANAN NN MUIGANTES\A AN N NVMINOMBRE\n";

foreach $var (0..$a-1) {

$r=1;
Srr=18rr=1;$rrq=1;$re=1;$que=1;$p Srengl ;8 1 0,
SAAS"@A1="SA1=""QA TOAI="SALT;
A6="";DA7="";0A8="";@A paula="";
'@A‘IO—""GAII=""Osmp="";$A12-""SAwl= ‘SA9I1]="\(0 000"“5A6[l]="0 000";$A7(1])="0.000";$A 2{1)="0.000"";
Stt=0; Stg=0; $aG="""; $aF=""; $: s $todos_; ' /@head2="";$headd="";§primeroal;
: Stornado=0;

$_=Sal$varl; tr/la-z)/[A-Z)/; Sreeel=$_;

$_=$al$var); chomp($_); chop($_); s/*\d/$nada/g:chomp(Sal$varl);
#Sentra = "Ihomelpaulaf‘.hlivn] .pdb”;
#S 2 = "aux/| fac/$_. /" $a$var)."sf.g2";
#Spuerh-“lhomelp-uhl"-&alsvar]. pdb®;
#5puemz="lhome/pauhh".SalSvar] "sf.gz";
).*.pdb”;
&I$ppuem2-"lhome/paulalx”.ia[ivarl "sf7;

#Sentra = "hitp://www.rcsb.org/pdb/cgi $a[$varl ".gz";
#Sentra2 = "hitpJ/www.resb.org/pdblcgi/ $al$var)."sf.gz";
#Spuerta="/home/paula/pdb".$alSvar).".gz";
#Spuerta2="/home/paula/r"Sal$varl."sf.gz";
#Sppuerta="/home/paula/pdb”.$a[$var];
#S$ppuerta2:"/home/paula/t" SalSvarl."sf';

#print "Sentra\nSentra2\n\n\n";
#system("cp $entra /home/paula/trynue/".$a[$varl.".pdb");
#system("gunzip $puerta™);
# &factor;
open{OUT,$ppuerta) ;
while (<OUT>) |
chomp;

if (Srenglon ==1) {
Stre++;
s/Sespa/$nada/g:
chomp(Sreeel);
s/Sreeel>/Snada/g;
SAwi=SAwlsS_;
Srenglon=0;
Stexto[$trel=$Aw1;
Srefer{$trel="$tre*";
Srefer2="$tre*";

}

if TORGANISM_SCIENTIFICH {
#print"$_\n";
s/Sespa/$nada/g:
s/SOURCE/$Snada/g;
s//Snadalg;
@A1=split("",5_);
Sque=0;
SA1=",;

}
if (Sque==1) {
if UYSOURCEN {
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Sque=0;
}
}

if UBIOLOGICAL_UNIT)H {

s/Sespa/Snadalg;
@A2=3plit(,3);
}

if (Se==1) {

if ICHAINY |

s/Sespa/Snadalg;
@A3=split("",$_);
$r=0;
Spesns = 0;

}

}

{f (Spesos==1) {
if YASYMMETRIC UNIT) {
chomp(Sreeel);
s/$reeel.*/Snadalg;
s/Sespa/Snada/g;
SAwl=SAW1S_;
Spesos=0;
$renglon=1;

1

}

if (Sre==1) {

if YAUTHOR) |

chomp(Sreeel);

s/Sreeel.*/Snadalg;

s/Sespa/Snadalg;
SAri=$S_;
Sre=0;

}

i

if (REMARK 2 RESOLUTIONJ {

chomp(Sreeet);

siSreeel.*/Snadalg;

s/Sespa/Snadalg;

S/ANGSTROMS.*/Snada/g;
@A5=split"RESOLUTION",S_);
# print"$AS[1)\n";
@As5=split(" "SAS(1]);
#$_=$As5(1);
#s/ANGSTROMS.*/$nadalg;
#$AsS(1])=S ;
0pﬁnl"ﬂ‘ﬂ#.ﬁﬁ#ﬁﬁﬂlﬂﬁﬁﬁﬂﬁsASSIII\n";

}
if Srrqe=1) {
if WCOMPLETENESS) {
s/Sespa/Snadalg;

@A6=split("",$_); $rrq=0;
}

}

if UNUMBER OF REFLECTIONS/ || JUNIQUE REFLECTIONS/) {
chomp(Sreeel);
s/Srecel.*/Snadalg;
s/Sespa/Snadalg;
s/Sespa/Snadalg;
SRECUER=§_;
@A7=split(""$);
$_=3A711);
sN\s/Snada/g:
SA7M1)=$_;
#print"$_\n";
if (SA7[1] eq Snada) {

$_ = SRECUER;

s/.'REFLECl'IONSISnadaIg: el

@A7=split(*"$_); vl
Wprint *SATIO) SA7(1], SA7[21,$A7131\n" TES]S CON
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)

if ($rr=a1) {

if YR VALUE Nt

Sprint “WIHNININIIIININS_\n";

a/Sespa/Snadaly:
@A8=split(:",3);
$rr=0;

$pepesD;

if (SAB[1] eq $nada) {
8/.°VALUE/Snada/g;
@AB=split"",$);

Apéndicel: DIPA

#print "SA8(0), SAB[1], $A8[2),SAB(3], $A8l4), $ABI5), SABI6),SAB[7), $AB[8), $A8[9),

$AB[10LSA8[11)\n";
S$AB[1] = $SAS[0);

)

)
}

if (Stomado m=1) {
Stornado =0;
#print"$_\n";
s/[A-Z|/$nada/g;
@A t4=split(" "$);
chop($Atd[1));
SA{1)="\t$A (1)

#print *-*-°-*SA14(0),$A t4[1), SAt4(2], SAW[3) \n*;

}
if (Spepe==1) {

if UR VALUE N {

#print ™. $_\n';

chomp($reeel);

s/Sreeel.*/$nadalg;

s/Sespa/$nadalg;
#printtsosssesg \pi

s/lA-Z)iSnada/g;

@A H=split("",$);
chop(SAt[1]);
$At444=5A4(1);
SAtal1)="\t$At4[1]";

if (5A1444 eq $nada) {
Stomado =1;
SAtdl1]=";

}
}

if ($rev=e=1) {

if UFREE R VALUE L2

s/Sespa/$nada/g;
@A9=splilC"$);
$rrr=0;

}
!

if UHETATM/ | ) JATOM)) |

#print "$_\n";

S'HETATM/HETATM e

#print "$_\n";

#s/Sespa/Snadalg;
@A10=split(" ",$_);
#3$_=SA1001);
#s/[A-Z)iSnadalg;
#print "**$A10{1)\n";

}
if UCRYSTIN{
chomp(Sreeel);

s/Sreeel.*/$nada/g;
#s/Sespa/$nadalg;
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@A11=plite' S );
#print "\n\n@A11\n\n\n";
#$A11{0LSA11[1L$A11[2],$A11{3,5A11(4),$A11{5],$A11[6],$A11[7],$A11[8)";
}

UUVHET N
#a/Sespa/Snada/y;
#3/ HET /Snada/g;
@grup=split(" ",$_);
#print "e.s.e.s e s 0 s 0.9 0.0 2§ prup(0], $Sgrupl1],$grup(2], $Sgrupl3hn®;
Scount++;
$Apaulal$count]=$grup{l];
#print "-5-*-*-*@A paula\n";
)

if PROGRAMN {
s/Sespa/Snadalg;
chomp(Sreeel);
s/$reeel.*/Snada/g:
8/*PROGRAM/Snadalg;
$SA12=$_;
)
if UTITLEN{
s/Sespa/$nadalg;
Sit++;
if (Stt==1) (
S/TITLE/Snada/g;:
s/Sespa/$Snadalg;
$aG=$aG.s_
$mmms=1;
#print "*$aG*\n";
}
if ($ti>1) {
s/TITLE.*\d/$nada/g:
s/Sespa/Snadalg;
$aG=$aG.$_
#print **$aG*\n";
Smmm=1;
}
}
if UREFN {
s/Sespa/$nadalg:
Smmms=1;
if $mmm==0) |
IfUTITIN
Stg++;
#print* $_\n";
if ($tg==1) {
chomp(Sreeel);
s/$reeel.*/$nada/g;
s/JRNL.TITL/Snadalg;
s/Sespa/$nadalg:
$aF=SaF.$_;
#print essssregaF\ "
}
if(stg>1
chomp(Sreeel);
#print "receel====Sreeel**\n";
s/$reeel.*/Snada/g:
S/JRNL.*TITL \d/$nada/g;
s/Sespa/$Snadalg;
SaF=SaF.$_;
#print "++++++++$aF\n";
}
. }
}
&nombre;

} close(OUT);

$parametro = $A10[1)*5;

#$dato=$A7(1)/Sparametro;

@dato=split("™,$dato);
#print )
#"$A1[11\nSA2(11\nSA3[11\nSA4[11\nSASI11\nSA6I1]\n*SA7[1]° \nSABITI\nSAII11\NSAI0[1]*\n$A11[1]\nSAI2{1]\n@A paula\nSpa
rametro\n$dato\n*SAt4[1]*\nSAwI\nSAI\nSAA\NSA R \n";
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#system®rm -f Sppueﬂ'a");

$datos_para=$dato[0].8dato[1).$dato{2]).$dato[3).Sdatol4);
$grupo_espacial="$A11(7] $A11[8] $A11[9] $A11[10]";
Sceldas»"$A11[1] $A11[2] $A11(3) $SA11[4) SA21(S) SA11[6)";
&ligantes;

#print SAL

#7Sa(Svarl\tSAsS(1]\tSAS[1ISA 4TI\ eSAI1)\AESASITINVNSAZ[1)\E\NEMSATO[ 1N\ N ENESP tro\ t$dato[0]$dato[1]$datol2]$datof
3]1Sdatol4\t\ I\ tSretum \1\t$A11{7),SA11[8],$A11{9),$A11(10]\t$A11(1],$A11(2],$A11[3],$A11({4),SA11[5],SA11[6]\t\ tSA3([1]Srefer2\t\t
SA12\1SA2{1)\t\tSA1[1]SAI\1@Apanla\n\n";

WPrint =l e e b B fic B B i i i B B i Bl il i il B B B B B B B B B b B i B B B B B B B B B B e B e $A 85 (1) \ 0

printf SAL

”%GI\M\I%I_'H\I%IJl\mzmmlm\mlﬁ\l%lOO\I%ZA'\!’/-SI\l%lz.l\l%‘lSs\l%ZSﬂ\R%ISI\I%JOI\Q‘/-SOS\!%W\l%ﬂo;\n"
Sal$varl, $AsS5{1], SAB[1).$A14(1), $AS{1], SAG(1L, $SA7[1], $A10[1], Sparametro, $datos_para, $grupo_esp $

$A3[1) Scefer2, $A12, $A2[1], $A1(1].8A1, Stodos_unidos, Shead3.Shead2{1);

#printf

%63\ t%121\ 1% 1IN\ %131\ 1% 2.2\ %108 \1%103 \ 1% 108 \ t%2. If\l'/o:!l\R%lzu\l’/olSI\l%m\'%lSs\k%JDl\l’/aSOs\(%l20l\l‘/-8h\n"
SalSvar, $As5(11, SAB[1].8At4[1), SA9[1], SA6[1], SA7[1], $A10[1), Sparametro, Sdatos_para, $Sgrupo_esp

$A3[1)Srefer2, $A12,$A2[1), SA1(1).3A1, Stodos_unidos, $Shead3.$Shead2[1);

#<STDIN>;

)
print SAL "\n";
foreach Strtrt (1..Stre) {

print SAL "Srefer{$trtrt] Stexto[Strtrt)\n";

}
#sub factor{

#if (system("head -1 $Sentra2") ) {
#Sretum = 0;
#print "$return\n";

")
#else { Sretum =1; print "Sretum\n*;)
#)

_sub ligantes {
Stecla=@Apaula;
foreach $tengas (0.$tecla-1) {
,slodns_unidonﬂod os_unidos.$espas.SApaula(Stengas];

)
sub nombre {

if ($primero==1) {
if COMPNDA {

@head = split(" ",5_);

$ruio=@head;
foreach SRTRT (1..$ruio-1) {
$head3 = Shead3.Sespas.Shead[SRTRTI;

#Shead3=$head[1).$espas.Shead|2];

$primero=0;

}

)
}
if U MOLECULE: N {

print "eeessrevssasersenney

Shead3="";
@head2 = split (""$_);
}
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Apéndice 11. Tablas comparativas de caracteres DIPA:

Base de datos.

Tabla A. Fructosa-1,6-bisfosfatasa

ESTADO

PDB-ID{RES(A)] R | Rrwe | INT | No. REFLE | No. ATOM [No. PARAM DAT/PAR ES
1fbt 2 022 | 0.28 . 27821 3267 16335 * 1.7 -0
Ifrp 2 {olg * 82.8 | 45437 6803 34015 T 1.34 1
trdz | 205 {02 | 022 | ° 32329 5392 26960 T 1.2 0

_1fpf 2.1 * * * N 6514 32570 ° - 0
1fpd 2.1 * N * * 6484 32420 * 0"

_Sfbp 21 |o0.18 * * * 6850 34250 R rogrs
1fpj 22 019 * 95 37484 5064 25320 R g
1deu 22 |o19 | o025 * 62337 10106 50530 T i1
1rdy 22 | 02| 023 * 25276 5324 26620 T 0

_1Ifpe 2.2 * * ‘ * 6517 32585 * 0
teyk | 223 |022| 027 {861 30946 5457 27285 T
teng | 227 | 017 | 023 | 776 13386 2717 13585 R
tleyj | 228 [ 02 | 026 {898 | 29829 5479 27395 T
1bk4 23 |o018 * 93 16921 2491 12455 *

1l 23 lois| ° 88 30726 5071 25355 T

| 1fpi 23 | 02 ! 84 29101 5055 25275 R
fsa 23 |018] 023 | 65 19578 5349 26745 T 0
fta 2.3 ' ’ * ¢ 13023 65115 T 0
1fpg 2.3 3 ' * * 6523 32615 o Hol
leyi 232 [ 019 024 [916 12784 2719 13595 R 0
1d9q 24 (019 024 | 0 52266 10188 50940 R 15

159 25 |o019 | 026 |879] 21385 5192 25960 * 0
16 25 lo2 | 027 |88 9424 2619 13095 R 0
1bh 2.5 * ) * * 6380 31900 R -0
4fop 25 |017 * * * 13016 65080 T 20
1fbp 25 | 022 ! * * 6030 30150 r - 0
1dk4 26 [033] 027 ]9.3 9705 4108 20540 * 047 e
1fpb 26 * ! * * 5938 29690 * ® Dl
1fbe 2.6 * ' * * 6209 31045 R )
1dbz_| 265 | 024 | 029 . 38230 290 1450 R SL
1/Bf 2.7 * ) ° * 6052 30260 * S0
trdx | 275 J022] 03 . 12701 5225 26125 R 0
3fbp 28 | 019 * * * 5994 29970 R 10
1B 2.9 . ) * -~ 5920 29600 * 0
1fpk 3 0.23 . 73 13824 4788 23940 R 0
1fbg 3 * ) ‘ * 5918 29590 * " 0
_1be 3 ' ’ ! * 5920 29600 N N 0
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o DIMESIONES DE| ORGANISMO
PDB-ID| G. ESPA | UASIM | UBIOLOGICA CELDAS FUENTE LIGANTES
. 48.400 56,600 93.700 RATTUS
iyt | P1211 A, B; 90.00 94.40 90 NORVEGICUS MSE MSE_PO4 PO4
. B 60.950 166.300 SUS SCROFA
Ifrp | P21212( A,B; 80.000 90.00 90. 90 FDP AMP ZN
HOMOTETRAME [61.060 166.780 SUS SCROFA
irdz_[P21212]| A,B; R 79.920 90.00 90. 90 Fé6P F6P AMP AMP
AB . 61.100 166.600 SUS SCROFA
Ipf |P21212 80.100 90.00 90. 90 MN MN AHG AMP
AB . 61.100 166.400 SUS SCROFA
Ipd | P21212 79.900 90.00 90. 90 MN MN AHG AMP
A . 131.100 131.100 SUS SCROFA
5mp | P3221 69.700 90 90 120 F6P F6P F6P
. 61.200 166.800
fpj |P21212] A,B; 80.300 90.00 90 90 SUS SCROFA TL TL AMP AHG
) R * 71,604 126.316
Ides | P1211 |A,B,CD;: 78.023 90 97.73 90 | PISUM SATIVUM
..« HOMOTETRAME| 61.200 166.750
Irdy | P21212 " R 79.840 90.00 90 90 SUS SCROFA F6P F6P’ AMP AMP
61,000 166.500
Ifpe | P21212 79.90090.009090. | SUS SCROFA MN_AHG AMP
o 60.120 166.140
leyk | P21212 79.530 90.0090. 90 | SUS SCROFA F6P_ZN AMP _PI
o 52.340 82.820 ) -
leng 1222 166.740 90.0090 90 |  SUS SCROFA F6P ZN PI
s 59.860 165.820 ’ ] :
leyj [P21212 79.510 90,00 90 90 SUS SCROFA F6P MG AMP _Pi
e 73.790 80.050 ORYCTOLAGUS ; .
1bkd 1222 131.820 90.00 90. 90|  CUNICULUS MG S04 S04
ST - 61.100 166.900 o
_Ifpl | P21212 80.200 90.0090. 90 | SUS SCROFA TL TL TL AMP AHG
= . 61.200 167.100 B .
Ifpi - | P21212 80.000 90.0090.90 [ SUS SCROFA K KK AMP AHG®
o . . 61.050 166.720 R
1fsa | P21212 79.980 90.00 90. 90 | SUS SCROFA F6P AMP MN
R BB g 68.600 84.800 .
1fta - |P212121]|A,B,C,D; 281.100 90.00 90 90.| HOMO SAPIENS AMP
: * 61.100 166.500 EENTETER
Ifpg | P21212] A,B; 80.000 90.0090. 90 | SUS SCROFA MN MN AHG AMP:
R B . 52.120 82.510 i
Teyi 1222 165.490 90.00 90 90.|  SUS SCROFA F6P MG MG PI PI
. . N - 78.940 113.950 e
1d9g | P1211 |A,B,C,D; 94.810 90. 114.38 90 | PISUM SATIVUM
BN . . 59.820 165.480 o
19 | P21212 | “A,B; 79.290 90.0090.90 | SUS SCROFA F6P ZN AMP P1
I e - . 52,380 82.470 T
1j6 1222 A; 165.590 90.009090.|  SUS SCROFA F6P ZN ZN ZN PI PI-
. A . 131.200 131.200 SUS SCROFA A
Ifoh ~ | P3221 69.300 90. 90 120 AFPBFPAFPBFP | 7 ¢
A * 78.500 88.500 SUS SCROFA iy B
4pp  [P212121 : 211.100 90.00 90. 90 “AMP?
A * 61.600 166.600 SUS SCROFA T s
1op [ P21212 80.000 90.00 50. 90. F6P AMP MG
B 68.870 78.430 SUS SCROFA e |
k4 _{P212121] A, B; 129.720 90.00 90. 90 ZNZNZNPO4 ). -0
AB * 131.400 131.400 SUS SCROFA D
1pb | P3221 685.600 90 90 120 FDPFDP FDP~°
AB . 131.400 131.400 SUS SCROFA . | niinivpis s coi o]
e | P3221 68.600 9090 120 ‘AHG MG AHG MG _ |-
* 78.900 114.500 - EAET
bz | P1211 |A,B,CD; 94.500 90. 114.50 90| PISUM SATIVUM
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: R 131.400 131.400 SUS SCROFA
Iy | P3221" 69.200 90. 90 120 AHM MG AHM MG
e 131.310 131.310 SUS SCROFA
Irds | P3221 66.400 90 90. 120 F6P F6P
. 131.400 131.400 SUS5 SCROFA
3bp | P3221 69.200 90. 90. 120 FDP FDP
131.600 131.600 SUS SCROFA
1fbd | P3221 68.300 90. 90. 120 AHG MN MN
132.600 132.600 SUS SCROFA
Ifpk | P3221 67.700 90. 90. 120 TLTLTLTLTLTL
132.000 132.000 SUS SCROFA
e | P3221 67.400 90. 90. 120 AHM MN AHM MN
v 132.000 132.000 AHG ZN ZN AHG ZN
1be | P3221 3+ 67.40090.90.120 | SLIS SCROFA ZN
Tabla B: Triptofano Sintetasa.
PDB-ID |RES(A)| R |Rrwe| INT |No.REFLE| No. ATOM [No.PARAM| DAT/PAR FS
1q0p 14 | 015018 | 95 133915 5880 29400 4.55 1
1k8y 15 017 | 021} 951 111900 5619 28095 * 0
1k3u 1.7 | 015019 ] 977 77570 5785 28925 2.68 1
1k7x 1.7 | 019 | 024 | 968 78258 * * . 1
1k8z 1.7 | 021}027 | 9.4 79408 5354 26770 . 1
1909 1.8 ] 017 | 021 94 63650 5461 27305 233 1
Tubs 1.9 * ° N * 5188 25940 * 1
2tys 19 |o17 | + 82.4 * 5321 26605 * 1
1k7f 1.9 0.2 | 025 ]| 938 53470 4964 24820 2.15 1
tbew | 19 (022|028 | 803 45259 5236 26180 1.73 1
tasa | 19 |o024] 03 | 777 43791 5292 26460 1.65 1
1ttg 2 * * * ! 4981 24905 . 1
1geq 2 0.2 | 025 908 30701 4238 21190 145 0
~law2 2 021 | 025 | 953 47194 5145 25725 1.83 1
" 1a5b 2 022 {028 | 822 39737 5207 26035 1.53 1
2trs 204 |021] o 76.1 36088 5156 25780 1.4 1
1bks 2.2 * * ’ * 5233 26165 * 0
1c8v 22 lo021 027 | 926 35371 5120 25600 1.38 1
1fuy 225 (017 ]022| 09 32603 5189 25945 1.26 T
1ttp 23 * * ) * 4921 24605 * 1
1k7e 23 o017 024 [ 91 * 5219 26095 * (b
1a5s 23 | 018|025 | 938 30327 5035 25175 12 i1
1a30 23 [o018 | 025 | 938 30327 5193 25965 1.17 0
2wsy 2.3 02 | 03 | 909 12850 4650 23250 0.55 0"
1c29 23 j021]028] 91 29401 5122 25610 1.15 PE
1cx9 23 lo21]o028 | 919 29619 5117 25585 1.16 15
1c9d 23 Jo21] o027 939 31553 5149 25745 1.23 1
2sy | 25 |oa9| - 89.5 23487 5085 25425 092 B
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T R R DIMESIONES ORGANISMO
PDB-ID | G ESPA |U ASIM | UBIOLOGICA | LIGANTES DE CELDAS | PROGRAMA FUENTE
R = : * 182,200 60.300 SALMONELLA
- 1qop IPL PLP NA [67.40090.94.7090{ REFMAC TYPHIMURIUM
L ean 183.142 60.465 SALMONELLA
NA G3P PLP 167.44090.0094.63! REFMAC TYPHIMURIUM
182.409 59.718
67.177 90.0 94.52 SALMONELLA
NA IAD PLP_|90. REFMAC TYPHIMURIUM
184.006 59.986 SALMONELLA
PLPNA 67.537 90.00 94.65] REFMAC TYPHIMURIUM
184.420 61.035 SALMONELLA
NA IAG PLP [67.534 90.0094.69] REFMAC TYPHIMURIUM
182 742 60.055 SALMONELLA
IGP PLP 67.098 90.0094.48| REFMAC TYPHIMURIUM
184.200 61.800 SALMONELLA
PLPNA 67.800 90.00 94.80] X-PLOR3.1 TYPHIMURIUM
185.800 62.300 SALMONELLA
PLT NA 67.800 90.00 94.10 PROLSQ TYPHIMURIUM
183.664 59.G74 SALMONELLA
IAV PLP 67.467 90.00 94.70| REFMAC TYPHIMURIUM
i 182.300 59.700 SALMONELLA
Ui IPLPLSK  |67.40090.0094.60| X-PLOR3.1 TYPHIMURIUM
: 183.500 59.400 SALMONELLA
PLPK 67.300 90.0094.60] X-PLOR 3.1 TYPHIMURIUM
185.000 61.300 SALMONELLA
PLP K 67.700 90.00 94.701 X-PLOR 3.1 TYPHIMURIUM
73.013 78.997 SALMONELLA
170.964 90.00 90 PROLSQ TYPHIMURIUM
183.340 59.920 SALMONELLA
PLP NA HSP 167.710 90.00 94.551 X-PLOR 3.851 | TYPHIMURIUM
182.600 59.700 SALMONELLA
PLPKIGP 167.40090.0094.60] X-PLOR3.1 TYPHIMURIUM
184.200 61.300 SALMONELLA
IPL PLS NA ]67.900 90.0094.50] X-PLOR3.1 TYPHIMURIUM
184.580 62.065 SALMONELLA
PLP NA 67.610 90.00 94.69 PROLSQ TYPHIMURIUM
183.800 60.770 SALMONELLA
PLP NA HE1 |68.150 90.00 94.38| X-PLOR 3.851 | TYPHIMURIUM
184.000 60.700 SALMONELLA
NA FIP PLP_|67.400 90.0095.75| REFMAC TYPHIMURIUM
185.300 61.300 SALMONELLA
PLPCSCS |68.10090.0094.80] X-PLOR 3.1 TYPHIMURIUM
182.651 59.081 SALMONELLA
NA IAG PLP |67.300 90.00 94.55] REFMAC TYPHIMURIUM
182.700 60.800 SALMONELLA
FIP NA PLP_|67.500 90.00 94.60{ X-PLOR 3.851 | TYPHIMURIUM
. 182.700 60.700 SALMONELLA
PLP NA FIP |67.500 90.00 94.50] X-PLOR 3.851 | TYPHIMURIUM
185.100 61.200 SALMONELLA
PLP NA 67.600 90. 94.70 X-PLOR 3.851 | TYPHIMURIUM
182.290 58.870 SALMONELLA
PLP NA HE1 |67.400 90.00 94.40] X-PLOR 3.851 | TYPHIMURIUM
182.650 59.340 SALMONELLA
NA NHP PLP |67.300 90.00 94.50] X-PLOR 3.851 | TYPHIMURIUM
184.220 60.520 SALMONELLA
PLP NA HF1 |67.790 90.00 94.43| X-PLOR 3.851 | TYPHIMURIUM
185.700 62.600 SALMONELLA
G3P PLS NA _[67.900 90.00 94.40] X-PLOR3.1 TYPHIMURIUM
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PDB-ID|RES (A) | R | Rrme | INT |No. REFLE|No. ATOM| No. PARAM | DAT/PAR | F.S | GESPA
Texq 1.6 025 { 027 {972 | 35599 2344 11720 3.04 0 P326
1hyo 1.7 | o022 Jo2 | 39564 1250 6250 6.33 1 P3121
1694 1.7 {022 | 028 | 99.2 20854 1243 6215 3.36 0 P3121
1b9f | 1.7 {024 [ 028 | 953 | 22241 1237 6185 3.6 0 P3121
1a5v 1.9 0.15 | 021 | 914 14653 1321 6605 222 1 P43212
1a5x 1.9 0.16 | 0.21 | 93.3 14942 1317 6585 227 1 P43212
1ae9 1.9 02 {023 | 989 | 110468 2815 14075 0 H318
1bis | 195 0.2 | 026 | 938 | 20883 3287 16435 1 P12
1biz | 195 | 021 | 025 | 93.8 20883 2430 12150 0 | P212121
1a5w 2 0.15 | 022 | 89 12682 1280 6400 1 P43212
113 2 0.22 | 028 | 95.7 | 34702 3599 17995 1 c121
192 | 202 | 023 {029 | 985 13085 1239 6195 L] 0 P3121
14s4 2.1 0.21 | 026 | 94.2 26564 4039 20195 ) c121
1bhl 2.2 022 | 026 | 9747 | 10359 1102 5510 0| P3121
litg 23 0.2 * * 7487 1138 5690 . 0 P3121
Thyz 2.3 024 {029 | °* 15753 1245 6225 1 P3121
1k6y 24 023 | o2 | * 51553 6132 30660 1 P43212
1bia | 246 | 023 | 027 | 96.8 10359 3595 17975 0 c121
1biu 25 02 ] o027 | 9 20883 4955 24775 0 c121
1aih 2.5 021 | 027 | 9747 | 34819 5549 27745 0 ! P212121
Zitg 2.6 0.2 + | 78 5012 1293 6465 0 P3121
1exd 2.8 0.26 | 031 | 99.7 15580 3452 17260 0 P312

Tabla C:Continuacién...
DIMESIONES DE ORGANISMO

PDB-ID | UASIM |UBIOLOGICA { LIGANTES CELDAS PROGRAMA FUENTE

. 48.886 48.886 103.644
lexq A B; CD CL S04 90.00 90.00 120 :CNS H IVIRUS
. CAF S04 CL [72.010 72.010 65.600 90.00 HIVIRUS
1hyv A; TTA 90.00 120 : REFMAC
. 72.350 72.350 65.720 90.00 HIVIRUS
1b9d A; CAC SO4 90.00 120 : REFMAC
IS 72.440 72,440 65.420 90.00 HIVIRUS
109f A; MONOMER | cAcCso4 90.00 120 : REFMAC
L 66.444 66,444 81.065 90.00 B
1a5v * Y3 MN 90.00 90.00 : X-PLOR 3.1 | AV. SARCO. VIRUS
: ~ 66.443 66443 51.282 90.00 ; ST
1a5x * Y3 90.00 90.00 : X-PLOR 3.1 { AV. SARCO. VIRUS
g 107.320 107.320 108.710 | : X-PLOR R
- 1ae9 A, B; 90.00 90.00 120 3.851 PHAGE LAMBDA '
- . 45.090 45.080 49.430 68.82 HIVIRUS
1bis A.B; - - DIMER 64.74 62.63 : X-PLOR 3.1
- T : 50.840 71.340 91.880 90.00 HIVIRUS
iz | AB; DIMER CAC 90.00 90.00 : X-PLOR 3.1
_ B 66.707 66.707 81.019 90.00
1a5w . e Y3 90.00 90.00 : X-PLOR 3.1 | AV. SARCO. VIRUS
: : IR 99.100 72.500 79.400 90.00| : X-PLOR |HIVIRUS -
1013 MULTIMER MG 108.00 90.00 3.851
R s 72.260 72.260 65.600 90.00 HIVIRUS
1692 ¢ CACSO4 90.00 120.00 : REFMAC
RS 76.233 46.735 141.361 HIVIRUS
L 1gsd MG 90.00 105.55 90. :CNS
| 72.500 72.500 65.800 90.00] : X-PLOR |H IVIRUS
R IIEE CAS 90.00 120.00 3.851
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72.757 72.757 66.066 90.00 H IVIRUS
90.00 120 X-PLOR
72,220 72.220 65.160 90.00 H IVIRUS
90,00 120 : REFMAC
102.710 102,710 280.560 H IVIRUS
90.00 90.00 90 :CNS1.0
99,100 72.500 79.400 90.00{ : X-PLOR |HIVIRUS
108.0090 3.851
76.220 46.910 140.270 H IVIRUS
90.00 105.13 90 : X-PLOR 3.1
42.400 129,300 234.200
90.00 90.00 90 : X-PLOR 3.1 | BAC.PHAGE HP1
72,400 72.400 65.560 90.00 H IVIRUS
90.00 120.00 : PROLSQ
103.990 103.990 101.380 H IVIRUS
90.00 90.00 120 :CNS51.0
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product complexes.
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Conformational transition of fructose-1,6- bisphosphatase: structure comparison between the AMP complex
(T form) and the fructose 6-phosphate complex (R form).
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c)PDB ID: 1FRP
Xue, Y., Huang S., Liang J.Y., Zhang Y. & Lipscomb, W.N.
Crystal structure of fructose-1,6-] bxsphosphatase complexed with fructose 2,6-bisphosphate, AMP and Zn2+ at
2.0A resolution: Aspects of synergism between inhibitors.
Proc. Natl Acad. Sci. 91 pp. 12482-12486 (1994)

Estructuras PDB de Triptofano Sintetasa

d)PDB ID: 1QOQ, 1QOP
Weyand Michael & Schlichting lime 3
Crystal structure of wild-type tryptoph h plexed with the | sut indole-3-glycerol phosp
Biochemistry. 38 pp. 16469-16480 (1999) o oL

e)PDB ID: 1ASA, 1A5B o
Rhee, S.,Miles, E.W.,Davies, D.R. Cryo-crysmllogmphy ofa truc substmlc. mdolc-B-glyccroI phosphmc. bound toa
mutant (xd60n) tryptopt ynthase 0B, lex reveals the correct orientation active site aglud9.J Biol Chem :
273: 8553 (1998) . : L

NPDB ID: 1K82Z
Weyand Michael, Schlichting lime, Herde l’elm. Mambolll
Crystal structure of the BSer'”Pro mutant of lryptophan synthase: a knock“out allosteric enzyme
J Biol Chem 277 pp. 10653-10660 (2002) :

g)PDB ID: IBKS
Hyde, C.C.,Parris K.D.,Bhat T.N.,Brown C. ,Ahmed S A ,Mx]es EW.,Davi
native form of the tryptophan synthase multienzyme complex from Salni
Biochemistry, 38 pp. 16469-16480 (1999)

.R. Refined structure of the
la typhimurium,”: .-

Estructuras PDB de HIV-1 Integrasa

h)PDB ID: 1HYV
MOLTENI, Valentiina., Greenwald Jason, Rhodes Denise, Hwang Youn, waatkowskl Wxtek Bushman
Frederic D., Siegel Jay S. & Choe Senyon, :
Crystal structureof fructose-1,6-bisphesphatase complexed with fructose 2,6-blsphosphate, AMP and Zn+ at
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Biochemisiry, 38 pp. 16469-16480 (1999)

pPDU I1D: 18IS
Goldgur, Y., dyda F. Hlickman A.B., Jenkins T.M.; Crmgu: R., Da ;
Three new structures of the core domnm of HIV-1 mlt.grns An'active s:lc lhnt bmds mngncslum
Proc Natl Acad Sci 95 pp. 9150-9154 (1998) ;
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Links en WWW

htt v: www.nobel.se/chemistrv/laureates /elsevier.html
http:/ /www.cienciahoy.org /hoy60/luz htm!
http://wwv.pdb.or
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