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Resumen

Los factores de transcripcion de las células eucariotas son clasificados en familias de acuerdo
con los diferentes tipos de dominio de union al ADN (DNA-Binding Domain, DBD). La
diversificacion de las funciones de estos factores cominmente recae mas en las otras partes
de la proteina que sobre el DBD, dado que los miembros dentro de una familia
frecuentemente reconocen la misma secuencia de ADN. Tal es el caso de la familia de
factores de transcripcion Myb, donde los tres miembros presentes en los vertebrados A-, B-
y c-Myb comparten DBDs con secuencias de aminoacidos similares que se unen a la misma

secuencia de ADN.

Los DBDs de las proteinas Myb de vertebrados se encuentran compuestos de tres repeticiones
imperfectas, es decir, no idénticas, de 52-53 aminoacidos, denominadas repetidos R1, R2 y
R3, cada uno con un motivo caracteristico rico en triptdfano. Los estudios sobre estos tres
repetidos han determinado que la union de R2 y R3 (designada R2R3) constituye un minimo
necesario para formar un DBD que se una a una secuencia especifica de ADN, mientras que
R1 parece no tener interacciones especificas con el ADN y su funcion no ha sido

determinada.

En este proyecto se emplearon metodologias de mecanica molecular para determinar la
estructura del fragmento R1 del dominio de unién al ADN de la proteina A-Myb de humano,
asi como sus interacciones intramoleculares. También se llevd a cabo un breve estudio de
acoplamiento molecular para determinar la existencia de interacciones entre R1 con un sitio

de union de Myb.

Los resultados indicaron la presencia de un ndcleo hidrofébico que proporciona estabilidad
al fragmento, los estudios de acoplamiento molecular con ADN no mostraron interacciones

consistentes entre el ADN y el fragmento R1.



1. Marco teodrico

1.1. Proteinas.

Las proteinas son biopolimeros macromoleculares formadas en cadena por unidades mas
pequefias Ilamadas aminoacidos. Estos aminoacidos se encuentran unidos por enlaces de tipo
amida, denominado también enlace peptidico (Figura 1), en el cual el grupo amino de una
unidad forma un enlace mediante condensacion con el carboxilo del siguiente aminoacido.
A las unidades de amino&cidos en una cadena se les llama también residuos, mientras que a
la secuencia repetida y extensa de atomos -N-CH-CO- que forman una cadena continua se le
Ilama esqueleto de la proteina. Por convencion, los péptidos se escriben con el aminoacido
terminal N a la izquierda y el aminoacido terminal C a la derecha. Las proteinas cumplen una
amplia variedad de funciones dentro de los organismos, incluyendo la catélisis de reacciones
metabolicas, replicacion del ADN, respuesta a estimulos, estructura celular y transporte

molecular, entre otras. *.
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Figura 1. Formacion de un enlace peptidico entre dos aminoacidos.

La estabilidad estructural de las proteinas determina si se encuentran en su estado plegado

nativo o en su estado desnaturalizado.

1.1.1. Estructura de proteinas

La estructura de las proteinas estd determinada por la secuencia de aminoacidos que la
conforman y es estabilizada por varias interacciones entre &tomos o grupos de 4&tomos, estas

interacciones pueden ser de tipo hidrofobicas, electrostaticas, puente de hidrdgeno, fuerzas



de van der Waals y enlaces disulfuro 2. La estructura puede describirse en cuatro niveles

diferentes, que son la estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria.

La estructura primaria es la estructura covalente que se conforma de la secuencia de
aminoacidos mas cualquier otra modificacion covalente, incluyendo enlaces disulfuro,
fosforilaciones, etc. Muchas de las propiedades de las proteinas derivan, directamente o

indirectamente, de la estructura primaria 3.

La estructura secundaria es la conformacion local de la proteina en ciertas partes de la
cadena polipeptidica. Esta estructura es resultado de la interaccion, mediante puentes de
hidrégeno, de los atomos que forman el esqueleto de la proteina. Ciertos tipos de estructura
secundaria son particularmente estables y se presentan ampliamente en un gran nimero de
proteinas, siendo los elementos mas comunes las hélices a, los motivos B, los giros B, las

hélices de poli prolinas y hélices 31o.

La estructura terciaria es el plegamiento tridimensional completo de la cadena
polipeptidica. La estructura terciaria involucra todos los elementos de estructura secundaria
de la cadena, asi como los enrollamientos y pliegues que haya entre cada uno de ellos. A
diferencia de la estructura secundaria, la estructura terciaria toma en cuenta las interacciones
de las cadenas laterales, la estructura global es estabilizada por interacciones hidrofobicas,

interacciones con el medio externo, interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno.

Finalmente, la estructura cuaternaria es la forma en la que dos o méas cadenas
polipeptidicas plegadas se agrupan en complejos proteicos denominados oligobmeros. La
estructura cuaternaria involucra el nimero y la naturaleza de las distintas subunidades, o
mondmeros, y la forma en la que se asocian espacialmente. Las interacciones responsables
de la formacion de aglomerados son interacciones hidrofdbicas, hidrofilicas, e interacciones

electrostaticas °.
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1.1.2. Proteinas recombinantes

Una proteina recombinante es aquella que es producida en un organismo que ha sido sujeto
a modificacion genetica y que, por lo general, el organismo es diferente a aquel en el cual la
proteina se produce de forma natural. La mayoria de las proteinas recombinantes tienen como
finalidad el uso por humanos en distintos &mbitos, siendo los principales las aplicaciones en
el area de la salud, asi como en la industria alimenticia. ComUnmente, estas proteinas son
expresadas en otros organismos, tales como bacterias, levaduras o cultivos de células
animales; éstas usualmente son obtenidas a partir de genes aislados, o sintéticos, y clonados
en un vector de expresion. El organismo més comunmente empleado para la expresion de
proteinas recombinantes es la Escherichia coli; esta bacteria ha demostrado ser un sistema
de expresion robusto y eficiente en costo para la produccion a gran escala de proteinas
recombinantes. E. coli se encuentra bien caracterizada y es facil de manejar y manipular
genéticamente, su rapido crecimiento, medio de cultivo econémico, altos niveles de
expresion y la facilidad de escalar los procesos a niveles industriales proveen grandes
ventajas para la produccion de proteinas recombinantes con fines terapéuticos o estudios

funcionales *.

Para la expresion de genes en bacterias son empleados plasmidos especiales denominados
vectores de expresion. Estos vectores proveen un promotor fuerte para dirigir la expresion
del gen clonado; también contiene genes que proveen a la célula con resistencia a antibidticos
para permitir la seleccion del vector y, por tanto, de células transformadas con el gen para
producir la proteina recombinante. Ademas, deben tener un origen de replicacién adecuado

para la célula huésped °.

1.2. Técnicas de caracterizacion de proteinas.

Tras y durante la obtencion y purificacion de una proteina a partir de su fuente natural o
mediante métodos recombinantes, es necesaria la caracterizacion de la misma, la cual provee
informacidn sobre las caracteristicas quimicas y estructurales de la proteina. En los procesos

de obtencidn, la caracterizacion permite optimizar la produccion e incrementar el
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rendimiento de los métodos de obtencidn, reduciendo el riesgo de la perdida de recursos.
Tras la obtencion, es necesario verificar si la proteina ha sido obtenida correctamente, asi
como la presencia de moléculas adicionales y la estimacion de la concentraciéon de la
proteina®. Entre las técnicas mas comunes empleadas para la caracterizacion de proteina se
encuentran la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, la espectrometria de masas, el
dicroismo circular, la resonancia magnética nuclear y la cristalografia de rayos X.
Recientemente se ha afiadido también la técnica de criomicroscopia electronica,
especialmente en la determinacion de estructuras de gran tamafio, tales como capsides de

virus o fibras amiloides. A continuacion, se describen algunas de las técnicas mencionadas:

1.2.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Los métodos de electroforesis permiten la separacién de proteinas con base en la migracion
de proteinas cargadas en un campo eléctrico. Si bien estos métodos no permiten la
purificacion de proteinas en grandes cantidades, son especialmente Utiles para visualizar
proteinas. Con este método es posible estimar el nimero de proteinas diferentes en una
mezcla o determinar el grado de pureza de una proteina. De igual forme, permiten determinar
caracteristicas cruciales de una proteina, tales como el punto isoeléctrico, asi como estimar

el peso molecular.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE, Figura 2) consiste en la
separacion de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida. Este gel consiste de una
matriz porosa inerte, cuyo tamafio de poro depende del porcentaje de acrilamida durante su
preparacion. El gel actia como una caladera molecular, alentando la migracién de las
proteinas en una proporcién aproximada a su relacion masa/carga. La migracion de la
proteina puede verse afectada por la forma de la misma. EI movimiento de la macromolécula
es impulsado por la presencia de un campo eléctrico a lo largo del gel. Para minimizar el
efecto de la forma y la relacion carga/masa se emplea el detergente dodecil sulfato sodico
(SDS), el cual se une a la mayoria de las proteinas en cantidades aproximadamente
proporcionales a su peso molecular. Esta union contribuye una carga neta negativa a la
proteina, generando que la carga interna de la misma sea insignificante en comparacion,
dandole a todas las proteinas una relacién carga/masa similar. Adicionalmente, la
12



configuracién nativa de una proteina es alterada con la union de SDS y la mayoria de las
proteinas asumen una forma similar. Debido a esto, la separacion de proteinas en SDS-PAGE
depende casi exclusivamente de su peso molecular, con los polipéptidos més pequefios

migrando mucho mas rapido.’

Tras la electroforesis, las proteinas son visualizadas mediante el uso de un tinte, el cual se
une a la proteina, pero no al gel. La intensidad del color de las bandas es normalmente
proporcional a la cantidad de proteina en el gel, esto permite estimar la pureza de la proteina

y, empleando patrones de peso molecular conocido, la masa molecular de una proteina.®

Muestra @
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Figura 2. Diagrama de SDS-PAGE, diferentes muestras son cargadas en los pozos o canales en la parte superior del gel
de poliacrilamida. Las proteinas entran al gel cuando un campo eléctrico es aplicado. El gel minimiza las corrientes de
conveccioén causadas por los gradientes de temperatura, al igual que los movimientos de las proteinas no inducidos por el
campo eléctrico’.

1.2.2. Espectrometria de masas MALDI-TOF

MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass

Spectrometry — Desorcién/lonizacién mediante Laser asistida por Matriz) es una técnica
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derivada de la desorcidn laser (LD) y permite llevar a cabo el andlisis de espectrometria de
masas de polimeros y macromoléculas de hasta cientos de miles de Daltons con un minimo

de fragmentacion &.

El proceso MALDI permite obtener iones moleculares monocargados intactos, los cuales son
dificiles de obtener mediante los métodos cléasicos de ionizacidn de espectrometria de masas
(impacto electronico e ionizacion quimica). ElI primer paso de este proceso consiste en
colocar el analito en una matriz cristalina compuesta de especies organicas pequefias de alta
absorbancia, esta matriz es depositada en un soporte conductor previo al paso de desorcion.
Posteriormente, un pulso laser irradia la muestra generando la ablacion y desorcién de la

misma y la formacion de iones del analito.

La mezcla de analito con la matriz es preparada mediante la cocristalizacién del analito con
un exceso molar de las moléculas que forman la matriz, integrando las moléculas del analito
a la red cristalina de forma homogénea. Esta mezcla permite obtener una forma eficiente y
controlable para transferir energia a la muestra, mientras las moléculas de analito son
protegidas del exceso de energia que normalmente llevaria a su descomposicion. De igual
forma, la dilucidn evita la asociacion de las moléculas de analito, las cuales normalmente
formarian complejos demasiado grandes para ser desorbidos y analizados®. La viabilidad de
una molécula, o mezcla de moléculas, como matriz es dependiente de la muestra, y es, en
muchos casos, determinada mediante ensayo y error. Si bien es posible determinar si una
molécula candidata a matriz absorbera eficientemente energia de laser a una longitud de onda
determinada, no es posible predecir si dicha molécula generara una solucién sélida (o liquida)
homogénea con las moléculas del analito, particularmente en los casos en los que se

encuentran presentes contaminantes ionicos®.

Finalmente, los iones son acelerados a través de un campo eléctrico hasta alcanzar al detector.
El espectrometro de masas TOF determina la masa de los iones midiendo su velocidad para
determinar el valor de la relacién masa-carga (m/z). La velocidad de los iones es proporcional
a (m;/z;)~Y?, donde m;/z; es la relacion masa carga de una especie ionica en particular.

Durante el recorrido a través del campo eléctrico, los iones son separados en grupos
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individuales de iones, cada uno viajando con una velocidad caracteristica de su masa. Una
sefial es producida cada vez que un grupo de iones golpea el detector. La diferencia entre el
tiempo de ionizacién, comun para todos los iones, y la deteccién de un ion individual es

proporcional a m/z y puede ser usada para determinar la masa iénica &°.

1.2.3. Dicroismo circular

El dicroismo circular (DC) es una técnica que permite determinar si una proteina expresada
y purificada se encuentra plegada. También permite obtener informacion sobre su estructura
secundaria y, bajo condiciones especiales, también sobre la estructura terciaria. Esta técnica
hace uso de la diferente absorcién de la luz polarizada circularmente, a la derecha o a la
izquierda, por parte de compuestos 0 estructuras Opticamente activos, tales como las
moléculas quirales o elementos de estructura secundaria. Las partes de las moléculas o de las
estructuras responsables de absorcion de luz polarizada son denominados cromoforos. En el
caso de las proteinas plegadas, los cromdéforos que interacttan con la luz polarizada son los
enlaces peptidicos, cadenas laterales aromaticas, y enlaces disulfuro. Si algin nimero de
cromoéforos del mismo tipo se encuentran cerca, estos pueden comportarse como una sola
unidad absorbente de luz polarizada, esto ocurre con los enlaces peptidicos en los elementos

de estructura secundaria.®

En los equipos de dicroismo circular la luz pasa a través de un polarizador para generar
radiacion polarizada, la cual posteriormente es convertida en luz circularmente polarizada.
Los equipos generan luz polarizada en ambas direcciones alternando rapidamente. Cuando
esta luz pasa a través de las especies Gpticamente activas, éstas absorben la luz en diferente
grado dependiendo de la direccion de la misma (hacia la derecha o hacia la izquierda), esta
diferencia de absorbancia puede ser detectada y cuantificada 3. Para la cuantificacion de
estructuras secundarias se emplea dicroismo circular con radiacion UV, la cual es absorbida
por proteinas en longitudes de ondas cercanas a 200 nm, dicha longitud no permite detectar
la quiralidad de los aminoacidos individuales, pero interactda con los elementos de estructura
secundaria. Un espectro de DC (Figura 3) puede ser descompuesto para obtener las fracciones

relativas de estructuras de alfa-hélice, beta-plegada y vueltas. La cantidad de fracciones
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relativas depende de la forma de los espectros de referencia para una proteina con 100% de
esas estructuras, por tanto, es dificil obtener fracciones exactas, pero los valores aproximados
son igualmente dtiles.

DC es un proceso simple y ampliamente utilizado para verificar si una proteina se encuentra
plegada, detectar cambios estructurales, y para medir la cinética de plegamiento. Cambios en
el espectro alrededor de 200 nm indican cambios en la estructura secundaria, mientras que
cambios en el area cercana a 280 nm indican cambios en el ambiente de residuos de Trp y

Tyr y, por tanto, cambios en la estructura terciaria 2.
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Figura 3. Espectro de dicroismo circular tipico para las principales estructuras secundarias de proteinas (imagen
tomada de Williamson, M. 2012)3

1.2.4. Resonancia magnética nuclear.

La Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear es capaz de revelar la estructura
atomica de macromoléculas en disolucion siempre y cuando se puedan obtener disoluciones

lo suficientemente concentradas (~1 mM, o 15 mg mL™* para una proteina de 15 kD). Esta
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técnica se basa en el espin nuclear. S6lo un limitado ndmero de is6topos presentan
magnetismo en el nicleo atdmico, esta propiedad es llamada momento angular de espin. El
mas simple de estos nlcleos es el nicleo de hidrégeno (*H), el cual es un protdn. El giro de
los protones genera un momento magnético, inicialmente sin direccion especifica. Cuando
un campo magnético externo se aplica, el momento magnético del proton puede alinearse en
dos posibles orientaciones o estados de espin: a favor del campo magnético (alfa) o en contra
del campo magnético (beta). La diferencia energética entre esos estados es proporcional al

campo magnético aplicado.

El estado alfa del momento magnético tiene una energia ligeramente menor a la del estado
beta y por lo tanto su poblacién es mayor. Un nlcleo en estado alfa puede excitarse al estado
beta aplicando un pulso de radiacion electromagnética en forma de radiofrecuencia, siempre
y cuando la frecuencia de la radiacion corresponda a la diferencia energética entre los estados
alfa y beta, en dichas circunstancias el espin cambiara entre los estados alfa y beta dando
como resultado la resonancia. Un espectro de resonancia para una molécula puede obtenerse
variando el campo magnético a una frecuencia constante de radiofrecuencia o variando la
frecuencia de la radiacion electromagnética a un campo magnético constante !. Estas
propiedades pueden emplearse para examinar el ambiente quimico de los ndcleos en
resonancia, el flujo de electrones alrededor de los ndcleos magnéticos genera un campo
magnético local que se opone al campo magnético aplicado. El grado de apantallamiento
depende de la densidad electrénica alrededor del nucleo, por tanto, nicleos en diferentes
ambientes entraran en resonancia a diferentes intensidades de campo magnético o

radiofrecuencias, dependiendo del tipo de experimento.

El nucleo de la muestra perturbada absorbera radiacion electromagnética a una frecuencia
que pueda ser medida; las diferentes frecuencias, denominadas desplazamiento quimico, son
expresadas en unidades fraccionarias delta (partes por millon, o ppm) relativas al
desplazamiento de un compuesto estandar, normalmente tetrametilsilano para *H y °C,
afiadido a la muestra. En el trabajo con proteinas, la informacion obtenida a través de
espectros de RMN de *H hace posible deducir cambios a grupos quimicos especificos bajo

diferentes condiciones, tales como el cambio conformacional de una proteina de un estado
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desordenado a un elemento de estructura secundaria en respuesta a un cambio de pH. Es
posible obtener mas informacion examinando como el espin de un nucleo afecta a los nicleos
vecinos. Induciendo magnetizacion en una muestra a través de la aplicacion de un pulso de
radiofrecuencia, es posible alterar el espin de un nicleo y examinar los efectos en el espin de
los nucleos vecinos. Esta técnica es extremadamente Util para la elucidacion de la estructura
de proteinas ya que permite obtener espectros de dos dimensiones que muestran la relacion

entre los ndcleos 2.

La Espectroscopia de Correlacion Total, TOCSY (Total Correlated Spectroscopy), permite
correlacionar protones que se encuentren en un mismo sistema de espin, estos son protones
que se encuentran acoplados directa o indirectamente entre ellos. En el caso de una proteina,
cada aminoacido pertenece a un sistema de espin diferente y TOCSY permite determinar la
presencia de los tipos de aminoacidos que corresponden al sistema de espin detectado. El
experimento de Espectroscopia de Correlacion COSY (Correlation Spectroscopy) permite
observar las correlaciones *H-tH mediante acoplamiento escalar entre protones a no mas de
tres enlaces de distancia. Por ultimo, la Espectroscopia de Efecto Nuclear Overhauser
NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) permite detectar la posicion
relativa de atomos, usualmente protones, a una distancia maxima de 5 A. Esto permite
reconstruir la estructura plegada de la proteina a partir de las interacciones entre protones

cercanos.

1.3. Modelado Molecular y prediccion de estructura.

El modelado molecular consiste en el desarrollo y uso de metodologias tedricas y
experimentales para modelar, imitar y predecir el comportamiento de moléculas, iones o
particulas, desde de sistemas quimicos pequefios, como iones y atomos, hasta sistemas

macromoleculares, tales como macromoléculas bioldgicas y conjuntos de materiales.*?

En el estudio de las proteinas una de las areas donde mas se involucra el modelado molecular
es la prediccion de estructuras tridimensionales a partir de la secuencia de aminoacidos.

Descifrar la conformacion nativa de una proteina a partir de su secuencia es uno de los
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desafios mas antiguos en biologia molecular y computacional. Varios métodos han sido
propuestos para alcanzar dicho objetivo, los cuales han sido evaluados por el foro CASP:
Evaluacion critica de las técnicas para la prediccion estructural proteica (Critical Assessment
of Techniques for Protein Structure Prediction) usando predicciones de doble ciego. Los
métodos para la prediccion de estructura clasicos se pueden dividir en dos categorias
principales de acuerdo con el enfoque utilizado: prediccién por homologia y prediccion ab
initio. 13 Recientemente se ha desarrollado un nuevo método de prediccion de estructuras
Ilamado AlphaFold. Este método emplea inteligencia artificial y ha demostrado un gran
potencial para la prediccion de estructuras de proteinas, principalmente en los casos donde

no se cuenta con estructuras homologas resueltas.!*

1.3.1. Predicciéon por homologia

El modelado por homologia es la construccion de un modelo tridimensional de una proteina
a partir de su secuencia y de la estructura obtenida experimentalmente de una proteina
homologa, la cual es denominada “molde” o “plantilla”. Se basa en el principio de que los
elementos de estructura se encuentran mas conservados que las secuencias. Un modelo
molecular de una proteina se puede construir asignando una conformacién con base en un
alineamiento de secuencias, seguido de la construccion del modelo y la minimizacion de la

energia. 2

Dos conceptos importantes en el modelado por homologia son la identidad y la similitud
entre dos secuencias proteicas. La identidad de una secuencia con respecto a otra es la
cantidad de residuos que coinciden exactamente entre ambas. Los espacios no son tomados
en cuenta y el resultado es reportado con relacion a la secuencia de menor tamarfio, esta
propiedad no es transitiva, si la secuencias A=B y B=C, esto no significa que A=C. La
similitud es una descripcidén general de la relacion entre dos secuencias. Considera la
sustitucion de aminoacidos con propiedades fisicoquimicas similares entre secuencias
(sustitucion conservativa) La medicion de la similitud tienen como criterio la relacion entre
los aminoacidos no idénticos. Un reporte de similitud incluye la identidad de las secuencias

y los aminoéacidos similares.
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El método general para la obtencion por homologia de la estructura tridimensional de una

proteina es:

Vi.
Vil.

viii.

Para una secuencia objetivo, identificar un molde adecuado empleando BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool - Herramienta de bdsqueda de alineaciones
locales bésicas).

Alineamiento de secuencias.

Correccion del alineamiento para asegurarse que los residuos conservados o
funcionalmente importantes se encuentren alineados.

Generar el esqueleto del modelo.

Modelado en bucles.

Modelado de las cadenas laterales empleando bibliotecas de rotdmeros.
Optimizacion del modelo mediante minimizacion de energia.

Validacion del modelo mediante la evaluacion estereoquimica empleando el gréafico

de Ramachandran.

La proteina molde debe tener la mayor identidad posible con la proteina objetivo. Es

igualmente importante considerar el ambiente y la calidad de la estructura de la proteina

molde. Generalmente se busca una identidad mayor al 40%. Identidades menores requieren

pasos adicionales para su modelado.

Las principales limitantes de este método son:

El nivel de conservacidn estructural entre la proteina plantilla y la consulta son puntos
determinantes de la calidad del modelo resultante. EI modelo requiere la existencia
de una proteina con alta similitud y estructura conocida. La calidad de esta estructura
es igualmente importante.

El software actual requiere un incremento de capacidad.

La conformacidn de las cadenas laterales no es facil de determinar.
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1.3.2. Prediccion ab initio.

La prediccion mediante métodos ab initio tiene como objetivo predecir la estructura de la
proteina basandose Unicamente en la secuencia de esta y sin ningiin molde o plantilla. Los
métodos ab initio consideran todas las interacciones de enlace y no enlace involucradas en el
proceso de plegamiento y eligen la estructura con la menor energia libre. Esté enfoque se
basa en la “hipdtesis termodindmica”, la cual establece que la estructura nativa de una
proteina es aquella en la cual la energia libre se encuentra en el minimo global o cerca del

mismo. 13

Los métodos ab initio son normalmente usados cuando estructuras conocidas de secuencias
homologas (e incluso homdlogas pobres) no se encuentran disponibles. Estos métodos
dividen el problema de encontrar conformaciones nativas o cercanas a las nativas a partir de
una secuencia en dos problemas menores: (i) crear una funcion que pueda distinguir entre la
estructuras correctas e incorrectas y (ii) desarrollar un método de busqueda para explorar el

espacio conformacional

El protocolo basico de los métodos ab initio para la prediccion de estructura inicia
suministrando la secuencia de aminoéacidos que conforman la proteina. Posteriormente se
inicia la busqueda de diferentes conformaciones posibles hasta la obtencion de una estructura
viable como estructura plegada nativa, esta busqueda cominmente emplea métodos Monte
Carlo para abarcar mas espacios conformacionales, reduciendo el tiempo de computo. Sin
embargo, existen dos problemas que han limitado la eficacia de dicho enfoque. Primero, los
métodos de dindmica molecular son muy exigentes en términos de requerimientos
computacionales debido al amplio espacio conformacional a cubrir y a la complejidad de las
funciones de energia. EI segundo problema es la falta de funciones de potencial adecuados
para sistemas de macromoléculas en agua, este problema es considerado el mas serio y

limitante de los dos. °
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1.3.3. AlphaFold

AlphaFold es un método computacional capaz de predecir la estructura de proteinas con gran
precision, incluso en casos donde no existan estructuras similares conocidas. Este método
fue puesto a prueba en la Catorceava Evaluacion critica de las técnicas para la prediccion
estructural proteica (CASP14), donde las estructuras generadas fueron méas precisas que las
generadas por los otros competidores. AlphaFold mejora la precision de la prediccion de
estructuras mediante la incorporacion de arquitecturas de redes neurales y un proceso de
“entrenamiento” basado en las restricciones evolutivas, fisicas y geométricas de las

estructuras de proteinas.*

1.4. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es el estudio de como dos estructuras moleculares se acoplan
juntas, comunmente llamado Docking en inglés. Se trata de una técnica de analisis molecular
empleada para predecir como una molécula grande (normalmente proteinas o acidos
nucleicos) interactCa con una molécula de menor tamafo. La habilidad de proteinas, tales
como enzimas, de interactuar con moléculas pequefias para formar complejos
supramoleculares juega un rol importante en la dinamica de proteinas, el cual puede inhibir
0 aumentar su funcion bioldgica. ElI comportamiento de las moléculas pequefias
(denominadas ligandos) en los sitios de unién puede ser descrito mediante acoplamiento
molecular. EI método tiene como objetivo identificar la orientacion espacial del ligando en
el sitio de interaccion con la proteina y predecir la afinidad entre los ligandos y la
macromolécula. De acuerdo con el tipo de ligando, el acoplamiento puede ser clasificado
como:

e Acoplamiento proteina-molécula pequefia (ligando)

e Acoplamiento proteina-acido nucleico.

e Acoplamiento proteina-proteina.

De estas, el acoplamiento proteina-molécula pequefia es la que presenta la menor

complejidad. Por otro lado, los acoplamientos proteina-proteina son tipicamente los mas
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complejos, esto debido a la alta flexibilidad de las proteinas y su vasto espacio

conformacional .

El resultado del proceso de acoplamiento molecular depende del algoritmo de busqueda y
consiste en dos pasos. El primero es la generacion de todas las posibles conformaciones y
orientaciones de la molécula objetivo con el ligando. El segundo paso consiste en la
evaluacion de las interacciones favorables de cada una de estas combinaciones. Tras obtener
las afinidades, todos los modelos son ordenados de acuerdo con el puntaje obtenido en el

paso de evaluacion.
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2. Antecedentes.

2.1.  Factores de trascripcion y familia Myb

Los factores de transcripcion (FT) son proteinas que se unen a una secuencia particular del
ADN en regiones reguladoras y que controlan la transcripcion de los genes. La regulacion de
la expresion geneética a nivel de la transcripcion es un mecanismo de control ubicuo en
muchos procesos bioldgicos, como el crecimiento, la diferenciacion celular y el metabolismo.
Los FT pueden actuar como activadores o supresores de la transcripcion de su(s) gen(es)
blanco(s). Estos factores son clasificados en familias de acuerdo a la estructura que emplean
para mediar su union con el ADN o para causar la dimerizacion de factores, la cual es
frecuentemente un paso esencial en la union con el ADN, algunos ejemplos son los factores
con dedos de zinc, hélice-giro-hélice, cremallera de leucina y hélice-bucle-hélice, entre otros
17.18 Dentro de la familia de FT hélice-giro-hélice se encuentran los factores de transcripcion
tipo Myb. El primer gen myb que se identifico fue el oncogén v-myb del virus de
mieloblastosis aviar, mas tarde se descubri6 que las proteinas transformantes v-Myb
codificadas por estos virus son versiones truncadas, mutadas y expresadas constitutivamente
de C-Myb, proteina producto del protooncogén c-Myb *°; desde entonces se han identificado
diversas proteinas con dominios Myb en los protozoarios, hongos, algas, plantas y

animales.t’

La familia de proteinas Myb pueden ser divididas en dos tipos basicos, el primero lo
constituyen c-Myb (y sus derivadas v-Myb), A-Myb y B-Myb, estas ultimas son dos
proteinas que estan altamente relacionadas con c-Myb y tienen presencia en organismos
vertebrados (Figura 4). En general estas tres proteinas tienen dominios de union con el ADN
con secuencias de aminoacidos y con secuencias de reconocimiento similares. El otro tipo de
proteinas Myb lo conforman proteinas con una mayor divergencia en sus dominios de unién
con el ADN comparadas con las del primer grupo y han sido principalmente identificadas en
hongos y plantas. Todas las proteinas Myb se localizan en el nicleo y se unen con el ADN

por lo cual se presume que actuan regulando la expresion de genes involucrados en el control
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de crecimiento y diferenciacion, mediando la interaccidn entre secuencias especificas de

ADN y otros componentes proteicos de la maquinaria de transcripcion %%,

A Unién a ADN Especificidad y Regulacién

41 520
P T @ 2o e e o

c-Myb (MYB) [ N TN DN W lc

DBD PP TAD PPFAETL TPTPF EVES

B AMV v-Myb
E2 v e | ]-c
Gag Myb Ets
C  A-Myb(MYBL1) N[ I -c
TPTPF
B-Myb (MYBL2) N~-[ T | -

TPTPF

Figura 4. Estructuras de las proteinas Myb y sus dominios conservados. A) Dominios conservados en c-Myb. En el
diagrama de c-Myb, las regiones conservadas en humanos, ratones y pollos se encuentran coloreadas, y la posicion de los
residuos se indica en la parte superior, el dominio de unién al ADN se indica en color rojo cerca de la seccién N-terminal.
Se indican, ademas, otros dominios conservados, tales como el dominio de activacion transcripcional (TAD), requerido
para la activacion de la expresion de genes, el dominio FAETLI, requerido para la actividad oncogénica, el dominio
TPTPFI, que se conserva también en otras proteinas Myb, el dominio EVES, responsable de interacciones intramoleculares
y regulacion negativa, y PP, una zona rica en prolinas. B) estructuras del gen oncogénico v-Myb producidos por el virus
de la mieloblastosis aviar (AMV) y el virus E26. Los puntos blancos en el diagrama de v-Myb de AMV indican mutaciones
que la diferencian de c-Myh. C) Diagramas de las estructuras de A-Myb y B-Myb. Estas proteinas son muy similares a c-
Myb en su dominio de unién al ADN y en el dominio TPTPF.2

La estructura general de las proteinas presentes en vertebrados (A-Myb, B-Myb y c-Myb)
consta de tres partes: Primero, un dominio de union con el ADN en la regién N-terminal, este
dominio de unién consta de tres secuencias repetidas caracteristicas (R1, R2 y R3); en la
parte central de la proteina se ha identificado un dominio de activacion transcripcional
(TAD), el cual presenta una naturaleza hidrofilica; finalmente, en la region C-terminal, se
encuentra un dominio regulador negativo, el cual tiene como funcion disminuir la actividad
del dominio TAD. 122,

La similitud de las proteinas Myb de vertebrados no termina Gnicamente con la homologia
estructural, sino que se extiende a su funcionalidad: la expresion de las proteinas A-, B-y c-
Myb se asocia con la proliferacion de tejidos. En general, los FT Myb se han implicado en la
regulacion de procesos fundamentales tales como el control de la proliferacion y

diferenciacion celular, la regulacion del metabolismo y la sefializacion celular en respuesta a
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estimulos externos. Ademas, estudios han determinado que cuando las células terminan su

proceso de diferenciacion y entran a un nuevo ciclo celular, los genes Myb se desactivan.

La diferencia entre cada una de ellas radica en sus respectivos patrones de expresion, los
cuales varian para cada proteina. Son estos mecanismos de expresion especificos para cada
variedad los responsables de la diversidad de las funciones de las tres proteinas Myb en los
vertebrados antes y después del nacimiento del organismo. 23

La primera proteina miembro de esta familia, c-Myb se expresa principalmente en células
hematopoyéticas inmaduras, donde juega un papel fundamental para mantener el balance
entre la proliferacion y la diferenciacion, asi como en otros linajes celulares inmaduros de
tejidos de rapida proliferacion tales como los foliculos capilares y el epitelio gastrointestinal.
La sobreexpresion de c-Myb inhibe la diferenciacion del precursor de células
hematopoyéticas, mientras que la pérdida de expresion inhibe la proliferacién y causa falla
de la hematopoyesis intrafetal lo que lleva a la muerte. Estudios recientes han clasificado a
c-Myb como un factor de transcripcion pionero, pues se ha demostrado que puede asociarse
con cromatina cerrada independientemente de otros factores y, por tanto, es capaz de modular
la accesibilidad a la cromatina, lo cual ha incrementado el interés en su estudio®. A-Myb es
expresada principalmente en el sistema nervioso central durante su desarrollo, también se
encuentra presente en la linea germinal de los linfocitos B, en el epitelio de los conductos de
las glandulas mamarias y en los testiculos. A-Myb regula de manera positiva la proliferacion
celular, en experimentos hechos con ratones se demostré que la inactivacién de A-Myb causa
un bloqueo en el desarrollo de la glandula mamaria y una espermatogénesis restringida. B-
Myb es expresada de forma ubicua y regula de forma positiva el crecimiento y la
diferenciacion celular; la inactivacion de B-Myb en ratones produjo que éstos murieran en
etapas tempranas de desarrollo 1”2, La especificidad de la expresion de las proteinas Myb en
diferentes tejidos indica la posibilidad de que se encuentren involucradas en diferentes rutas

de regulacion 2.

En la Gltima década, la implementacion de tecnologias avanzadas de biologia molecular in

vitro e in vivo han revelado la participacion del oncogén myb en la carcinogénesis de
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diferentes tipos de cancer. Las proteinas Myb juegan un papel importante en la iniciacion y
mantenimiento de diferentes tipos de cancer tales como la leucemia, cncer de colon, cancer
de mamayy el carcinoma adenoide quistico. En general, los niveles altos de expresion de Myb
se asocian con el bloqueo en la diferenciacion celular y una proliferacion continua, lo cual
deriva en oncogenicidad. La sobreexpresion de Myb se puede observar en todos los casos de
leucemia mieloide aguda y linfoide aguda, generalmente se asocia con un mal prondstico de
la enfermedad. En la mayoria de los casos, esta sobreexpresion es resultado de la sobre
regulacion de la transcripcion del gen myb, lo cual a su vez se debe a una abundancia de
oncoproteinas o a la translocacién cromosomal, donde myb es colocado en la vecindad de

otras secuencias regulatorias hiperactivas 2.

Debido a esto, en tiempos recientes, se ha planteado la posibilidad de usar a los factores de
transcripcion Myb como blancos para los farmacos en el tratamiento del cancer, lo cual ha
abierto nuevos horizontes para la investigacion. Estudios han identificado y caracterizado
multiples proteinas cofactores en el proceso de regulacién de expresién genética, como
posibles blancos en el tratamiento de cancer, la inhibicion de estas proteinas ha mostrado
resultados prometedores tanto en estudios in vitro como in vivo, al grado de que se ha podido
llegar a la fase de pruebas clinicas en humanos 2°. Myb es un blanco adecuado para la terapia
tumoral debido a que su expresion anormal es clave para el crecimiento y desarrollo de
maultiples tumores solidos y leucemias. Un mayor entendimiento de la regulacion de la
expresion y actividad de los FT Myb ha derivado en el desarrollo de nuevas terapias con
inhibidores de bajo peso molecular. Estudios in vitro han demostrado que mdltiples
inhibidores son efectivos para detener el crecimiento de tumores con elevada expresion de
Myb y, dado que Myb juega un papel importante en la tumorigénesis, nuevos y mas efectivos
inhibidores contribuiran a incrementar la supervivencia de pacientes con tumores

relacionados a su expresion °.

2.1.1. Dominio de union con el ADN

Como ya se ha mencionado, la caracteristica principal de todas las proteinas Myb es su

dominio de unién con el ADN, ubicado tipicamente cerca de la region N-terminal. Este
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atributo es comdn entre las proteinas Myb de animales, plantas, protozoarios y hongos.
(Figura 5) Un dominio Myb minimo consiste en dos regiones de aproximadamente 50
amino&cidos de longitud, este dominio se encarga de mediar la union de la proteina Myb al
ADN, y se encuentra altamente conservado evolutivamente. Gran parte de las proteinas Myb
presentan tres secuencias repetidas imperfectas (designadas como R1, R2 y R3) en estas
regiones, aunque también se han identificado proteinas con cuatro 0 mas segmentos
repetidos. En el caso de las Myb presentes en vertebrados, la proteina prototipo c-Myb y las
proteinas relacionadas A-Myb y B-Myb solo contienen las secuencias repetidas R1, R2 y R3.
17.22 En contraste, las proteinas v-Myb y las proteinas Myb presentes en plantas y otros
eucariontes han retenido Unicamente las Gltimas dos secuencias (R2 y R3) °. Mas adn,
analisis de mutantes por eliminacion de fragmentos de c-Myb determinaron que R2 y R3 son
suficientes para el reconocimiento de las secuencias de ADN especificas y R1 solo

incrementa la estabilidad del complejo Myb-ADN 27,

Cada una de las secuencias repetidas de Myb se encuentra compuesta de tres hélices alfa
conectadas, en cada caso la tercera hélice se encuentra en contacto con el surco mayor del
ADN haciendo que contactos sitio-especificos sean importantes para el reconocimiento de
secuencias. Algo importante en las secuencias repetidas R2 y R3 es que se encuentran
extremadamente cerca, lo que resulta en un traslapamiento parcial de las dos hélices de
reconocimiento, alinedndolas una tras otra en la hendidura mayor de la doble hélice; a pesar
de ello, R2 y R3 cubren s6lo una cara de la cadena de ADN, dejando amplio espacio para la
interaccion de la cadena de ADN con otras proteinas (Figura 6).1°. Otros estudios
comparativos entre la estructura de R1R2R3 libre y el complejo R1IR2R3-ADN mostraron

gue R1 se une pobremente al ADN, sugiriendo que R1 se une y separa rapidamente del ADN
27
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Figura 5. Clases de proteinas Myb. El esquema muestra las diferentes clases de proteinas Myb presentes en los organismos
eucariontes dependiendo del nimero de secuencias repetidas, sefialadas por R1, R2, R3. Se sefialan las hélices de la
estructura secundaria (H1, H2, H3) y el dominio de unién al ADN 7.

Un factor clave en estas secuencias repetidas es la presencia periodica de triptéfanos. Cada
una de las tres series tiene tres triptofanos, los cuales se encuentran separados por 18 o 19
aminoéacidos. Esta caracteristica se puede observar en la c-Myb de ratones, humanos, pollos

y Drosophila, asi como en las secuencias de A-Myb y B-Myb del maiz y levadura (Tabla 1).
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Figura 6. Modelo esquematico del complejo Myb-ADN. Se muestra el tamafio proporcional de cada uno de los
fragmentos repetidos de Myb. Adaptado de Tanikawa et al., 1993

Tabla 1: Comparacion de las secuencias del dominio de unién Myb de varias especies

R1
Humano LGKTRWTREEDEKLKKLVEQNGTDDWKVIANYLPNRTDVQCOQHRWOKVLNPE
Ratén LGKTRWTREEDEKLKKLVEQNGTDDWKVIANYLPNRTDVQCQHRWOKVLNPE
Gallo LGKTRWTREEDEKLKKLVEQNGTEDWKVIASFLPNRTDVQCOQHRWOKVLNPE
Mosca GFGKRWSKSEDVLLKQLVETHG-ENWEITIGPHFKDRLEQQVQORWAKVLNPE
R2
Humano LIKGPWTKEEDQRVIELVOKYGPKRWSVIAKHLKGRIGKQCRERWHNHLNPE
Ratén LIKGPWTKEEDQRVIELVOKYGPKRWSVIAKHLKGRIGKQCRERWHNHLNPE
Gallo LIKGPWTKEEDQRVIELVOKYGPKRWSVIAKHLKGRIGKQCRERWHNHLNPE
Mosca LIKGPWTRDEDDMVIKLVRNEFGPKKWTLIARYLNGRIGKQCRERWHNHLNPN
R3
Humano VKKTSWTEEEDRIIYQAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNATIKNHWNSTMRRKV
Ratén VKKTSWTEEEDRITYQAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNAIKNHNNSTMRRKV
Gallo VKKTSWTEEEDRITYQAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNAIKNHNNS TMRRKV
Mosca IKKTAWTEKEDEITIYQAHLELGNQWAKIAKRLPGRTDNATIKNHWNS TMRRKY

Estudios de mutagénesis han sugerido que los residuos de triptéfano no interactian
directamente con las bases del ADN, sino que forman un andamio o ndcleo hidrofébico que
mantiene el plegamiento del motivo Hélice-giro-Hélice de los fragmentos R2 y R3,

permitiendo que las regiones adyacentes, ricas en residuos basicos, interactien con el ADN
22,29
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2.1.2. Dominio R1

El analisis por eliminacion de fragmentos han demostrado que Unicamente R2 y R3 son
absolutamente necesarias para la formacién del complejo Myb con ADN, mientras que R1
parece ser completamente dispensable 2°. Sin embargo, otros estudios han sugerido que R1
incrementa la estabilidad del complejo Myb-ADN, aunque esta estabilidad adicional parece
ser parcialmente contrarrestada por la presencia de la region acidica N-terminal adyacente a
R1. De acuerdo con estos estudios, R1 se une parcialmente a la hendidura mayor del ADN,
pero la region N-terminal no permite una union total. Los analisis de union y proteccion

sugieren que la funcion de la region acida N-terminal es bloquear la unién de R1 al ADN %,

A pesar de que los efectos de R1 y la porcion N-terminal no son grandes, pueden tener
consecuencias importantes. En el caso de c-Myb, la especificidad de la secuencia de unién
es relativamente baja, pudiendo unirse a multiples secuencias, por lo que pequefios cambios
en la afinidad de union pueden afectar la ocupacion relativa de los multiples sitios de union,
lo que les permite ser usados para el control diferencial de union a diferentes sitios. Mas aun,
la fosforilacion de la region N-terminal por la caseina quinasa Il inhibe completamente la
union entre c-Myb y sitios de poca afinidad, pero no es muy eficiente al inhibir la unién a
sitios de alta afinidad. 2.

El fragmento R1 se ha conservado a través de la evolucion de los vertebrados en c-Myb, B-
Myb y A-Myb, sugiriendo que tiene un papel importante en la funcion de estas proteinas.
Estudios estructurales han confirmado que R1 se pliega formando tres hélices, al igual que
R2 y R3; sin embargo, R1 no se encuentra presente en la mayoria de las proteinas
relacionadas a Myb de los invertebrados ni en v-Myb. Ahora bien, estudios de mutagénesis
y analisis estructurales han demostrado que remover R1 no afecta de forma dramaética la
actividad de unién al ADN de Myb en estudios in vitro. Esto deja dos posibles funciones para
R1, que analizaremos de aqui en adelante. Primero, R1 puede funcionar como un dominio de
union “suplementario” al ADN, capaz de incrementar la afinidad de Myb por sitios
especificos. Esto se supone porque Myb es capaz de unirse a un alto nimero de secuencias

similares, y el factor comun tiende a ser muy corto y poco especifico pero la afinidad de Myb
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por diferentes sitios puede variar sobre varios 6rdenes de magnitud. La extension R1 podria
hacer a las Myb mas selectivas al reconocer secuencias adyacentes al nucleo del sitio de
unidn; por lo tanto, formas truncadas de Myb carentes de R1 serian mas “promiscuas” de
manera que podrian ser capaces de regular genes que c-Myb no puede. Un segundo posible
rol para R1 es como un dominio de union para una proteina especifica; esto se propone como
hipotesis ya que un nimero de proteinas con funcion de cofactores han sido identificadas, las
cuales pueden unirse y modificar la actividad de proteinas relacionadas a Myb. Si R1
interactGa con una proteina inhibidora, su remocion haria versiones truncadas de Myb mas
activas, y les daria la posibilidad de transformar células *°. A la fecha, no existe evidencia

conclusiva que confirme alguna de estas hipotesis.

2.1.3. Secuencia de union Myb-ADN:

El sitio de unién de las proteinas Myb al ADN ha sido estudiado también de manera profunda.
En 1988, mediante pruebas de interaccion de multiples secuencias de ADN de gallina con v-
Myb se determiné que la secuencia de unién de Myb a ADN se da mediante la interaccion
con la secuencia especifica YAACKG, con Y siendo una pirimidina y K siendo guanina o
timina®. Estudios posteriores en 1991 identificaron la importancia de las bases vecinas,
obteniendo una secuencia de union de nueve bases YGRCVGTTR, donde Y es una pirimidina,
R es una purina y V es cualquier base a excepcion de timina. Esta secuencia se determind
mediante estudios de inmunoprecipitacion de proteinas unidas a una secuencia de ADN 3%,
Otros estudios determinaron que v-Myb y c-Myb tienen una preferencia in vitro por la
secuencia de 8 pares de bases YAACKGHH, con H siendo Adenina, citosina o timina, y K

siendo guanina o Timina.*

Dada la importancia de los tres residuos de triptdfano, se investigo si estos tienen interaccion
directa con el ADN. En 1990 se realizaron pruebas de union de Myb al ADN con mutantes.
Los resultados indicaron gque no existia interaccion directa entre los triptdfanos con la cadena
de ADN, y su principal rol es la estabilizacion de la estructura para permitir la interaccion de
los residuos vecinos con el ADN. Los estudios indicaron también que la eliminacion del

fragmento R1 no afecta la capacidad de unién del DBD al ADN.?
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En 1993 se reportd un estudio de la posible distribucion de los repetidos R1, R2 y R3 sobre
la secuencia de ADN objetivo?®, La secuencia usada durante el estudio fue 5’ -
CCTAACTGACACACATA-3’ (Tabla 2), esta secuencia fue obtenida de los trabajos
publicados por Nakagoshi et al en 1990, mediante sus estudios de afinidad de C-Myb con la

secuencia del virus simio 40 (o papovirus-SV 40).

Tabla 2: sitios de union de los tres fragmentos del dominio de unién de Myb

Objetivo 5" -CCTAACTGACACACATA-3’
Fragmento

R1 5/ ———mm ACATA-3’
R2 5/ ——————- TGACAC-——--- 37
R3 5/ -—-TAACTG-—-———————— 37

Comparando los sitios de union de las tres secciones, se observa que los tres poseen

secuencias con un alto contenido de adenina, sin similitud aparente entre las tres (Tabla 2)

Estudios realizados en 1995 estudiaron las posibles causas de la contribucion de R1 a la unién
del DBD al ADN. Los estudios sugirieron que la presencia de aminoacidos acidos en el
primer giro de R1 genera una repulsion con el esqueleto de fosfatos de ADN, lo que conlleva
a poca afinidad entre R1 y el ADN. En comparacion, R2 y R3 poseen aminoacidos basicos
en la regién equivalente. Por otro lado, un célculo de carga neta del repetido R1 generd un
valor mucho menor a los valores calculados para R2 y R3, lo cual generaria una mayor

dificultad para interactuar con el esqueleto de fosfatos del ADN.?’

Tabla 3: comparacion de los aminoéacidos en el primer giro de R1. R2 y R3 de m-Myb-C

Giro =  ——mmmmmmmmmm e 1111------- 22222-—-=-—=—=——=——————
Hélice W ------- 1111111711111 7/---=///1///----- /111111111 /-----
R1 LGKTRWTREEDEKLKKLVEQNGT.WKVIANYLPNRTDVQCQHRWQKVLNPE
R2 LIKGPWTKEEDOQRVIELVOQKYGPKRWSVIAKHLKGRIGKQCRERWHNHLNPE
R3 VKKTSWTEEEDRIIYQAHKRLG-NRWAEIAKLLPGRTDNAIKNHWNSTMRRKV
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En la Tabla 3 se indican los aminoacidos en el primer giro a los que se le atribuye la capacidad
de interaccion entre el respectivo fragmento y el ADN. En R1 se tienen dos residuos de acido
aspartico consecutivos, mientras que en R2 se encuentran presentes un residuo de lisina y

arginina, ambos aminoacidos basicos, y en R3 se presentan asparagina y arginina.
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3. Hipdtesis

Existe un ndcleo hidrofébico que es responsable de la estructura terciaria del repetido R1 de
A-Myb.

Existe una region en el repetido R1 que permita su unidn con la secuencia “canénica” de
interaccion con el ADN.

4. Objetivo general

Conocer la estructura del repetido R1 del dominio de unién al ADN de la A-Myb de
humano

Objetivos particulares

e Obtener un modelo de la estructura del repetido R1 empleando métodos de modelado
molecular.

e Determinar las interacciones que dan estabilidad a la estructura del modelo del repetido
R1.

e Obtener experimentalmente el repetido R1 mediante métodos de expresion recombinante.

e Caracterizar el repetido R1 obtenido experimentalmente.

35



5. Metodologia.

5.1. Modelado Moleculat.

El trabajo de modelado se dividio en tres pasos:

* Prediccién de estructura secundatia.
* Modelado en 3D.

* Minimizacion de energia

Mlnlmlzac1on e Evaluacion de la calidad.
de energia * Seleccion del modelo final.

g

A 7 h . d 1  Determinacion del nicleo hidrofébico.
nalisis ae  Analisis de interacciones intramoleculares.
mo delO |' Acoplamiento molecular

5.1.1. Obtencion del modelo.

Prediccidn de estructura secundaria y modelos iniciales

Se busco la secuencia de R1 de A-Myb de humano para llevar a cabo las operaciones de

prediccidn de estructura y el modelado molecular. La secuencia se muestra a continuacion.

Tabla 4: Secuencia de R1 de A-Myb de humano

Nombre A-Myb R1 [Homo sapiens]

20 40

| I
Secuencia LWNRVKWTRDEDDKLKKLVEQHGTDDWTLIASHLONRSDFQCQHRWQOKVLNPE
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Se seleccionaron cinco servidores en linea para llevar a cabo la prediccion de la estructura
secundaria y el modelado molecular. Los cinco servidores elegidos han reportado una alta
exactitud en modelado y han obtenido un puntaje alto en los experimentos de Evaluacion
critica de las técnicas para la prediccion estructural proteica (CASP, del inglés Critical
Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction). También se observo que los

cinco servidores tuvieran algoritmos de prediccion variados.

Jpred4: Jpred4 funciona con el algoritmo JNet, algoritmo que emplea una serie de dos redes
neuronales entrenadas para la prediccion de diferentes tipos de estructuras secundarias a
partir de una secuencia, y, de ser necesario, emplea una red para identificar la estructura
secundaria mas probable de entre las predichas. El servidor lleva a cabo mdultiples
alineamientos de secuencia en PSI-BLAST, asi como alineamientos empleando el software
HMMer 3 para la determinacion de la prediccion final. Este servidor tiene una exactitud auto

reportada de hasta 82%.%

PredictProtein: PredictProtein es uno de los servidores mas antiguos dedicados a la
prediccion de estructura secundaria. Este servidor ofrece un rango de predicciones de
estructura 'y funciéon muchos de los cuales combinan aprendizaje automatico con informacién
evolucionaria, la cual ha sido mejorada con algoritmos para un alineamiento mas rapido.
PredictProtein determina la estructura secundaria de cada residuo, asi como la accesibilidad
del disolvente, desorden de la proteina, flexibilidad del esqueleto, bldsqueda de puentes
disulfuro, conservacion de secuencia, y varias otras opciones para casos particulares. Emplea
PSIBLAST para la busqueda de homodlogos y realiza también una simplificacion de

resultados, eliminando los homologos menos probables.®*

RaptorX: funciona en casos donde PSI-BLAST no, ya que lleva a cabo la prediccion de
estructura secundaria y modelado de la estructura en 3D sin la necesidad de mdltiples
homologos. RaptorX sobresale en el alineamiento de moléculas objetivo con una identidad
de secuencia menor al 30% con estructuras resueltas en el PDB. El servidor toma en
consideracién el nimero de homodlogos no redundantes disponibles para la secuencia

problemay una estructura plantilla para evaluar la calidad de la informacion contenida en los
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perfiles de secuencia. Se emplean campos neurales condicionales (CNF) para integrar una
variedad de sefiales bioldgicas contextuales en una funcion de evaluacion probabilistica no
lineal. Finalmente, el servidor Raptor X tiene implementado un procedimiento de hilado de
multiples moldes (MTT), que permite el uso de multiples plantillas para modelar una Unica

secuencia. 3%

SWISS-MODEL: Es un servidor para el modelado comparativo automatico de estructuras
tridimensionales de proteinas. En linea desde 1993, es el servidor web libre para el modelado
de estructuras mas activo. Sus funciones de modelado incluyen el modelado de complejos
homoméricos y heteroméricos a partir de las secuencias dadas para cada uno de los
monomeros. Emplea ademas un motor de modelado ProMod3, que incrementa su exactitud
al momento de generar los modelos, asi como un método de estimacion de la calidad basado
en QMEAN. EI servidor lleva a cabo el modelado mediante el empleo de estructuras de
proteinas homologas que sirvan como plantilla, estas son identificadas mediante una
basqueda BLAST, para casos con alta homologia, y HHblits, que funciona en casos de

homologia remota.>"

I-TASSER: (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) es un método bioinformatico para
la prediccion de estructuras secundarias y el modelado de la estructura terciaria de proteinas
a partir de una secuencia. I-TASSER emplea un acercamiento jerarquico a la prediccion de
la estructura de proteinas, identificando primero moldes de estructuras en el PDB mediante
el método de threading multiple. EI modelo final es construido mediante el ensamblaje de
varios fragmentos obtenidos por simulaciones iterativas a partir de los diferentes moldes

obtenidos en el paso de hilado.3®3°

5.1.2. Minimizacion de la energia y analisis y seleccion de modelos.

Minimizacion de energia.

Para la minimizacion de energia de los modelos obtenidos se empleo el servidor YASARA.

Este servidor lleva a cabo simulaciones de dinamica molecular en disolvente explicito
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empleando un método parcialmente basado en conocimiento de un campo de fuerza derivado
de AMBER. %

Evaluacion de los modelos.

Los modelos moleculares obtenidos fueron evaluados utilizando el servidor Web MolProbity.
Este es un servicio web para la validacion de estructuras que provee una evaluacion de amplio
espectro de la calidad de un modelo a un nivel global y local para proteinas y acidos nucleicos.
Se basa en la capacidad y la sensibilidad obtenida mediante la optimizacion de la colocacion
de hidrogenos y el analisis del contacto de todos los 4tomos, complementado con las
versiones mas actuales de los criterios de geometria covalente y de angulos de torsion.
Correcciones locales al modelo pueden realizarse automaticamente en MolProbity y todo el
diagndstico es presentado en una tabla y en forma gréafica que sirven como guia para la
reconstruccion manual del modelo.*:. Durante la evaluacion se emplearon las siguientes

condiciones:

- Hidrégenos: Adicion de hidrégenos mediante posiciones nucleares.
- Correccién automaética de Asn/GIn/His recomendadas

Analisis visual comparativo con estructuras reportadas de R1 se llevaron a cabo empleando
el software UCSF ChimeraX, desarrollado por el departamento de Recursos para la
Biocomputacion, Visualizacion e Informética de la Universidad de California, San Francisco.

Seleccion del modelo final

Se eligid el modelo de R1 con base en los resultados de las evaluaciones con MolProbity y
ChimeraX,
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5.1.3. Andlisis del modelo

Determinacién del nucleo hidrofébico

Se evaluo la hidrofobicidad de la superficie del fragmento R1 empleando el Software UCSF
ChimeraX. Posteriormente se calculo el area de superficie accesible relativa (RSA) para cada
uno de los residuos de la proteina. El &rea de superficie accesible es el area de la superficie
de una biomolécula que es accesible a un disolvente. Cuando se analiza el Gnicamente la
exposicion de un residuo en una biomolécula, se denomina area de superficie accesible del
residuo. Esta Gltima se encuentra relacionada con el arreglo espacial y el empaquetado del
residuo. Con base en el valor del area de superficie accesible se puede clasificar a los residuos
como “ocultos” o “expuestos”. para determinar si un residuo se encuentra 0 N0 expuesto es
necesario conocer el area de superficie accesible del residuo, la cual es normalmente
expresada como area de superficie accesible relativa (RSA). Esta es calculada al comparar el
area accesible del residuo en la biomolécula con la valor méximo posible para ese residuo en
un trimero Gly-X-Gly (6 Ala-X-Ala), donde X es el residuo de interés.*?. Este calculo se
realizé empleando el servidor POLYVIEW-2D, el cual genera una secuencia de anotaciones
que incluye el RSA para cada residuo, representado con valores en un rango de 0 a 9, siendo
0 completamente enterrado (0-9% RSA) y 9 totalmente expuesto (90-100%). Para continuar
con la determinacion del nucleo hidrofobico, se establecieron valores limites de RSA para
diferenciar los aminoacidos “ocultos” de los “expuestos”, Para este trabajo se clasifico como

enterrado aquellos aminoécidos con un RSA menor al 20% (valores 0 y 1) 42

Definiendo al ndcleo hidrofébico de una proteina hidrosoluble como el conjunto de residuos
con baja accesibilidad del disolvente, los cuales se encuentran localizados en regiones con
estructura secundaria regular y cuyas cadenas laterales no polares interactdan entre ellas®,
es posible considerar al conjunto de amino&cidos con cadenas laterales hidrofébicas y con un

bajo RSA como el nicleo hidrofébico de nuestra proteina.
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Anadlisis de interacciones intramoleculares

Para verificar que realmente exista interaccion entre los aminoacidos seleccionados como
parte del niicleo hidrofdbico, se utilizé el servidor PIC: Protein Interaction Calculator, %4,
Este servidor considera que existen interacciones entre los residuos de Ala, Val, Leu, Met,

Phe, Trp, Pro y Tyr si se encuentran dentro de un rango de 5 A.

Para evaluar las interacciones entre todos los aminoacidos que conforman el fragmento R1,
se utilizo el servidor web INTAA. Este servidor permite calcular el residuo de la matriz de la
Energia de Interaccion para la estructura de una proteina y ademas de proveer un analisis
comprensivo en el caso de las interfases en complejos de Proteina-ADN. Esta aplicacion
tiene como objetivo ayudar a identificar residuos clave dentro de la estructura proteica que

contribuyan significantemente a la estabilidad de la proteina.*

Acoplamiento molecular

Para determinar si es posible la interaccion entre la molécula de R1 modelada y el ADN se
llevé a cabo un proceso de acoplamiento molecular, para ello se emplearon los siguientes

servidores:

HDOCK: Posee un modelo hibrido de acoplamiento molecular, es decir, lleva a cabo un
acoplamiento basado en plantillas y un acoplamiento libre, donde los casos con plantillas
erroneas puedan ser verificadas con el protocolo de acoplamiento libre. EI proceso del
servidor consta de cuatro pasos: la recepcion de las estructuras a acoplar, la basqueda de
homdlogos en el Banco de Datos de Proteinas (PDB - Protein Data Bank) para cada una de
las estructuras, la determinacion si existen entradas en el PDB que incluyan homologos de
ambas moléculas y construccion de posibles estructuras de acuerdo con las plantillas, y
finalmente un acoplamiento global tradicional. El algoritmo de acoplamiento emplea un
programa propio llamado HDOCKIite, es empleado para muestrear globalmente posibles
modos de union en el servidor HDOCK. Se emplea ademas una nueva funcién de puntaje, la
cual toma en consideracion no solo las contribuciones de la red de la molécula blanco en la

zona de interaccién e inmediatamente vecinas, sino también de otras regiones en un radio
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determinado por la distancia entre el receptor y el ligando. Para el muestreo rotacional se
emplea un intervalo de 15° y se adopta una distancia de 1.2 A para la busqueda traslacional.
Para cada rotacion se optimizan las 10 mejores traslaciones para su posterior busqueda en las
funciones de puntaje. Se conserva un modo de union, que corresponde a la mejor traslacion,
para cada rotacion. Estos modos de union son ordenados y agrupados con base en su RMSD
(root-mean-square deviation, raiz del error cuadratico medio), manteniéndose aquellos con
mejor RMSD para cada modo de union. Finalmente, el servidor genera un modelo para los

100 modos de unién con mejor puntaje.*®

HADDOCK: HADDOCK es un método de acoplamiento molecular llevado a cabo mediante
conocimiento experimental sobre la region de interfaz entre las moléculas acopladas y/o su
relacién relativa. En los casos cuando no exista informacion experimental reportada o esta
sea escasa, pueden ser usadas predicciones bioinformaticas de la interfaz. EI servidor
HADOCK hace uso de datos de interaccién fisicoquimica o biofisica al introducirlos como
Restricciones de Interacciones Ambiguas para mediar y dirigir el proceso de acoplamiento
molecular. HADDOCK automaticamente genera la topologia de las moléculas que van a ser
acopladas. El protocolo de acoplamiento consiste en tres pasos, que son una minimizacion
de la energia de cuerpo-rigido, un afinamiento semiflexible en angulos de torsion y un
afinamiento final en disolvente explicito. Tras cada uno de estos pasos, las estructuras son
evaluadas y ordenadas y aquellas con mejor estructura pasan al siguiente paso. La evaluacion
consiste en una suma ponderada de energias de Van der Waals, electrostaticas, solvatacion y

las restricciones en conjunto con la el area de superficie no accesible al disolvente.*’

NPDock: NPDock (Nucleic acid-Protein Dock) es un servidor web para el modelado de
estructuras de complejos ARN-Proteina y ADN-Proteina. El servidor emplea el programa
GRAMM (Global Range Molecular Matching) para generar estructuras geométricamente
plausibles de complejos proteina-acido nucleico. Posteriormente se aplican las restricciones
listadas por el usuario. Las posibles estructuras son evaluadas mediante un método disefiado
para este tipo de complejos. Los complejos con la mejor puntuacion son agrupados y se

selecciona un modelo representativo de cada uno de los tres grupos mas grandes. Finalmente,
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se lleva a cabo un afinamiento local para optimizar las interacciones, y las estructuras

resultantes son presentadas al usuario.*®

Molécula Blanco

El blanco objetivo para la molécula modelada fue la molécula de ADN cuya secuencia se
muestra en la tabla 5 y fue obtenida del PDB 1BDZ. Esta secuencia consta de 14 pares de
bases que incluyen un sitio de unién de C-Myb de tipo YAACKG, esta secuencia fue la
primera secuencia de union de proteinas Myb determinadas y se considera como una
secuencia de union “candnica” para proteinas Myb. La molécula objetivo tiene ademas una
cadena complementaria simétrica, la cual contiene el mismo sitio de union en sentido

contrario. Ambos sitios de union se sefialan en la tabla 5

Tabla 5: Secuencia “candnica” usada para las pruebas de acoplamiento molecular.
Secuencia 5’ -ACAACTGCAGTTGT-3'

Complementaria 3’ -TGTTGACGTCAACA-5'
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5.2. Obtencion de R1

Para traducir el enfoque tedrico planteado inicialmente, se propuso un trabajo experimental,
el cual se dividid en cuatro etapas, las cuales se representan en la siguiente imagen:

- | « PET-28a(+)-TEV
Disefio del gen y 6 His tag

trans formacién | * Transformacion de las cepas de E. co.

g

Optimizacién de la * E. /i BL21 (DE3)
expresion

¢ Aislamiento de la proteina de fusién.

. <, * Corte con Proteasa TEV.
Purificacion « RP-HPLC
* MALDI-TOF
. ., * Discroismo circular
T f1zacion
Caracterizaclo « RMN

N\

5.2.1. Disefio del gen y transformacion

El gen se disefié teniendo en cuenta que habria de expresarse y obtenerse en las cepas de E.
coli Rosetta y BL21, de modo que alguno de estos sistemas permitiera obtener la proteina de
fusién de forma soluble; para ello se utiliz6 el plasmido PET-28a(+)-TEV. La secuencia de
la proteina de fusion se muestra en la Figura 7. El esquema muestra las tres regiones que
conforman dicha proteina: la etiqueta de 6 histidinas empleada en la purificacién (verde), el
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sitio de corte con proteasa TEV (rosa) y la secuencia de aminoacidos del dominio R1 de hA-
Myb (celeste).

. Sitio de corte con
6 His TEV R1 hA-Myb

Figura 7. Representacion de la proteina de fusion (hR1A).

La transformacién se llevé a cabo mediante choque térmico empleando células competentes
de las cepas Rosetta y BL21 (DE3) de E. coli mediante el siguiente protocolo:
I.  Unvolumen de 3 uL de plasmido fue afiadido a 50 uL de células competentes de E.
coli en un tubo de microcentrifuga y se mantuvieron en un bafio de hielo por 30 min.
Il.  El tubo se transfirié a un bafio de agua a 42 °C por 45 s
I1l.  Se regreso el tubo al bafio de hielo por 2 min maés.
IV.  Seafadieron 450 pL de medio Luria Bertani (LB) y se colocaron en incubacién por
1h.
V. Las células obtenidas fueron sembradas en una caja con medio LB solido con los
antibidticos apropiados para cada cepa e incubadas por 14 h a 37 °C.

VI.  Una vez transcurrido este tiempo, se cuantificaron el nimero de colonias obtenidas

5.2.2. Optimizacion de la expresion.

A continuacion, se estandarizaron las condiciones de expresion de la proteina de fusion para
determinar las condiciones que permitieran obtener la mayor cantidad de proteina. Se
eligieron los siguientes parametros:

- CepadeE. coli.

- Temperatura de expresion.

- Tiempo de expresion.

Para determinar qué cepa es la mas adecuada para la expresion de R1 el gen se introdujo en
las bacterias mediante la transformacion de células competentes de las cepas Rosetta™ y
BL21(DE3)™ de E. coli. A continuacion, cada cepa transformada se inoculo en 10 mL de

medio de cultivo Luria Bertani (LB) con los antibiéticos apropiados (cloranfenicol 34 mg/mL

45



y kanamicina 30 mg/mL para Rosetta™ y kanamicina 30 mg/mL para BL21(DE3)™). Los
10 mL de medio se incubaron por 16 h a 37 °C, tras este periodo, se transfirieron 1.66 mL de
medio inoculado a un matraz que contenia 50 mL de medio LB y los antibiéticos respectivos
(Proporcién de preinoculo/medio de expresion: 1/30). Los matraces se incubaron a 37 °C
monitoreando el valor de la densidad dptica a 600 nm. Cuando el cultivo alcanz6 una
densidad optica de 0.6 se agregd el agente inductor de la expresion: isopropil [-
tiogalactopiranosa (IPTG) utilizando una concentracion final en el cultivo bacteriano de 0.5
mM.

La expresion de la proteina de fusion fue monitoreada en ambas cepas, para ello se tomaron
muestras a un tiempo de expresion de 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h y 24 h. Estas muestras fueron
centrifugadas, recolectando Unicamente las células, las cuales se resuspendieron en una
solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS) a pH 6.5 antes de someterse a lisis con
ultrasonido. Tras la lisis, las muestras fueron nuevamente centrifugadas, recolectando las
fracciones solubles e insolubles por separado. Se realizd electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) para ambas fracciones de las muestras, monitoreando

la region indicada por el marcador de peso molecular cercana a 8 kD.

Para la determinacion de la temperatura de expresion se repitio el proceso anterior cambiando

la temperatura tras la induccion con IPTG a 30 °C.

Tomando los resultados de las pruebas anteriores, se repitié nuevamente la expresion de la
proteina, tomando muestras en los siguientes tiempos tras la induccion de la expresion: 2 h,
4h, 6 h, 8 h, 12 h y 24 h. Posteriormente, las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE en
un gel de poliacrilamida a pH 6.8 para determinar el tiempo en que se obtenia la mayor

expresion de la proteina.
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6. Resultados y analisis de resultados

6.1. Modelado molecular

6.1.1. Prediccion de estructura secundaria y modelado molecular

Los resultados de prediccion de estructura secundaria y modelado de cada uno de los

servidores utilizados se resumen a continuacion:

Jpred4: Los resultados de prediccion de estructura secundaria se muestran en la Tabla 6 y
coinciden con la informacion sobre la estructura de las secuencias repetidas del dominio de
unién Myb, las cuales presentan el motivo hélice-giro-hélice. De acuerdo con este calculo la
estructura presenta tres hélices, indicadas en la Tabla 6 como H, entre los residuos Arg9-
His22, Trp27-His33, y Asp39-GIn47. Si bien los dos métodos empleados por el servidor para
determinar la estructura (JnetHMM y JnetPSSM) presentaron ciertas diferencias en el rango

de la tercera hélice, la red jurado determind la estructura secundaria en JnetPred como la mas

probable.
Tabla 6: Resultados obtenidos con Jpred4
Secuencia LWNRVKWTRDEDDKLKKLVEQHGTDDWTLIASHLONRSDFQCQHRWQKVLNPE
JnetPred ——————- HHHHHHHHHHHHHH----HHHHHHH-———- IRIEIRIRNRIRIRIR R = =—===
JnetHMM = —-————-——- HHHHHHHHHHHHHH----HHHHHHH----— HHHHHHHHHH----—
JnetPSSM = ———————- HHHHHHHHHHHHHH----HHHHHHH-—-——- HHHHHHH-—--—--
Jnet Jury I Hosomo=s W oo
Jnet Rel 99988762789999999998606874688887526887128877644078999
JnetSol25 slg====g===RB=ERE=ER—=BR=—==E—=RE==R==EE==B B R=BE—=EE ===
Sol5 B BEESBEEESS S BEBREEIBEEESEESSS BEESBEEESS
Sel0 @0 0 BEEEESSSSS i Breoooooooos Breoooooooos

H: aminodcidos que forman parte de una hélice o; B: Aminoécidos ocultos (Buried). Los nimeros indican la
confiabilidad de los resultados de prediccion.

Se observa, ademas, que la confiabilidad de la prediccion de la estructura (JnetRel) es alta
tanto en las zonas abarcadas por las hélices como en los giros y zonas de inicio y final,
presentando solo poca confianza en los aminoacidos iniciales y finales de cada hélice. Otro
resultado a mencionar es la presencia de aminoacidos con poca accesibilidad al disolvente,

reportada en las filas como JnetSol25, JnetSol15 y JnetSol10, indicando una accesibilidad
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del 25%, 15% y 10% respectivamente. Se calculé que en cada hélice existe al menos un
amino&cido con una accesibilidad menor al 10%, que muy posiblemente forme parte del
nacleo hidrofébico que da estabilidad a la estructura.

PredictProtein: Estos resultados muestran presencia de hélices entre los aminoacidos Arg9-
His22, Trp27-His33, Asp39-GIn47. Estos resultados coinciden con la estructura secundaria
predicha por Jpred4. Por otro lado, PredictProtein predijo también las caracteristicas de
accesibilidad del disolvente a cada aminoacido de la proteina, se observa un cierto grado de
coincidencia entre estos resultados con los resultados de JPred4 para una accesibilidad del
10%.

T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

1 53

20 40
LWNRVEWTRDEDDELEKEELVEOHGTDDWTLIASHLONRSDFOCOHRWOEKVLNPE

~ Estructura secundaria

(R<PROF)

Otro

Helice 1 1 I
~Accesibilidad del disolvente

(RePROF)

Espuesto & B N §F §F

Enterrado

Figura 8. Prediccion de estructuras secundaria del repetido R1 del DBD de A-Myb obtenidos por PredictProtein.

RaptorX: RaptorX calcul6 la presencia de tres hélices en los siguientes intervalos: Arg9-
His22, Trp27-His33, Asp39-Val49. Estos resultados coinciden con las predicciones
obtenidas por JPred 4 y PredictProtein para las primeras dos hélices, pero difieren para los

obtenidos en la tercera hélice.

B Helix [l Beta [] Caoil

1 LN 21 Ky 41 51
LWNEVEWTRD EDDELEELVE QHGTDDWTLI ASHLONRSDEF QCQHEWQEVL NPE

Figura 9 Prediccion de estructuras secundaria del repetido R1 del DBD de A-Myh obtenidos por RaptorX. Las barras
rojas indican la probabilidad de la presencia de una hélice a
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RaptorX generd también un modelo empleando como plantilla el PDB 1h88:C, con una
identidad del 74% y una similitud del 90% empleando el repetido R1 de raton. EI modelo se
muestra en la Figura 10. Este modelo posee los elementos de estructuras secundarias

predichas previamente por RaptorX.

Figura 10. Modelo tridimensional del repetido R1 del DBD de A-Myb generado por RaptorX

I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement): Al igual que los servidores
anteriores, I-TASSER predice la presencia de tres hélices en la estructura. De acuerdo con
esta prediccidn, las hélices se encuentran en las posiciones Arg9-His22, Trp27-His33 y

Asp39-GIn47.

Tabla 7: Resultados de prediccion de estructura secundaria por I-TASSER

20 40
| |
Secuencia LWNRVKWTRDEDDKLKKLVEQHGTDDWTLIASHLONRSDFQCQHRWQKVLNPE

Prediccién CCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHCCCCCC
Conf.Score 98899999999999999999988798999997878987499999967028998

H: Hélice; S: Hoja; C: Coil
Conf.Score: confiabilidad de la prediccién

El servidor I-TASSER elaboré un modelo a partir de la secuencia de la proteina y de los
multiples moldes encontrados en el paso de threading. EI modelo obtenido se muestra en la
Figura 11. De acuerdo con el reporte generado por el servidor, se emple6 como molde
principal el PDB 1h88.C: Crystal Structure Of Ternary Protein-Dna Complex1, el cual
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reporta la estructura de un complejo de ADN con un dominio de union de C-Myb (R1R2R3).
Es importante mencionar que la posicion de las tres hélices en el modelo difiere de la posicion
indicada en la Tabla anterior. La tercera hélice se ubica, en el modelo, entre los aminoacidos

Asp39-Val49, siendo el modelo similar al elaborado por el servidor RaptorX.

Figura 11. Modelo tridimensional del repetido R1 del DBD de A-Myb generado por I-TASSER

SWISS-MODEL.: Para llevar a cabo el modelado se emple6 como molde el PDB
lmbe.1.A: MYB PROTO-ONCOGENE PROTEIN, el cual es la estructura del fragmento
R1 de C-Myb de Mus musculus (mR1C) y posee una identidad de secuencia del 71.15% con
hR1A. El alineamiento de esta secuencia con la secuencia hR1A se muestra en la Figura 12.

Model 01 LWHNRVEWIRDEDDKLKKLVEQHGTDDWILIASHLONR SDFQCOHRRGKVLNEE 53
imbe.1.B HTREEDEKLEKLVEQUGTDOW:VIAN JLENRT[DVQCQHRWJKEVLNEE 52
Figura 12. Alineamiento generado por SWISS-MODEL. Los recuadros representan las hélices de la estructura
SWISS-MODEL también predijo la presencia de tres hélices alfa; sin embargo, SWISS-
MODEL predijo una hélice H1 menor en longitud a los tres modelos anteriores, la segunda
hélice coincide en todos los casos y la tercera hélice es igual a la predicha por JPred4 y

diferente a la estimada por PredictProtein, RaptorX y I-TASSER.

Los estimadores de la calidad global del modelo fueron generalmente favorables. Estos

estimadores son los valores de los parametros GMQE y QMEAN. El valor de GMQE es un
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estimado de la calidad que combina las propiedades del alineamiento de secuencias con la
estructura molde. Puede tener un valor de 0 a 1, siendo un nimero mayor un indicador de
mayor precision al momento de construir un modelo empleando ese alineamiento. Para el
caso de hR1A con el PDB 1mbe. 1.2, se obtuvo un valor de GMQE de 0.76, indicando una

alta precision al construir el modelo empleando 1mbe . 1.2 como plantilla.

El valor de QMEAN es un estimador compuesto basado en las diferencias geométricas que
provee un estimado absoluto de calidad global y local. El valor Z-score de QMEAN indica
si el valor de QMEAN del modelo es comparable al valor que se esperaria de estructuras de
tamafio similar determinadas experimentalmente. Valores cercanos a cero indican una
concordancia adecuada entre el modelo y las estructuras experimentales. El valor de QMEAN
para el modelo de hR1A fue de -0.63, indicando una buena concordancia entre este modelo

y estructuras de tamarios similares.

La Figura 13 desglosa los cuatro componentes del valor de QMEAN global para el modelo.
En este grafico, las areas en color blanco indican que la propiedad es similar a la que se
esperaria de estructuras experimentales. La Figura 14, por su parte, muestra los valores
estimados de la calidad local del modelo, siendo residuos con valores inferiores a 0.6,
residuos con baja calidad. Para nuestro modelo, las Unicas zonas de la estructura con baja
calidad fueron las secuencias iniciales y finales, que corresponden a zonas desordenadas.

Finalmente, el modelo generado por SWISS-MODEL se muestra en la Figura 15.

~ . . W 063
1. W 0.4
-~ .. W -0t

QMEAN B
CB L
Al Atom B0

solvation. : 'l :[:l 0.55
torsion L : | : :J -0.95

Figura 13. Estimador QMEAN global del modelo
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Figura 14. Estimado de la calidad para cada residuo del modelo.
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Figura 15. Estructura modelada por SWISS-MODEL

La siguiente tabla resume los resultados de prediccion de los elementos de estructura
secundaria de nuestra proteina. Todos los métodos predijeron la presencia de tres hélices,

variando Unicamente en la posicién de ésta.

Tabla 8: Resumen de los resultados de prediccién de elementos de estructura secundaria

Método H1 H2 H3
JPred4 Arg9-His22 Trp27-His33 Asp39-Gln47
PredictProtein Arg9-His22 Trp27-His33 Asp39-Gln47
RaptorX Arg9-His22 Trp27-His33  Asp39- Val49
I-TASSER Arg9-His22 Trp27-His33 Asp39-Gln47
SWISS-MODEL Arg9-Gln21 Trp27-His33 Asp39-Gln47
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Comparacion grafica de los modelos.

Los resultados se muestran en la siguiente serie de imagenes de la Figura 16. En naranja se
muestran los resultados obtenidos por RaptorX, en verde los obtenidos mediante I-TASSER
y en cian los obtenidos por SWISS-MODEL.

Figura 16. Comparacion de los tres modelos del repetido R1 de la proteina A-Mybobtenidos: en naranja se muestra el
modelo obtenido por RaptorX, en azul marino, el obtenido por I-TASSER y en verde se muestra el obtenido por SWISS-
MODEL. a-1) y a-2) Superposicion de los modelos de RaptorX y I-TASSER, ambos modelos son muy similares; b)
Superposicion de los modelos de RaptorX y SWISS-MODEL, es posible apreciar la diferencia entre los modelos; c) Se
observa la hélice H1, la cual tiene una longitud mayor en el modelo de RaptorX, d) la hélice H2 se encuentra en la misma
posicion en ambos modelos, la diferencia observada en la superposicion deriva de las diferencias entre las H1 y H3 de
cada modelo, e) la hélice H3 tiene mayor longitud en el modelo de RaptorX.
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6.1.2. Minimizacion de la energia.

Tras la minimizacion de la energia mediante el servidor YASARA, se obtuvieron tres nuevos
sistemas de coordenadas o modelos, uno para cada uno de los suministrados. Los resultados

de la evaluacion de estos modelos mediante MolProbity se resumen en las tablas 9, 10 y 11.

Tabla 9: Evaluacion del modelo obtenido por RaptorX: R1_RaptorX-1 YAS

Tabla 10: Evaluacion del modelo obtenido por I-TASSER: R1 I-TASSER-1 YAS

Contactos Clashscore [ 0 ‘
Clashscore: traslapamientos estéricos (> 0.4 A) por cada 1000 atomos
Rotameros pobres <0.3%
Rotameros favorecidos _£
| Ramachandran atipicos 0 0.00% <0.05%
(eometit | Ramachandran favorecidos 50 98.04% | >98%
protefna Z-score -0.76 *+ 1.09 <|2]
CB desviaciones >0.25 A 0 0.00% 0
Enlaces erréneos
Angulos erréneos

Contactos Clashscore ‘ 0 ‘
Clashscore: traslapamientos estéricos (> 0.4 A) por cada 1000 atomos
Rotameros pobres 0 0.00% <0.3%
Rotameros favorecidos 50 98.04% >98%

| Ramachandran atipicos 0 0.00% <0.05%
Gezznlztﬂa Ramachandran favorecidos >98%
proteina Z-score -0.94 + 1.11 <|2|

CB desviaciones >0.25 A 0 0.00% 0
Enlaces erréneos 0%
Angulos erréneos <0.1%

El principal parametro calculado por MolProbity en el anélisis de contactos es la Clashscore,
la cual es el nUmero de choques serios en la estructura por cada 1000 atomos. Un choque
serio ocurre cuando dos atomos que no tienen una interaccion de tipo donador-aceptor se
traslapan espacialmente por mas de 0.4 A. Traslapes tan grandes no pueden existir en la

molécula real, por lo que su presencia indica que al menos uno de los dos atomos se encuentra

54



modelado incorrectamente. Como puede observarse, los tres modelos poseen una Clashscore

de 0, lo cual es indicativo de una buena calidad.

Tabla 11: Evaluacion del modelo obtenido por SWISS-MODEL: R1 SM-1 YAS
Clashscore | 0 |

Contactos Clashscore: traslapamientos estéricos (> 0.4 A) por cada 1000 atomos
Rotameros pobres <0.3%
Rotameros favorecidos 49 98.00% >98%

| Ramachandran atipicos 1 2.00% <0.05%
Gezznlztrla Ramachandran favorecidos >98%

Z.-scote <|2|

proteina
CB desviaciones >0.25 A “ 0.00% 0

Enlaces erroneos 0%
<0.1%

Angulos erroneos

El anélisis de los rotdmeros hace referencia a la geometria de las cadenas laterales de los
aminoacidos. ElI nimero indica el nimero de aminoacidos en la categoria de pobres o
favorecidos y el porcentaje total de residuos que cae en esa categoria. De los tres modelos, el
modelo obtenido por I-TASSER es el que obtuvo los mejores valores en este andlisis. El
analisis de Ramachandran muestra un namero de aminoacidos con angulos phi o psi pobres
o favorecidos. En este caso, el modelo obtenido por RaptorX presenta los mejores valores.
La Z-score compara la distribucion de Ramachandran obtenida contra la distribucion
esperada. En este caso tanto RaptorX como I-TASSER generaron mejores valores que el
modelo obtenido mediante SWISS-MODEL.

A primera vista, el andlisis de la geometria de la proteina parece favorecer los modelos
obtenidos por I-TASSER y RaptorX, al estos presentar la mayor cantidad de parametros
dentro de los valores aceptables. Sin embargo, para este caso particular de hR1A, el analisis
de la geometria parece ser poco util al momento de elegir un modelo en particular. Debido a
la corta longitud de hR1A, la presencia de un unico residuo con geometria fuera de los limites
establecidos por MolProbity ocasiona que la estructura falle en los pardmetros evaluados por

el servidor.
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Seleccion del modelo final.

Se compararon visualmente los modelos obtenidos tras la minimizacién de la energia con la
estructura reportada en el PDB 1MBE se resume en la Figura 17. Se observa que todos los
modelos obtenidos presentan una alta similitud con la estructura determinada
experimentalmente, mostrando las variaciones mas notables en las zonas desordenadas de la
proteina. La mayor alineacion se observa con el modelo obtenido mediante SWISS-MODEL,
esto se debe a que SWISS-MODEL empleé al PDB 1mbe como plantilla para la elaboracion
del modelo.

Figura 17. Comparacion de la estructura reportada en el PDB con codigo de entrada 1MBEL.A (color verde), que
corresponde al dominio de R1 de C-Myb de ratdn con: a) el modelo obtenido mediante RaptorX (azul), b) el modelo
obtenido mediante I-TASSER (amarillo), y c) el modelo obtenido mediante SWISS-MODEL (rosa).

Dado la importancia que se le ha dado a los tres triptéfanos de los repetidos de Myb para la
estabilidad estructural, se compararon visualmente la posicion de estos en los modelos con
la estructura experimental, los resultados se muestran en la Figura 18. Se puede observar que
la mayoria de los tript6fanos en los modelos se encuentran en posiciones cercanas a las de

los triptéfanos de IMBE; sin embargo, en el caso de los modelos de RaptorX y I-TASSER
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los rotameros de dos de los tres residuos eran diferentes, en el caso del modelo de SWISS-
MODEL, solo uno de los residuos diferia de 1IMBE. La orientacion de estos rotdmeros de
triptofano puede afectar la estructura del ndcleo hidrofdbico de la proteina y la estabilidad de

la estructura en general.

Figura 18. Comparacién de la posicion espacial de los residuos de triptéfanos conservados entre la estructura de R1 reportada en el PDB 1MBE
(color verde) y: a) el modelo obtenido mediante RaprorX (azul), b) el modelo obtenido mediante I-IASSER (amarillo), y ¢) el modelo obtenido
mediante SWISS-MODEL (rosa). La columna 1 representa al primer triptdfano, la columma 2 representa al segundo triptifano, y la colummna 3 al
tercer triptdfano.

Es notable que el residuo que presento diferencias en los tres modelos es el residuo TRP7, el
cual se encuentra al principio de la estructura en una zona sin elementos de estructura
secundaria, presentando el mayor nimero de grados de libertad al no tener muchas

restricciones espaciales.
Empleando el Software USCF ChimeraX se determiné la hidrofobicidad de la superficie de

cada uno de los tres modelos. Este software emplea la escala Kyte-Doolittle la cual asigna
valores de Kd de hidrofobicidad a cada aminoéacido, siendo los aminoécidos hidrofobicos
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asignados valores positivos los cuales disminuyen al disminuir la hidrofobicidad asignando

valores negativos a los aminoacidos hidrofilicos.*® Los resultados se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12: Hidrofobicidad promedio de superficie para cada modelo

MODELO HIDROFOBICIDAD
R1_RAPTORX-1_YAS | -3.309
R1_I-TASSER-1_YAS | -3.077
R1_SWISS_MODEL-1_YAS | -4.32

Se observa el modelo obtenido por SWISS-MODEL contiene la superficie menos
hidrofébica; esto significa que la mayoria de los residuos expuestos al disolvente son
hidrofilicos lo cual produce un mayor empaquetamiento de los aminoécidos hidrofébicos en

el nicleo de nuestra estructura.

Considerando los puntos de similitud con el PDB 1MBE y el empaquetamiento de los
modelos, se decidio continuar los analisis empleando unicamente el modelo para hR1A
obtenido mediante SWISS-MODEL: R1_SWISS-MODEL_1_YAS.pdb

6.1.3. Anélisis del modelo
Hidrofobicidad de la superficie.

En la Figura 19 y Figura 20 se muestran una serie de imagenes generadas de la hidrofobicidad
de la superficie de la proteina, pueden notarse un mayor numero de regiones hidrofilicas y
neutras que de regiones hidrofébicas. La region hidrofébica de mayor superficie corresponde

a la zona desordenada N-terminal
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Figura 19. Andlisis de hidrofobicidad de la superficie del repetido R1 de la proteina A-Myb. Las zonas de menor
hidrofobicidad se representan en color azul y las de mayor en naranja. Se indican las zonas de mayor hidrofobicidad
visibles.

Figura 20. Acercamiento a las regiones de mayor hidrofobicidad indicados en la Figura 19: a)VTRI-DZ en la region
desordenada N-terminal, b) PHE40 en la parte expuesta de la tercera hélice; ¢) LEU29 en la segunda hélice, d) region
entre las hélices.
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Accesibilidad de disolvente y nucleo hidrofébico

Los resultados de los célculos de RSA realizados con POLYVIEW-2D se muestran en la
Figura 21. Se muestra el valor de RSA para cada residuo, representado con valores en un
intervalo de 0 a 9, siendo 0 completamente enterrado (0-9% RSA) y 9 totalmente expuestos
(90-100%). Para este trabajo se clasificd como enterrado aquellos aminoécidos con un RSA

menor al 20% (valores 0y 1).

2 T T T T T 5 3
WNREVEWTRDEDDELEELVEQHGTDDWTLIASHLONEEDFOCOHEWOE VLN DE

HE ENEN Bl BN BNl E Y BEEEms Ea
897937148621450461077Y23487045015508%04461043104853%269

Figura 21. Area de superficie accesible relativa de cada residuo.
Los resultados obtenidos con POLYVIEW-2D indican que existen 14 aminoacidos con un
RSA menor al 20%, la mayoria de estos son aminoacidos hidrofébicos, tales como Trp, Leu,
lle y Val, los cuales comprenden 9 de los catorce aminoacidos ubicados dentro de la region
central de la proteina. El resto de los aminoacidos son aminoacidos con cadena lateral polar:
Aspl2, Arg37, GIn4l, Cys42 y Arg45. La Figura 22 permite observar la distribucion de estos
amino&cidos ubicados en el centro de la estructura de nuestro modelo de hR1A. La Figura

23 sefiala la posicion de los aminoacidos ocultos hidrofébicos y los polares.

Figura 22. Representacion visual de la posicion de los aminoacidos enterrados (verde) y expuestos (azul).
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Figura 23. Representacion visual de los amino&cidos ocultos hidrofébicos (verde) y polares (amarillo). Los amino&cidos
en verde constituyen el ntcleo hidrofébico de la proteina.

Podemos considerar al conjunto de amino&cidos con cadenas laterales hidrofébicas y con un
bajo RSA como el nicleo hidrofobico de nuestra proteina.

Anadlisis de interacciones.

Interacciones hidrofobicas

El servidor PIC: Protein Interaction Calculator indico la presencia de interacciones
hidrofébicas que se muestran en la tabla 13. Puede observarse que el aminoacido con mayor
namero de interacciones es la Leul5, aminoacido con un RSA menor a 10% y es
particularmente notable que este aminoacido presenta interacciones hidrofébicas con dos de
los tres triptéfanos conservados de R1: Trp27 y Trp46. Otro aminoacido que comparte

interacciones con estos triptéfanos es Val19.
El triptéfano en la posicidn 7 parece no tener interacciones con otros aminoacidos dentro del

nacleo hidrofébico. Para verificar el tipo de interacciones que presenta el Trp7, se empled

nuevamente el servidor PIC. Los resultados se resumen en la Tabla 14.
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Tabla 13: Interacciones hidrofébicas calculadas por el servidor PIC.

Posicion Residuo > Posicién Residuo
15 LEU 19 VAL
15 LEU 27 TRP
15 LEU 30 ILE
15 LEU 34 LEU
15 LEU 46 TRP
18 LEU 30 ILE
18 LEU Interacciona 34 LEU
19 VAL eon- 27 TRP
19 VAL 30 ILE
19 VAL 46 TRP
27 TRP 30 ILE
27 TRP 46 TRP
30 ILE 34 LEU

Tabla 14: Interacciones de TRP7

Residuo > Residuo Tipo de Distancia (A)
interaccion
TRP7 ARG45 Cation-Pi 4.99

Se detectd Unicamente una interaccion para el residuo Trp7; esta interaccion se da con el
residuo Arg45 ((Figura 25, c)), el cual es uno de los residuos polares con un RSA calculada
menor al 20%. La naturaleza de ambos aminoécidos hace que la interaccion sea de tipo
cation-z. El servidor PIC considera que existe una interaccion si el sistema n y el cation se

encuentran a una distancia menor a 6 A.

Interacciones entre aminoéacidos: andlisis con INTAA

Para este analisis se emplearon las condiciones predeterminadas en el servidor:
- Campos de fuerza: AMBER parm99
- Ambiente: Disolvente (OBC-II)

- Analisis de interacciones entre cadenas laterales (Tabla 15) y entre residuos (Tabla 16).
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La Figura 24 muestra la energia de interaccion neta entre las cadenas laterales de cada region

de la cadena.

Figura 24. Esquema generado por el servidor INTAA, en este se observa la energia de interaccién neta entre las cadenas
laterales de cada regién de la proteina. En azul se observan las interacciones con energia neta positiva y en rojo las
interacciones con energia neta negativa.

En la Tabla 15 puede observarse que la mayoria de las interacciones entre cadenas laterales
tienen una energia neta negativa, detectandose Unicamente un residuo cuya cadena lateral
presenta un valor no negativo, Gly23. Las energias de residuales negativas indican una
interaccion favorable para la estabilidad de la estructura, por lo que podemos determinar que
la mayoria de las interacciones entre las cadenas laterales estabilizan al modelo. La energia
residual de interaccién de Gly23 es cero, por lo que es la de mayor energia de interaccion
calculada por el servidor. En el caso de las interacciones residuo-residuo la suma total de la

energia residual de las interacciones dio un resultado negativo en todos los casos.

Los tres residuos que mas aportan a la estabilidad mediante las interacciones de sus cadenas
laterales son Arg45, Glull y Asp12. Estos son aminoacidos con cadenas laterales polares
cargadas; por lo que sus interacciones son del tipo idnica o polar ya sea con otros aminoacidos

o con el disolvente.
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Tabla 15: Energia residual de las interacciones cadena lateral-cadena lateral.

Residuo Posicion Energia Residuo Posicion Energia
ARG 45 -190.71 HIS 44 -26.12
ASP 12 -174.92 HIS 33 -25.11
GLU 11 -154.55 VAL 5 -22.73
ARG 37 -101.92 LEU 29 -19.74
LYS 14 -78.22 GLN 21 -18.10
TRP 46 -77.46 LYS 48 -17.23
TRP 7 -73.63 GLU 53 -16.88
TRP 27 -06.51 SER 38 -16.68
GLN 43 -45.98 VAL 49 -16.65
THR 28 -45.13 THR 24 -16.43
HIS 22 -43.21 PRO 52 -14.93
GLN 47 -42.99 ARG 9 -13.58
GLN 41 -41.32 PHE 40 -13.07
LEU 15 -39.97 ASP 10 -11.51
ASP 26 -39.34 ARG 4 -11.04
ASP 13 -38.61 ASP 39 -10.29
ILE 30 -38.58 ALA 31 -0.76
LYS 16 -38.08 LYS 6 -5.25
LEU 50 -35.64 ASN 3 -3.67
ASN 51 -32.91 ASN 36 -3.02
LYS 17 -32.85 GLN 35 -2.98
LEU 34 -32.79 THR 8 -2.62
LEU 18 -31.61 SER 32 -1.92
VAL 19 -31.42 TRP 2 -1.79
GLU 20 -30.29 ASP 25 -1.34
CYS 42 -28.06 GLY 23 0.00

Por otro lado, el analisis de las interacciones residuo-residuo (Tabla 16) indica que los
residuos cuyas interacciones afectan mas la estabilidad de la estructura son Glull, Aspl2y
Trp46. Este Ultimo presenta interacciones de tipo hidrofébica y de tipo catién-m. Los
triptéfanos conservados de Myb (Trp7, Trp27 y Trp46) se encuentran entre los que proveen
mayor estabilidad a la proteina mediante sus interacciones cadenas lateral-cadena lateral con
otros amino&cidos, asi como mediante sus interacciones residuo-residuo. El analisis realizado
previamente con el servidor PIC indica que la naturaleza de estas interacciones es

principalmente de tipo hidrofobica y cation-r.
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Tabla 16: Energia residual de las interacciones residuo-residuo.

Residuo Posicion Energia Residuo Posicion Energia
ASP 12 -315.59 LEU 34 -95.96
GLU 11 -286.58 GLU 20 -95.64
TRP 46 -241.23 ASP 10 -88.59
ARG 45 -240.10 LEU 50 -87.46
TRP 27 -228.90 HIS 33 -85.89
SER 38 -165.93 GLN 47 -85.29
GLN 43 -153.38 ALA 31 -75.40
LEU 15 -140.73 PHE 40 -75.24
TRP 7 -139.66 ARG 9 -74.11
THR 28 -134.56 SER 32 -72.93
CYS 42 -134.54 ASN 51 -69.89
ASP 13 -134.22 VAL 49 -67.22
LYS 14 -133.85 GLN 21 -61.64
LEU 18 -130.40 LYS 48 -55.40
LYS 16 -127.89 GLY 23 -52.56
ILE 30 -123.30 THR 24 -47.68
GLN 41 -122.79 VAL 5 -46.86
ASP 39 -121.28 GLU 53 -46.69
VAL 19 -117.99 ASN 3 -34.91
HIS 44 -115.82 LYS 6 -34.08
THR 8 -112.51 GLN 35 -31.89
ASP 26 -107.88 PRO 52 -28.99
LEU 29 -100.38 ASP 25 -26.65
ARG 37 -98.81 ASN 36 -23.57
LYS 17 -98.27 ARG 4 -10.33
HIS 22 -96.18 TRP 2 -6.69

El servidor INTAA permite también descomponer la energia neta de cada aminoacido en
valores de energia de interaccion relativa correspondientes a cada cadena lateral con la que

interactla, permitiendo entender la contribucion individual de cada interaccion.

En el caso de la Glull, su mayor interaccion se encuentra con Arg37, la cual se debe a la
interaccién entre las cargas de ambos residuos (Figura 25, a)). EI mismo tipo de atraccion
i6nica ocurre con Aspl2, cuya energia de interaccion menor se da con Arg45 (Figura 25, b)).

Estas dos interacciones se dan entre residuos pertenecientes a la primera hélice (Glull y
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Aspl2) y residuos de la tercera hélice (Arg37 y Arg4b). Es importante notar que Aspl2,
Arg37 y Arg45 son aminoécidos polares que el andlisis de RSA determiné como ocultos
(RSA < 20%) por lo que tendrian una baja exposicién al disolvente, encontrandose cerca del

nucleo hidrofobico de la proteina.

Los tres triptdfanos presentan interacciones con diferentes residuos. Trp7 presenta la mayor
energia de interaccion negativa con Arg45; esta interaccion, previamente descrita, es de tipo
cation-mt (Figura 25, c)). Trp27 interactia fuertemente con GIn43 (Figura 25, d)); la
naturaleza de la interaccion es también de tipo cation-m. Por su parte, Trp46 tiene
interacciones importantes con Vall9 y Asn51 (Figura 25, €)); la primera interaccion es de
naturaleza hidrofébica y la interaccion con Asn51 es de tipo puente de hidrégeno.

Como se menciond previamente, estos triptéfanos forman parte del ndcleo hidrofébico de la
molécula, el cual presenta las interacciones detalladas en la tabla 13. INTAA permite calcular
la energia residual para cada una de las interacciones. Los resultados se muestran en la tabla

18. También se incluye la energia de la interaccion entre Trp7 y Arg45.

Tabla 18: Interacciones del nucleo hidrofébico.

Interaccion entre residuos Tipo de interaccion

Posicion Residuo Posiciéon Residuo CL vs. CL Rvs. R
15 LEU 19 VAL -3.66 -21.74
15 LEU 27 TRP -3.01 -4.20
15 LEU 30 ILE -3.05 -5.08
15 LEU 34 LEU -3.97 -6.44
15 LEU 46 TRP -6.29 -10.10
18 LEU 30 ILE -6.28 -12.68
18 LEU 34 LEU -5.45 -5.79
19 VAL 27 TRP -4.95 -7.52
19 VAL 30 ILE -3.43 -5.35
19 VAL 46 TRP -13.29 -19.82
27 TRP 30 ILE -7.37 -29.51
27 TRP 46 TRP -5.28 -11.50
30 1ILE 34 LEU -2.75 -14.32
7 TRP 45 ARG -41.54 -39.64

CL: Cadena lateral; R: Residuo
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Figura 25. Visualizacion de las principales interacciones: a) Interaccion entre Glully Arg37, b) Interaccion entre Asp12 y Arg45, c) Interaccion del Trp7 (verde) y Arg45 (naranja),
d) Interaccion entre Trp27 (verde) y GIn43, e) Interacciones de Trp46 (verde) con Vall9 y Asn51 (naranja). Se indican los extremos N y C terminal del fragmento.
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Acoplamiento molecular.

Los resultados de las pruebas de acoplamiento molecular se describen a continuacion, en

todos los casos se us6 como molécula objetivo la secuencia de ADN indicada en la Tabla 5

HDOCK

El servidor HDOCK genero varios modelos al identificar mdltiples sitios posibles y
orientaciones de interaccion entre el modelo de hR1A y la molécula objetivo. La primera
estructura generada fue elaborada a través de su protocolo de acoplamiento por plantillas y
se muestra en la Figura 26. Este modelo emple6 el PDB 6KKS como plantilla, el cual consta
de una estructura con R2 y R3 unida a ADN. En él, hR1A se ha colocado en la posicion que
corresponde a R3 en la plantilla, observandose el posicionamiento del fragmento sobre la

hendidura mayor con la tercera hélice orientada hacia la cadena de ADN.

Los 10 modelos con la mejor puntuacién asignada por el servidor tienen valores muy
similares y modos de unién muy diversos, algunos careciendo de la orientacion determinada
para las interacciones entre Myb y ADN. En la Figura 27 se muestra una superposicion de
los modelos generados por HDOCK. Se observa que los modelos se agrupan en dos zonas
con respecto a la molécula de ADN. Estos grupos corresponden a las dos zonas donde se
encuentran los sitios de union de Myb a ADN. La posicion de hR1A determinada por

homologia se encuentra en el grupo superior, y se observa en color blanco.
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Figura 26. Modelo obtenido mediante acoplamiento molecular con plantilla

Figura 27. Superposicion de los modelos generados por el servidor visualizados en HDOCK.

Analizando los modelos obtenidos, obtenemos las Figura 28 y Figura 29, donde se muestran
los 6 modelos con una mayor puntuacion, de acuerdo con el criterio de evaluacion del

servidor.
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Figura 28. Modelos calificados por el servidor como aquellos con mayor puntuacion.

Analizando estos tres primeros modelos:

Modelo 1 (hR1A en amarillo): en este caso R1 se encuentra en el sitio de unién inferior,
la orientacion parece indicar que la tercera hélice es responsable de la interaccion con el
ADN.

Modelo 2 (hR1A en verde) muestra que R1 se encuentra en una zona alejada del sitio de
unién, con la hélice 3y el segundo giro responsables de la interaccion con la cadena del
ADN.

Modelo 3 (hR1A enrojo) al igual que en el modelo 2, R1 interacttia con el ADN mediante

el segundo giro y la tercera hélice.

Figura 29. modelos calificados por el servidor como aquellos con mayor puntuacion.
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Los siguientes tres modelos con la puntuacién mas alta son Modelo 4 (hR1A en rosa),
Modelo 5 (hR1A en cian), Modelo 6 (hR1A en azul). En estas tres estructuras la orientacion
de R1 sugiere que las interacciones con el ADN se darian a partir de la segunda hélice y el
primer y/o segundo giro. Esto parece no coincidir con los antecedentes sobre la interaccion
de los fragmentos R1, R2 y R3 con el ADN, por lo cual es aconsejable ser cuidadosos al

utilizar estos modelos para futuros anélisis.

HADDOCK

HADDOCK genera una serie de agrupamientos y selecciona los mejores modelos de cada
uno. HADDOCK clasifica estos grupos en base a la Z-score calculada, considerando como
mejores a aquellos con valores mas negativos. Para este estudio se tomaron los tres modelos

con Z-score negativa. Estos tres modelos se muestran en la Figura 30.

Figura 30. Tres modelos generados por HADDOCK

1) Grupo 2, Z-score: -1.8. Se observa que la posicién de hR1A (amarillo) con respecto al
ADN se encuentra en la zona intermedia entre los dos sitios de union de Myb. R1 se
encuentra en la hendidura mayor con la tercera hélice orientada hacia el ADN. Si bien
la orientacion de R1 es adecuada, la posicidn con respecto a los sitios de union parece
diferir de los antecedentes reportados.

2) Grupo 3, Z-score: -0.8. La posicidn de R1 (verde) parece encontrarse mas cercana al

sitio de unién que en el caso anterior.

71



3) Grupo 12, Z-score: -0.2. Al igual que el caso 2, la posicion de R1 parece mas adecuada

al sitio de union; sin embargo, la orientacion es ligeramente diferente al cao anterior.

Es importante notar que en los tres modelos se observa una deformacion considerable de la
cadena de ADN empleada como objetivo, lo cual afecta la fiabilidad de los resultados

obtenidos.

NPDock

Para nuestro trabajo se suministraron las mismas estructuras PDB que se suministraron a los
dos anteriores servidores y se seleccionaron las opciones predeterminadas del servidor,
variando Unicamente el nimero de residuos de hR1A en interaccion con la molécula blanco.
Se seleccionaron los valores de 1, 5y 10. El servidor genero los resultados observables en la

Figura 31.

Figura 31. Estructuras con a) 1, b) 5y ¢) 10 residuos en interaccion con el blanco.

Observamos que a medida que el numero de residuos en interaccion aumenta, cambia la
posicion del fragmento R1. En el modelo generado con un solo residuo en interaccion (hR1A
en amarillo), el fragmento se encuentra situado en un punto intermedio entre los dos posibles
sitios de union. La tercera hélice y el primer giro se encuentran orientados hacia la cadena de
ADN. En el modelo b), el fragmento de hR1A se sitlia de manera mas cercana a la secuencia
de reconocimiento, la tercera hélice continta orientandose hacia el ADN. Finalmente, el

modelo c) se encuentra en la posicién mas cercana al sitio de unién.
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Se observa que un incremento en el nimero de posibles contactos entre la molécula de ADN
y hR1A modifica la posicion de esta Gltima, acercandola més hacia el sitio de union reportada
para R3 sobre esa secuencia de ADN. Es importante notar que, al igual que en los resultados
de HADDOCK, la molécula de ADN presenta ciertas deformaciones estructurales, siendo

estas mucho mas ligeras que las observadas en los resultados del caso anterior.

Los resultados de las tres pruebas de acoplamiento molecular con la estructura del repetido
R1 modelada fueron diferentes en cada uno de los servidores utilizados, no generando una
posicién de interaccion consistente. Esto puede deberse a varios factores, en primer lugar,
fue posible observar que la estructura del ADN proporcionada fue deformada en las pruebas
realizadas en los servidores HADDOCK y NPDock, siendo estos particularmente notables
en las pruebas con HADDOCK, donde las dos cadenas de nucleétidos de ADN fueron unidas
durante el proceso. Estas deformaciones afectan los calculos de la interaccion, disminuyendo
la fiabilidad de los resultados obtenidos. Por otro lado, si bien no es posible observar a
primera vista deformaciones en la estructura de hR1A, es posible que de igual forma hayan
ocurrido cambios en su estructura durante el procesamiento por parte de los servidores,
principalmente en la conformacion de las cadenas laterales de los aminoécidos, donde existe
mayor grado de libertad. Es también importante recordar que la secuencia “candnica” de
unién al ADN empleada en las pruebas de acoplamiento molecular no es la Unica secuencia
de reconocimiento detectada para las proteinas Myb, por lo que no es posible concluir que el
repetido R1 no interactia con el ADN usando Unicamente los datos obtenidos en estas tres
pruebas de acoplamiento molecular. Es necesario llevar a cabo mas pruebas que actiien como

control para corroborar estos resultados.

6.2. Obtenciéon de R1

6.2.1. Transformacion y expresion.

Se transformaron exitosamente cepas de E. coli BL21-DE3 y Rosetta con el plasmido de

hR1A (Figura 7). Los resultados obtenidos en las pruebas de expresion mostraron que ambas
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cepas presentaban niveles de expresion muy similares en la prueba de 37 °C (Figura 32) sin
embargo, las pruebas a 30 °C mostraron que la cepa de Rosetta™ presentaba una expresion
muy pobre a esta temperatura (Figura 33). En ambas figuras se indica con un recuadro rojo
la zona en la cual se esperaria la presencia de la proteina, la cual cuenta con una masa
molecular de 8248 g/mol (8.25 kDa)

BL21-DE3™ Rosetta™

s | M (KD)
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14

6.5

3.5

Figura 32: Gel de electroforesis de las pruebas de expresion de repetido R1 de A-Myb en bacterias a 37 °C. Se indican los
carriles utilizados por cada muestra y el marcador de peso molecular (M) asi como los pesos de los estandares. El recuadro
rojo indica la posicion en la que se esperaria la proteina expresada (MM=8.25 kDa)
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Figura 33: Gel de electroforesis de las pruebas de expresion de repetido R1 de A-Myb en bacterias a 30 °C. Se indican los
carriles utilizados por cada muestra y el marcador de peso molecular (M) asi como los pesos de los estandares. El recuadro
rojo indica la posicion en la que se esperaria la proteina expresada (MM=8.25 kDa)
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La mayor produccion de proteina se observé en la prueba de expresion a 37 °C. Se determind
que el tiempo 6ptimo de crecimiento se encuentra en las ocho horas. a partir de ese momento
la intensidad de los puntos correspondientes a hR1A permanecid constante en la expresion a
37 °C, y se observo una perdida en la intensidad en el caso de la expresion a 30 °C. También
se observo un incremento en la intensidad de las bandas fuera de la zona donde se esperaria
la proteina, posiblemente por la formacién de péptidos o agregados proteicos no deseados.

Con estos resultados se estandariz6 la metodologia para la produccion de hR1A con los

siguientes parametros:

- CepadeE. coli: BL21-DE3.
- Temperatura de expresion: 37 °C.
- Tiempo de expresion: 8 h.
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7. Conclusiones y perspectivas

Se obtuvo un modelo de la estructura terciaria del repetido R1 del dominio de unién al ADN
de la proteina A-Myb de humano donde la distribucion espacial de los residuos determind la
existencia de un nucleo hidrofobico dentro de la estructura de hR1A.

Anélisis de las interacciones intramoleculares mostraron que el hR1A contiene fuertes
interacciones hidrofdbicas, principalmente dentro del nucleo hidrofobico, e interacciones
i6nicas que la proveen de estabilidad estructural.

Los resultados de acoplamiento molecular no mostraron una posicion de interaccion
consistente entre hR1A y el fragmento de ADN, por lo que no fue posible determinar, con
los datos obtenidos, la presencia de una region en el repetido R1 que interactle directamente
con el fragmento “candnico” de interaccion con el ADN.

Como perspectivas a corto plazo se plantea llevar a cabo pruebas de acoplamiento molecular
variando la secuencia de ADN empleada como objetivo, asi como llevando a cabo controles
comparativos de acoplamientos empleando estructura reportadas de los repetidos R2 y R3
como ligantes.

Entre los objetivos a futuro, se contempla finalizar con la fase experimental para obtener el
repetido R1. De ser posible su obtencion, se llevarian a cabo pruebas in vitro de interaccion
con ADN.
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