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1. RESUMEN

Las proteinas con modulos de anquirina disefiadas han sido utilizadas para la identificacion de
blancos terapéuticos para distintas enfermedades debido a que pueden variar en tamarfio y
especificamente en siete residuos de aminoacidos localizados en el modulo de anquirina,
logrando obtener interacciones de alta afinidad, ademas de un bajo costo de produccion.

La desamidacion de la triosafosfato isomerasa de humano (HsTIM) esta implicada en procesos
de envejecimiento proteico y recientemente se ha visto que se acumula en células con cancer
de mama. Es por eso que su identificacién puede ser relevante para el diagndstico de esta
enfermedad. Como un simil de la HsTIM desamidada naturalmente, en este trabajo se utilizd
la mutante N16D de HSTIM.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue identificar alguna o algunas proteinas con
modulos de anquirina que sean capaces de reconocer a la mutante N16D de HsTIM. Para
cumplir con el objetivo planteado se seleccionaron anquirinas candidatas, a partir de una
biblioteca de anquirinas, por medio de herramientas de acoplamiento molecular (i.e., Docking)
para realizar ensayos de interaccion. Posteriormente se analizaron los modelos de acoplamiento
molecular de las anquirinas que interaccionaron con la N16D HsSTIM para detallar las posibles
causas de la interaccion.

Se logrd identificar a la anquirina disefiada 55a32 como una candidata para el reconocimiento
diferencial entre la HSTIM WT y la N16D debido a su tamafio (1 modulo) y a la composicion
de sus aminoacidos variables. Ademas, se vio que el anélisis de acoplamiento molecular puede
ser una herramienta util para acotar los objetivos del estudio, aunque no es tan contundente al

momento de hacer inferencias sobre las causas de las interacciones.



2. ABSTRACT

Proteins with designed ankyrin modules have been used to identify therapeutic targets for
various diseases because they can vary in size and specifically in seven variable amino acid
residues achieving high-affinity interactions and low production costs.

HsTIM deamidation is involved in protein aging processes, and recently, it has been observed
to accumulate in breast cancer cells. That is why its identification may be relevant for the
diagnosis of this disease. As a simile to the naturally deamidated HsTIM, the HsTIM mutant
N16D was used in this work.

Therefore, this study aimed to identify one or more ankyrin proteins capable of recognizing the
HsTIM N16D mutant. To achieve this goal, candidate ankyrins were selected from a library of
ankyrins using molecular docking tools (i.e., Docking) to perform interaction assays.
Subsequently, the molecular docking models of the ankyrins that interacted with the N16D
HsTIM were analyzed to detail the possible causes of the interaction.

The designed ankyrin 55a32 was identified as a candidate for differential recognition between
HsTIM WT and N16D due to its size (1 module) and the composition of its variable amino
acids. In addition, it was observed that molecular docking analysis could be a valuable tool for
defining study objectives. However, it needs to be more conclusive when making inferences

about the causes of interactions.



3. INTRODUCCION

El reconocimiento de blancos proteicos ha sido un campo importante dentro de la biologia
molecular dado que muchos de éstos suelen estar asociados con enfermedades.
Particularmente, dentro del area de la medicina, existen proteinas que pueden sufrir
mutaciones, cambios conformacionales o bien modificaciones postraduccionales que conllevan
al desarrollo de enfermedades.

Dentro del abanico de herramientas para poder detectar blancos proteicos, se han explorado
diversas moléculas desde secuencias de DNA o de RNA de cadena sencilla como los
aptameros, hasta proteinas modulares que forman andamiajes estructurales como las proteinas
repetitivas; sin olvidar a los anticuerpos que son por excelencia las moléculas naturales de
reconocimiento. Sin embargo, los anticuerpos cuentan con varias limitaciones entre las que se
incluyen su compleja produccion y la utilizacion de animales de laboratorio para obtenerlos.
Debido a lo anterior, en las Gltimas décadas se han estudiado otro tipo de herramientas de
deteccion de blancos que pudieran ser mas moldeables a diferentes escenarios y cuya
produccion sea factible y econdmica. Dentro de estas opciones se incluyen las proteinas con
repeticiones de anquirina disefiadas, proteinas modulares que presentan regiones con
aminodcidos variables que favorecen la interaccion con diferentes blancos. Estas proteinas se
han empleado con diferentes enfoques que abarcan desde aplicaciones bioquimicas como
“chaperonas” en la cristalizacion de proteinas hasta en opciones terapéuticas, inhibiendo por
ejemplo, al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). De hecho,
algunas de las anquirinas disefiadas se encuentran en estudios preclinicos con resultados
prometedores.

En un acercamiento para aplicar la tecnologia de las anquirinas disefiadas, en este proyecto de
investigacion se utilizO como objeto de estudio a la triosafosfato isomerasa de humano

(HSTIM) junto con la mutante sencilla HsTIM N16D. Esta proteina juega un rol fundamental



dentro de la glucolisis y su desamidacion estd implicada en procesos de envejecimiento
proteico. Para este fin se implementd un enfoque hibrido utilizando herramientas
bioinformaticas y ensayos de interaccion in vitro. Los ensayos de acoplamiento molecular
permitieron hacer una pre-seleccion de proteinas con repeticiones de anquirina obtenidas
previamente en el laboratorio, como candidatas para ser probadas en los ensayos de interaccion
y asi poder validar la eficacia de estas anquirinas para reconocer a la proteina blanco en
cuestion.

Cabe remarcar la importancia de los métodos bioinformaticos en el avance hacia la
identificacion de blancos terapéuticos. Mediante el uso de servidores y programas como |-
TASSER y ClusPro es posible acotar las posibilidades y con base a las predicciones dirigir las
investigaciones optimizando la obtencion de resultados. En este estudio en particular, pudimos
determinar el tipo de anquirinas con mayor potencial para interaccionar con el blanco de estudio
lo que permitié dirigir el analisis in vitro utilizando s6lo las mejores candidatas. Por otro lado,
los ensayos de acoplamiento aportan informacion valiosa acerca de las posibles interacciones
entre dos proteinas de estudio y en este caso se obtuvo informacidn de las regiones que pudieran
ser mejoradas en las anquirinas disefiadas para eficientizar su interaccidn especifica con el

blanco molecular propuesto.

4. MARCO TEORICO

Reconocimiento de blancos especificos

Los estudios dedicados a la identificacion de blancos proteicos han proporcionado una cantidad
significativa de informacién que es fundamental para desarrollar aplicaciones biomédicas y
biotecnoldgicas. Entre estos estudios, los enfoques que se centran en el reconocimiento de la

interaccion entre proteinas proporcionan una perspectiva més profunda sobre como estas



moléculas interaccionan entre si (Tiede et al., 2014), lo que resulta esencial para el desarrollo

de una variedad de aplicaciones en investigacion, diagnostico y terapia.

Los anticuerpos son proteinas multiméricas de alto peso molecular y son las herramientas mas
utilizadas para el reconocimiento de blancos ya que pueden unirse a practicamente cualquier
blanco determinado con alta afinidad y especificidad (Stumpp et al., 2008); sin embargo,
presentan diversas limitaciones: requieren enlaces disulfuro y glicosilacién para mantener su
estabilidad (Binz et al., 2005), ademas, suelen ser dificiles de producirse en sistemas
bacterianos y, a menudo, son sensibles a temperaturas elevadas. Por tanto, la produccion de
estas proteinas suele ser generalmente costosa y depende de cultivos de células eucariotas cuya

optimizacion consume mucho tiempo (Skerra, 2007).

Esto ha motivado al desarrollo de alternativas para disefiar proteinas de union, algunas de las
cuales se basan en andamios estructurales similares a las inmunoglobulinas, mientas que otras
exploran topologias de proteinas completamente diferentes. Estas alternativas representan
atractivos puntos de partida para el disefio de nuevas moléculas de union con aplicaciones tanto
en la investigacion clinica como en la basica. Como resultado de este enfoque, se han
identificado y caracterizado numerosas proteinas de union alternativas y actualmente se esta
evaluando su potencial aplicacion en el area de la investigacion médica. Entre las estrategias
antes mencionadas, el disefio de proteinas con repeticiones de anquirina representa un enfoque

innovador que se vislumbra como especialmente prometedor.

Origen de las proteinas con repeticiones de anquirina disefiadas

El disefio de proteinas con repeticiones de anquirina se basa en las proteinas que cuentan con
repeticiones de anquirina de origen natural (i.e. Ankyrin repeats, ARs), los cuales son uno de
los motivos proteicos de repeticion mas abundantes en la naturaleza (Lopez-Ortiz et al., 2020;

Walser et al., 2022). Estas ARs desempefian un papel crucial en la regulacién de numerosas


https://paperpile.com/c/mFDw62/Sp1vi
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interacciones proteina-proteina, lo que las convierte en componentes fundamentales de
numerosos procesos celulares, como la regulacion transcripcional, la inmunidad innata, la
transduccion de sefiales y el control del ciclo celular (Walser et al., 2022). Ademas, se ha
observado que las ARs pueden encontrarse tanto intra como extracelularmente, e incluso
asociadas a membranas, lo que sugiere su capacidad para adaptarse a diferentes ambientes

celulares (Bork, 1993).

Las ARs presentan motivos estructurales repetidos que se apilan formando una estructura
estable (Plickthun, 2015). Cada repeticion generalmente consta de 33 residuos de aminoéacidos
que forman un giro  seguido de dos hélices a antiparalelas y terminan en un asa que une al
giro B de la siguiente repeticion (Fig. 1) (Binz et al., 2003). EI nimero de repeticiones de
anquirina presentes en una proteina puede variar desde 1 hasta 33, siendo mas comunes las

proteinas que contienen seis 0 menos repeticiones (Mosavi et al., 2004).

Disefio de proteinas con repeticiones de anquirina

Para aprovechar las propiedades de las ARs como moléculas de unién, se han disefiado
proteinas especificamente disefiadas con la capacidad de reconocer blancos proteicos. Estas
proteinas conocidas como proteinas con repeticiones de anquirina, se construyen utilizando
técnicas de ingenieria genética para imitar las estructuras y funciones de las anquirinas

naturales.

El desarrollo de estas proteinas se realizd mediante un enfoque de disefio por consenso, siendo
el resultado del trabajo realizado por Binz y colaboradores (2003). En ese estudio, se emplearon
multiples alineamientos de proteinas con repeticiones de anquirina de origen natural para
disefiar un andamio estructural estable que contenia residuos de interaccién variables (Fig. 1).
Al igual que las ARs naturales, las proteinas disefiadas presentan una arquitectura caracteristica

en la que un numero variable de mddulos estructurales (mddulos de repeticidn) se organizan
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en forma de apilamiento para formar el dominio de repeticion de la proteina (Stumpp et al.,

2008).
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Figura 1. Estrategia para generar bibliotecas de proteinas con repeticiones de anquirina
disefiadas. A partir de alineamientos de estructura y secuencia de AR naturales, se disefi6 el médulo
AR. Este consta de residuos de estructura fijos y residuos de interaccion potencial aleatorios (en rojo).
Posteriormente, se adicionan varias repeticiones de este mddulo AR (tres en la figura) junto con las
cubiertas N y C terminal. Con este método se pueden generar bibliotecas de proteinas AR disefiadas
con diferentes nimeros y combinaciones de repeticion. Modificada de (Binz et al., 2003).
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Figura 2. Secuencia consenso final del mddulo de repeticion de las AR disefiadas. Los elementos
de la estructura secundaria se indican por encima de la secuencia. En rojo se indican las posiciones
variables, los aminoacidos de color verde representan el motivo conservado TPLHLAA. Modificada de
(Binz et al., 2003).
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Otra de las caracteristicas de las anquirinas disefiadas es la presencia de una regién altamente
conservada en los modulos de repeticion, la cual se denomina el motivo Te P7 Lg Hy L1g A11
A1 por los residuos de aminoacidos que la conforman (Fig. 3). En esta region, el residuo Te
forma mudltiples puentes de hidrégeno con el residuo He. Ademas, este Ultimo establece
contacto mediante puentes de hidrdgeno con la cadena principal del aminoacido Asz y con la
siguiente repeticion. Esta red de puentes de hidrogeno, junto con las interacciones hidrofdbicas,

son responsables de mantener la estabilidad en la proteina (Binz et al., 2003).
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Figura 3. Motivo conservado en los modulos de repeticion de las anquirinas. Los residuos de
aminoacidos numerados (6-12) corresponden al motivo TPLHLAA en la primera hélice a con su patron
de puentes de hidrégeno caracteristico. Los residuos de aminoacidos hidrofébicos y los residuos de
alanina (A1l y Al12) estan coloreados en verde, T6 e H9 estan coloreados en azul y los puentes de
hidrégeno estan coloreados en rojo. Modificado de (Binz et al., 2003).

Propiedades de las ARs disefiadas

La estructura de andamio de las repeticiones de anquirina es muy versatil ya que permite
duplicarlas, eliminarlas y/o reorganizarlas (Kobe y Kajava, 2000) lo que conduce a la
generacion de una mayor superficie de interaccion mejorando la afinidad, situacién que no
suelen alcanzar las proteinas globulares. Ademas, la plasticidad estructural que le confiere los

residuos variables permite que la superficie de unién a una proteina blanco sea modular y
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variable, obteniéndose interacciones de alta afinidad y especificidad con las moléculas blanco

(Binz et al., 2003; Wild et al., 2022).

La estabilidad térmica de las ARs en general es alta, con temperaturas medias de
desnaturalizacion (Tm) entre 66 y 95.8 °C (Binz et al., 2003). Por ejemplo, las proteinas con
mas de tres repeticiones son resistentes incluso a la desnaturalizacion por temperatura o agentes

caotropicos como el clorhidrato de guanidina (Boersma y Plickthun, 2011).

Por otra parte, el peso molecular de una proteina con un médulo de repeticion, considerando
las cubiertas amino y carboxilo terminal es de = 12 kDa. Estas proteinas que han sido generadas
hasta la fecha se componen de dos a seis mddulos, con un peso molecular que oscila entre 14
y 21 kDa. Esta masa molecular es aproximadamente una décima parte de la masa molecular de
un anticuerpo IgG convencional (= 150 kDa), o un tercio del fragmento Fab, que es actualmente

el fragmento de anticuerpo més pequefio aprobado para su uso terapéutico (Leader et al., 2008).

La ausencia de residuos de cisteina y en consecuencia, la imposibilidad de formar enlaces
disulfuro en las ARs facilita su expresion dentro del ambiente citosélico reductor de las células
eucariotas. La insercion deliberada y especifica de un sitio de cisteina hace posible diversificar
aun mas las posibilidades de uso del andamio mediante el acoplamiento quimico con
compuestos como el PEG, los radionuclidos, las toxinas, las enzimas o colorantes fluorescentes

(Wild et al., 2022).

Tomando en cuenta la flexibilidad en tamafio, asi como la ausencia tanto de enlaces disulfuro
como de modificaciones postraduccionales hace que las ARs disefiadas sean ideales para una
rapida y eficientemente produccion y a bajo costo en sistemas de expresion simples como
Escherichia coli (Stumpp et al., 2008), logrando rendimientos de hasta 200 mg por cada litro

de proteina purificada en medio de cultivo de la cepa XL1-blue.
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Aplicaciones de las ARs disefiadas

Desde su primer disefio en el 2003 (Binz et al., 2003), las proteinas con repeticiones de
anquirina, han sido utilizadas como herramientas en diferentes aplicaciones de investigacion,
diagnostico y terapia (Para mas detalles consultar: (Boersma, 2018; Boersma y Pluckthun,
2011; De Meyer et al., 2014; Helma et al., 2015; Muyldermans, 2013; Plickthun, 2015;
Stumpp et al., 2008). A continuacion, se presentan algunos ejemplos destacados de la
utilizacion de estas proteinas en investigacion basica, asi como sus aplicaciones en terapia y

diagnostico.

Aplicaciones en investigacion basica

Las ARs se han utilizado como herramientas de investigacion versatiles para el estudio del
comportamiento y la funcion de las proteinas. Uno de sus usos es como biosensores en células,
debido a su disefio que carece de residuos de cisteina, lo cual las hace plenamente funcionales
cuando se expresan dentro del citosol. Por esto son ideales como biosensores enfocados en
modificaciones postraduccionales (PTM, del inglés Post-translational Modifications) en

células (Wild et al., 2022).

Las PTM constituyen un medio importante para regular la actividad, localizacion, interacciones
y vida media del proteoma celular de manera dindmica y, por tanto, son un campo de gran
interés y estudio en la investigacion basica. Las PTM de proteinas desempefian un papel
fundamental en la transduccion de sefiales en las redes de sefializacion celulares. Ocurren
intracelularmente e incluyen fosforilacion, acetilacién, ubiquitinacion, metilacion,
glicosilacién, y desamidacion, entre muchas otras; pueden detectarse mediante espectrometria
de masas o anticuerpos monoclonales. Sin embargo, la disponibilidad de anticuerpos
especificos para detectar PTM es limitada, lo que ha motivado el uso de andamios moleculares

diferentes a las inmunoglobulinas (Ig) (Wild et al., 2022).
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Kummer y colaboradores (2012) seleccionaron una ARs disefiada especificamente contra la
proteina cinasa ERK2 activada por mitdgeno, capaz de discriminar entre su estado inactivo (no
fosforilado) y activo (fosforilado) (Kummer et al., 2012). Posteriormente, la cristalografia de
rayos X revel6 que esta AR disefiada se une a la misma regién de la cinasa ERK2, pero solo la
molécula de AR diseflada y especifica para fosfo-ERK2, reconoce los cambios
conformacionales dentro del ciclo de activacion inducido por la fosforilacion. Estos sensores
especificos del estado de activacidn pudieron precipitar selectivamente la forma afin de la

quinasa a partir de los lisados celulares.

Para visualizar la ERK2 activada en células, la AR disefiada especifica para fosfo-ERK2 se
modificé posteriormente con el colorante solvatocrdmico merocianina, cuya fluorescencia
aumenta en un entorno mas hidrofdbico tras unirse a su blanco. Este biosensor detectd
fosfoERK?2 end6geno en el nicleo de manera selectiva, es decir, no reconocié otras proteinas

cinasas activadas por mitdgenos o ERK2 inactiva (Kummer et al., 2013).

Los biosensores especificos se han convertido en herramientas valiosas para estudiar procesos
bioldgicos de manera espaciotemporal en tiempo real. La capacidad de las ARs disefiadas para
funcionar como inhibidores alostéricos de cinasas, en contraste con los compuestos pequefios
que bloquean exclusivamente el sitio activo, permite una mayor especificidad hacia las

conformaciones inactivas de las enzimas farmacéuticamente relevantes (Wild et al., 2022).

Otra aplicacion destacada de las ARs disefiadas es su uso en estudios de protedlisis dirigida,
particularmente en forma de ubiquicuerpos basados en ARs disefiadas. Estos modulos estan
conformados por una ligasa de ubiquitina E3 fusionada genéticamente con proteinas de union
sintéticas (es decir, ARs disefiadas) para facilitar la degradacion dependiente del proteasoma
de las proteinas de interés. La tecnologia de edicién de proteomas personalizable tiene un gran

potencial tanto como herramienta de investigacion para el andlisis detallado de redes de
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sefializacion celular, como en terapias que permiten degradar selectivamente subpoblaciones

de proteinas (Stephens et al., 2021).

Las ARs disefiadas también se han utilizado como chaperonas de cristalizacion en sistemas
biolégicos complejos o dificiles de cristalizar. Ejemplo de ello son las proteinas de membrana,
ensamblajes multiproteicos, estados conformacionales transitorios y/o proteinas
intrinsecamente desordenadas. Al unirse a estas proteinas blanco, las ARs reducen su libertad
conformacional facilitando asi la cristalizacion. Un ejemplo destacado de esto es el exportador
de multiples farmacos AcrB, componente de la membrana interna de E. coli AcrAB-TolC,
principal sistema que contribuye a la resistencia de los farmacos, esto debido a que esta proteina
de membrana promueve la salida de farmacos en este organismo, cuya estructura se resolvid

en complejo con una ARs disefiada (Mittl et al., 2020; Sennhauser y Griitter, 2008).

Aplicaciones de diagndstico v terapia

En las ultimas dos décadas, las ARs disefiadas han experimentado un notable avance en
aplicacién médica, tanto terapias como en el diagnéstico. Las ARs disefiadas estan dirigidas
contra blancos proteicos, que son moléculas relevantes relacionadas con enfermedades y/o
estdn principalmente involucradas en la sefalizacion celular, ya sea como receptores de

superficie o como mediadores solubles (Skrlec et al., 2015).

Una aplicacion diagndstica importante es la inmunohistoquimica cuantitativa. Se compar6 una
ARs disefiada especifica para el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2) con afinidad en el rango de concentraciones picomolares con un anticuerpo
monoclonal de conejo aprobado por la Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA) de los
Estados Unidos de Norte América. El estado de amplificacion del gen HER2 es un criterio
importante para determinar la terapia optima en el cancer de mama. La expresion de HER2 se

determind mediante hibridacion fluorescente in situ. La proteina ARs disefiada detectdé un
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estado de amplificacion de HER2 positivo con una sensibilidad similar pero una especificidad

significativamente mayor que el anticuerpo aprobado por la FDA (Pluckthun, 2015).

Hasta la fecha, se ha explorado el uso de las ARs disefiadas en una amplia gama de terapias
médicas, que abarcan desde oftalmologia y oncologia hasta enfermedades infecciosas como la
virologia. Actualmente existen ejemplos de ARs disefiadas que se encuentran en diferentes
etapas de evaluacion clinica. Por ejemplo, Abicipar pegol es una ARs disefiada que presenta
alta afinidad contra el factor de crecimiento endotelial vascular humano (VEGF-A) (Hussain
etal., 2020; Moisseiev y Loewenstein, 2020), se encuentra en fase clinica 11 para el tratamiento
de enfermedades de la retina como la degeneracion macular relacionada con la edad (Khurana
et al., 2021; Kunimoto et al., 2020), una enfermedad que se caracteriza por la pérdida gradual

de la vision.

Abicipar pegol contiene un dominio de uniéon a VEGF-A conjugado con polietilenglicol (PEG)
y presenta una masa molecular de 34 kDa. Esta ARs disefiada, ha demostrado beneficios
significativos en entornos clinicos, logrando afinidades de union por su ligando en el rango
picomolar (Rodrigues et al., 2018), lo que ha permitido la administracion de dosis mayores

(Wild et al., 2022).

Las ARs disefiadas también han sido utilizadas para obtener proteinas de alta afinidad que unen
moléculas implicadas en la carcinogénesis. En 2007, esta tecnologia se aplicé para obtener
proteinas de alta afinidad que se unen al marcador tumoral HER2. Posteriormente se logré la
unién de ARs disefiadas a otras moléculas, como EpCAM, EGFR, VEGF , HGF, catepsina B,
KRAS, entre otras. Sin embargo, hasta la fecha la mayoria de las ARs disefiadas estan dirigidas
a HER2 lo que puede explicarse por la importancia terapéutica de este blanco (Shilovay Deyev,

2019).
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Estrategias utilizadas para detectar blancos utilizando ARs disefiadas

Para obtener moléculas sintéticas con afinidad especifica, es necesario realizar selecciones
dirigidas contra el blanco de interés. Las bibliotecas de ARs disefiadas ofrecen la capacidad de
seleccionar moléculas de unién especificas para cualquier blanco de estudio. Para monitorear
el espacio de secuencias disponible, se pueden seleccionar las ARs de bibliotecas mediante
varias técnicas in vitro, tales como el despliegue de fagos, el despliegue en superficie de
levadura, despliegue en ribosomas y los ensayos pull-down (Fig. 4). El éxito de estas
selecciones depende en gran medida del disefio, la diversidad funcional de la biblioteca

empleada y el rendimiento de la estrategia de seleccion (Wild et al., 2022).

Técnica de desplieque ribosomal

La técnica de despliegue ribosomal es ampliamente reconocida como la més utilizada para la
seleccion de ARs disefiadas (Boersma, 2018). A través de esta metodologia, se han
seleccionado ARs disefiadas con constantes de disociacion (Kq) de nanomolar a picomolar
frente a una variedad de diferentes blancos. Un requisito fundamental para la seleccion de
ligando especificos de las bibliotecas de ARs disefiadas (asi como para cualquier enfoque de
seleccion in vitro) implica el acoplamiento del fenotipo (es decir, la ARs disefiada
funcionalmente capaz de unirse al objetivo deseado) con el genotipo (es decir, la secuencia
codificante que codifica esa ARs disefiada). En el despliegue de ribosomas, este vinculo se
logra al estabilizar al complejo ternario formado por el ribosoma, el ARNm sin codon de paro
que codifica la ARs y la ARs recién sintetizada durante la traduccion in vitro (Fig. 4-A). En un
siguiente paso, estos complejos ribosémicos se exponen al objetivo de interés y se inmovilizan
en placa o perlas. Los complejos ternarios no deseados, que contienen moléculas ARs que se
unieron de manera inespecificas (y sus respectivas secuencias codificantes), se eliminan

mediante lavados astringentes, mientras que los ARNm retenidos de los complejos que
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muestran ARs competentes para la union se recuperan y amplifican mediante RT-PCR para

producir las secuencias que codifican ARs especificas al objetivo (Dreier y Plickthun, 2011).

Técnica de desplieque en fagos

La técnica de despliegue en fagos es una herramienta para seleccionar péptidos o proteinas con
propiedades de unién especificas de un gran nimero de variantes. Su utilidad radica
principalmente en la generacion de sondas moleculares dirigidas a blancos especificos, asi
como el anélisis y manipulacion de interacciones proteina/ligando (Clackson y Lowman,
2004). En su forma més simple, la presentacion de fagos implica la expresion de péptidos,
proteinas o fragmentos de anticuerpos en la superficie de las particulas de fagos (Hust y Lim,
2017). Esto se logra mediante la incorporacion de la secuencia de nucle6tidos que codifica la
proteina a presentar con un gen que codifica una proteina de cubierta de fago en el genoma del
fago o fagémido (Fig. 4-B). Esta fusion asegura que a medida que se ensamblan las particulas
del fago, la proteina sea expuesta en la superficie del fago maduro, mientras su secuencia
codificante permanece contenida dentro de la particula del fago. Este vinculo fisico entre el
fenotipo y el genotipo de la proteina expresada y la capacidad replicativa del fago son los

pilares de esta técnica (Smith y Petrenko, 1997; Willats, 2002).

Sin embargo, el despliegue de ARs disefiadas en fagos filamentosos ha sido ineficiente
utilizando sistemas convencionales a pesar de las buenas propiedades biofisicas de las
proteinas. Lo anterior se ha identificado como un problema de translocacion ineficiente de las
ARs disefiadas en el periplasma debido a su plegamiento prematuro en el citoplasma cuando
se usa la via Sec postraduccional. Sin embargo puede resolverse usando la via de translocacién
de particulas de reconocimiento de sefiales (SRP) para el despliegue de fagos. Steiner y

colaboradores (2008) aplicaron con éxito la visualizacién de fagos SRP para seleccionar ARs

15


https://paperpile.com/c/mFDw62/Ybbsw
https://paperpile.com/c/mFDw62/Ybbsw
https://paperpile.com/c/mFDw62/Ybbsw
https://paperpile.com/c/mFDw62/6OT1g
https://paperpile.com/c/mFDw62/6OT1g
https://paperpile.com/c/mFDw62/6OT1g
https://paperpile.com/c/mFDw62/6OT1g
https://paperpile.com/c/mFDw62/aTZC4
https://paperpile.com/c/mFDw62/aTZC4
https://paperpile.com/c/mFDw62/aTZC4
https://paperpile.com/c/mFDw62/aTZC4
https://paperpile.com/c/mFDw62/aOp4y+YmxhN
https://paperpile.com/c/mFDw62/aOp4y+YmxhN
https://paperpile.com/c/mFDw62/aOp4y+YmxhN
https://paperpile.com/c/mFDw62/WRViV
https://paperpile.com/c/mFDw62/WRViV

disefiadas especificas con afinidades subnanomolares contra una serie de blancos, incluidos

EGFR y HER2 (Boersma, 2018).

En la técnica de despliegue de fagos SRP, las proteinas que se despliegan se dirigen hacia la
ruta de translocacion SRP cotraduccional de E. coli mediante el uso de una secuencia de sefial
apropiada, a diferencia de la presentacién convencional de fagos que emplea la via de
translocacion Sec postraduccional. Este simple cambio en el uso de la via de translocacién al
cambiar la secuencia sefial parece evitar el plegamiento prematuro de proteinas estables y de
plegamiento rapido en el citoplasma y, por lo tanto, permite su translocacion eficiente y su
posterior visualizacion en particulas de fagos filamentosos. Estos resultados sugieren que el
uso del despliegue de fagos SRP puede contribuir significativamente a la generacién de

bibliotecas de ARs disefiadas con una alta diversidad funcional (Steiner et al., 2006).

Técnica de desplieque en levadura

Recientemente, se ha incorporado la técnica de despliegue en levadura a las herramientas
disponibles para la seleccién de ARs disefiadas. La presentacidn y exposicion de proteinas no
pertenecientes en la superficie de la levadura se ha logrado mediante su fusién con proteinas
de la pared celular de la levadura. Aunque se utilizan varias cepas de levadura para exhibir una
variedad de proteinas y péptidos, el sistema de despliegue en levadura basado en
Saccharomyces cerevisiae Agal-Aga2 es el sistema favorito ya que ofrece la recuperacion de
moléculas con alta afinidad a blancos especificos de grandes bibliotecas con 109
transformantes. El principio de este método se basa en la expresion de una proteina no
perteneciente a la levadura que se fusiona con la proteina AGA2 (Subunidad de unién a
aglutinina A). La proteina AGA2 se anclada a la membrana celular a través de dos puentes
disulfuro con la proteina Agal a-aglutinina (subunidad de anclaje de aglutinina A) (Fig. 4-C).

Esta conexion forma un complejo covalente en la superficie de la levadura. Se ha determinado
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que si las proteinas y los péptidos heterdlogos se fusionan al extremo terminal N o C de AGA2p

se puede llevar a cabo con exito dicha fusion (Mahdavi et al., 2022).

Aunque el despliegue en la levadura se limita a tamafios de biblioteca méas pequefios, la técnica
se puede integrar facilmente con la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS)
para evaluar propiedades de unién, selectividad o marcadores fluorescentes especificos. Las
ARs disefiadas son muy compatibles con el sistema de control de calidad de la levadura del

reticulo endoplasmico, lo que conduce a altos niveles de visualizacion (Boersma, 2018).

Ensayos Pull-Down

Los ensayos Pull-down son un método in vitro utilizado para detectar o confirmar interacciones
entre proteinas. Este método implica el uso de una proteina purificada y etiquetada como

"anzuelo” que se une a cualquier proteina que logre interaccionar con ella.

En detalle, el método consiste en inmovilizar una proteina “anzuelo” etiquetada (por ejemplo
con glutatién-S-transferasa o histidinas) mediante un ligando de afinidad especifico para la
etiqueta. Esto genera un soporte de afinidad que captura otras proteinas, Ilamadas “presas”,
para que interaccionen con la proteina “anzuelo”. Una vez que las proteinas presas se han
incubado con la proteina de anzuelo inmovilizada, los complejos que interaccionan se eluyen
utilizando un amortiguador segun el ligando de afinidad. Después las fracciones de proteina se
analizan mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizantes en presencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y luego se visualizan mediante tincion en gel o deteccion
por transferencia Western (Fig. 4-D) (Louche et al., 2017). Este método puede ser utilizado
con ARs cuando se requieren identificar blancos provenientes de algun sistema en particular,
es decir utilizar extractos proteicos provenientes del sistema de estudio o bien cuando un

numero determinado de ARs se quieren retar contra un blanco proteico ya definido.
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Figura 4. Técnicas utilizadas para detectar blancos utilizando ARs disefiadas. Diagrama de los
pasos generales para de las siguientes técnicas: A) Despliegue ribosomal, B) Despliegue en fagos, C)
Despliegue en levadura, D) Ensayos Pull Down. Imagen creada en biorender.com.

Interacciones entre proteinas mediante estudios de docking molecular.

El uso de bibliotecas de ARs disefiadas y técnicas in vitro de seleccion de blancos, ofrece la
posibilidad de identificar moléculas de union especificas para una amplia gama de blancos de
interés. Sin embargo, un gran desafio se origina en el muestreo fisico por la enorme

complejidad combinatoria de tales bibliotecas (Wild et al., 2022).
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A pesar de los avances en los métodos de seleccion in vitro de blancos de proteinas, la
capacidad de estos enfoques para promover la union a regiones especificas en la superficie de
la proteina blanco sigue siendo limitada y altamente dependiente del blanco en cuestion. Esto
implica la necesidad de que los subdominios objetivo puedan expresarse individualmente y
mantenerse estables durante la seleccion, asi como la disponibilidad de reactivos que pueden
enmascarar las superficies no deseadas. Incluso en casos favorables, donde estas condiciones
se cumplen, por lo general existen numerosas geometrias de unién posibles, y la identificacién
del epitopo exacto se debe determinar experimentalmente, generalmente mediante
cristalografia de rayos X con lineas de tiempo extremadamente inciertas. Ademas, estos
métodos tienden a ser costosos y lentos. Por tanto, desarrollar un método confiable para
predecir el modo de union de los aglutinantes de proteinas seria un avance significativo que
aceleraria el desarrollo de productos bioterapéuticos. Tal método no solo ayudaria a
comprender el modo de accion del aglutinante, sino que también facilitaria su disefio racional

(Radom et al., 2019).

A pesar de los desafios persistentes se han desarrollado diversos algoritmos de acoplamiento
proteina-proteina, como, ZDOCK, HADDOCK, PIPER, SwarmDock, GRAMM-X,
DOCKI/PIERR, Hex FFT, ATTRACT y RosettaDock. Sin embargo, el rendimiento de estos
algoritmos es objeto de evaluacion continua en foros como la Evaluacion Critica de las

Interacciones Previstas (CAPRI) (Radom et al., 2019).

Se han propuesto estrategias de modelado que se adaptan individualmente a un solo complejo
de interés. Sin embargo, el éxito de estas estrategias suele depender en gran medida de la
experiencia en modelado del investigador, con un riesgo inherente de subjetividad en lugar de
basarse en procedimientos reproducibles. Dado el rapido crecimiento en el ndimero de
aglutinantes seleccionados, el acoplamiento molecular es particularmente valioso dado que

supera las limitaciones de la caracterizacion estructural experimental (Radom et al., 2019).
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De acuerdo con lo anteriormente descrito, en este proyecto de maestria se utilizaron proteinas
con repeticiones de anquirina disefiadas como herramienta para el reconocimiento de una
mutante de la triosafosfato isomerasa de humano, proteina de importancia médica y que a

continuacion se detallaran sus caracteristicas.

Caracteristicas estructurales de la triosafosfato isomerasa

Dentro del estudio de las proteinas, hay algunas que destacan debido a su papel crucial en
problematicas de salud publica a nivel mundial debido a su participacion en el desarrollo de
diversas enfermedades. Dentro de este grupo de proteinas se encuentra la triosafosfato
isomerasa (TIM o TPI), enzima glucolitica importante que cataliza la interconversion entre la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceraldehido 3-fosfato (GAP) mediante una reaccion
de isomerizacion (Fig. 5) (Wierenga et al., 2010). Se ha descrito que la enzima TIM posee una
actividad catalitica casi perfecta estando limitada unicamente por la difusion de sus sustratos

en el medio (Orosz et al., 2006).

0—=C HO— C<
/CHZ . /c H,
—
0 o o)
riosafosfato
| isomerasa |
0o— Fl’ 0 0 Ii’ 0
o) (0}
Dihidroxiacetona fosfato Gliceraldehido 3-fosfato

Figura 5. Reaccion enzimatica catalizada por la triosafosfato isomerasa. La TIM cataliza la
interconversion entre la dihidroxiacetona (DHAP) y el gliceraldehido-3-fosfato (GAP). Modificada de
Wierenga et al. (2010).

La estructura primaria de todas las TIMs conocidas consta de aproximadamente 250 residuos
de aminoacidos que conforman las subunidades monomericas, dispuestas en homodimeros u
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homotetrameros (Lopez-Velazquez et al., 2004; Rodriguez-Almazan et al., 2008). La TIM
presenta un plegamiento tipo (B—a)8, que consiste en 8 laminas B rodeadas por 8 hélices a
unidas por asas (Fig. 6-A), formando el distintivo barril (B—a)8 o barril TIM. Se sabe que este
tipo de plegamiento es de los mas frecuentes en las enzimas. El sitio activo esta ubicado en el
extremo C-terminal del barril y en la catalisis participan 3 residuos aminoaciles principales:
Lys13 (asa-1), His95 (asa-4) y Glul65 (asa-6), los cuales se encuentran situados en la regién

central del barril (Orosz et al., 2006);(Olivares-Illana et al., 2017; Orosz et al., 2006).

El asa 6, denominada asa catalitica, experimenta una transicion conformacional desde una
conformacién no unida, preferentemente abierta (estabilizada por el asa-5) hacia una
conformacién unida, preferentemente cerrada (estabilizada por el asa-7). Ademas del asa 6,
que desempefia un papel crucial en la catlisis, el asa-3 participa de manera indirecta en la
estabilizacion del sitio activo y la interfase del dimero. La mayoria de los contactos de la
interfase entre mondmeros son mediados por el asa-3, que se extiende desde un monémero
hasta una cavidad cercana al centro catalitico de la segunda subunidad (Fig. 6-B) (Wierenga et

al., 2010).

Figura 6. Estructura tridimensional de la TIM. A) Estructura terciaria de un monoémero de la TIM;
en color cian se muestran las hélices a, en rojo las laminas [, en rosa las asas y en amarillo se muestran
los residuos cataliticos Lys13, His95 y Glu165 (numeracion de la TIM de Homo sapiens). B) Estructura
tridimensional del dimero activo en la TIM. En cian y gris se muestran los monémeros, en anaranjado
se sefialan las asas 6 y en azul se indican las asas 3. PDB ID: 2JK2. Figuras generadas con el programa
PyMOL (Schrédinger, LLC, 2015).
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En la mayoria de los casos presentes en la naturaleza, la forma bioldgica predominante de la
TIM es el dimero, aunque en los organismos Pyrococcus woesei, Thermoproteus tenax y
Giardia lamblia, también se ha identificado que pueden formar tetrdmeros de diversa
naturaleza (Lopez-Veldzquez et al., 2004; Walden et al., 2001, 2004). La TIM de humano
(HsTIM) es un dimero que consta de dos cadenas polipeptidicas idénticas con 248 residuos de
aminoacidos y una masa molecular por subunidad de 26.750 kDa (Lu et al., 1984). Esta
estructura conservada pero flexible de la TIM en diferentes especies subraya su importancia

funcional y su capacidad de adaptacion a diversas condiciones ambientales y metabdlicas.

La desamidacion como modificacion postraduccional en las proteinas.

La desamidacion es una PTM observada en péptidos y proteinas (Bornstein y Balian, 1970;
Robinson et al., 1973). Esta modificacion puede llevarse a cabo por catélisis enzimatica (en
bacterias o virus) o bien ser catalizada quimicamente, e incluso extracelularmente. En este
altimo caso, la desamidacion se clasifica como una PTM espontanea (Boudier-Lemosquet et
al., 2022). Dentro de los 20 aminoacidos que conforman a las proteinas, se ha demostrado que
los residuos de asparagina (Asn, N) y glutamina (GlIn, Q) son propensos a la desamidacion.
Este fendmeno involucra la hidrolisis del grupo amida de la cadena lateral de los residuos de
Asn y GIn, para posteriormente generar residuos de acido aspartico (Asp) y acido glutamico

(Glu), respectivamente o sus isoformas (isoAsp e isoGlu) (Manning et al., 2018).

Los fendmenos quimicos asociados a la desamidacion han sido objeto de estudio durante
aproximadamente 90 afios. Los primeros trabajos comenzaron alrededor de 1935, cuando se
investigaron las tasas de degradacion de la glutamina, ya sea como aminoacido individual o
como residuo carboxiterminal en dipéptidos o tripéptidos. Se observd rapidamente que este
proceso estaba influenciado por factores como la temperatura, el pH y la fuerza ionica
(Boudier-Lemosquet et al., 2022). Los primeros experimentos especificos sobre la
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desamidacion de asparagina y glutamina fueron realizados por Robinson y Rudd (1974). Estos
estudios pioneros sentaron las bases para una comprension mas profunda de los mecanismos y
las implicaciones biologicas de la desamidacion en los aminoacidos, un proceso que desempefia

un papel crucial en una variedad de contextos fisioldgicos y patoldgicos.

Mecanismos de desamidacion

Los residuos de Asn y GIn pueden perder el grupo amino en su cadena lateral por dos
mecanismos distintos. 1) hidrolisis directa que implica una catélisis acido base, 2) formacion
de un intermediario ciclico, conocido como succinimida para Asn (Fig. 7) o glutarimida para
GIn, que son anillos de cinco y seis miembros respectivamente. Se ha determinado que la
formacion de estas imidas ciclicas es el paso limitante de la reaccion. Una vez formado, este
intermediario es inestable y la hidr6lisis rapidamente abre el anillo en dos sitios potenciales,
dando lugar a la formacion de L-Asp con enlace a o L-IsoAsp con enlace B (o L-Glu y L-

IsoGlu).

Acidogspértico
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Figura 7. Modelo estdndar del mecanismo de desamidacion de la asparagina. Primero, el
carbono carbonilico de la cadena lateral de la asparagina es atacado por el &tomo de nitrégeno
de la amida de la cadena principal del primer residuo adyacente al extremo C-terminal de Asn,
rompiendo el grupo amida (desamidacion) y formando el intermediario de tipo succinimida.
En el segundo paso la hidroélisis de la succinimida produce acido aspartico o acido isoaspartico.
Modificada de (Cournoyer et al., 2006).

Los estudios sobre la formacion de la imida ciclica indican que es termodindmicamente menos
favorable para la GIn que para la Asn. Esta disparidad explica por qué la desamidacion de la
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GIn es mas lenta y, por tanto, se identifica con menos frecuencia que la de Asn. Por ejemplo,
se han determinado las tasas de desamidacion en pentapéptidos en condiciones de 150 mM de
Tris-HCI, pH 7,4 a 37°C y estas oscilan entre 500 y 17,900 dias para los residuos de Gln,
mientras que para los residuos de Asn oscilan entre 1 y 500 dias (Robinson et al., 2004). Este
contraste en las tasas de desamidacion refleja las diferencias en la estabilidad termodinamica
de las imidas ciclicas formadas a partir de GIn y Asn, lo que puede tener implicaciones en
diversos procesos bioldgicos donde la desamidacion de aminoécidos desempefia un papel

crucial.

Factores que controlan la tasa de desamidacion
La desamidacion es influenciada esencialmente por dos conjuntos de criterios: los internos,
relacionados con el entorno estructural de los residuos de Asn o Gln, y los externos, asociados

con las propiedades fisicas y quimicas del medio circundante.

En cuanto a los criterios internos, se ha observado que la probabilidad de desamidacién
aumenta cuando los residuos de Asn o GIn estdn ubicados en un entorno pobremente
estructurado y cuando el residuo n+1 es pequefio. Estudios realizados por Robinson et al.
(1973) y Robinson y Robinson (2001) proporcionaron evidencia sdlida de que la desamidacion
se favorece cuando el residuo n + 1 es pequefio. Ademas, se identificaron "puntos calientes” o
"motivos candnicos" de desamidacidn en secuencias, con los siguientes pares de residuos de

aminoacidos NG > NS > NN > NT > NH (Robinson y Robinson, 2001).

En cuanto a los criterios externos, las propiedades fisicas y quimicas del medio circundante
también afectan la velocidad de desamidacion. Se ha demostrado que la desamidacién se
acelera a altas temperaturas, pH bajo o alto, y que la velocidad catalitica depende de la fuerza
i6nicay del tipo de amortiguadores presentes (Robinson et al., 2004). Estudios adicionales han

demostrado que las tasas de desamidacion son mas bajas en un rango de pH de 4.0 a 6.0, pero
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aumentan significativamente fuera de este rango. Ademas, la fuerza ionica también afecta la
tasa de desamidacion, siendo mas alta a una fuerza iénica de | = 1.4 en comparacion con | =
0.2, y la temperatura también influye, siendo més alta a 37 °C que a 4 °C. Se ha observado que
el fosfato y el NH4OH son mejores catalizadores que otros iones para la desamidacion
(Boudier-Lemosquet et al., 2022). Estos hallazgos destacan la complejidad de los factores que
regulan la desamidacion de los residuos de Asn'y Gln 'y su importancia en la modulacién de la

estabilidad y la funcion de las proteinas.

La importancia de la desamidacion

La desamidacion de Asn y Gln no s6lo altera la composicion de las proteinas, sino también su
estructura 'y funcion, lo que puede tener diversas consecuencias bioldgicas. Por ejemplo, puede
acortar la vida media de la proteina al aumentar su susceptibilidad a la protedlisis (tal es el caso
de las proteinas del cristalino, la TIM o la ACTH), alterar la localizacion subcelular, modificar
interacciones proteina-proteina, afectar la actividad enzimatica (como en el citocromo c),
cambiar la disposicién supramolecular de las subunidades (como se ha identificado en la TIM),
o0 inducir la formacion de agregados proteicos (identificado en las proteinas del cristalino)
(Boudier-Lemosquet et al., 2022). Se ha observado aumento en la cantidad de proteinas
desamidadas en algunos tejidos envejecidos y enfermos, como las cataratas del cristalino

humano y las placas de Alzheimer (Kato et al., 2020).

La hipotesis de que la desamidacion de los residuos de GIn y Asn puede servir como
“temporizador molecular” de procesos bioldgicos como el recambio proteico, el desarrollo y
envejecimiento, fue propuesta por primera vez por Robinson y colaboradores (1970). El
fundamento de esta hipdtesis esta basado en diversos estudios (Robinson, 1979; Robinson,
2002; Robinson y Robinson, 2008), donde se ha sugerido que la facilidad con la que se puede

regular genéticamente la tasa de desamidacién no enzimatica de una proteina, asi como la
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distribucion comun de estos residuos de aminoacidos en proteinas, hacen que puedan servir
como cronometros moleculares y reguladores de procesos biologicos, como en el recambio de

las proteinas, el desarrollo del organismo y el envejecimiento de los tejidos y del organismo.

Actualmente, la desamidacion de proteinas se ha ampliado més all& del interés bioldgico en
determinar las consecuencias funcionales en las proteinas y en las células. La espectrometria
de masas de alta resolucion ha permitido explorar la desamidacién desde diferentes
perspectivas y emplearla como herramienta en diversos estudios. Por ejemplo, se ha empleado
en la datacion de muestras, en el mantenimiento de las proteinas en su estado original (por
ejemplo, en el control de calidad en biotecnologia), y debido a que la desamidacién puede
ocurrir incluso fuera de las células y tardar afios o siglos en completarse, también se ha utilizado
en arqueologia y medicina forense (Boudier-Lemosquet et al., 2022). Estas aplicaciones
muestran el alcance diverso y multifacético de la desamidacion en la investigacion cientifica e

incluso mas allé.

La TIM de humano (HsTIM) es susceptible a desamidacion; efectos funcionales y estructurales.
Hoy en dia, se conoce que la desamidacion ocurre en una amplia variedad de proteinas entre
ellas la triosafosfato isomerasa de humano (HsTIM). La desamidacion en la HSTIM ha sido
estudiada desde hace varias décadas. Se tiene evidencia desde hace cuatro décadas que esta
enzima aislada de diversos tejidos presentaba isoformas acidas que se acumulaban durante el

envejecimiento (Yuan et al., 1981).

En 1981 mediante estudios in vivo e in vitro, se demostré que las isoformas acidas de la
triosafosfato isomerasa son el resultado de la desamidacion de dos asparaginas especificas
(Asn-15y Asn-71) (Yuan et al., 1981). Estas asparaginas se ubican en los sitios de contacto
entre subunidades y su desamidacion introduce un total de cuatro cargas negativas nuevas en

estos sitios. Por su ubicacion, los nuevos residuos de &cido aspartico (Asp) quedan
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yuxtapuestos (el Asp-16 de una subunidad se yuxtapone con el Asp-71 de la subunidad
contigua), creandose repulsiones carga-carga que promueven que la enzima dimérica se disocie

mas facilmente (Yuan et al., 1981).

En 1986, Yuany colaboradores investigaron los efectos del pH, la temperatura, la fuerza idnica,
el tipo de ion, la concentracion de proteina y el sustrato en la desamidacion in vitro de las
triosafosfato isomerasa. Las tasas de desamidacion aumentaron con el incremento del pH y la
temperatura, y ain mas con la presencia de sustrato de forma dependiente de la concentracion.
Los resultados de este estudio sugirieron que tanto la estructura primaria como los cambios en
la estructura terciaria y la interaccion entre las subunidades influyen en la desamidacion de la

TIM (Yiksel y Gracy, 1986).

Estudios fisicoquimicos posteriores revelaron que las desamidaciones de N15 y N71 alteran
sustancialmente la estructura general de la enzima (Sun et al., 1995). Adicionalmente en
estudios con dicroismo circular, demostraron la exposicién de los residuos de triptéfano a un
entorno mas polar. El aumento de la unioén de la sonda hidrofobica fluorescente 1,1'-bis(4-
anilino)-naftalina-5,5'-acido disulfénico a la enzima desamidada corrobord estas observaciones
espectrales y también sugiere que los residuos hidrofébicos en la interfase de la subunidad
estan expuestos como resultado de la desamidacion. Estos cambios estructurales se asociaron
con una menor estabilidad térmica (3.1 °C menos Tm) Yy una mayor susceptibilidad a la
disociacién con urea. Estos estudios son consistentes con la propuesta de que las
desamidaciones especificas en la interfase de la subunidad provocan cambios estructurales

significativos que conducen a la degradacion de la proteina (Sun et al., 1995).

La desamidacion en las proteinas se favorece cuando el residuo n + 1 es pequefio, y la presencia

de pares asparagina-glicina promueve la desamidacién (Robinson y Robinson, 2001). Ademas,
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los ciclos cataliticos continuos también aumentan la desamidacion (Robinson y Robinson,

2001; Decker y Mohrenweiser, 1985) (Decker y Mohrenweiser, 1985).

Para profundizar en los efectos de la desamidacion de la HsTIM, De la Mora-De la Mora y sus
colaboradores en el 2015, realizaron mutantes recombinantes (N15D, N71D y N15D/N71D)
de HsTIM para imitar a la TIM naturalmente desamidada (de la Mora-de la Mora et al., 2015).
Sus resultaron mostraron que la mutante N71D es estructural y funcionalmente similar a la
enzima WT. Por el contrario, en la mutante N15D se evidenciaron todos los efectos
perjudiciales relacionados con la desamidacion. La mutante N15D/N71D mostré efectos
adicionales menores, lo que sugiere que la desamidacion de N71 induce efectos insignificantes.
Las estructuras cristalogréficas revelaron que, a diferencia de la mutante N71D, la mutante
N15D forma nuevas interacciones que perturban la estructura del asa 1 y el asa 3, ambos
componentes criticos del sitio catalitico y la interfase de HSTIM. Lo anterior denota que no es
necesario que ambos residuos de Asn (15 y 71) se sometan a la desamidacién para provocar
los efectos de una TIM desamidada; la desamidacion de N15 es suficiente para provocarlos (de

la Mora-de la Mora et al., 2015).

Es importante aclarar que en este trabajo se tomara en cuenta la estructura primaria de la HsTIM
para numerar las posiciones de sus aminoacidos (NCBI, Ref. Seq.: CAG46503.1). A diferencia
del trabajo de De la Mora-De la Mora (2015), en el que se utiliz6 la numeracién de los residuos
aminoaciles sin considerar la metionina inicial. Esta distincion en la numeracion es relevante
ya que ayuda a garantizar la consistencia y la comparabilidad de los resultados entre diferentes
investigaciones. Al utilizar la estructura primaria de la proteina como referencia, se asegura
que los residuos aminoaciles sean identificados de manera uniforme, lo que facilita la
interpretacion y la comunicacion de los hallazgos cientificos. Por tanto en esta tesis se nombran

a las asparaginas susceptibles de desamidacion como N16 y N72 (Fig.8).
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Figura 8. Localizacién de los residuos de asparagina propensos a la desamidacién en la HsTIM.
Estructura tridimensional del dimero activo en la HSTIM. En cian y gris se muestran los monémeraos,
en rojo se sefialan las asparaginas 16 y 72 de cada monémero. PDB ID: 2JK2. Figuras generadas con el
programa PyMOL (Schrddinger, LLC, 2015).

Para la HsTIM se ha reportado que la desamidacion en N16 provoca cambios estructurales
significativos, incluyendo la inestabilidad de la interfase y un mayor acceso a la porcion interna
de la proteina. Esto se debe a la pérdida de interacciones intermoleculares que perturban la
estructura del asa 1 y asa 3, ambos componentes criticos del sitio catalitico y de la interfase de
HsTIM. Como consecuencia se observa una perturbacion de las propiedades cataliticas de la

enzima (de la Mora-de la Mora et al., 2015; Enriquez-Flores, Flores-Lépez, et al., 2022).
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Figura 9. Disminucion de contactos interatomicos en la interfase de HsTIM N16D debido a la
desamidacion. Tomada de (Enriquez-Flores et al., 2020). Interacciones no covalentes en las interfases
de la HSTIM WT y N16D en funcién de sus estructuras cristalograficas. A) La caricatura verde son
ambas subunidades (dimero) de WT y N16D HsTIM. Los aminoacidos involucrados en las
interacciones no covalentes en las interfases se muestran en barras moradas. B) Los amino&cidos y sus
contactos interatdbmicos se representan en las interfaces de ambas subunidades. En B), el codigo de
color de los 6valos representa las propiedades de la cadena lateral de los amino&cidos: positivo (azul);
negativo (rojo); neutro (verde); alifatico (gris); aromatico (violeta); prolina (anaranjado) y cisteina
(amarillo).

La desamidacion de la N16D ocurre cerca de la interfase (sitio de contacto entre las dos
subunidades) (Fig. 9), lo que provoca un menor nimero de contactos interatbmicos, con una
disminucion del 48.5%. Consecuentemente se observa una pérdida del 27.48% del area de
contacto entre ambas subunidades en comparacion con la HsTIM WT. Estos resultados indican
que la incorporacién de cargas negativas de novo en la HsTIM conduce a importantes

alteraciones estructurales en la red interatdbmica de contactos en la interfase de la enzima.
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La desamidacion de la HsTIM tambien provoca efectos al perturbar las interacciones no
covalentes de los aminoacidos. En consecuencia, se ha demostrado una alta permeabilidad en
la estructura de la HSTIM N16D, lo que sugiere una mayor accesibilidad del solvente y de
moléculas pequefias al ndcleo hidrofébico de la proteina. Esto se ilustra mediante la capacidad
del 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) para penetrar en la estructura de la HSTIM
N16D, como se observa en la Figura 10. Estos hallazgos indican que la desamidacion de la
HsTIM no solo afecta las interacciones interatdbmicas en la interfase de la enzima, sino que
también perturba la estructura interna de la proteina, lo que aumenta su permeabilidad y
accesibilidad a moléculas pequefias. Esta mayor permeabilidad y accesibilidad pueden tener
implicaciones significativas en la funcion y regulacién de la HSTIM, asi como en su capacidad
para interactuar con otros componentes celulares y llevar a cabo sus actividades bioldgicas de

manera efectiva.

Figura 10. Acoplamiento de 5,5'-ditiobis-(4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) y superficie de potencial
electrostatico de las estructuras HsTIM WT y N16D. Tomada de Enriquez-Flores y colaboradores
(2020). Como se ve en HsTIM WT, DTNB se incorpor6 superficialmente en la interfase de esta
estructura, mientras que en N16D tres moléculas de DTNB se acoplaron en la misma region. Ademas,
en la zona mas interna de la interfase en N16D HsTIM, se observa una mayoria de cargas negativas a
diferencia de la zona mas interna de la interfase en la HsTIM WT. Los c6digos de color representan los
valores de energia superficial potencial electrostatico de —5,0 (color rojo) y +5,0 (color azul).
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En conclusion, la desamidacion en las proteinas incluyendo a la HsTIM, provoca la
introduccidn de cargas negativas donde antes no habia y, en muchos casos, esta modificacion
induce cambios conformacionales que afectan su funcion, estructura y estabilidad (YUksel y
Gracy, 1986). Por ello se ha propuesto que los procesos de desamidacion podrian utilizarse
como relojes moleculares para regular procesos biolégicos como el recambio proteico, el
desarrollo y el envejecimiento celular (Robinson y Robinson, 2001). Ademas, se ha observado
que la HsTIM desamidada se acumula en una linea célular de cancer de mama, pero no en su
contraparte no cancerosa (Enriquez-Flores et al., 2021; Enriquez-Flores, Flores-Lopez, et al.,
2022). Por lo cual se plantea la utilidad de la HsTIM desamidada como blanco para desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento del cancer y otras patologias en las que se
acumula esta proteina modificada postraduccionalmente. Estos hallazgos resaltan el potencial
de la desamidacion como un evento regulador importante en la biologia celular y sugieren que
comprender sus efectos en proteinas especificas podria conducir al desarrollo de terapias
innovadoras y dirigidas contra enfermedades relacionadas con la acumulacion de proteinas

desamidadas.

5. OBJETIVO

El objetivo de este proyecto es identificar alguna o algunas proteinas con mddulos de anquirina

que sean capaces de reconocer especificamente a la mutante sencilla N16D de HSTIM.

Objetivos especificos

e Realizar ensayos de acoplamiento molecular (i.e. docking) entre las triosafosfato
isomerasas de humano (WT y N16D) y las diferentes proteinas con uno, dos y tres
maodulos de anquirina con el fin de seleccionar proteinas candidatas para realizar
ensayos de interaccion.

e Realizar experimentos de interaccion entre las proteinas con médulos de anquirina

preseleccionadas y las triosafosfato isomerasas de humano (WT y N16D).
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6. METODOLOGIA

Seleccion de Proteinas ARs disefiadas para la interaccion con la HsTIM WT y N16D

Las proteinas con modulos de anquirina utilizadas en este trabajo provienen de una biblioteca
obtenida previamente en el laboratorio. El disefio y obtencién de dicha biblioteca se describen
en los anexos A 'y B. En un primer acercamiento, se decidi6 analizar anquirinas con uno, dos y
tres modulos de repeticion para evaluar la posible interaccion con la mutante y la proteina
silvestre de HSTIM por medio de ensayos de acoplamiento molecular (docking). De acuerdo
con los hallazgos obtenidos en esta primera etapa, se decidid realizar estudios in vitro de
interaccion con proteinas con un maddulo de repeticion de anquirina.

Obtencion de modelos de la estructura 3D de las ARs disefiadas

Las proteinas con mddulos de anquirina utilizadas en este trabajo no cuentan con estructuras
cristalogréficas que permita conocer su estructura tridimensional, por lo que fueron modeladas
a través del servidor I-TASSER (Roy et al., 2010; Yang et al., 2015; Zhang, 2008), una
plataforma que permite generar predicciones de modelos de alta calidad de la estructura 3D a

partir de sus secuencias de aminoacidos.

I-TASSER genera modelos atémicos tridimensionales a partir de maltiples alineamientos de
enhebrado (threading). EI método de modelado por enhebrado, o de reconocimiento de
plegamientos, consiste en enhebrar fragmentos de la secuencia de aminoacidos con una
conformacion 3D conocida contenida en el Protein Data Bank (PDB). I-TASSER proporciona
una medida de la precision de las predicciones obtenidas mediante el puntaje de confianza del
modelado, cuyos valores van de -5 a 2, donde un valor mayor indica un modelo con una
confianza alta. El formato de entrada es tipo FASTA y contiene la secuencia de aminoacidos de

cada proteina, los modelos generados se obtienen en formato pdb que contiene las coordenadas
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de la estructura 3D modelada. Las proteinas que se modelaron cuentan con una, dos y tres

repeticiones de anquirina cuyas secuencias se encuentran en la Tabla 1.

Acoplamiento molecular mediante ClusPro
Por medio del servidor de acoplamiento molecular ClusPro 2.0 (Desta et al., 2020; Kozakov et
al., 2013, 2017; Vajda et al., 2017) se estudiaron posibles sitios de acoplamiento entre la

HsTIM (WT y N16D) y las diferentes proteinas con médulos de anquirina disefiadas.

Tabla 1. Proteinas ARs disefiadas. Secuencia de aminoéacidos que conforman a las proteinas ARs
disefiadas, las posiciones en color rojo representan las posiciones variables en cada proteina.

NUmero de ARs Secuencia de aminoacidos
repeticiones  disefiadas

55-6  MDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNALDVKGLTPLHL
AAVLGHLEIVEVLLKNGADVNAQDKFGKTAFDISIDNGNEDLA
EILQGS

5834 MDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNAIDDEGHTPLHL
AAEVGHLEIVEVLLKHGADVNAQDKFGKTAFDISIDNGNEDLA

Una EILQGS

55a32  MDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNATDGRGTTPLHL
AAARGHLEIVEVLLKHGADVNAQDKFGKTAFDISIDNGNEDLA
EILQGS

D2 MDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNASDLFGHTPLHL
Dos AAYFGHLEIVEVLLKAGADVNAVDSAGWTPLHLAAKSGHLEIV
EVLLKNGADVNAQDKFGKTAFDISIDNGNEDLAEILQGS

D3 MDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNAADNDGYTPLHL
Tres AAKWGHLEIVEVLLKHGADVNAKDVTGDTPLHLAAFYGHLEI
VEVLLKNGADVNATDESGFTPLHLAAFSGHLEIVEVLLKAGAD
VNAQDKFGKTAFDISIDNGNEDLAEILQGS

ClusPro es un servidor web para el acoplamiento molecular proteina-proteina desarrollado por
el Departamento de Matematicas Aplicadas y Estadisticas de la Stony Brook University de
Nueva York, en el afio 2004 (Comeau et al., 2004b). Realiza tres pasos computacionales: (1)

acoplamiento de cuerpo rigido mediante muestreo de millones de conformaciones, (2)
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agrupacion basada en la desviacion cuadratica media (RMSD) de las 1000 estructuras de
energia mas bajas generadas con el fin de encontrar los grupos mas grandes que representaran
los modelos con mayor probabilidad de ocurrencia en el complejo y, (3) el refinamiento de
estructuras seleccionadas usando como parametro la minimizacion de energia en el complejo

(Comeau et al., 2004a).

Como resultado se obtiene una lista de complejos putativos clasificados segun sus propiedades
de agrupamiento principales. La puntuacion se basa Unicamente en la complementariedad de
la superficie entre las dos estructuras. Se evallan mas de 2.7x10% estructuras, conservando
20,000 estructuras con los mejores puntajes de complementariedad de superficie, que luego se
someten a un algoritmo empirico de filtrado de energia libre. Las 2000 principales estructuras
energéticamente favorables se agrupan con base en un criterio de desviacion cuadratica media
de la raiz del sitio de union por pares (RMSD) con el fin de seleccionar el mejor modelo del
complejo. Para esto, se forman grupos en funcion del ligando que tiene la mayor cantidad de
vecinos por debajo de un radio de agrupamiento de 9 A; el ligando con mas vecinos es el centro
del grupo y es la estructura representativa del grupo. Para cada grupo, ClusPro muestra el
tamafio (i.e., el numero de estructuras acopladas), la energia del centro del grupo (i.e., la
estructura que tiene el mayor numero de estructuras vecinas en el grupo) y la estructura

energética con la mas baja energia del cluster.

El formato de los archivos de entrada es PDB, tanto para el ligando (las coordenadas de las
estructuras 3D modeladas a través de I-TASSER) como para el receptor (las coordenadas
atdbmicas de WT y N16D HsTIM, cédigo PDB: 2JK2 y 4UNK, respectivamente). Los archivos
de salida se obtienen en formato PDB y contiene las coordenadas 3D de las mejores

conformaciones del ligando y del receptor.
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A partir de los resultados obtenidos en el acoplamiento molecular por ClusPro se analizaron
los 10 modelos en donde el agrupamiento (i.e., cluster) principal tuvo la mayor cantidad de
miembros, tanto para HSTIM WT como para la N16D. Los modelos fueron visualizados con

PyMOL (Schrodinger, LLC, 2015).

Se seleccionaron las proteinas con un médulo de anquirina que obtuvieron un mayor nimero
de acoplamientos orientados hacia la interfase de la mutante de HsTIM N16D. En contraste
con las proteinas con dos y tres repeticiones, las cuales se unieron en su mayoria fuera de la

interfase de la N16D.

Obtencion de las ARs seleccionadas para los ensayos de interaccion.

Sobreexpresion de las ARs disefiadas

La purificacion y los ensayos de interaccion se llevaron a cabo so6lo entre las anquirinas

disefiadas seleccionadas mediante el acoplamiento molecular y las HSTIM (WT o N16D).

Los ADNs de las ARs disefiadas seleccionadas fueron previamente obtenidos y subclonados
en el plasmido de expresién pET3a-HisTEVp (Anexo A). Se utilizaron 200 ng de ADN para
transformar células competentes de la cepa de expresion correspondiente (Tabla 2) mediante

la técnica de choque térmico.

Tabla 2. Condiciones de sobreexpresion para cada ARs disefiada.

ARs 55-6 5834 55a32
Cepa BL21-Rosetta BL21(DE3) pLysS BL21(DE3) pLysS
Concentracion del 0.4 mM IPTG 0.5 MM IPTG 0.5 MM IPTG
inductor
Temperatura de 18 °C 30°C 30°C
induccion
Antibiéticos Ampicilina (100 ug/mL)  Ampicilina (100 pg/mL)  Ampicilina (100 pg/mL)
Cloranfenicol (50
pg/mL)
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A partir de las colonias transformantes que contienen los genes que codifican para cada una de
las ARs disefiadas, se realizd un precultivo con 20 mL de medio Luria-Bertani (LB)
suplementado con ampicilina (100 ug/mL) (Tabla 2). El precultivo se incub6 a 37°C por 12
horas en agitacion constante. Después del tiempo de incubacion se cosecharon las células
mediante centrifugacion a 924 g durante 15 minutos. La pastilla de bacterias se resuspendio en
1 mL de medio LB nuevo y se utilizé para inocular 500 mL de medio LB con ampicilina (100
pg/mkL). El cultivo se incub6 a 37°C hasta alcanzar una D.O. a 600 nm de 0.8, en este momento
se indujo la expresion de la proteina adicionando isopropil-f-D- 1-tiogalactopiranosido (IPTG)
e incubando durante toda la noche en agitacion constante utilizando las condiciones

especificadas en la tabla 3.

Sobreexpresion de HsTIM WTy N16D

Los genes HSTIM WT y de la mutante desamidada HsTIM N16D, fueron previamente
construidos y clonados en el vector pET3a-HisTEVp (de la Mora-de la Mora et al., 2015). Se
utilizaron 200 ng de los plasmidos (pET3a-HiISTEV-WT y pET3a-HisTEV-N16D) para
transformar la cepa E. coli BL21-CodonPlus (DE3) -RIL mediante la técnica de choque

térmico.

Posteriormente, se inocularon 20 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL)
y cloranfenicol (50 ug/mL) y una alicuota de las cepas E. coli BL21-CodonPlus (DE3) -RIL
transformadas con los genes HSTIM WT y N16D. Los precultivos se incubaron a 37°C por 12
horas en agitacion constante. Después del tiempo de incubacion se cosecharon las celulas
mediante centrifugacion a 924 g durante 15 minutos. La pastilla de bacterias se resuspendio en
1 mL de medio LB nuevo y se utilizé para inocular 500 mL de medio LB con ampicilina (100
ug/mL) y cloranfenicol. El cultivo se incub6 a 37°C hasta alcanzar una D.O. a 600 nm de 0.8,

en este momento se indujo la expresion de la proteina adicionando al medio de cultivo
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isopropil-B-D- 1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion de 0.4 mM y se incubd a

30°C durante toda la noche con agitacion constante.

Purificacion de las proteinas recombinantes estudiadas

Purificacién de ARs disefiadas

La purificacion de todas las proteinas utilizadas en este trabajo se realizd mediante
cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC) utilizando la resina de afinidad a
niquel Profinity~ (IMAC Ni- Charged resin, Bio-rad). Las células se cosecharon por
centrifugacion a 2717 g por 20 minutos. La ruptura celular se llevé a cabo por sonicacion
utilizando un sonicador Branson 450 (VWR Scientific), y se realizé en 30 mL de amortiguador
de lisis (Tris 50 mM, NaCl 500 mM, pH 8) suplementado con 2 mM de fenilmetil sulfonil
fluoruro (PMSF) disuelto en dimetil sulfoxido (DMSO). La lisis de las células que expresaban
las proteinas 55-6 y 55a32 se realiz6 mediante 10 ciclos de sonicacion de 45 s con descansos
de 2 min y 30 s entre cada ciclo, en el caso de las células que expresaba la proteina 5834 se

lisaron mediante 12 ciclos de sonicacién de 45 s con descansos de 2 min y 30 s entre cada ciclo.

La suspension resultante se centrifug6 a 7547 g por 40 minutos y el sobrenadante se puso en
contacto en una columna con 7 mL de resina de afinidad acoplada con niquel Profinity~ (IMAC
Ni- Charged resin, Bio-rad), previamente equilibrada con 5 volimenes de amortiguador de lisis
(Tris 50 mM y NaCl 100 mM, pH 8), manteniendo en incubacién por 30 minutos en agitacion
constante. Después se realizaron 2 lavados con 30 mL de amortiguador (Tris 50 mM y NacCl
50 mM, pH 8) en agitacidn constante por 30 minutos. Posteriormente, se eluyd la proteina con
30 mL de amortiguador (Tris 50 mM, NaCl 50 mM e imidazol 250 mM, pH 8) manteniendo la
columna en agitacion constante por 30 minutos. Finalmente, el eluido se concentré y dializé

con amortiguador (trietanolamina 100 mM, pH 7.4) por medio de un tubo Centricon con corte
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de 10 kDa (Amicon Ultra, Merck Millipore), a traves de centrifugacion a 924 g hasta un

volumen de 3 mL.

Las proteinas purificadas, asi como las fracciones intermedias se analizaron mediante geles

SDS-PAGE al 16% y fueron tefiidos con azul de Coomassie coloidal.

Purificacién de HsTIM WT y N16D

El cultivo inducido para la sobrexpresion de la HsTIM WT y N16D se centrifug6 a 2717 g por
20 minutos con la finalidad de cosechar las células y concentrarlas. La pastilla bacteriana se
lis6 mediante sonicacion utilizando un sonicador Branson 450 (VWR Scientific). La sonicacién
se realiz6 en 30 mL de amortiguador de lisis (Tris 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8.0)
suplementado con 2mM de fenilmetil sulfonil fluoruro (PMSF) disuelto en dimetil sulféxido
(DMSO). Para ambas proteinas, HSTIM WT y N16D, se realizaron 8 ciclos de 45 s de

sonicacion con descansos de 2 min 30 s entre cada ciclo.

La suspension resultante se centrifug6 a 7547 g por 40 minutos y el sobrenadante se puso en
contacto con 7 mL de resina de afinidad a niquel Profinity~ (IMAC Ni- Charged resin, Bio-
rad), previamente equilibrada con 5 volumenes de amortiguador de lisis (Tris 50 mM y NaCl
100 mM, pH 8.0), incubando por 30 minutos en agitacion constante. Posteriormente, se
realizaron 2 lavados con 30 mL de amortiguador (Tris 50 mM y NaCl 100 mM, pH 8.0) en
agitacion constante por 30 minutos. Después, se eluyo la proteina con 30 mL de amortiguador
(Tris 50 mM, NaCl 100 mM e imidazol 250 mM a pH 8.0), manteniendo la columna en
agitacion por 30 minutos. Finalmente, el eluido se concentré y dializ6 con amortiguador
(trietanolamina 100 mM, pH 8) por medio de un tubo Centricon con corte de 30 kDa (Amicon

Ultra, Merck Millipore), a través de centrifugacion a 924 g hasta un volumen de 3 mL.
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Las proteinas purificadas, asi como las fracciones intermedias se analizaron mediante geles

SDS-PAGE al 16% y fueron tefiidos con azul de Coomassie coloidal.

Cuantificacion de las proteinas purificadas.

Para las proteinas con repeticiones de anquirina se utiliz6 el método de cuantificacion por &cido
bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985). Se realiz6 una curva patron utilizando como estandar
la proteina albimina de suero bovino (BSA) a una concentraciéon de 1 mg/mL. La
concentracion de las proteinas HSTIM WT y N16D se determiné por su absorbancia a 280 nm.
El coeficiente de absortividad molar (e2g0) utilizado para la medicion fue un valor teérico
(¢ = 33.460 M—1 cm—1) obtenido mediante el servidor ProtParam (Wilkins et al., 1999), en el
cual se considera la secuencia de aminoacidos de la proteina, asi como las cisteinas en su forma

reducida.

Digestién de la etiqueta de histidinas con la proteasa del virus del tabaco (TEVp).

Para evaluar la interaccion entre las ARs disefiadas seleccionadas y las HSTIM (WT y N16D),
fue necesario remover la etiqueta de histidinas a las proteinas HsTIM WT y N16D. Esto se
realiz6 mediante incubacion en presencia de la proteasa del virus del tabaco (TEVp) (Enriquez-
Flores et al., 2022), a una relacion de 25:1 (proteina HSTIM: TEVp), durante 12 horas a
temperatura ambiente, en presencia de ditiotreitiol (DTT) 1mM y en amortiguador de digestion
(Tris 50 mM, EDTA 0.5 mM, pH 8.0). Posterior a la incubacion, la mezcla de digestion se
diluy6 en 14 mL de amortiguador de trietanolamina (trietanolamina 100 mM pH 7.4); la
etiqueta de histidinas y la TEVp se separaron de la proteina mediante IMAC utilizando una
resina acoplada a niquel, previamente equilibrada en amortiguador de trietanolamina 100 mM,
pH 7.4. Posteriormente, se concentro la proteina por medio de un tubo Centricdn con corte de
30 kDa (Amicon Ultra, Merck Millipore), por medio de centrifugacion a 924 g hasta un

volumen de 1 mL.
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Ensayos para evaluar la interaccion entre las ARs disenadas seleccionadas y la HsTIM

(WT y N16D)

Ensayos para evaluar la interaccion
Se realizaron ensayos con el objetivo de probar la posible interaccion entre las proteinas con
modulos de anquirina y HSTIM WT y N16D. Cada uno de los experimentos de interaccion

estuvo conformado por dos etapas:

Primero, se equilibré 1 mL de resina Profinity~ (IMAC Ni- Charged resin, Bio-rad) con 10 mL
de amortiguador de trietanolamina 100 mM pH 7.4 y se unié 1 mg de la proteina con repeticion
de anquirina de interés manteniendo en agitacion constante por 2 h a temperatura ambiente,
esto se realizo por medio de la etiqueta de 6 residuos de histidina presente en el extremo amino-
terminal de las proteinas. Una vez adherida la proteina con repeticion de anquirina a la resina,
se hicieron 2 lavados con 4 mL de amortiguador (trietanolamina 100 mM pH 7.4) eliminando

asi la proteina no unida.

Segundo, para probar la interaccion entre la proteina con repeticiones de anquirina previamente
adherida a la resina de afinidad y HsTIM WT o N16D. Se incubaron 1.5 mg de HsTIM WT o
N16D sin etiquetas de histidinas (experimentos independientes) durante 2 horas en agitacién
constante a temperatura ambiente. Después de la incubacion, se centrifugd y se recolect6 el
sobrenadante, que constituye la fracciébn no unida de la interaccion. Posteriormente se
realizaron dos lavados con 4 mL de amortiguador (trietanolamina 100 mM pH 7.4) en agitacion
constante por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugdé a 1887 g por 10 minutos,
enseguida se recolecto el sobrenadante (fraccion de lavado de la interaccion). Despues, se eluyd
con 4 mL de amortiguador (trietanolamina 100 mM e imidazol 200 mM) manteniendo en
agitacion constante por 30 minutos, para finalizar se recolectd el sobrenadante y se concentrd

por medio de un tubo Centricon con corte de 10 kDa (Amicon Ultra 0.5, Merck Millipore), por
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medio de centrifugacion a 924 g hasta un volumen de 0.5 mL (eluido de la interaccion). Los
pasos de la interaccion se monitorearon mediante una electroforesis desnaturalizante (SDS-

PAGE) al 16% (Laemmli, 1970), tefiidos con azul de Coomassie coloidal.

Analisis de los modelos de acoplamiento molecular

De las proteinas que mostraron una posible interaccion en los ensayos anteriores, se analizaron
los 10 mejores modelos en LigPlot+ v. 2.2 que se obtuvieron en el acoplamiento molecular
mediante ClusPro. Para ello se utiliz6 el programa LigPlot+ v. 2.2 (Wallace et al., 1995), el
cual genera de forma automatica diagramas de interaccion proteina-ligando en dos dimensiones
a partir de la entrada de un archivo en formato PDB. El archivo de salida ofrece una
representacion simple e informativa de las interacciones intermoleculares, incluidos los puentes

de hidrdgeno, las interacciones hidrofébicas y los puentes salinos.

De este analisis se recopilaron todas las interacciones entre los aminoacidos de las posiciones
variables de las anquirinas (posiciones: 32, 34, 35, 37, 45, 46, 58) con laHsTIM (WT y N16D),
se conto el nimero de interacciones y se clasificaron segun el tipo de interaccion (i.e. puente
de hidrogeno, hidrofébica y puentes salinos) y el sitio donde se encuentra el aminoacido que
se une a la HSTIM (i.e. interfase u otro sitio). Con estos datos se elaboraron tablas de

contingencia.

Con el fin de comparar las interacciones antes registradas de las anquirinas con laHsTIM N16D
y WT se realizaron las siguientes pruebas de hipotesis. Para comparar el nimero de
interacciones promedio de los aminodcidos variables de las anquirinas para cada par de
interacciones (N16D y WT) se realiz6 una prueba de t para dos muestras con varianzas no
homogéneas. Para comparar el numero de interacciones por aminoacido variable para ambas
parejas de interacciones (N16D y WT) y el nimero de interacciones por sitio de ocurrencia y

tipo de interacciones se realizaron pruebas de x> de homogeneidad.
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7. RESULTADOS

Los modelos tridimensionales de proteinas ARs disefiadas demuestran precision y

similitud estructural.

Las proteinas ARs disefiadas utilizadas en este proyecto provienen de una biblioteca
previamente obtenida en el laboratorio (ver Anexo A). Hasta el momento no se ha logrado
determinar sus estructuras cristalograficas para conocer su disposicion tridimensional, por lo

que fue necesario generar modelos tridimensionales (3D) utilizando el servidor I-TASSER.

La precision de los modelos de estructura de I-TASSER se estima mediante el calculo del
puntaje de confianza (puntaje C) como lo describe Yang et al., 2015. Este puntaje C
proporciona una estimacién de la calidad de los modelos predichos por el algoritmo, con
valores en el intervalo de [-5, 2], donde los valores altos indican una mayor confianza del
modelo. Una vez obtenidas las estructuras 3D, los modelos arrojaron un puntaje C > 0.9 (Fig.
11), lo que sugiere gue las estructuras cuentan con una alta confianza en su precision y validez.
Actualmente, existen servidores (por ejemplo, D-I-TASSER) que utilizan la inteligencia
artificial y el deep learning para generar modelos tridimensionales de proteinas.

Por otra parte, la puntuacion de modelado de plantilla o puntuacion TM, evalda la similitud de
dos estructuras proteicas. Esta puntuacion varia en el intervalo [0, 1], donde los valores mas
cercanos a la unidad indican modelos muy parecidos. Estadisticamente, una puntuacion TM <
0.17 indica que las dos estructuras proteicas comparadas no comparten similitud estructural.
Por otro lado una puntuacion TM > 0.5 corresponde una topologia similar entre las dos
estructuras. En los modelos 3D generados de todas las ARs disefiadas tanto de uno, como dos
y tres moédulos de anquirina, se obtuvieron puntuaciones TM mayores a 0.8. Esto sugiere que
los modelos resultantes presentan una topologia adecuada y comparten similitud estructural
significativa.
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Figura 11. Modelos 3D de las proteinas ARs disefiadas. En color magenta, anaranjado y verde se
observan los modelos de las proteinas ARs con una repeticion de anquirina (55-6, 5834 y 55 a32
respectivamente), en color amarillo se observa el modelo de la proteina ARs con dos repeticiones de
anquirina (D2) y en cian la proteina ARs con tres repeticiones de anquirina (D3). Los modelos fueron
generados a través del servidor I-TASSER (Zhang, 2008) y las figuras generadas con el programa
PyMOL (Schrédinger, LLC, 2015).

Los experimentos de acoplamiento molecular entre proteinas ARs disefiadas y las estructuras
de HSTIM WT y N16D revelan preferencia por su interfase dimérica.

Una vez obtenidos los modelos 3D de las proteinas ARs disefiadas, se llevaron a cabo
acoplamientos moleculares con las estructuras de la HsSTIM WT y la N16D utilizando el

servidor en linea ClusPro.

Como resultado de los acoplamientos moleculares se seleccionaron los 10 modelos con el

agrupamiento principal (cluster) en el que se obtuvo la mayor cantidad de complejos tanto para
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HsTIM WT como para la N16D. Este trabajo se basa Unicamente en el modelo 0, considerado
el modelo principal segun la clasificacion de ClusPro, mientras que los modelos del 1 al 9 se
detallan en el Anexo C. Es importante mencionar que el término cluster hace referencia a la
posicion del ligando en la cual tiene la mayor cantidad de miembros en un radio de 9 A

(angstroms) con respecto al receptor.

De manera general, en los modelos de acoplamiento molecular revelaron una clara tendencia
de las proteinas ARs con una repeticion de anquirina a acoplarse hacia la interfase dimérica
tanto de la HSTIM WT como de la N16D (Fig. 12 a 14). Por el contrario, las proteinas ARs con
dos y tres mddulos de repeticion (D2 y D3, respectivamente) mostraron acoplamientos en

regiones alejadas de la interfase (Fig. 15y 16).

En el acoplamiento molecular de las ARs 55-6 y 55a32 con la HsTIM WT y N16D (Fig. 12 a
14), se observo una asociacion cercana a la interfase de las TIMs con ambas. Sin embargo, con
la WT la mayoria de los residuos aminoaciles variables de ambas ARs se localizaron en
direccion opuesta a su interfase. En contraste, en el acoplamiento con la N16D, se observé que
los aminoacidos variables de las ARs se orientaron hacia la interfase de la TIM. Por otro lado,
la ARs 5834 (Fig. 13), se acopl6 en regiones distantes de la interfase tanto en la WT como en

la N16D.

Con base en los resultados de acoplamiento molecular y en la tendencia de las proteinas con
una repeticion a acoplarse cerca de la interfase de la HsTIM, se llevaron a cabo ensayos
experimentales para evaluar la interaccion exclusivamente con las proteinas de un solo médulo

(55-6, 5834 y 55a32).
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Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento
molecular entre 55-6 y HsTIM WT molecular entre 55-6 y HsTIM N16D

Modelo=0 Modelo=0
Miembros= 107 Miembros= 76

Figura 12. Modelo 0 del acoplamiento molecular entre 55-6 y HsTIM WT y N16D. En color magenta se sefiala
la proteina ARs disefiada con una repeticién de anquirina denominada 55-6 y en color rojo los residuos de
aminodcidos variables, en color gris se observa la HsTIM WT y en color azul la HsTIM N16D. Los modelos fueron
obtenidos a través de ClusPro y las imagenes fueron generadas con el programa PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.0 Schrédinger, LLC.

Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento
molecular entre 5834 y HsTIM WT molecular entre 5834 y HsTIM N16D

Modelo=0 Modelo=0
Miembros= 246 Miembros= 119

Figura 13. Modelo 0 del acoplamiento molecular entre 5834 y HsTIM WT y N16D. En color anaranjado se sefiala
la proteina ARs disefiada con una repeticién de anquirina denominada 5834 y en color rojo los residuos de
aminoacidos variables, en color gris se observa la HsTIM WT y en color azul la HsTIM N16D. Los modelos fueron
obtenidos a través de ClusPro y las imagenes fueron generadas con el programa PyMOL Molecular Graphics
System, Versién 2.0 Schrédinger, LLC.
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Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento
molecular entre 55a32 y HsTIM WT molecular entre 55a32 y HsTIM N16D

Modelo=0 Modelo=0
Miembros= 124 Miembros= 103

Figura 14. Modelo 0 del acoplamiento molecular entre 55a32 y HsTIM WT y N16D. En color verde se sefiala la
proteina ARs disefiada con una repeticién de anquirina denominada 55a32 y en color rojo los residuos de
aminodcidos variables, en color gris se observa la HsTIM WT y en color azul la HsTIM N16D. Los modelos fueron
obtenidos a través de ClusPro y las imagenes fueron generadas con el programa PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.0 Schrédinger, LLC.

Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento
molecular entre D2 y HsTIM WT molecular entre D2 y HsTIM N16D

Modelo=0
Modelo=0 Miembros= 81
Miembros= 83

Figura 15. Modelo 0 del acoplamiento molecular entre D2 y HsTIM WT y N16D. En color amarillo se sefiala la
proteina ARs disefiada con dos repeticiones de anquirina denominada D2 y en color rojo los residuos de
aminoacidos variables, en color gris se observa la HsTIM WT y en color azul la HsTIM N16D. Los modelos fueron
obtenidos a través de ClusPro y las imagenes fueron generadas con el programa PyMOL Molecular Graphics
System, Versién 2.0 Schrédinger, LLC.
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Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento Modelo (agrupamiento) 0 del acoplamiento
molecular entre D3 y HsTIM WT molecular entre D3 y HsTIM N16D

Modelo=0 Modelo=0
Miembros= 93 Miembros= 59

Figura 16. Modelo 0 del acoplamiento molecular entre D3 y HsTIM WT y N16D. En color cian se sefala la
proteina ARs disefiada con tres repeticiones de anquirina denominada D3 y en color rojo los residuos de
aminoacidos variables, en color gris se observa la HsTIM WT y en color azul la HsTIM N16D. Los modelos fueron
obtenidos a través de ClusPro y las imagenes fueron generadas con el programa PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.0 Schrédinger, LLC.

Ensayos para evaluar la interaccion entre las ARs disefiadas seleccionadas y la HsTIM

(WT y N16D)

La sobreexpresion y purificacion de las proteinas recombinantes revela alta pureza.

Para llevar a cabo las interacciones, se sobre-expresaron y purificaron tanto las tres proteinas
recombinantes de un médulo de anquirina (5834, 55-6 y 55a32), como las HsTIM WT y N16D.
Se presentan las fracciones correspondientes a los diferentes pasos de purificacion para la
HsTIM WT, la HsTIM N16D y las anquirinas 5834, 55a32 y 55-6 (Figs. 17 a 21,
respectivamente). En general, se obtuvo cada proteina con alta pureza, los rendimientos de cada

purificacion se sefialan en la tabla 3.
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kDa 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 17. Purificacion de HsTIM WT. Fracciones colectadas durante la purificacion y visualizadas
por SDS-PAGE al 16%. Carriles: 1. Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad); 2.
Lisado celular; 3. Fraccion celular soluble; 4. Fraccion que no fue adherida a la resina; 5. Fraccion de
lavado; 6. Vacio; 7. Proteina HsSTIM WT (20 pg); 8. Proteina HSTIM WT (30 ug).
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Figura 18. Purificacién de HsTIM N16D. Fracciones colectadas durante la purificacion y
visualizadas por SDS-PAGE al 16%. Carriles: 1. Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range,
Bio-Rad); 2. Lisado celular; 3. Fraccion celular soluble; 4. Fraccion que no fue adherida a la resina; 5.

Fraccion de lavado; 6. Vacio; 7. Proteina HSTIM N16D (15 ug); 8. Proteina HSTIM N16D (30 pg).
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Figura 19. Purificacién de proteina con un modulo de anquirina (5834). Fracciones colectadas
durante la purificacion y visualizadas por SDS-PAGE al 16%. Carriles: 1. Marcador de peso
molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad); 2. Lisado celular; 3. Fraccion celular soluble; 4. Fraccion
gue no fue adherida a la resina; 5 y 6. Fracciones de lavados; 7. Vacio; 8. Proteina 5834 (30 ug).
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Figura 20. Purificacion de proteina con un médulo de anquirina (55a32). Fracciones colectadas
durante la purificacién y visualizadas por SDS-PAGE al 16%. Carriles: 1. Marcador de peso molecular
en kDa (Broad Range, Bio-Rad); 2. Lisado celular; 3. Fraccion celular soluble; 4. Fraccion que no fue
adherida a la resina; 5y 6. Fracciones de lavados; 7. Proteina 55a32 (30 pg).
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Figura 21. Purificacién de proteina con un modulo de anquirina (55-6). Fracciones colectadas
durante la purificacion y visualizadas por SDS-PAGE al 16%. Carriles: 1. Lisado celular; 2. Fraccion
celular soluble; 3. Fraccion que no fue adherida a la resina; 4 y 5. Fracciones de lavados; 6 y 7. Proteina
55-6 (30 pg); 8. Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad).

Tabla 3. Rendimiento de las purificaciones.

Proteina Peso molecular (kDa) Rendimiento (mg de
proteina/L de cultivo)

HsTIM WT 24.9
~ 27 por subunidad
HsTIM N16D 17
55a32 12.1 16
5834 12.2 15
55-6 12.1 18
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Los primeros experimentos de interaccion entre proteinas ARs disefiadas y HsTIM revelan poco

0 ningun grado de Interaccion con la HsTIM N16D y la HsTIM WT

Una vez que purificadas fueron las proteinas, se llevaron a cabo ensayos de interaccion entre
las ARs y las HSTIM (WT y N16D). En un paso inicial se realizaron los ensayos de interaccion
de las ARs con la HSTIM N16D. Posteriormente, al obtener evidencia experimental de una
posible interaccion, se llevaron a cabo experimentos de interaccion con la HSTIM WT. Cada
experimento de interaccidn consto de dos etapas. 1) la AR de interés que contenia etiqueta His
en el extremo N-terminal, se unid a la resina de afinidad acoplada a niquel; 2) las ARs
previamente adheridas a la resina IMAC, se incubaron con HSTIM WT o con la N16D durante
2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se eluyeron con 200 mM de imidazol,
con la finalidad de recuperar la anquirina unida a la resina con la proteina que posiblemente
interacciona.

La primera ARs disefiada con la que se experimento fue la 5834. Primero se hizo el ensayo con
5834 y N16D. Los resultados (Fig. 22) revelaron que en el carril 10 solo esta presente la banda
perteneciente a la proteina 5834 (flecha negra), mientras que la N16D no estaba presente, por
lo que este ensayo sugiere que no hay interaccion. Por otro lado, en la fraccion que no se adhiri6
a la resina (carril 3), se observé que gran parte de la proteina 5834 se encontraba ahi, esto nos
llevo a realizar el ensayo una segunda vez modificando el tiempo de incubacion de 1 a 2 horas.

A pesar de los cambios realizados, los resultados finales del segundo ensayo no cambiaron.
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Figura 22. Ensayo de interaccion entre la proteina 5834 y N16D. Gel SDS-PAGE al 16%. Carriles:
1. Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad). 2. 5834 (30 ug); 3. Fraccion de 5834
gue no se adhirio a la resina; 4. Lavado de la unidn 5834-resina; 5. N16D con etiqueta de histidinas (30
Mg); 6. N16D sin etiqueta de histidinas (10 pg); 7. Fraccion que no se adhirio a la resina después de la
interaccion 5834/N16D; 8 y 9. Fraccion de lavado despues de la interaccién 5834/N16D; 10. Eluido de
la interaccion entre 5834/N16D.

La interaccion entre la proteina ARs 55a32 y la HSTIM N16D revela una posible interaccion.
Otra de las proteinas ARs disefiadas que se evalud para su interaccion con la N16D fue la
55a32. En la Fig. 23, se presentan las diferentes fracciones colectadas a lo largo del
experimento. En el carril 10, que contiene el eluido de la interaccion, se observa una banda
correspondiente a 55a32 (flecha negra), junto con una banda tenue de peso molecular similar a
N16D (flecha roja). Se llevaron a cabo tres repeticiones de este experimento, y uno de estos

ensayos adicionales se muestra en la Figura 24.

La evaluacion de la interaccion entre la proteina 55-6 y la HSTIM N16D revela interaccion
con pasos adicionales de purificacion.

En los ensayos de interaccion entre la proteina 55-6 y la N16D (Fig. 25), se observa en el carril
10 (eluido de la interaccion) una banda tenue con un peso molecular aproximado de 27 kDa,
que puede ser atribuido a la N16D, ademas de la banda que corresponde a la 55-6. Esto sugiere
una probable una interaccion entre las proteinas. Sin embargo, la interpretacion de los
resultados se ve comprometida debido a que la proteina 55-6 presenta varias bandas

contaminantes aun despues de su purificacion (carril 2).
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Figura 23. Ensayo de interaccion entre la proteina 55a32 y N16D. Gel SDS-PAGE al 16%.
Carriles: 1. Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad); 2. 55a32 (30 pg); 3. Fraccion
de 55a32 que no se adhiri6 a la resina; 4 y 5. Fraccion de lavado de la unién 55a32-resina; 6. N16D sin
etiqueta de histidinas (20 ug); 7. Fraccion que no se adhiri6 a la resina después de la interaccion
55a32/N16D; 8 y 9. Fraccion de lavado después de la interaccion 55a32/N16D; 10. Eluido de la
interaccién entre 55a32/N16D.
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Figura 24. Ensayo de interaccion entre la proteina 55a32 y N16D. Gel SDS-PAGE al 16%.
Carriles: 1. Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad); 2. 55a32 (15 pg); 3. Fraccién
de 55a32 que no se adhiri6 a la resina; 4. Lavado de la union 55a32-resina; 5. N16D con etiqueta de
histidinas (15 pg); 6. N16D sin etiqueta de histidinas (15 pug); 7. Fraccion que no se adhirio a la resina
después de la interaccion 55a32/N16D; 8 y 9. Fraccion de lavado después de la interaccion
55a32/N16D; 10. Eluido de la interaccion entre 55a32/N16D.

Por lo anterior, se llevaron a cabo algunos pasos adicionales en la purificacién de la proteina
55-6 que se resumen a continuacion. Una vez que la proteina fue concentrada, se diluy6 con 30
mL de amortiguador (trietanolamina 100 mM, pH 7.4) y se filtr6 por medio de centrifugacion

a través de un Centricon de paso de corte de 30 kDa (Amicon Ultra, Merck Millipore), el eluido
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se volvid a pasar para su concentracion en un tubo Centricon de paso de corte de 10 kDa. La
proteina concentrada se utilizé en un segundo ensayo para evaluar la interaccion (Fig. 26), en
el que también se observé en el carril del eluido de la columna (carril 10) una banda tenue con
un peso molecular aproximado de 27 kDa (flecha roja), que corresponde al peso molecular de
la N16D, ademaés de la banda de 55-6 (flecha negra), estos resultados sugieren una probable

interaccion entre la ARs 55-6 y la N16D.
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Figura 25. Ensayo de interaccion entre la proteina 55-6 y N16D. Gel SDS-PAGE al 16%. Carriles:
1. Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad); 2. 55-6 (30 pg); 3. Fraccion de 55-6
gue no se adhirié a la resina; 4. Lavado de la unién 55-6-resina; 5. N16D con etiqueta de histidinas (30
Mg); 6. N16D sin etiqueta de histidinas (10 pug); 7. Fraccion que no se adhiri6 a la resina después de la
interaccion 55-6/N16D; 8 y 9. Fraccidn de lavado despueés de la interaccion 55-6/N16D; 10. Eluido de
la interaccion entre 55-6/N16D.
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Figura 26. Ensayo de interaccion entre la proteina 55-6 y N16D. Gel SDS-PAGE al 16%o. Carriles:
1. 55-6 (30 pg); 2. Fraccion de 55-6 que no se adhirid a la resina; 3. Lavado de la union 55-6-resina; 4.
Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad); 5. Vacio; 6. N16D sin etiqueta de
histidinas (20 pg); 7. Fraccion que no se adhirio a la resina después de la interaccion 55-6/N16D; 8 y 9.
Fraccion de lavado después de la interaccion 55-6/N16D; 10. Eluido de la interaccién entre 55-6/N16D.
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La comparacion de la interaccion entre las proteinas ARs 55a32 y 55-6 con la HSTIM N16D
y HsTIM WT revela diferencias en la interaccion entre las variantes.

Las proteinas con una repeticion de anquirina (55a32 y 55-6) mostraron resultados positivos
en los ensayos de interaccion con la N16D, lo que llevo a la realizacion de ensayos adicionales
para investigar de interaccion entre estas proteinas y la HSTIM WT como control. El objetivo
de esto fue determinar si existian diferencias en la interaccion entre las proteinas 55-6 y 55a32
con las HsTIMs N16D y WT. En la figura 27, se detallan los pasos del ensayo de interaccion
entre la 55a32 y HsTIM WT. En el carril 10, en la fraccién correspondiente al eluido de la
interaccion se observa solo la banda referente a la proteina 55a32 (flecha negra) sin que se
detectara alguna banda con un peso molecular cercano al de la HSTIM WT, lo que nos indica

que probablemente no hubo interaccion entre estas proteinas.
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Figura 27. Ensayo de interaccion entre la proteina 55a32 y HSTIM WT. Gel SDS-PAGE al 16%.
Carriles: 1. 55a32 (30 pg); 2. Fraccion de 55a32 que no se adhirié a la resina; 3 'y 4. Fraccion de lavado
de la union 55a32-resina; 5. Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad); 6. HSTIM
WT (WT) sin etiqueta de histidinas (20 pg); 7. Fraccion que no se adhirié a la resina despues de la
interaccion 55a32/ WT; 8 y 9. Fraccion de lavado después de la interaccion 55a32/WT; 10. Eluido de
la interaccion entre 55a32/WT.

En contraste, para el ensayo de interaccion entre las proteinas 55-6 y WT (Fig. 28, carril 10),
se detectd, ademas de la banda perteneciente a la 55-6 (flecha negra), una banda con un peso
molecular cercano a la enzima WT (27 kDa, flecha roja). Lo cual nos sugiere que hubo

interaccion entre estas proteinas.
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Figura 28. Ensayo de interaccién entre la proteina 55-6 y HsTIM WT. Gel SDS-PAGE al 16%.
Carriles: 1. Marcador de peso molecular en kDa (Broad Range, Bio-Rad); 2. HSTIM WT (WT) sin
etiqueta de histidinas (20 pg); 3. Fraccion que no se adhirid a la resina después de la interaccion 55-6/
WT; 4y 5. Fraccion de lavado después de la interaccién 55-6/WT; 6. Eluido de la interaccion entre 55-
6/WT.

Las proteinas 55-6 y 55a32 mostraron una posible interaccion con la HSTIM N16D, sin

embargo, solo la proteina 55a32 no interaccioné con la HSTIM WT.

Los analisis de las interacciones entre anquirinas disefiadas 55-6 y 55a32 con la

HsTIM WT y N16D revelan diferencias en el reconocimiento molecular.

Las anquirinas disefiadas 55-6 y 55a32 mostraron una posible interaccion con la HsTIM N16D,
destacando la 55a32 la proteina que parece identificar de forma selectiva a la N16D. Por ello,
se llevaron a cabo analisis de los 10 modelos de acoplamiento molecular de ambas anquirinas
disefiadas con la HSTIM WT y N16D obtenidos de ClusPro. El objetivo fue determinar si los
modelos sugieren posibles explicaciones del reconocimiento diferencial y evaluar los

aminoacidos involucrados en dicha interaccion.

Para cada uno de los modelos se recopilaron todas las interacciones entre los aminoacidos de
las posiciones variables de las anquirinas con la HSTIM WT y N16D. Luego se determind el
numero y tipo de interacciones y se clasificaron segun el tipo de interaccion (puente de
hidrogeno, hidrofobica y puentes salinos), asi como la ubicacion del amino&cido involucrado
en la interaccién con la HsTIM (interfase u otro sitio). A continuacion se muestran los

resultados de este andlisis (Tablas 5-8).
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Tablas 5-8. Frecuencias de las interacciones establecidas entre las anquirinas disefiadas 55-6 y
55a32 con la HsTIM WT y N16D. En cada una de las tablas se muestran el nimero de interacciones
establecidas entre cada uno de los aminoacidos variables de la 55-6 y 55a32 con aminodcidos de la
HsTIM N16D y WT. Asimismo, se clasifican por el sitio en donde se establece la interaccion (interfase
u otro sitio de la HsTIM) y el tipo de interaccion establecida (puente de hidrogeno o interaccion
hidrofébica). * Residuos de aminoacidos que presentaron diferencias significativas.

Tabla 5. Interacciones entre la 55a32 y la HSTIM WT.

Interfase Otro Sitio
Aminoacido Puentesde  Interacciones | Puentes de Interacciones Total
variable de hidrégeno hidrofébicas | hidrdogeno hidrofébicas
AR
Ts2 0 0 0 3 3*
Gss 0 3 0 6 9*
Ras 1 5 2 9 17
Ta7 0 0 0 1 1
Aus 0 1 1 3 5
Rae 1 6 13 13 33*
Hsg 1 6 0 0 26
Total 3 21 16 35 75

Tabla 6. Interacciones entre la 55a32 y la HSTIM N16D.

Interfase Otro Sitio
Aminoacido Puentesde  Interacciones | Puentesde  Interacciones Total
variable de hidrégeno hidrofébicas hidrégeno hidrofébicas
AR
Ta 4 13 0 2 19*
Gas 0 8 1 12 21*
Ras 0 1 3 15 19
Ta7 0 0 0 2 2
Aus 0 0 0 3 3
Rae 0 0 5 9 14*
Hsg 0 2 1 4 7
Total 4 24 10 47 85
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Tabla 7. Interacciones entre la 55-6 y la HSTIM WT.

Interfase Otro Sitio
Aminoacido Puentesde  Interacciones | Puentesde  Interacciones Total
variable de hidrdgeno hidrofébicas hidrdégeno hidrofébicas
AR
L. 1 7 4 10 22*
V34 1 3 2 13 19
Kazs 0 0 2 16 18
La7 0 0 0 0 0*
Vs 1 4 0 3 8
L 1 12 0 1 14
Nsg 0 0 0 2 2
Total 4 26 8 45 83
Tabla 8. Interacciones entre la 55-6 y la HSTIM N16D.
Interfase Otro Sitio
Aminoacido Puentesde  Interacciones | Puentesde  Interacciones Total
variable de hidrdgeno hidrofébicas hidrégeno hidrofébicas
AR
L3> 0 6 1 1 8*
V34 0 5 1 6 12
Kss 2 4 2 9 17
La7 0 3 0 3 6*
Va5 1 4 1 5 11
Las 1 8 0 2 11
Nssg 0 0 0 0 0
Total 4 30 5 26 65
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En resumen, para todos los modelos analizados, se observé un mayor nimero de interacciones
hidrofobicas que puentes de hidrégeno, mientras que no se contabilizaron puentes salinos. Los
residuos aminoaciles N16 y D16 (parala WT y N16D, respectivamente), no presentaron ningun

tipo de interaccion con los residuos variables de ambas anquirinas.

En el caso de la 55a32 (Tablas 5y 6), se observo un mayor nimero de interacciones con N16D
(n =85) que con la WT (n = 75), sin embargo, no hubo diferencias significativas en el namero
promedio de interacciones (t = 0.2756, g.I. = 10.94, p = 0.78). Asimismo, al comparar la
cantidad de interacciones por sitio (interfase u otro) y por tipo (puente de hidrégeno o
interaccion hidrofobica) entre WT y N16D, no se hallaron diferencias significativas (y2 =
2.8698, g.I. =3, p=0.4121). Finalmente, al analizar el nimero de interacciones por aminoécido

variable, se encontraron diferencias significativas en tres aminoacidos variables (y2 = 24.532,

g.l. =6, p=4.16 X 10-4), especificamente en T32, G34 y Rues.

La T32 mostré un mayor nimero de interacciones con la N16D (n=19) en comparacion con la
WT (n= 3) (Tablas 5 y 6). Ademas, en el caso de la N16D, 17 de las 19 interacciones se
localizaron en la interfase, por el contrario, en la WT las 3 interacciones se encontraron en sitio
diferente a la interfase. Las figuras 29 y 30 presentan dos de los diez modelos obtenidos del
acoplamiento molecular entre la 55a32 y la N16D, resaltando los puentes de hidrogeno entre
la T3> de la AR disefiada y algunos residuos de aminoacidos de la N16D. En la figura 29 se
observa un puente de hidrogeno entre la Tz2 y la N71 del modelo 1 del acoplamiento entre la
55a32 y la N16D. En la figura 30 se observan 3 puentes de hidrogeno entre la Ts2 y la T7o del
modelo 6 del acoplamiento entre la 55a32 y la N16D. En total se formaron 4 puentes de

hidrogenos en los acoplamientos entre la 55a32 y la N16D que no se encontraron en la WT.

La Gz también tuvo un mayor nimero de interacciones con la N16D (n= 21) que con la WT

(n=9) (Tablas 5y 6). Casi todas las interacciones establecidas entre la Gzs y la HSTIM (WT y
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N16D) fueron de tipo hidrofobicas. En la WT, 3 de las 9 interacciones se localizaron en la
interfase. Mientras que en la N16D, 8 de las 21 interacciones se localizaron en la interfase. En
la figura 31 se observan 6 de los 10 modelos obtenidos del acoplamiento molecular entre la
55a32 y la N16D, resaltando 8 interacciones hidrofébicas entre la Gs4 de la AR y la interfase
de la N16D (modelos 1, 4, 6, 7 8 y 9). Los residuos de aminoacidos con los cuales la Gas
establecio interacciones hidrofobicas fueron: Ee7 (modelol), Kiz (modelo 4), Fz4 (modelo 4),

Veo (Modelo 6), Veg (modelo 7), K1z (modelo 8), F74 (modelo 8) y V11 (modelo 9).

Al contrario que Ta2 y Gas, la Rss presentd un mayor nimero de interacciones establecidas con
la WT (n= 33) a diferencia de la N16D (n=14) (Tablas 5 y 6). En la WT, 26 de las 33
interacciones se encontraron en un sitio diferente a la interfase, asi como en la N16D donde

ocurrié lo mismo para las 14 interacciones establecidas.

Para la 55-6 (Tablas 7 y 8), se observo un mayor nimero de interacciones con la WT (n = 83),
a diferencia de la N16D (n = 65). Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el nimero
promedio de interacciones (t = 0.6691, g.I. = 9.99, p = 0.5186), ni en la cantidad de
interacciones por sitio y por tipo de interaccion (y* = 3.9315, g.1 = 3, p = 0.269) entre WT y
N16D. Al comparar el numero de interacciones por aminoacido variable se encontré que si
hubo diferencia significativa en dos aminoacidos variables (%= 15.009, g.l. = 6, p = 0.0202).
La Ls2 tuvo un mayor numero de interacciones con la WT y la Lz7 tuvo un mayor nimero de

interacciones con la N16D (Tablas 7 y 8).
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Figura 29. Modelo 1 del acoplamiento molecular entre la 55a32 y la N16D. A) Panorama general
del acoplamiento entre 55a32 (verde) y la N16D (salmon). B) Acercamiento a la interaccion entre Ta,
(magenta) y N1 (anaranjado) y el puente de hidrégeno (amarillo). En ambos residuos se muestran los
atomos de oxigeno en rojo, nitrégeno en azul e hidrégeno en blanco. C) Puente de hidrégeno establecido
entre la Ts2y la N712. A 'y B realizadas en PyMOL (Schrédinger, LLC, 2015), C obtenida de LigPlot+
(Wallace et al., 1995).
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Figura 30. Modelo 6 del acoplamiento molecular entre la 55a32 y la N16D. A) Panorama general
del acoplamiento entre 55a32 (verde) y la N16D (salmon). B) Acercamiento a la interaccion entre Ta,
(magenta) y T (anaranjado) y los tres puentes de hidrégeno (amarillo). En ambos residuos se muestran
los 4&tomos de oxigeno en rojo, nitrogeno en azul e hidrégeno en blanco. C) Puentes de hidrogeno
establecidos entre la Ts2y la T7o. Ay B realizadas en PyMOL (Schrédinger, LLC, 2015), C obtenida de
LigPlot+ (Wallace et al., 1995).
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G34

Figura 31. Interacciones hidrofobicas entre la Gs: de la 55a32 y la interfase de la N16D. Parte
superior: se observan los seis modelos en 3D del acoplamiento molecular donde se encontraron
interacciones hidrofdbicas entre la 55a32 (verde) y la N16D (salmdn) delimitadas por un circulo negro.
Parte inferior: Representaciones 2D de las interacciones hidrofobicas entre la G34 y residuos de la
interfase de la N16D. Modelos 3D realizados en PyMOL (Schrédinger, LLC, 2015), modelos 2D
obtenidos de LigPlot+ (Wallace et al., 1995).
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La Lz tuvo un mayor nimero de interacciones con la WT (n = 22) que con la N16D (n = 8)
(Tablas 7 y 8). De las interacciones establecidas entre la Lz y WT, 14 de ellas se localizaron
en otro sitio diferente a la interfase (10 hidrofdbicas y 4 puentes de hidrogeno) y 8 en la
interfase (7 hidrofobicas y 1 puente de hidrogeno). Por otro lado, las 8 interacciones
establecidas entre la L3, y la N16D, 6 se localizaron en la interfase (hidrofébicas) y 2 en otro

sitio (1 hidrofobica y 1 puente de hidrogeno).

Al contrario, la Ls7, tuvo un mayor nimero de interacciones con la N16D (n= 6) que con laWT
(n=0). Todas las interacciones, establecidas entre la Ls7 y la N16D fueron de tipo hidrofébicas,

tres de éstas se establecieron en la interfase y tres en otro sitio.
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8. DISCUSION

El objetivo de este proyecto fue identificar proteinas con modulos de anquirina capaces de
reconocer de manera selectiva a la mutante N16D de HSTIM. Este objetivo se cumplio ya que
se identificaron dos proteinas con modulos de anquirina, denominadas 55-6 y 55a32, que
mostraron capacidad para reconocer a la HsSTIM N16D. Sin embargo, la 55a32 demostré mayor
potencial al no interactuar con la enzima silvestre (HSTIM WT).

Inicialmente se hizo una pre-seleccion de anquirinas disefiadas disponibles en el laboratorio
mediante estudios de acoplamiento molecular. Entre estas, las proteinas con un médulo de
anquirina (55-6, 5834 y 55a32) surgieron como las mejores candidatas para ensayos de
interaccion. Aungue tanto las anquirinas 55-6 como 55a32 mostraron posibles interacciones,
solo esta ultima interactué de manera diferencial con la proteina desamidada, sin detectar
interaccion con la enzima silvestre, lo que resalta su potencial para el reconocimiento de la esta
enzima modificada post-traduccionalmente.

A continuacidn, se discutiran las caracteristicas bioquimicas que podrian haber favorecido la
interaccion de estas dos ARs con la HsTIM WT y N16D, centrandose en el efecto del tamafio
de las ARs y las interacciones de sus aminoacidos variables con la interfase de la proteina
blanco. Ademas, se analizaran las ventajas y desventajas de los ensayos pull-down para la
deteccidn de interacciones entre moléculas AR y blancos proteicos. Finalmente, se discutira el
uso del acoplamiento molecular (docking) como una herramienta para evaluar a priori

interacciones de interés.
Interacciones diferenciales

Se ha demostrado que la desamidacion de un residuo de Asparagina (N16) en la HSTIM es
suficiente para que ocurran cambios funcionales y estructurales en esta enzima. De la Mora y

colaboradores (2015) utilizaron como modelo de estudio a la enzima recombinante HSTIM
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N16D que mimetiza la desamidacion de la N16. Mediante el andlisis de su estructura
cristalografica se pudo determinar que la desamidacién altera de manera significativa la
interfase dimérica de la enzima. Esto se evidencidé por una disminuciéon en el niumero de
contactos interatomicos resultando en la disminucion del area de contacto en la interfase de las
subunidades (de la Mora-de la Mora et al., 2015). Estudios posteriores in silico confirmaron
que la desamidacidn de la proteina resulté en una disminucion de contactos interatdmicos del
48.5%, causando la pérdida del 27.5% del area de contacto entre las subunidades con respecto
a lo observado en la enzima silvestre (Enriquez Flores et al., 2020).

Asimismo, demostraron que la desamidacién de la HSTIM en la asparagina 16, afectd las
interacciones no covalentes al interior de la proteina, ya que la enzima desamidada presenta un
mayor numero de cavidades o tdneles en su estructura (14 y 36 para la WT y N16D,
respectivamente), ademas, estas cavidades son mayores en la enzima desamidada (Enriquez-
Flores et al., 2020). Estos resultados sugieren una alta permeabilidad en la estructura de la
N16D HsTIM, lo que implica una mayor accesibilidad al solvente y a moléculas pequefias en
el centro de la proteina.

Estos cambios estructurales derivados de la desamidacion del residuo en la posicion 16,
sugieren la posibilidad de que las anquirinas disefiadas interaccionen de manera especifica con
la HSTIM N16D en sitios donde existen alteraciones como la interfase localizada entre las
subunidades.

El tamario de las ARs disefiadas y su interaccion con el blanco

Uno de los factores que puede permitir que haya interaccion entre los sitios de union de
proteinas y ligandos es la complementariedad espacial entre estos (Oliveira et al., 2014). Lo
anterior depende del tamafio de la molécula que reconoce y su accesibilidad hacia zonas de

contacto con el blanco (Henrich et al., 2009).
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Para contar con informacion relevante de la probable interaccion entre las ARs disefiadas v el
blanco propuesto, se realizaron estudios de acoplamiento molecular los cuales revelaron que
las proteinas de dos y tres modulos de repeticion (13.1 y 16.6 kDa respectivamente) se
orientaron en general hacia zonas que no eran la interfase (Fig. 14 y 15), mientras que las
proteinas con una repeticion de anquirina (~12 kDa) tendian a acoplarse hacia la interfase, tanto
de laHsTIM WT como de laN16D (Fig. 12 a 14). Esto sugiere que las proteinas de un médulo,

al ser mas pequefias, pueden acceder mas facilmente a la interfase de la HsTIM.

Anélisis previos de acoplamiento molecular entre las proteinas desamidada y no desamidada
con el DTNB, (reactivo de grupo sulhidrilo de bajo peso molecular), revelaron que la proteina
desamidada presentd muchos sitios de unién para este compuesto, a diferencia de los
encontrados en la enzima WT. De esta forma, se sugirié que pequefias moléculas pueden
alcanzar las zonas internas de la proteina e interaccionar con aminoacidos gque originalmente
se encuentran ocultos en la enzima silvestre (Enriquez- Flores et al., 2020). Recientemente, un
trabajo en donde se aborda la HsT1IM desamidada como blanco en cancer de mama, revel6 que
farmacos de bajo peso molecular como la auranofina y el rabeprazol, se acoplan de forma
diferencial en la HSTIM desamidada presentando mas sitios de union en la interfase con
respecto a la HSTIM no desamidada (Enriquez-Flores et al., 2022). Estos hallazgos son
consistentes con los resultados obtenidos en este trabajo, donde se observé que las anquirinas
disefiadas de menor peso molecular (~12 kDa), con un solo médulo de repeticidn, se ubican en
zonas cercanas a la interfase, probablemente en las cavidades generadas por el nuevo arreglo

estructural causado por la desamidacion de la asparagina de la posicion 16.

Con base en esta informacion, el tamafio de las ARs disefiadas emerge como un factor critico
que podria influir en su capacidad de interaccionar con su blanco. Los hallazgos de este estudio

sugieren que las ARs de una sola repeticion se vieron favorecidas por su menor tamafio, lo que
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implica que esta caracteristica puede ser importante para el reconocimiento diferencial de la

HsTIM desamidada sobre la enzima silvestre.

Estos resultados son novedosos ya contrastan con los estudios anteriores de las ARs disefiadas,
los cuales se centran mayoritariamente en el uso de anquirinas de dos o mas modulos de
repeticion (Kunimoto et al., 2020; Rothenberger et al., 2022). Esta diferencia se debe a que la
mayoria de las ARs en la naturaleza poseen este nimero de repeticiones (Binz, 2003) Sin
embargo, este estudio destaca la importancia de considerar también a las ARs disefiadas de un
solo médulo, ya que muestran un potencial significativo en el reconocimiento diferencial de la
HsTIM desamidada sobre la enzima silvestre. Esto sugiere que el enfoque en ARs de un solo
modulo puede ofrecer nuevas perspectivas y oportunidades en el disefio de agentes de

reconocimiento molecular.

55a32 y 55-6 poseen diferente composicion de aminodcidos variables.

Los modelos del acoplamiento molecular mostraron que hay aminoacidos en ambas anquirinas
(55-6 y 55a32) que pueden estar participando en el reconocimiento de la HSTIM, tanto de la
WT como de la N16D. El acoplamiento molecular nos permite conocer la naturaleza de las
interacciones establecidas entre las proteinas, pero no permite predecir la forma en que estas

se daran en los ensayos de interaccion.

La proteina con una repeticion de anquirina 55-6 (Fig. 32) cuenta con los aminoéacidos en las
posiciones variables: Lsz, Va4, Kss, La7, Vas, Lazy Nsg (Tabla 1) donde 5 de 7 son alifaticos (no
polares). Al contar con naturaleza no polar, se sugiere que puede establecer, en su mayoria,
interacciones hidrofébicas con el blanco (Davis y Teague, 1999; Patil et al, 2010). Al analizar
mediante LigPlot las interacciones de los modelos obtenidos del acoplamiento molecular de
55-6 con ambos blancos (Tabla 7 y 8, respectivamente), se observd mas del 85% de

interacciones hidrofdbicas. Esto evidencid diferencias significativas en los residuos de
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aminoacidos Lsz y Ls7. Particularmente la Lz, establecié en promedio 6.5 interacciones
hidrofobicas con aminoacidos de la interfase en ambas proteinas, por lo que esta anquirina

interacciona con ambas proteinas sin lograr discriminarlas.

Ambos resultados (ensayos de interaccion y acoplamiento molecular) concuerdan con lo
reportado por Seeger y colaboradores (2013), quienes mencionan que las ARs disefiadas con
multiples residuos no polares son muy propensas a establecer interacciones inespecificas por
medio de interacciones hidrofdbicas. Lo anterior confirma los resultados de la ARs 55-6 en los
ensayos de interaccion donde se demostré que interacciona indistintamente con la WT y la

N16D (Figuras 25, 26 y 28).

Ademas, se observé un comportamiento singular de esta anquirina desde su purificacion, ya
que al finalizar el proceso aun se observaban bandas de proteinas contaminantes. Esto
probablemente se deba a que esta proteina interacciond con proteinas de E. coli durante el
proceso de expresion y purificacion. Seeger y colaboradores (2013) mencionan que las ARs
disefiadas con residuos no polares en las posiciones aleatorias son propensos a formar
agregados solubles durante la expresion y purificacion. Esta cualidad sugiere que la proteina
55-6 interacciond con otras proteinas y que posiblemente esta interaccionando con ambas

formas de la HSTIM (WT Y N16D).

Por otro lado, la proteina 55a32 cuenta con aminoacidos en las posiciones variables: T3z, Gaa,
Ras, Ta7, Ass, Ras Y Hsg (Fig. 32), y de éstos, 3 son aminoacidos con carga positiva. De acuerdo
con lo reportado por Enriquez-Flores y colaboradores (2020) (Fig. 10) que analizaron la
estructura cristalografica de la HsTIM N16D, hay una diferencia en el potencial electrostatico
superficial en las interfases de la WT y la N16D. Especificamente la N16D tiene una mayor
cantidad de cargas negativas que se exponen en el area de la interfase. Ambas premisas sugieren

que la 55a32 podria establecer interacciones electrostaticas con la interfase de la N16D
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(Shipunova et al., 2020). Sin embargo, el analisis de acoplamiento molecular no predijo
interacciones electrostaticas, solamente interacciones de tipo hidrofobicas y puentes de

hidrogeno.

Alifatico (no polar) . Polar sin carga

Figura 32. Proteinas con una repeticion de anquirina 55-6 y 55a32. En color azul, amarillo y verde
se muestran los aminoacidos situados en las posiciones variables.

Al comparar el nimero de interacciones por aminoacido variable obtenidas del acoplamiento
molecular, se encontrd que si hubo una diferencia significativa en tres aminoacidos variables:
Ta2, Gasy Ras. La T3y la Gsa tuvieron un mayor nimero de interacciones en la N16D, de las
cuales T3 presentd la mayoria en la interfase y Gss en otro sitio (tabla 9). La Ts2 establecid
principalmente interacciones hidrofébicas y de puentes de hidrégeno con 10 aminoacidos
localizados en la interfase de la HSTIM N16D, por lo que podriamos esperar que este

aminoacido tuviera una mayor participacién estableciendo interacciones con la N16D.
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Tabla 9. Interacciones de la T3z y la Gss de la anquirina 55a32 con residuos especificos de la

HsTIM N16D.
Ta2 Gz
Residuo de Tipo de Residuo de Tipo de
aminoécido Cantidad interaccion aminoacido Cantidad interaccion
en la N16D en la N16D
*Vs9 1 Hidrofobica *K13 2 Hidrofobica
*T7o 2 Hidrofdbica *Vg9 2 Hidrofdbica
*N71 3 Hidrofdbica *F14 2 Hidrofdbica
*G7o 4 Hidrofdbica So6 1 Hidrofdbica
*Fr4 2 Hidrofobica *Eg7 1 Hidrofobica
*V101 1 Hidrofdbica Hio0 1 Hidrofdbica
T172 1 Hidrofdbica *V101 2 Hidrofdbica
G173 1 Hidrofébica Lis31 1 Hidrofobica
*T70 3 Puente de D132 2 Hidrofobica
hidrégeno
*N71 1 Puente de D132 1 Puente de
hidrégeno hidrégeno
1170 1 Hidrofébica
Gin1 1 Hidrofébica
T172 2 Hidrofobica
G233 2 Hidrofobica

* Residuos de aminoécidos que estan presentes en la interfase de la HSTIM.

Por otro lado, es importante mencionar que los residuos de aminoacidos de la HSTIM N16D
con los que tuvo interaccion la T3 (tabla 9), en especifico Vee, T70, N71, G72 Y V101, SON residuos
que perdieron interacciones en la interfase que si se encontraban en la enzima WT (Enriquez-
Flores et al., 2020), y que favorecieron interacciones con la anquirina. Por lo tanto, este cambio
en la estructura esta facilitando la accesibilidad para que la Ts; interaccione con éstos. Por

ejemplo, los puentes de hidrégeno que establecid la Ta2 (4) con T7o (3) y N71 (1) en la mutante
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N16D no estan presentes en la WT, a pesar de que estos aminoacidos forman parte de la

interfase en la WT.

El aminoécido Gas también mostré un mayor nimero de interacciones en la N16D y la gran
mayoria fueron interacciones hidrofébicas establecidas con aminoécidos localizados fuera de
la interfase. Resalta que los aminoacidos Ves, F74 y Vi1 de la HSTIM N16D con los que
interacciond Gss, también son parte de los aminoacidos que perdieron interacciones en la

interfase en esta mutante.

Contrario a Ts2 Y Gas, la Ras tuvo un mayor nimero de interacciones en la WT (tabla 5). En
general éstas se dieron en otro sitio diferente a la interfase y en su mayoria fueron interacciones
hidrofébicas. El residuo Ras, en ninguno de los modelos analizados, establecié alguna
interaccion con residuos de aminoacidos de la interfase de N16D. Birtalan y colaboradores
(2010) reporto6 que la arginina (R) tiene una capacidad limitada para mediar el reconocimiento

molecular y fue el principal contribuyente a las interacciones no especificas.

Es importante sefialar que la diferencia significativa de la interaccion que presentaron estos
aminoacidos no implica que los demas aminoacidos variables no tengan un efecto conjunto
sobre la interaccion de la 55a32 con la HSTIM. Esto se podria comprobar con estudios mas
especificos como la obtencion de la estructura cristalografica del complejo anquirina-HsTIM

N16D.

Exploracion de la interfase de la HsTIM y evaluacion de anquirinas disefiadas

mediante acoplamiento molecular.

La proteina blanco de este estudio fue la mutante N16D de HsSTIM cuya estructura
tridimensional se ha estudiado a profundidad en trabajos anteriores (de la Mora-de la Mora et
al., 2015; Enriquez-Flores et al., 2020; Enriquez-Flores et al., 2022). Este conocimiento previo

nos condujo a centrar la atencion en la interfase entre las subunidades de la HsTIM mutante,

71



debido a que la desamidacion de la asparagina 16 provoca cambios estructurales importantes
que afectan su funcionalidad. Por tanto, la busqueda de anquirinas disefiadas que pudieran
interactuar diferencialmente con la HSTIM N16D, se centro en las diferencias encontradas en
la interfase y en el tamafio y naturaleza de las cavidades generadas debido a la mutacion.
Debido a que en el laboratorio se cuentan con anquirinas disefiadas de 1-3 modulos de
repeticion, se decidi6 como un primer acercamiento realizar ensayos de acoplamiento
molecular (docking) para evaluar si el nimero de médulos de anquirina definia la posibilidad
de interaccionar en la interfase de la HsTIM mutante sin reconocer a la enzima silvestre. Esta
herramienta nos permitié acotar el nimero de proteinas estudiadas ya que nos indicé cuéles de

ellas tenian mas probabilidades de interaccionar en la interfase de la mutante N16D HsTIM.

Los métodos de acoplamiento molecular tienen, hoy en dia, una participacion importante en
varios campos como el desarrollo de nuevos farmacos y del reconocimiento molecular (Paiva
et al., 2022). En la actualidad, el acoplamiento molecular se utiliza como herramienta para
obtener informacidn estructural, asi como para guiar o minimizar la cantidad de experimentos

adicionales (Jones et al., 2022, Erickson et al. 2004).

Para los estudios de acoplamiento entre proteinas, se han publicado maltiples trabajos en los
que destacan los que promueven servidores web. Esto permite que las simulaciones se ejecuten
remotamente de manera sencilla y eficiente generando simulaciones robustas. Ademas, la
calidad de estos servidores ha aumentado con el tiempo debido a iniciativas como CAPRI
(Critical Assessment of Prediction of Interactions), la cual presenta una evaluacion de las

técnicas para la prediccion de las estructuras de complejos proteina-proteina (Janin, 2005).

Algunos de los servidores actualmente disponibles para acoplamiento molecular proteina-
proteina son: ClusPro, pepATTRACT, HDOCK y ZDOCK, y HADDOCK. Cada uno de los

servidores tienen bondades y limitaciones. ClusPro es un servidor web que presenta
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actualizaciones frecuentes y tiene validacion CAPRI. Como limitantes, solo admite formato
PDB vy se ha reportado que su funcion de puntuacion puede llegar a ser limitada en comparacion
con métodos de acoplamiento molecular mas flexibles como SwarmDock y HADDOCK (Desta
et al., 2020). Una de las razones es que a menudo los modelos que estan presentes en las
predicciones top 5 o top 10 se pierden cuando s6lo se toma a consideracion un modelo
principal. En este trabajo se tomd en cuenta este detalle y para la evaluacion de interacciones

se tomaron en cuenta los 10 mejores modelos.

Los servidores de acoplamiento molecular como ClusPro parten de una estructura proteica
obtenida generalmente por métodos experimentales. Sin embargo, eso puede ser una limitante
ya que no siempre se cuenta con la estructura 3D de las proteinas que se emplearan, como es

el caso de las proteinas ARs disefiadas.

Para solucionar esta limitante existen servidores como I-Tasser, que ayudan a predecir
mediante modelado molecular, las potenciales estructuras de proteinas. Los modelos obtenidos
por medio de I-Tasser toman como base estructuras cristalograficas reportadas, en el caso de
las anquirinas disefiadas ya se cuenta con diversas estructuras reportadas, lo cual permitio

generar modelos por homologia confiables.

Se clasificd I-TASSER (como 'Zhang-Server') como el servidor de prediccion de estructuras
de proteinas nimero uno en el 14° experimento CASP (evaluacion critica de la prediccion de
la estructura) y una version actualizada de I-TASSER, D-I-TASSER (como 'UM-TBM' y
'Zheng'), fue clasificada como el servidor/predictor nUmero 1 en las tres categorias de
predicciones de estructura de proteinas en el 15° experimento CASP. Durante la realizacion de
esta tesis se hizo publico el algoritmo Alphafold2 (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022), el
cual ha ido aumentando en popularidad y se deja como sugerencia utilizarlo en futuros analisis

de modelado de proteinas.
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En numerosos estudios, la seleccion de anquirinas disefiadas con potencial para interaccionar
con algun blanco proteico se ha llevado a cabo mediante técnicas de seleccion de alto
rendimiento (high throughput), en los cuales se utilizan bibliotecas de anquirinas disefiadas
para evaluar una posible interaccion mediante ensayos de despliegue del ribosoma (Shilova y
Deyev, 2019; Khurana et al., 2021; Kunimoto et al., 2020; Wild et al., 2022 ). En el presente
proyecto de maestria se decidio evaluar anquirinas con diferentes méddulos de repeticion para
interaccionar, no s6lo con un blanco seleccionado, si no con una region especifica de la proteina
de estudio (la interfase), por lo que se pensé que evaluar la posible interaccion mediante
ensayos de acoplamiento molecular en donde se pudiera analizar la region de unién de las

anquirinas a la HsTIM desamidada, resultaba una opcion factible.

Radom y colaboradores (2019) mencionan que los métodos de seleccidn a gran escala son Utiles
para seleccionar anquirinas disefiadas que reconozcan blancos proteicos, pero que para saber
la forma en la que interaccionan dichas proteinas se debe obtener la estructura cristalografica
de los complejos y que en algunos casos puede llevar mucho tiempo, por lo que proponen
ensayos de acoplamiento molecular partiendo de modelos de las proteinas participantes en la
interaccion (Radom et al., 2019). Esta propuesta nos alentd a utilizar el acoplamiento molecular
como la etapa inicial de seleccion de las anquirinas disefiadas para el reconocimiento selectivo
de la mutante de HSTIM N16D. La accesibilidad a los métodos de acoplamiento y dindmica
molecular ha permitido utilizar estas estrategias para robustecer el conocimiento de las
interacciones proteina-proteina para direccionar el disefio de anquirinas disefiadas a sitios y
blancos proteicos especificos (Interlandi et al., 2008; Nimmanpipug et al., 2011; Epa et al.,

2013., Gautam et al., 2021)

En la mayoria de los casos, se recomienda complementar los hallazgos obtenidos del
acoplamiento molecular con experimentos in vitro o in vivo para validar sus resultados. En este
trabajo de investigacion, el acoplamiento molecular se consideré como una herramienta inicial
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que ayudo a detectar posibles interacciones, pero no necesariamente las causas de éstas, por lo

que se desarrollaron experimentos para evaluar la interaccion que se discuten a continuacion.

Evaluacidn de interacciones mediante ensayos pull-down.

Los experimentos de interaccion se realizaron por medio de ensayos pull-down, una
herramienta alternativa para evaluar posibles interacciones entre proteinas ARs disefiadas y la
HsTIM WT y N16D. Ademas de los ensayos pull-down, existe un repertorio de técnicas que
se utilizan para analizar interacciones proteina-proteina como lo son: el despliegue ribosomal,
el despliegue de fagos, el despliegue de levaduras, entre otras. Su implementacion posee
ventajas como la simplicidad del método, i.e. que se puede estandarizar en cualquier
laboratorio. Estos ensayos se utilizan a menudo para el aislamiento de cantidades bajas (jug) de
complejos con el fin de identificar sus componentes. Una ventaja de realizar un ensayo pull-
down con proteinas purificadas es que cualquier interaccion detectada por este método es
directa, lo que significa que no requiere ayudantes y/o intermediarios (Louche et al., 2017;

Wysocka, 2006).

El ensayo también tiene algunas limitaciones que se relacionan principalmente con la afinidad
de la interaccion, ya que solo las interacciones de afinidad relativamente alta son detectadas
debido a los diversos lavados necesarios para eliminar las uniones inespecificas. Esto tltimo
puede verse como un arma de doble filo ya que, al realizarse multiples lavados, se asegura que
la interaccion entre las proteinas participantes sea probablemente una interaccion altamente
especifica, pero el rendimiento de las proteinas que se unen puede disminuir drasticamente.
Tambien se requiere que las proteinas que se van a evaluar, en este caso, las ARsy las proteinas
blanco, se puedan aislar con niveles de pureza relativamente altos para descartar contaminantes

al realizar los ensayos (Bell et al., 2013).
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En este proyecto se utilizaron como proteinas “anzuelo” las anquirinas con etiqueta de seis
histidinas en el extremo amino terminal, esto facilitdé su unién a la resina acoplada con niquel
para evaluar su interaccion con las proteinas blanco. De esta forma, para eluir los complejos de
interaccion se utilizaron concentraciones de 200-250 mM de imidazol. En este sentido, se ha
reportado que la elucion con imidazol en altas concentraciones elimina iones metalicos de una
variedad de proteinas, dejandolas inactivas y posiblemente alterando la naturaleza de sus
interacciones proteina-proteina (Bell et al., 2013). Sin embargo, en este ensayo ni las anquirinas
ni la TIM requieren cofactores, por lo tanto, el imidazol no deberia afectar una posible

interaccion entre ambas proteinas.

Como evaluacion a posteriori, los ensayos pull-down llevados a cabo nos permitieron tener un
método simple para identificar la interaccion entre la proteina 55a32 y la N16D. Se tiene a
consideracion las limitaciones que los ensayos presentan, sin embargo, para fines de este
trabajo los ensayos cumplieron con su finalidad, ya que a pesar de que se evalud la interaccién
con la mutante N16D con 3 anquirinas disefiadas, s6lo con la anquirina disefiada 55a32 la
interaccion detectada se lleva a cabo de manera diferencial con respecto a la HsTIM silvestre.
Si bien, la cantidad detectada de HSTIM N16D en los geles desnaturalizantes es muy poca, se
puede sugerir que la interaccién entre esta anquirina y la proteina mutante se lleva a cabo
debido a que se hicieron lavados exhaustivos antes de eluir el complejo hasta que no se detectd
proteina no unida en estas fracciones. Para fortalecer los resultados, se sugiere que, en trabajos
posteriores, la reaccion de interaccion se lleve a cabo en tiempos més cortos y que los lavados
sean exhaustivos pero rapidos para minimizar el cambio en el equilibrio entre el estado unido
y no unido de las proteinas que establecen la interaccion como lo sugiere Perry y colaboradores
(2019). Ademas, se planea que en experimentos posteriores se utilicen diferentes formas de
interrumpir la interaccion eluyendo por medio de un cambio de pH, o bien cambiando la fuerza

iGnica, para graduar la severidad del amortiguador con el cual se eluye que nos permita tener
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mas informacion acerca de la naturaleza de la interaccion entre la anquirina disefiada 55 a32 y

la HsTIM desamidada.

9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se identifico a la proteina disefiada 55a32 como una candidata para el reconocimiento
diferencial entre la HSTIM WT y la N16D. Este comportamiento puede deberse a que cuenta
con un modulo de repeticion de anquirina 'y a la composicion de aminoéacidos en sus posiciones
variables. Se destacaron dos residuos de aminoacidos Tz y Tzs, que pueden estar jugando un
papel importante en este reconocimiento diferencial. Por un lado, se encontré que la Ts2
establece una mayor cantidad de puentes de hidrégeno con la N16D, a diferencia de la WT, y
por otro, la Gas interacciond de forma diferencial con la N16D por medio de interacciones
hidrofébicas. Los ensayos de interaccién concuerdan con los resultados del acoplamiento
molecular, pero para una validacion mas completa, se podria realizar un ensayo de Western

blot utilizando un anticuerpo especifico para la HSTIM.

Finalmente, de forma mas detallada, se podria obtener la estructura cristalografica de la
interaccion establecida y asi poder estudiar los aminoacidos involucrados en dicha interaccion.
Ademas de ampliar el estudio de la interaccion entre la 55a32 y la HsSTIM, como se mencioné
anteriormente, también se podria redisefiar una nueva ARs que en conjunto presente un mejor
perfil relacionado con todas las caracteristicas descubiertas en este trabajo, mejorando su
afinidad hacia la N16D y conservando su no interaccién con la HsTIM WT. Esto podria tener

implicaciones positivas en estudios futuros in vivo con la HSTIM desamidada.
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11. ANEXOS

Anexo A. Generacion de proteinas con una repeticion de anquirina disefiadas.

La generacion de proteinas con un mddulo de anquirina se realizé previamente en el laboratorio
de Biomoléculas y Salud Infantil del Instituto Nacional de Pediatria. Para generar proteinas con
un moédulo de anquirina, se utilizd un plasmido denominado pET3aA/cubiertas amino-
carboxilo, el cual contiene las secuencias que codifican para las cubiertas amino-carboxilo
terminales flanqueadas por los sitios para las enzimas de restriccion (Ndel y BamHI)
respectivamente. Ademas, entre la secuencia que codifica para los extremos amino y carboxilo
terminal de las anquirinas disefiadas, se encuentran las secuencias de reconocimiento para las
enzimas de restriccion Bpil y Bsal, esto con el fin de insertar posteriormente la secuencia que
codifica para el modulo variable. Asi mismo, este plasmido se denomin6 pET3aA debido a que
todos los sitios de restriccion para las enzimas Bpil y Bsal fueron mutados (comercialmente
por la empresa Genscript, Piscataway, NJ, EE. UU.) con la finalidad de que exista un solo sitio
para ambas enzimas y que corresponda al sitio de insercion de la secuencia que codifica para
el modulo variable (Fig. A-1).
Modulo

variable de
ARs disefiada

Cubierta Cubierta

Ndel Amino-terminal Bsal } Bpil Carboxilo-terminal

Figura A-1. Esquema representativo del plasmido pET3aA/cubiertas amino-carboxilo. Este
plasmido contiene las secuencias que codifican para las cubiertas amino y carboxilo terminales. Se
muestran algunos de sus sitios de restriccion. La flecha negra, ejemplifica la posterior insercion de la
secuencia codificante para el médulo variable de la ARs disefiada.

BamHl!
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Por otra parte, la secuencia que codifica para el modulo variable se obtuvo por medio del
método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de ensamble utilizando tres
oligonuclettidos degenerados que se muestran en la tabla 2. Los oligonucleétidos Int 1 e Int 3
poseen en sus extremos los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Bpil y Bsal,
respectivamente (Tabla A-1). Estas reacciones de PCR se hicieron a diferentes temperaturas de
alineamiento (Tabla A-2) para favorecer que se incorporaran distintas bases en las posiciones

variables gracias a los oligonucleétidos degenerados.

Tabla A-1. Oligonucleotidos utilizados en la reaccién de PCR de ensamble para la obtencion del
mdédulo variable. Las posiciones en color rojo representan las posiciones variables, en donde el triplete
de nucle6tidos puede codificar para cualquier aminoécido excepto Glicina, Prolina y Cisteina. En el
oligonucledtido Int 3 se representa en color azul la posicion variable, en la cual el triplete de nucle6tidos
puede codificar Unicamente los siguientes aminoacidos: Asparagina, Histidina y Tirosina. Para las
posiciones degeneradas se usé el siguiente codigo: N= A+G+C+T, W= A+T, B= G+T+C, R=A+G,
S=G+C, y D=G+A+T.

Oligonucleétido Secuencia

Int 1 5'T CAT ATG CTA GGA AGA CCT GAC GTT AAC GCT NWB GAC NWB NWB
GGT NWB ACT CCG CTG CAC CTG GCT GCT 3'

Intla 5'T CAT ATG CTA GGA AGA CCT GAC GTT AAC GCT RSR GAC RSR RSR GGT
RSR ACT CCG CTG CAC CTG GCT GCT 3'

Intlb 5'T CAT ATG CTA GGA AGA CCT GAC GTT AAC GCT TSG GAC TSG TSG GGT
TSG ACT CCG CTG CAC CTG GCT GCT 3!

Int 2 5' ACT CCG CTG CAC CTG GCT GCT NWB NWB GGT CAC CTG GAA ATC
GTT GAA 3'
Int2a 5' ACT CCG CTG CAC CTG GCT GCT RSR RSR GGT CAC CTG GAA ATC GTT
GAA 3!
Int2b 5' ACT CCG CTG CAC CTG GCT GCT TSG TSG GGT CAC CTG GAA ATCGTT
GAA 3!
Int 3 5'GGT CAC CTG GAAATC GTT GAA GTT CTG CTG AAG DAC GGA GCT GAC

GTG AGA CCT TAG GGA TCC CCC AAA 3!
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Tabla A-2. Temperaturas y combinaciones de oligonucledtidos utilizados para la obtencién del

modulo variable.

Temperatura de Oligonucleétidos (Int)
alineamiento (°C)

45 °C 13, 23,3
55°C 1,23
55 °C 1a, 23, 3
55°C 1b, 2b, 3
56 °C 1,2,3
57 °C 1,2,3
57 °C 13, 23,3
57 °C 1b, 2b, 3
58 °C 1,2,3

Una vez obtenidos los amplicones a distintas temperaturas de alineamiento, estos fueron
purificados y digeridos con las enzimas de restriccion Bsal y Bpil, con la finalidad de
insertarlos en el plasmido de expresionpET3aA/cubiertas amino-carboxilo mediante una
reaccion de ligacion utilizando la enzima T4 ADN Ligasa (Thermo Scientific). Posterior a la
ligacion se realizo la transformacion en células competentes E. coli (Top 10), se extrajo ADN
plasmidico y mediante PCR utilizando los oligonucledtidos universales T7 Promotor y T7
Terminador se corrobord la presencia del inserto en las clonas transformantes.

Con el fin de purificar las anquirinas disefiadas mediante cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados (IMAC), el ADN codificante para cada una de estas proteinas se subclono en el
plasmido de expresion pET3aHisTEVp (Fig. A-2) (Enriquez-Flores et al., 2011) el cual
contiene una etiqueta de 6 residuos de histidina que se localiza en el extremo amino terminal
de la proteina de interés. Asi mismo, este plasmido posee una secuencia de reconocimiento

para la proteasa del virus del tabaco (TEVp). Para realizar la subclonacion se digirio el
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plasmido pET3a A/cubiertas amino-carboxilo/anquirina disefiada con las enzimas de
restriccion Ndel y BamHI; de esta forma se libero el gen que codifica para la proteina de interés
y se clond en el plasmido pET3aHisTEVp (digerido previamente con las mismas enzimas de

restriccion), la reaccion de ligacion se realizo utilizando la enzima ADN ligasa T4.

EcoR 1(4638)

(A) ApO 1(4638)
Cla 1(29)
Hind lli(28
Aat 11(4567) =2 Bpu1102 K458)
Ssp l(4449) BamH 1(510)
Sca l(4125) >//' Nde 1(550)
Pvu 1(4015) . —Xba kss8)

o5 Bgl Il(646)

Pst 1(3890) SgrA 1(e87)

Sph 1(843)
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- Sal loz8)

Eam1105 1(3645; PshA 1(993)

QEJO'%? Eag I(1216)
Nru I(1251)
ApaB 1(1329)

BspM §(1331)

HQIE 11(3338)

AIWN 1(3168)

Bsm 1(1636)
Ava l(1702)
Msc §(1723)
Bpu10 1(1858)

BscG 1(1912)

BspLU11 k2752)
Afl 111(2752)

Sap 1(2636)

Bst1107 1(2523)

BsaA 1(2504)

Tth111 1(2497)

BsmB 1(2393)
Pvu li(2343)

,(B) ' .
pET-3a Xbal rbs =N de T7+tag BamHl

Bpu11021
(C)
bal——rbs_ T7.tag amH termmado
PET-HIiSTEVP I Bpu11021

ATGgsa cat cat cat cat cat Cat g2 ICf CIf £t OCE 2gA It pA3 3¢ Cfp tat &t cag gpa <ATG
HHHHHHG SL VPRS ENLYFO GHWM
Ncol TEVP Ndel

Figura A-2. Esquema representativo de los vectores pET3a y pET3aHisTEVp. A) Esquema del
plasmido pET3a, Novagen. B) Esquema del pldsmido pET3a, en donde se muestran algunos de sus
sitios de restriccion. C) Esquema del plasmido pET3aHisTEVp, se observa la insercion de la secuencia
codificante para la etiqueta de histidinas y el sitio de reconocimiento de la TEVp. En recuadros rojos se
sefialan las enzimas de restriccion que se utilizaron para la subclonacion del gen de la anquirina 5834.
Fuente: tomado y modificado de (Enriquez-Flores et al., 2011).
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Anexo B. Generacion de proteinas con dos y tres repeticiones de anquirina

disenadas.

Las proteinas con dos y tres repeticiones de anquirina fue un trabajo realizado por Basurto,
(2018), en donde se disefid una secuencia consenso a partir de anquirinas sintéticas depositadas
en la base de datos del Protein Data Bank (PDB). Para el disefio tomaron en cuenta aquellas
proteinas que presentaran en su estructura las cubiertas amino y carboxilos terminales y cuyos
motivos repetitivos presentaran la secuencia mas comun entre las anquirinas; se identificaron
los aminoacidos con mayor frecuencia en las siete posiciones variables, estos aminoécidos se
incorporaron en las secuencias codificantes para dos proteinas con dos y tres modulos de
anquirina. Posteriormente, se sintetiz6 un gen en el que se incluyeron ambas secuencias,
flanqueadas con sitios de restriccion con la finalidad de obtener de manera independiente cada
secuencia. Finalmente, estas secuencias se clonaron de manera independiente en el plasmido

de expresion pET-3a HisTEVp.
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Anexo C. Los 10 modelos obtenidos de cada acoplamiento molecular entre las ARs

disefliadas con la HsTIM WT y la N16D.

A continuacion, se presentan los 10 modelos del acoplamiento molecular para cada una de las
ARs disefias y la HsTIM WT y N16D, ademas para cada acoplamiento se muestra una tabla en
donde se observan cada uno de los agrupamientos (clusters) y los miembros de estos. En color

cian y rosa se muestra la HsTIM (WT y N16D) y en color rojo y verde las ARs disefiadas.
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Figura C-1. Modelos del acoplamiento molecular entre 55-6 y HSTIM WT.
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Figura C-2. Modelos del acoplamiento molecular entre 55-6 y HSTIM N16D.

91



4 5

Agrupamiento  Miembros
0 246
167
67
52
44
43
42
42
40
35

© 00 N O U1l A WN P

Modelos

0 1

Figura C-3. Modelos del acoplamiento molecular entre 5834 y HsTIM WT.
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Figura C-4. Modelos del acoplamiento molecular entre 5834 y HsTIM N16D.
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Figura C-5. Modelos del acoplamiento molecular entre 55a32 y HSTIM WT.
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Figura C-6. Modelos del acoplamiento molecular entre 55a32 y HSTIM N16D.
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Figura C-7. Modelos del acoplamiento molecular entre D2y HSTIM WT.
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Figura C-8. Modelos del acoplamiento molecular entre D2 y HSTIM N16D.
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Figura C-10. Modelos del acoplamiento molecular entre D3 y HsTIM N16D.
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