Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria ITBA - 2023

PrROYECTO FINAL DE CARRERA
INSTITUTO TECNOLOGICO DE BUENOS AIRES

RA

N
)

Analisis de complejos proteicos desordenados utilizando dinamica
molecular como complemento al RMN: identificacion de residuos
claves y comportamiento dinamico

Autores:

= Maria Clara BASTIEN, Legajo 59171
= Franco Giuliano TAVOLARO, Legajo 58052

Tutores:

. Dra. Maria Laura FERNANDEZ

. Dra. Cristina MARINO BUSLJE

Trabajo Final presentado para la obtencion del titulo de Bioingenieria

Buenos aires, Segundo Cuatrimestre 2023



Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria ITBA - 2023

Agradecimientos

En primer lugar, queremos agradecer a Laura y Cristina que nos apoyaron y tuvieron paciencia en
este 1ltimo paso de nuestro camino. Fueron dos personas fundamentales para llevar a cabo este proyecto,
no dejaron de apostar en nosotros y en nuestro potencial. Sin dudas nos llevamos mucho conocimiento y
experiencia de ustedes.

Gracias especiales a nuestras familias, que no solo nos acompanaron en estos largos afos, sino que siempre
estuvieron ahi para nuestros momentos dificiles dandonos las palabras justas para seguir adelante, y en los
momentos buenos para festejar y brindar.

Gracias a nuestros amigos y amigas del ITBA, que fueron la excusa més grande para seguir yendo a la
facultad y nos motivaron a siempre dar un poco més de nosotros. De més estd decir que se convirtieron en
amigos de la vida y esta carrera sin ustedes no hubiese sido posible.

También, agradecerle a nuestros amigos del colegio, del barrio y de la vida. Sin entender tanto, siempre
estuvieron escuchdndonos atentamente en cada pena y victoria, apoydndonos cuando no podiamos estar
presentes y ofreciendo su distraccién cuando la necesitdbamos.

Este proyecto no solo es el resultado de nuestro trabajo, sino también del apoyo, la confianza y el empuje
de cada uno de ustedes. jEsto también es de ustedes!



Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria ITBA - 2023

Parte de este trabajo ha sido presentado como Identifying key residues by MD in disordered
protein fuzzy complexes. Beyond NMR. en XIII Argentine Congress of Bioinformatics and
Computational Biology (XIII CAB2C), XIII International Conference of the Iberoamerican Society of
Bioinformatics (XIII SolBio), 2 de Nov 2023, Rosario, Argentina y en IV International Conference on
Bioinformatics, Simulation and Modeling, Talca, Chile, 7 al 10 de Nov 2023.



Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria

ITBA - 2023

Indice
[I._Glosaridl 5
2. _Resumen 6
[B._Abstractl 7
(4. Introduccion| 8
5. Objetivos 15
[6. Materiales y Métodos| 16
6.1. Seleccion de proteinas:| . . . . . . . oL Lo e e e 16
16.2. Simulaciones por Dinamica Molecular:| . . . . .. ... ... ... ... oo 0L, 27
6.3. Analisis:d . . . . .. e e 28
|6.4. Graficos y Analisis de datos: Python, Alphakold y Chimeral . . . . . . .. ... ... ... .. 30
|7. Resultados y discusion| 31
[7.1. Analisis de interacciones en los complejos, comparacion entre DM y RMN.|. . . ... ... .. 31
L1 2GS0l . . . . e e 31
(1.2, 2MOGH . . . e 36
CIS20TA . o oo o 40
CIZ"BURN . . o oo oot e e 44
7.1.5. 2ASQ| . . .. e 48
(1.6, 20LPBl . . . e 52
CIT2EYA. . oo 56
1.8, TMVOL . . o 60
IO 2PXT . . oo e 64
[7.2. Otros analisis propuestos| . . . . . . . . . . . 67
............................................. 67
[7.2.2. Prueba de concepto] . . . . . . . . .. 68
8. Conclusiones| 69
9. Referenciasl| 71
10.Anexol 75
01 Anexo I: Parametros RINGI . . . . . . . .. .. oo o 75
110.2. Anexo 2: Matrices de Contactol . . . . . . . . . . . . . e 76
110.3. Anexo 3: Heatmap de Comparacion|. . . . . . . . . . . .. ... o 83
[10.4. Anexo 4: Graficos Gyrate] . . . . . . . . L e 92




Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria ITBA - 2023

1.

Glosario

DM - Dindmica Molecular
RMN - Resonancia Magnética Nuclear

IDP - Proteinas Intrinsecamente Desordenadas (por sus siglas en inglés de Intrinsically Disordered
Proteins)

IDR - Regiones Intrinsecamente Desordenadas (por sus siglas en inglés de Intrinsically Disordered
Regions)

RMSF - Raiz de la Fluctuacién Cuadrética Media (por sus siglas en inglés de Root Mean Square
Fluctuation)

RMSD - Raiz de la Desviacién Cuadrédtica Media (por sus siglas en inglés de Root Mean Square
Deuviation)

CATH - del inglés Class, Architecture, Topology/fold, Homologus superfamily

TEM - Microscopia Electrénica de Transmisiéon (por sus siglas en inglés de Transmission FElectron
Microscopy

ELA - Esclerosis Lateral Amiotrofica

FTD - Demencia Frontotemporal (por sus siglas en ingles de Fronto Temporal Dementia
PDB - del inglés Protein Data Bank

RING - del inglés Residue Interaction Network Generator

GROMACS - del inglés Groningen Machine for Chemical Simulations
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2. Resumen

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) ha sido durante mucho tiempo una herra-
mienta valiosa para caracterizar las conformaciones moleculares de proteinas intrinsecamente desordenadas
(IDPs), sin embargo, a menudo proporciona informacién limitada sobre la conformacién estructural de sus
complejos. Estas proteinas estdn asociadas con varios procesos bioldgicos clave, por lo tanto, su mal fun-
cionamiento podria desencadenar enfermedades como cancer, Parkinson, Alzheimer, etc. En este estudio,
abordamos el desafio de aumentar la informacién conformacional a partir de datos de RMN para caracteri-
zar los complejos de IDPs, empleando simulaciones de dindmica molecular (DM). La técnica de RMN resulta
en un conjunto de estructuras, mientras que la MD proporciona informacién sobre el comportamiento de los
complejos a lo largo del tiempo, mejorando nuestra comprensién de su dindmica estructural.

Nuestra investigacion involucré 9 complejos proteina-proteina, donde para cada uno de ellos, se reali-
zaron 2 simulaciones de DM utilizando dos conférmeros de RMN diferentes como puntos de partida. En
una segunda etapa, los resultados fueron analizados revelando que cada complejo muestra interacciones de
residuos con probabilidades variables junto con una amplia gama de estados conformacionales. Destacable-
mente, identificamos interacciones centrales dentro de estos complejos, arrojando luz sobre los factores clave
que influyen en su estabilidad y, finalmente, en su funcionalidad. Ademas, identificamos 3 complejos en los
que las proteinas se separaron lo suficiente como para perder las interacciones centrales. Se necesitardan més
datos para determinar si la funcién asociada requiere que estos complejos sean transitorios o labiles.

Nuestros hallazgos demuestran que las simulaciones de dindmica molecular complementan los datos de
RMN al proporcionar una vision més completa de las estructuras complejas. El enfoque de dindmica molecular
perfecciona la informacién obtenida de la RMN, proporcionando un recuento més preciso de los contactos
centrales en una interacciéon proteina-proteina a lo largo del tiempo. Ademas, nuestro estudio destaca el
papel crucial de residuos especificos en el mantenimiento de la estabilidad y la integridad de las interacciones
complejas. En general, la combinacién de RMN y dindmica molecular demuestra ser una estrategia poderosa
para desentranar las complejidades de los complejos biomoleculares. En conjunto, este estudio permite una
comprensiéon mas profunda del comportamiento y la funcién de los complejos de IDP y, eventualmente, esta
informacién podria utilizarse para explorar nuevas estrategias de tratamiento de enfermedades.
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3. Abstract

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy has long been a valuable tool for characterizing intrin-
sically disordered proteins (IDPs) molecular conformations, yet it often provides limited information about
structural conformation of their complexes. These proteins are associated with several key biological proces-
ses, therefore their malfunction could trigger diseases such as cancer, Parkinson, Alhzeimer, etc. In this study,
we address the challenge of increasing the conformational information from NMR data to characterize IDPs
complexes, by employing molecular dynamics simulations (MD). The NMR technique results in an ensemble
of structures, whereas MD provides information on the behavior of the complexes over time, improving our
understanding of their structural dynamics.

Our investigation involved 9 protein-protein complexes, for each one, 2 MD simulations were performed
using two different NMR conformers (complexes) as starting points. In a second stage, the results were
analyzed revealing that each complex exhibits residue interactions with varying probabilities together with a
wide range of conformational states. Notably, we identified core interactions within these complexes, shedding
light on the key factors that influence their stability and eventually, their functionality. Furthermore, we
identified 3 complexes where the proteins separated enough to lose the core interactions, more data will be
needed to determine if the function associated requires these complexes to be transient or labile.

Our findings demonstrate that molecular dynamics simulations complement NMR data by providing a
more comprehensive view of complex structures. The molecular dynamics approach refines the information
obtained from NMR, yielding a more accurate count of core contacts within a protein-protein interaction
over time. Moreover, our study highlights the pivotal role of specific residues in maintaining the stability and
integrity of complex interactions. Overall, the combination of NMR and molecular dynamics proves to be a
powerful strategy for unraveling the intricacies of biomolecular complexes. Taken together, this study allows
for a deeper understanding of the behavior and function of IDP complexes and eventually, this information
could be used to explore new disease treatment strategies.
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4. Introduccién

Las proteinas son polimeros de aminoécidos; en la naturaleza hay 20 aminoécidos distintos con dos partes,
una constante y otra variable. La parte constante es la columna vertebral o backbone que es igual para todos
los aminoécidos y se compone de un grupo amino, un grupo carboxilo, un carbono denominado alfa y un
hidrégeno. La parte variable permite diferenciar estructural y fisicoquimicamente a los aminoacidos entre si
y se denomina cadena lateral. En el ejemplo de la Figura [I] se representa el aminodcido alanina cuya cadena
lateral es un metilo.

_\

Backbone

Cadena lateral

Figura 1: Estructura de un aminodcido (alanina).

La unién entre aminoacidos es lineal, se produce exclusivamente mediante el backbone y se da entre el
(33}

grupo carboxilo del aminodcido “n” y el grupo amino del aminoédcido “n+1”. Estos son enlaces covalentes del
tipo amida y se los conoce como uniones peptidicas, por ello se nombra a las proteinas como polipéptidos.

La composicién de aminoacidos y la interaccién entre ellos determinaran todos los niveles estructurales
de las proteinas, ya sea la estructura primaria, secundaria, terciaria y/o cuaternaria. Se le llama estructura
primaria a la secuencia ordenada y continua de aminodcidos. La estructura secundaria estd dada por el
plegamiento de estructuras locales sencillas, mediado casi exclusivamente por la formacién de puentes de
hidrégeno entre atomos del backbone; las estructuras secundarias mas comunes son las hélices alfa y las hojas
beta (ejemplo Figura. La estructura terciaria de una proteina se define por la disposicién tridimensional
global siendo determinada por la organizacién espacial de los segmentos que presentan estructura secundaria,
asi como por aquellos segmentos que carecen de estructura definida (ejemplo Figura . La estructura ter-
ciaria es la configuracion tridimensional funcional de muchas proteinas. Sin embargo, existen otras proteinas
donde la estructura funcional es el resultado de la interaccion de 2 o mas cadenas polipeptidicas entre si.
La estructura cuaternaria es el arreglo tridimensional resultante de la interaccion y ensamblaje de multiples
cadenas
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Figura 2: Diferentes niveles de representacién (cartoon) del heterodimero 2DYP[I]. a) Estructura secundaria:
hojas beta en violeta, hélices alfa en naranja b) Estructura terciaria por cadena: cadena A en celeste y
cadena B en amarillo. Estructura cuaternaria: interacciéon entre ambas cadenas para configurar la forma
tridimensional funcional del complejo.

La Figura [3| muestra una clasificacién jerdrquica de los dominios de proteinas (segin CATH[2]). Al
agrupar los dominios de las proteinas estructuralmente, se observa que existen dominios compuestos casi
exclusivamente por hélices alfa, otras cuya estructura es solo hojas beta u otras donde la estructura final es
la combinacién hélices alfa u hojas beta en distintas proporciones.

Mainly Alpha

A l ’\
1 ge 9

Barrel Sandwich Plait
A
A A
@k@
~ 7

Flavodoxin Beta-Lactamase
(4Fn) (2pbrAQ1)

Figura 3: Clasificacién jerdrquica segin CATH, panel superior: clase (segin el contenido de estructura secun-
daria), panel medio: arquitectura (organizacién espacial gruesa de estructuras secundarias). Panel inferior:
topologia o plegamiento (organizacién espacial semejante de estructuras secundarias)

Las proteinas son las macromoléculas mas versatiles en los sistemas vivos y cumplen funciones cruciales
en casi todos los procesos biologicos. Numerosas funciones fisiolégicas dependen de la correcta interaccién
entre proteinas, entre proteinas y acidos nucleicos, proteinas y lipidos, etc. Estd demostrado que la altera-
cién de dichas interacciones puede inducir la aparicién de procesos patoldgicos[3]. Las interacciones entre
macromoléculas subyacen a todo proceso biolégico y estan reguladas por factores intrinsecos de las proteinas
interactuantes, asi como por factores extrinsecos como condiciones celulares y ambientales en las que se
encuentran (estrés, pH, presién osmdética, fuerza idnica, senales quimicas, etc.).

Existe una estrecha relacién entre la secuencia, la estructura y la funciéon de la proteina; se define la
estructura nativa como la estructura tridimensional en condiciones fisiolgicas. Sin embargo, las proteinas en
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su estado nativo, no son elementos rigidos, sino un ensamble dindmico de estructuras coexistentes, llamadas
conférmeros. La importancia de la dindmica de una proteina en relacién a sus funciones bioldgicas es cada
vez mas evidente.

Si las proteinas presentan muy pequenias diferencias en su estructura tridimensional entre conférmeros
se denominan rigidas, si presentan marcadas diferencias se denominan méviles [4]. Hay un grupo de pro-
teinas que carecen de estructura secundaria definida y son extremadamente médviles, a éstas se las denomina
protefnas intrinsecamente desordenadas (IDP por Intrinsically disordered proteins en inglés); otro grupo de
proteinas son aquellas que tienen algunas regiones desordenadas (IDR por Intrinsically disordered regions en
inglés), tal como se observa en la Figura

(a) (b) (c)

Figura 4: Grados de organizacién de las proteinas: a- protefna ordenada (Hemoglobina), b- proteina con
IDRs (Splicing Factor 1) ¢- IDP (Myc proto-oncogene)

Se estima que alrededor del 30 % al 40 % de las proteinas en el proteoma humano pueden contener regiones
desordenadas. Estas proteinas llevan a cabo infinidad de funciones celulares fisiolégicas, pero a la vez estan
involucradas en numerosos procesos patolégicos [3], lo que las convierte en buenas dianas para el desarrollo
de drogas[p]. Las proteinas con algin grado de desorden se han encontrado involucradas en enfermedades
neurodegenerativas como por ejemplo Parkinson, Alzheimer, Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA), Demencia
Frontotemporal (FTD) [6] y cancer[7], por citar algunos ejemplos.

Para conocer la estructura tridimensional de las proteinas encontramos varios métodos experimentales,
los mas utilizados son: cristalografia de rayos X, criomicroscopia electrénica y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear.

Por medio de la cristalografia de rayos X es posible obtener la estructura tridimensional de una molécula
o un conjunto de moléculas en estado cristalino. Esta técnica permite determinar la posicién de cada uno de
los 4tomos del cristal como coordenadas espaciales. Para obtener la estructura de biomoléculas es necesario
partir de una muestra altamente purificada en soluciéon. Luego se induce la formacién de cristales bajo
condiciones especificas que en un paso posterior seran expuestos a un haz de rayos X. Las nubes electrénicas
de los 4dtomos de las moléculas que componen el cristal dispersan los rayos X generando un patrén de
difraccion, éste es registrado mediante un detector de alta sensibilidad. A partir de este patréon de difraccién
es posible reconstruir la posicién espacial de los dtomos estudiados[8]. Si bien esta técnica es la més utilizada,
la molécula a determinar no se encuentra en un ambiente fisiolégico, ya que se estd en un estado de agregacién
particular (cristal) que no es natural.

Frente a esta limitacion se recurre a otras técnicas, por ejemplo: a la criomicroscopia electrénica, que es
un procedimiento derivado de la microscopia electrénica de transmisién (TEM por Transmission FElectron
Microscopy en inglés). Aqui se emite un haz de electrones para interactuar con la muestra, la interferencia
entre electrones dispersos y no dispersos da como resultado el llamado contraste de fase y la formacién de
imégenes. Debido a que los microscopios electrénicos requieren alto vacio, las muestras hidratadas no pueden
examinarse con este método a temperatura ambiente, para ello se implementa la congelacién criogénica de

10
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las muestras. Esta técnica no requiere cristalizacion y puede ser aplicada en proteinas o complejos proteicos
de gran tamafno. Dado que las imdgenes obtenidas representan proyecciones bidimensionales (2-D) de un
objeto tridimensional (3-D), se necesitan muchas imédgenes de una proteina en diferentes orientaciones para
reconstruir computacionalmente su estructura 3-D[9].

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es utilizada en proteinas purificadas de tamafio
pequeno en solucion. Mediante un iman se aplica un campo magnético fuerte, lo que genera un alineamiento
espacial de los 4tomos que tengan spin mayor a 0 (ej. el 'H, 13C, 15N, etc.). El alineamiento se produce
en dos direcciones: una paralela al campo (menor energia) y otra antiparalela (mayor energfa). Mediante
un pulso de energia electromagnética ortogonal al campo anterior, es posible desestabilizar el equilibrio de
alineamiento donde los a&tomos vuelven a su estado original emitiendo ondas de radio que son detectadas por
el equipo de RMN. Cada dtomo emite una onda diferente que es dependiente del entorno quimico (4tomos
vecinos). Al ser 'H el 4&tomo con momento magnético méas fuerte, es el espectro obtenido del mismo el més
utilizado para este método. De la comparaciéon con ondas patrén de nicleos en distintos entornos se puede
descifrar la estructura de la proteina a partir de su espectro RMN. La senal es detectada por una antena
y se digitaliza para el procesamiento y visualizacién[I0]. Como se menciond, si bien la RMN es una técnica
poderosa, puede tener limitaciones en tamano de proteinas y complejidad estructural en comparacién con
otras técnicas, como la cristalografia de rayos X. Sin embargo, la RMN tiene la ventaja de trabajar en
condiciones mas cercanas a las fisioldgicas y proporcionar informacién dinamica sobre las biomoléculas.

El resultado final de estas técnicas es un archivo de texto con las coordenadas X,Y y Z de cada atomo que
en general se guarda con un formato especifico y de uso generalizado (pdb por Protein Data Bank). Cada
molécula resuelta se deposita como un archivo en el banco de datos de estructura de proteinas (Protein Data
Bank)[11]. Es una base de datos de acceso libre donde se hallan los datos estructurales de macromoléculas
bioldgicas (mayoritariamente protefnas) y ligandos resueltos mediante las técnicas experimentales mencio-
nadas previamente. Esta fuente sirve como punto de partida para muchas investigaciones y estudios en el
campo de la biomedicina estructural.

Dindmica Molecular (DM), es una herramienta de simulacién computacional que permite estudiar el
movimiento y la interaccién entre dtomos y moléculas. Este método fue desarrollado en principio para el
campo de la fisica a fines de 1950, hoy en dia es utilizado en muchos méas campos, dentro de ellos se destacan
la Fisica, Quimica, Biologia Estructural y el modelado de materiales. Como se mencioné previamente las
proteinas no son estructuras rigidas sino que son dindmicas e interactian con su entorno, presentando
cambios conformacionales y movimientos que tienen estrecha relaciéon con la funcionalidad de las mismas,
el proceso en el que se ven involucradas, o que estén en condiciones tanto fisiolégicas como patoldgicas.
Estas simulaciones utilizan un modelo dindmico permitiendo el desarrollo de estudios especificos donde se
proporciona una trayectoria con informacion detallada de los movimientos de la proteina, y las coordenadas
atémicas a lo largo de un determinado tiempo. La DM proporciona una alternativa a experimentos que por
costos o tiempos no pueden ser llevados a cabo, o también ser un gran complemento a otros estudios. Los
resultados obtenidos de la simulacién son a nivel nanoscépico y muchas funciones de las proteinas dependen
de estas interacciones que los métodos experimentales no logran capturar.

La DM simula un periodo de tiempo determinado permitiendo que los dtomos y moléculas interactien
entre si. El algoritmo de DM esta formado por los siguientes pasos:

1. Ingreso de Condiciones Iniciales - Las condiciones iniciales estan dadas por las posiciones de los
atomos (r) a partir del archivo de configuracién inicial y por las velocidades de estos (v) asignadas
mediante el algoritmo de velocidad de Maxwell-Boltzmann generado por ntimeros aleatorios

2. Calculo de Fuerzas - La fuerza sobre cualquier dtomo se calcula con la siguiente ecuacién:

ov .
Fi——airi,'é—].,...,N (1)

La sumatoria de las fuerzas de unién que pueden ser entre 2, 3 o 4 atomos y las fuerzas entre pares
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de dtomos no unidos (van der Waals y electrostéticas), a las que se les agregan fuerzas restrictivas y/o
externas

3. Actualizacién de la configuracion - El movimiento de los atomos se simula resolviendo numerica-
mente las ecuaciones de movimiento de Newton:

d27"i Fi

="' i=1,.,N 2
dt? my; ( )
4. Salida - Se escriben las posiciones, velocidades, energias, temperaturas, presién, etc.

Los pasos 2, 3 y 4 listados previamente se repiten hasta completar el tiempo de simulaciéon establecido.

Adicionalmente se calcula la energia cinética y la temperatura del sistema con las ecuaciones enumeradas
a continuacién. Donde T es la temperatura absoluta, k es la constante de Boltzmann y Ndf es el nimero de
grados de libertad.

N
1 .
Eyin = §2mivi31:17'“71\[ (3)
1
§NdfkT = Ekin (4)

Se trabaja con un sistema a presién y temperatura constante. La implementacién del acoplamiento de
temperatura se calcula sobre la base de una modificacién del algoritmo de Berendsen, este simula un bano
térmico externo con una temperatura determinada mediante un acoplamiento débil con cinética de primer
orden. Frente a una variacién de temperatura se corrige segun la ecuacion:

dT" To—-T
— 5
dt T (5)

En el caso de la presién el algoritmo de Berendsen reescala las coordenadas y los vectores del caja en
cada paso, o cada cierta cantidad de pasos determinados con una matriz permitiendo una relajacion cinética
de primer orden de la presién hacia una presion de referencia dada segun la ecuacion:

AP Py—P
b (6)

Tp

Por ultimo para calcular la energia potencial del sistema se calcula a partir de las interacciones de unién
(hasta 4 dtomos) y de no unién (mas de 4 dtomos). En la Figura 5 se muestra un esquema bésico del calculo
de energia potencial. Los pardametros en las ecuaciones vienen dados por datos experimentales o de calculos
cuénticos [40].

12
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Figura 5: Calculo de la Energfa Potencial (E,). La energia potencial se calcula como la sumatoria de las
energias de unién (Ey, interacciones hasta 4 dtomos) y las energias de no unién (Eyy, interacciones mayores
a 4 atomos). Donde r; es la distancia entre dos dtomos unidos covalentemente, 8; es el dngulo entre 3 dtomos
y ¢ es el dngulo diedro entre 4 dtomos; rg, 0o y ¢o son los valores teéricos de equilibrio; kg, kg y kg son
constantes de fuerza de las interacciones. La energia de las interacciones debidas a los enlaces y los dngulos
se calculan mediante potenciales armoénicos, mientras que las debidas a interacciones de torsion se describen
por series de Fourier. La energia potencial debida a interacciones de van der Waals depende de la distancia
(r;;) entre dos dtomos iy j de los pardmetros A;; y B;; y se describe mediante potenciales de Lennard-Jones.
La energfa debida a las interacciones electrostéticas depende del dieléctrico (e), de la distancia (r;;) entre
dos atomos iy j con las cargas q; y q; y se describe mediante la ley de Coulomb.

La estructura inicial se obtiene a partir de un archivo de coordenadas (para este trabajo tomamos archivos
pdb de complejos resueltos por RMN). Cada complejo proteico se simula en una caja a la cual se le agregan
moléculas de agua y una concentracién fisiolégica de iones. Una vez obtenido el complejo solvatado, se
procede a minimizar la estructura mediante un algoritmo de minimizacién (Ejemplo steepest descent); para
ello se permite s6lo el movimiento de las cadenas laterales dejando que el sistema relaje. A partir de la ultima
estructura, se realizan dos simulaciones cortas incorporando primero temperatura (ensamble NVT) y luego
temperatura y presién (ensamble NPT), para ello se asigna a cada particula del sistema velocidades al azar
a partir de una distribuciéon de Maxwell-Boltzmann. La ultima estructura es la configuraciéon de inicio para
la simulacién de producciéon en un ensamble NPT. Una vez finalizado el tiempo de simulacién se pueden
analizar propiedades y comportamiento del sistema.

El analisis de los resultados de las simulaciones de DM es el punto de partida para la compresiéon de las
estabilidad de cada complejo proteico.

Para el andlisis de las interacciones presentes en estos complejos, ya sea a partir de las estructuras
de RMN o de las obtenidas por DM se utiliza la plataforma RING (del inglés Residue Interaction Network
Generator) [12] que proporciona las distancias entre residuos en interacciones protefna-proteina mediante una
estrategia basada en la teoria de grafos (Figura@. Considerando que son las interacciones entre aminoacidos
las que contribuyen a la estabilidad y la funcién de las proteinas, RING se convierte en una herramienta
sumamente importante para la investigacién en el campo de la biologia molecular y la bioinformatica. Genera
redes probabilisticas y mapas de contacto dependientes de la conformacién proteica permitiendo comparar
y analizar interacciones proteina-proteina.
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Figura 6: Capturas de pantalla de la salida de la herramienta RING a partir de la estructura de un complejo
proteico.

Los complejos objeto de estudio en este proyecto, fueron seleccionados a partir de la base de datos
FuzDB[13] (Figura E[) En ésta se recopilan complejos entre proteinas desordenadas determinados experi-
mentalmente (RMN), cuyas interfaces se consideran “difusas” (fuzzy) ya que los contactos entre cadenas son
dependientes del conférmero particular. E1 RMN otorga un ensamble de complejos que estan en equilibrio
dindmico en solucién, es decir, representa los posibles conférmeros que este complejo tendrd en el medio
celular.

FuzDB database of fuzzy interactions

FuzDB

The FuzDB database assembles experimentally observed fuzzy protein complexes
involved in a variety of cellular processes and biomolecular condensates

Version: 4.0.0

rot accession, PDB code. ...

Search in the database Protein name, U

Examples 'RAF proto-oncogene’ 'Heat shock protein 90' 'P53999' 'FC00084

If your search provides multiple entries, you will be redirected to the browse page
Protein fuzziness Tutorial and analysis

Protein functions are constantly adapted to the cellular environment. Context-dependent, fuzzy interactions enable Frequently asked questions (FAQs) are provided in
specific protein activities under different conditions » Fuzzy compl exhibit conf ional and the fuzziness page + For practical guidance on
variable contact patterns between the interacting molecules, which impacts the regulated formation and function interpreting FuzDB data, see the tutorial section of the
of the assembly » Fuzzy interactions are ubiquitous in stoichi ic protein I as well as in higher-order tutorial page
structures including amyloids and liquid-like protein droplets Prediction of fuzzy regions in protein assemblies
Useful references on fuzziness are provided in the references page and condensates at protdyn-fuzpred.org

How to cite Statistics Data access
Andras Hatos, Alexander Miguel Monzon, Silvio C E Tosatto, Damiano Fuzzy complexes [ #404 | Please visit the help page if you want to access FuzDB
Piovesan, Monika Fuxreiter (2021) FuzDB: a new phase in Proteins m programmatically via our REST API
understanding fuzzy interactions. Nucleic Acids Research. DOl This work is licensed under a Creative
10.1093/nar/gkab1060 @ Commons Attribution-NonCommercial-

ShareAlike 4.0 International License.

Figura 7: Captura de pantalla de la herramienta FuzDB.

La seleccién de los complejos estudiados, fue apoydndose en la plataforma MobiDB[14] que ofrece una
herramienta de referencia para el estudio de la flexibilidad conformacional en proteinas y su relacién con
la funcién biolégica. La base de datos MobiDB contiene informacién sobre regiones de proteinas que mues-
tran diferentes niveles de flexibilidad conformacional. También proporciona informacién detallada sobre la
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estructura y funcién de las proteinas, asi como sobre sus interacciones con otras moléculas biolégicas (Figura

ﬁ MoDbIiDB  Browse ReleaseNotes Statistics Help About Search Q

MobiDB

Examples 53 (P04637) HR (10912) ARS-Cov2

Figura 8: Captura de pantalla de la base de datos MobiDB.

5. Objetivos

Existe una gran cantidad de recursos computacionales para la interpretacién y andlisis de las conforma-
ciones e interacciones de las IDPs. Encontramos bases de datos, programas de simulacién, herramientas de
visualizacién y modelado, asi como servidores web con recursos que permiten aplicar algoritmos especificos.
La combinacion de estas herramientas nos permitié generar resultados que ayudan a una mayor comprensién
sobre la estructura y dindmica de las IDPs.

La finalidad del presente trabajo es, partiendo del hecho de que las proteinas y sus complejos son sistemas
en constante movimiento, es de suma importancia recorrer sus posibles conformaciones a lo largo del tiempo.
De esta manera, tener mayor conocimiento de las superficies de interaccion.

Mediante la comparacién de los resultados obtenidos a partir de herramientas informaticas como la DM,
con el método de resolucién experimental RMN, se comprobard si la DM es capaz de explorar todo el espacio
conformacional de cada proteina y su complejo, la estabilidad de sus interacciones a lo largo del tiempo, el
descubrimiento de nuevos conférmeros y contactos y la prevalencia de un conférmero con respecto a otro.
Esto se aplica principalmente a las IDPs por su naturaleza desordenada y pocas restricciones de movimiento.

De esta forma, planteamos la hipdtesis que la dindmica molecular completa la informacién experimental
obtenida por RMN y jerarquiza las interacciones mas importantes y conférmeros mas frecuentes, dado que el
RMN da igual importancia a todos los contactos y conférmeros. Este conocimiento al que no alcanza el RMN
permite identificar enlaces y conformaciones claves que podrian contribuir a detectar dianas terapéuticas para
el tratamiento de enfermedades, desestabilizando o estabilizando conformaciones del complejo mediante la
intervencion en los enlaces de los aminoacidos clave.

Para el desarrollo del presente trabajo, se seleccionaron complejos proteicos constituidos por IDPs. Se
comparan los resultados obtenidos a partir de la DM y otras herramientas informéticas, con los datos
recopilados del andlisis de complejos determinados por RMN y los reportados en la literatura. De esta
manera, una vez obtenidos los resultados de la comparacién, se podréd desarrollar una conclusién sobre el
potencial del analisis de las DM sobre los complejos proteicos compuestos por IDPs.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Seleccién de proteinas:

Se seleccionaron 9 complejos de proteinas de la base de datos FuzzDB siguiendo los criterios de importancia
de las proteinas y longitud de las cadenas para poder correr las DM con los recursos disponibles.

Ademds para seleccionar las estructuras se utilizé la base de datos PDB (https://www.rcsb.org/) y
MobiDB (https://mobidb.bio.unipd.it/). Como se mencioné anteriormente, esta tltima contiene informacién
sobre las zonas desordenadas de cada proteina, esto nos permitié escoger aquellos complejos donde haya una
cadena con una amplia regién desordenada. Como referencia se tomaron aquellas proteinas cuya porcién a
analizar se encuentre inmersa en una region con desorden + /- 10 aminodcidos consecutivos. En la FiguraElse
muestra un ejemplo de captura de pantalla de la proteina p53 (que esta en nuestro estudio), donde se analizd
el fragmento de aminodcidos 20 a 73 que estd rodeado por una regién de 10 aminodcidos desordenados a
cada lado.

ﬂ( MoObIDB  Browse RelesseNotes Suristics AP About Search Q
P04637 - Cellular tumor antigen pS3 (2]
Description Features content

Gene: TPS3  Organism: Homo sapiens (Human)  Length: 393

TaxonID: 9606 &, Reference proteome: UPO0O00S640
Dataset: SwissPron - PO4637 (£

Localization: Cytoplasm Nucleus Nucleus, PML body Endoplasmic Disorder up Domain
resiculum Mitochondrion matix Cytoplasm, cytoskeleton, microtubule 250% s370% 7430%
‘organizing center, centrosome.

Cross References

UniRef iRef90 UniRef100
DiBs D
Fuzbt -
Genesd

Disorder  Binding u

MFIB 1
Conf. diversity (CoDNas) 1077
AlphaFoldDB £04537

HEEPQSOPSV EPPLSQETFS OLWKLLPEWY VUSPLPSQM COLMLSPODT EQUFTEDPG? DEAPRWPEAA PPUAPAPARP TPANPAPAPS WPLSSSVPSQ KTYQUSYGFR LGFLHSGTAK
SVICTYSPAL MOFCQUAT CVQUADST FRPGTRVRAN ATVIQSQMT EVVRRCPAHE RCSOSDSLAP FOMLIRVEGH LAVEVLOORN TRRHSWPY EFPEIGSDCT TTHINDIOS
250 250 270 250 250 200 > 52 > 3=

@ Consensus (@ Curmed (@) Oeves () Homology ) Predcies ©

nnoration saurce Pririy consensus %

Corerage 39.2% Coverage 57.0%
R ot

integated from manually curated database

a0 33%

5
- P Predicied annotation by & sequence-
3 sequence based metnod

Figura 9: Captura de pantalla de la pagina web de MobiDB con los resultados correspondientes a la proteina
p53, el fragmento a analizar es del aminoacido 20 al 73. Se muestran en azul y rojo los segmentos ordenados
y desordenados respectivamente.

Las interacciones entre residuos de cada cadena se obtuvieron del servidor RING. El set de complejos
utilizado fue el siguiente:
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2GS0 (Figura [10)): Dimero conformado por la subunidad TFB1 del Factor de transcripcién H de la
polimerasa II (TFIIH) (UniProt ID: P32776) y el dominio de transactivacién (TAD) de la p53 (UniProt ID:
P04637). Método de obtencién por NMR, 20 conférmeros. [16]

La regién TAD de la proteina p53 interactia con el dominio de pleckstrina de la subunidad p62, homdéloga
a la TFB1. La proteina p53 actiia como supresor de tumores; induce la detencién del crecimiento o la
apoptosis segin las circunstancias fisiolégicas y el tipo de célula. Ademads participa en la regulacién del ciclo
celular como un transactivador que regula negativamente la divisién celular al controlar un conjunto de genes
necesarios para este proceso. La interaccion entre la subunidad TFB1 y el dominio p53 estd directamente
relacionada con la capacidad del dominio para activar el inicio de la transcripcion y la elongacién[16] [17] [18].
Se observa en la Figura [L0|los dominios a analizar (a) y las proteinas enteras (b-c).
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Figura 10: (a) Amarillo la cadena A (TFB1), verde cadena B (TAD). (b-c) Modelos de las proteinas completas
predichas con AlphaFold2 (AF)[50], coloreadas segiin el segmento representado en el complejo y con el mismo
codigo de color.

2MO0G (Figura: dimero conformado por dominio hélice-horquilla en la regién N terminal del splicing
factor 1 (SF1) y el motivo homdlogo de U2AF del C terminal de la proteina U2AF65. Método de obtencién
por NMR, 10 conférmeros[19].

Estas subunidades juegan un papel fundamental en el splicing del pre-ARNm . El dominio hélice-horquilla
de SF1 desempena un papel esencial en el reconocimiento cooperativo del sitio de empalme 3’ al ayudar a
mantener una disposicién especial de las protefnas SF1 y U2AF65 junto con el ARN[I9][20][21]. Se observa
en la Figura [[1]los dominios a analizar (a) y las protefnas enteras (b-c).

17



Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria ITBA - 2023

Figura 11: (a) En amarillo la cadena A (Splicing Factor 1) y en verde se observa la cadena B (motivo
homologo U2AF). (b-c) Modelos de las proteinas completas (AF) coloreadas segin el segmento representado
en el complejo y con el mismo cédigo de color.

2L14 (Figura : dimero conformado por el dominio de transactivaciéon de p53 y el receptor nuclear
coactivador del binding domain de la proteina CREB. Método de obtencién por NMR, 20 conférmeros[22].

Como se mencioné anteriormente, el supresor de tumores p53 actiia en una gran cadena de transduccién
de senales que median la respuesta celular al estrés, llevando a la detencién del ciclo celular, la senescencia o
la apoptosis. Debido a su papel en la determinacién del destino celular, p53 esté estrechamente controlado
por numerosas proteinas reguladoras[I7][?][23]. Se observa en la Figura [12|los dominios a analizar (a) y las
proteinas enteras (b-c).
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Figura 12: (a) En amarillo la cadena A (binding domain de la proteina CREB) y en verde se observa la
cadena B (dominio de transactivacién p53). (b-¢c) Modelos de las proteinas completas coloreadas segin el
segmento representado en el complejo y con el mismo cédigo de color.

2LPB (Figura : dimero conformado por el activador de transcripcion acidico Gen4d y el dominio de
activacién de la subunidad mediadora Galll/Med15. Método de obtencién por NMR, 13 conférmeros[24].

Ambas subunidades se encuentran relacionadas en la transcripcién de genes dependientes del ARN poli-
merasa 1. El dominio de unién al activador Galll presenta una estructura de cuatro hélices con una pequena
cavidad hidrofébica poco profunda en su nicleo. Cuando se encuentran el complejo unido, ocho residuos de
Gcend adquieren una conformacion helicoidal, lo que permite que tres residuos aromaticos se introduzcan en
la cavidad de Gall1[24][25][26]. Se observa en la Figura[I3|los dominios a analizar (a) y las protefnas enteras
(b-c).
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Figura 13: En amarillo la cadena A (dominio de activacién de la subunidad mediadora Galll/Med15) y
en verde se observa la cadena B (activador de transcripcién acidico Gend). (b-¢) Modelos de las proteinas
completas (AF) coloreadas segun el segmento representado en el complejo y con el mismo cédigo de color.

5URN (Figura: Dimero conformado por el dominio 1 del factor de transcripcién p65 y la subunidad
TFB1 del factor ITH de transcripcién (homélogo al motivo pleckstrin p62 de humanos) y reparacién general
del ADN. Método de obtencién por NMR, 20 conférmeros[27].

La interaccién entre las subunidades esta directamente relacionada con una serie de eventos de transduc-
cion de senales iniciados por una amplia gama de estimulos desencadenados por procesos biolégicos como
la inflamacidn, la inmunidad, la diferenciacién, el crecimiento celular, la tumorigénesis y la apoptosis. Tres
residuos hidrofébicos dentro del domino 1 de p65 desempenan roles significativos en la formacién de la inter-
faz de unién con la subunidad TFB1 del factor ITH, y estos residuos son esenciales para la capacidad de p65
de activar la transcripcion[18][27][28]. Se observa en la Figura[14]los dominios a analizar (a) y las proteinas
enteras (b-c).
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Figura 14: En amarillo la cadena A (subunidad TFB1 del factor ITH) y en verde se observa la cadena B
(facto de transcripcion p65). (b-c) Modelos de las proteinas completas (AF) coloreadas segin el segmento
representado en el complejo y con el mismo cédigo de color.

2LY4 (Figura : Dimero conformado por el dominio de transactivacién p53 y HMGB1 (High Mobility
group box 1). Método de obtencién por NMR, 10 conférmeros[29).

El grupo HMGBI facilita la adherencia del ADN a factores de transcripcién incluido el factor de supresién

de tumor p53 al actuar como una chaperona[17][29][30]. Se observa en la Figura [15]los dominios a analizar
(a) v las proteinas enteras (b-c).

21



Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria ITBA - 2023

Figura 15: En amarillo la cadena A (HMGB1) y en verde se observa la cadena B (dominio de transactivacién
p53). (b-¢) Modelos de las proteinas completas (AF) coloreadas segiin el segmento representado en el complejo
y con el mismo cédigo de color.

1MVO0 (Figura : Dimero conformado por el N terminal de la proteina c-Myc (MB1) y la proteina
Binl. Método de obtenciéon por NMR, 20 conférmeros.

c-Myc es una fosfoproteina nuclear que funciona como regulador de la transcripcion de genes, que desen-
cadenan el ciclo celular, la apoptosis y el bloqueo de la diferenciacién. El extremo N de la oncoproteina c-Myc
interactia con Binl, una proteina nicleo citoplasmatica expresada de forma ubicua con caracteristicas de
supresor de tumores. La interaccién c-Myc/Binl tiene un significado regulador potencial, ya que la transfor-
macion y la apoptosis mediadas por c-Myc pueden modularse mediante la expresion de Bin. La interaccién
c-Myc/Binl depende de la secuencia conservada de Myc Box 1 (MB1) de c-Myc[31][32][33]. Se observa en la
Figura [16|los dominios a analizar (a) y las proteinas enteras (b-c).
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Figura 16: En amarillo la cadena A (proteina c-Myc) y en verde se observa la cadena B (proteina Binl).
(b-c) Modelos de las proteinas completas (AF) coloreadas segin el segmento representado en el complejo y
con el mismo cédigo de color.

2PX9 (Figura : Dimero conformado por las enzimas SUMO E1 y E2. Método de obtencién por
NMR, 20 conférmeros|34].

La protefna SUMO (del inglés small ubiquitin like modifier) es un tipo de ubiquitina modificadora, realiza
funciones esenciales en la mayoria de los organismos. La SUMOilacién estd involucrada en una gran variedad
de procesos celulares fundamentales, incluida la replicaciéon del ADN, la transcripcidn, la regulacién del ciclo
celular, la reparacién del dano del ADN, la organizacién de la cromatina, la biogénesis de los ribosomas, el
empalme del pre-ARNm, el tréfico nuclear, la transduccion de senales y la degradacion de proteinas. Un paso
esencial en la via de SUMOilacién corresponde a la interaccion entre la enzima activadora E1 y la enzima
conjugadora E2 permitiendo que la proteina SUMO se logre conjugar con su proteina target[34][35][36]. Se
observa en la Figura [17]los dominios a analizar (a) y las protefnas enteras (b-c).
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(b) (©)

Figura 17: En amarillo la cadena A (Enzima E2) y en verde se observa la cadena B (Enzima E1). (b-c)
Modelos de las protefnas completas (AF) coloreadas segun el segmento representado en el complejo y con el
mismo cddigo de color.

2ASQ (Figura : dimero conformado por SUMO-1 y SUMO binding motif (SBM) con la siguiente
secuencia KVDVIDLTIESSSDEEEDPPAKR de la proteina PIASX. Método de obtencion por NMR, 10
conférmeros[37].

Dentro de las proteinas SUMO encontramos 4 paralogos, distinguiendo a la -1 como aquella con mayor
diferencia en estructura. Se ha identificado una superficie especifica de SUMO como la tnica regién que media
la inhibicién transcripcional dependiente de SUMO-1. Esta superficie es idéntica a la regién que interacciona
con la SBM.(22). Debido a que la inhibicién transcripcional es una funcién comun de la sumoilacién, se
sugiere que la interacciéon SUMO-SBM es responsable del reclutamiento de factores celulares que median
las funciones inhibidoras transcripcionales de SUMO[37][38][39]. Se observa en la Figura [1§| los dominios a
analizar (a) y las proteinas enteras (b-c).
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Figura 18: En amarillo la cadena A (SUMO-1) y en verde se observa la cadena B (SBM). (b-c) Modelos
de las protefnas completas (AF) coloreadas segin el segmento representado en el complejo y con el mismo
c6digo de color.

A continuacién en el Cuadro [} se muestra un resumen de los complejos mencionados previamente.
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PDB | N°conf. Representacion Cadenas y rango Longitud PDB | Uniprot
2GS0 20 y _»':: TFBéggvssri;Z:é—llE) 115 P3D776
4558 13 P04637

379475 104 P26368

2L14 | 20 § C%éﬁf ?7A 59 P45481
Po3 }1“;2?“& B 49 P04637

2LPB | 13 ; . tii%gggma A 81 P19659
g loff]f; o B 34 P03069

5URN | 20 DI Jevadura & 115 P32776
et TF622}1EI51;M B 33 Q04206

_— " & HMGBlZ_}glimana A g3 P09429
Ed Fo3 umana B 46 P04637

IMVO | 20 P MYe 5}?2?“& A 14 P01106
B BIN;;??;ZM B 81 000499

2PX9 | 20 n A e 217 QIUBT?
: UBTgl]flfggana b 158 P63279

2ASQ | 10 /7 SUMOI humana & 97 P63165
C)3 &0 PIASK buinana B 25 075928

Cuadro 1: Tabla a modo resumen de los complejos estudiados, con la longitud de cada cadena y su cédigo
Uniprot [I5]. Beige cadenas A, verde, cadenas B.

Una vez seleccionado el set de proteinas se utiliz6 la herramienta ChimeraX (visualizador de moléculas)
[51] para hallar el conférmero més lejano, y de esta forma poder realizar dos dindmicas por cada complejo
partiendo de dos condiciones espaciales iniciales distintas.

= DM 1 - utilizando como punto de partida el conférmero 1

= DM 2 - utilizando como punto de partida el conférmero mas lejano

Para medir la similitud entre las estructuras de los conférmeros, estos deben superponerse en el espacio
y su diferencia se mide a través de la desviacién media cuadratica (RMSD por Root Mean Square Deviation
en inglés). Se mide la distancia promedio entre los dtomos de una estructura y los dtomos correspondientes
en la otra estructura después de una superposicién 6ptima. El valor resultante del RMSD se expresa en A
(angstroms) y cuanto menor sea el valor del RMSD, mayor serd la similitud estructural entre las proteinas
comparadas. Valores altos de RMSD denotan proteinas con grandes diferencias entre sus conformaciones.
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Este conférmero lejano se identifica utilizando el comando “MatchMaker” de Chimera donde como primer
paso se realiza un alineamiento de secuencias en pares y luego realiza un ajuste de la alineacién comparando
un atomo por cada residuo. Luego, se calcula el RMSD de cada conférmero contra el primero. A partir de
esta diferencia se seleccioné el conférmero con valor més alto de RMSD para la segunda dindmica.

6.2. Simulaciones por Dinamica Molecular:

Para realizar las simulaciones por DM de 1000 ns, se ha utilizado la herramienta de simulacién GROMACS
[41]. A continuacién se encuentra un listado de los pasos a seguir para a partir de una estructura estdtica
lograr simular la estructura en movimiento.

1. Obtener el archivo de coordenadas de la proteina o complejo proteico con el que se va a trabajar
(formato PDB)

2. Trabajar a partir de la unidad biolégica.

Verificar si hay residuos perdidos, evaluar su importancia para reconstruirlos

> W

Identificar la presencia y la importancia de iones y ligandos. Decidir si se van a incluir los ligandos.
5. Agregar hidrogenos si no estuvieran en la estructura original.

6. La estructura proteica se modela dentro de una caja. A ésta se le agregan moléculas de agua explicita y
iones. La cantidad de iones es aquella que permite neutralizar el sistema y alcanzar una concentracion
fisiolégica para realizar el experimento. La caja de simulacion debe ser un poliedro que llene el espacio
para permitir condiciones periddicas de contorno. Los distintos tipos de cajas son el cubo, el dodecaedro
rémbico y el octaedro truncado. En este trabajo se utilizé un dodecaedro rémbico porque requiere menos
moléculas de agua que una caja cubica.

7. Realizar la minimizacién de energia. Durante este proceso se relaja la estructura proveniente del pdb.
Dentro de los métodos de minimizacién encontramos a “steepest descent” y “conjugate gradient” como
los mas utilizados. En ambos métodos se modifican las coordenadas de los atomos en funcién de la
direccién del gradiente negativo. La diferencia entre ellos es que en el primero no se tiene en cuenta
los pasos anteriores, esto hace que cerca de los minimos locales su convergencia sea lenta. El segundo
converge de forma mas rapida al tener en cuenta la informacién de los pasos anteriores.

8. Equilibrar la proteina: se agrega la temperatura y la presiéon en dos pasos consecutivos.

9. Se realiza la simulacién de produccion.

Para este trabajo se utilizé6 Gromacs[41], ya que es uno de los programas de simulacién computacional
mas utilizados. Permite el uso de campos de fuerza como GROMOS, OPLS, AMBER, CHARMM, etc. El
programa GROMACS es altamente adaptable y flexible, ya que permite al usuario agregar campos de fuerza
y especificar funciones. GROMACS realiza dindmicas de equilibrio, de no equilibrio, y permite calcular la
energia libre en ciertos sistemas. Se encuentra disponible al dominio publico y se distribuye junto con su
c6digo fuente y documentacion bajo la Licencia Publica General de GNU. Un grupo de desarrolladores de las
Universidades de Groningen, Uppsala y Estocolmo, asi como el Instituto Max Planck para la Investigacién
de Polimeros en Maguncia se encargan de su mantenimiento.

Se utiliza el campo de fuerzas de todos los dtomos CHARMMS36m (v. jul 2021)[42] con el modelo de aguas
el agua TIP3P[43] acorde al campo de fuerzas elegido. Se utiliza una caja del tipo dodecaedro rémbico con
una distancia entre el soluto y la caja de al menos 2 nm, segin la movilidad del complejo. Se utiliza una
concentracién fisiologica de KCI de 0.15 M. Para el proceso de minimizacion se utiliza el algoritmo steepest
descent. Se realiza una primera equilibracién mediante un ensamble NVT o candnico de 100 ps, luego una
segunda equilibracién con un ensamble NPT de 200 ps. Para la trayectoria de produccién se utiliza un
ensamble NPT durante 1 microsegundo. Los siguientes parametros se utilizan para las dos equilibraciones
y la produccién (excepto los de presién que solo se utilizan para la segunda equilibracién y la produccion):
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algoritmo de integracién leap frog [44], paso de tiempo 2 fs, acoplamiento de temperatura de Berendsen
modificado (velocity rescaling)[45], temperatura de referencia de 300 K y un acoplamiento de presién de
relajacién exponencial (C-rescale)[46] con una presién de referencia de 1 bar con una compresibilidad de
4.5e-5. Se utilizé un radio de corte de 1.2 nm para interacciones culémbicas y de Lennard Jonnes. Se aplica
el método de Particle Mesh Ewald (PME)[47] para las interacciones electrostaticas de largo alcance. Los
primeros 50 ns de la trayectoria de producciéon se consideran equilibraciéon y no se incorporan en el analisis.

Se utiliza el paquete GROMACS v. 2021.5[48]

6.3. Andlisis:

Una vez realizadas las simulaciones se llevaron a cabo dos tipos de analisis; por cadena y por complejo
entero, para cada dindmica.

Utilizando el programa GROMACS se obtuvo por cadena la siguiente informacion:

= RMSD del backbone: el comando “gmx rms” compara cada estructura de la trayectoria con la inicial
al calcular la desviacién cuadrética media (Root-Mean-Square Deviation)

s RMSF: el comando “gmx rmsf’ calcula la fluctuacién cuadratica media al cuantificar las desviaciones
promedio de las posiciones del atomo central de cada residuo de la proteina en comparacion con una
estructura de referencia

= Gyrate: el comando “gmx gyrate” calcula el radio de giro de una molécula. Es la distancia cuadrética
media de cada atomo de la proteina a su centroide

= End to End: el comando “gmx pairdist” entre el primer y tltimo residuo de la cadena permite cuantificar
la separacién espacial entre las terminales de las cadenas permitiendo evaluar la estabilidad estructural
o cambios conformacionales a lo largo de la dindmica

Utilizando el programa GROMACS, Python y RING se obtuvo por complejo la siguiente informacion:

= Matriz RMSD: el comando “gmx rms” obtiene una matriz de comparacién entre una trayectoria consigo
misma, estas matrices se generaron desde el nanosegundo 50, instante de tiempo donde se puede
considerar que los sistemas se encuentran equilibrados

= Cluster: el comando “gmx cluster” permite agrupar estructuras partiendo de las matrices de RMSD.
El agrupamiento se realiza mediante el método de gromos, este tiene en cuenta un valor de punto de
corte (cut off) para dejar de agrupar conformaciones. El valor de cut off se eligié segin la poblacién de
cada cluster y buscando que solo se forme un cluster del tamano 1. El resultado es un archivo de PDB
con un representante de cada cluster que se lo denomina modelo. Ademaés el comando permite obtener
informacién sobre los conférmeros en el tiempo realizando graficas con la poblacién de clusters

= Matriz de Contacto: mediante el uso del algoritmo de RING para procesar un archivo de PDB se puede
obtener la lista de contactos intra e inter cadena del complejo por modelo (archivo .txt, Anexo X). El
algoritmo identifica cada interaccién basdndose en distancias de corte (distance thresholds). Se utilizé
el corte relajado, y manualmente se ajusto el distance threshold para las interacciones Van der Waals a
1.46 A, los demés valores para cada interaccién se encuentran listados en el Anexo 2. Una vez obtenidas
las listas mediante el uso de un script de python se procesan los datos para obtener la frecuencia de
aparicién de cada contacto por modelo, estas mismas son las que conforman la matriz de contacto inter
cadena

» Interacciones Core: se definen como aquellas interacciones que se mantienen a lo largo de la trayectoria
por modelo (frecuencia de aparicién es mayor al 75 %) y coinciden con los contactos vistos por RMN

= Contactos para clusters mas poblados: se seleccionan los clusters mas poblados de cada dindmica
(representando al menos el 75% del tiempo de simulacién) y se buscan todos los contactos presentes
en estos clusters
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= Heatmap de Comparacion: se busca comparar punto a punto las matrices de contacto entre el RMN
y cada dindmica creando dos mapas de calor respectivamente para cada dindmica (Figura . Se
calcula 1 menos la diferencia absoluta entre las frecuencias de las matrices a comparar, tomando como
resultado 1 cuando ambos puntos tienen el mismo valor y 0 cuando tienen valor nulo. De esta forma,
también se obtiene un indice de similitud como la suma de los valores obtenidos de la comparacion,
dividido por la dimensién de la matriz.

" [ mEE w
wEnEn Emmm " Enln o nBEtEEm  ®
san"BE R "
im B iE ;=
L} | N
L n n
n =
|} | . | | ] n | ]
i (] i
mmEE _ Em ® mom
" EEEEm o
C " =
. u
" w - "
EEE EEEEEEEEE N - HEEE B
u -l
n | ] | | EE BN
u i mml B R = mEE
-
mm ] " " = n
- = n

- l=--ll u
u_EEE L L]

I

Figura 19: Los pixeles mas oscuros representan una mayor similitud de frecuencia en esos puntos entre las
matrices, mientras que los més claros representan mayor diferencia de frecuencia. (a) Heatmap de compa-
racién entre la matriz de contactos del RMN y la matriz de contactos de la DM 1 2L14. (b) Heatmap de
comparacion entre la matriz de contactos del RMN y la matriz de contactos de la DM 2 21.14-9.

» Matriz de comparacién: se busca mediante el uso de un cédigo de color (Figura ilustrar qué
interacciones se mantienen coincidentes al comparar las matrices de contacto de cada dindmica por
separado con la de RMN. Los pixeles verdes representan que ambas matrices tuvieron un contacto entre
los respectivos residuos, los pixeles amarillos representan un contacto para una de las dos matrices, los
pixeles azules representan contactos para la otra, y los blancos representan ningin contacto de ambas
matrices
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Figura 20: Los pixeles verdes representan contacto en ambos métodos, los amarillos en el método de RMN,
los azules en el método de dindmica, y los blancos ningin contacto para ambos métodos. (a) Matriz de
comparacién entre la matriz de contactos del RMN y la matriz de contactos de la DM 1 2L14. (b) Matriz
de comparacién entre la matriz de contactos del RMN y la matriz de contactos de la DM 2 21.14-9.

= Distancia entre interacciones: utilizando el comando “gmx pairdist” se mide la distancia minima sobre
cada cadena lateral sin hidrégenos. Obtener la distancia minima a lo largo de la trayectoria permite
calcular el porcentaje total en el que la distancia permanece por debajo a 0,7nm o 7A(threshold maximo
utilizado por RING)

6.4. Graficos y Analisis de datos: Python, AlphaFold y Chimera

Los gréficos y el manejo de datos presentados en este trabajo fueron realizados mediante Python[49)
(librerias pandas, numpy, matplotlib.pyplot y seaborn) desde el sistema Google Collaborate, AlphaFold[50],
para la obtencién de las proteinas completas presentes en cada complejo, y ChimeraX-1.4[51] para iOS.
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7. Resultados y discusion

7.1. Analisis de interacciones en los complejos, comparaciéon entre DM y RMN.
7.1.1. 2GS0

A continuacién se muestran los resultados de las DM realizadas partiendo del conférmero 1 (2GS0) y el
conférmero més lejano 15 (2GS0-15):

En primer lugar hemos comparado las matrices de contacto del RMN, de la DM 1 y de la DM 2 (Figura
a, b y ¢ respectivamente) y la matriz de comparacién para cada dindmica con el RMN (Figura ay
b). Cada pixel es un contacto y la frecuencia del mismo se ve en la intensidad de color. Un contacto puede
tener intensidad baja en la matriz si se da en un nimero reducido de complejos. La comparacion de las
matrices RMN vs DM1 y RMN vs DM2, muestra que son similares (score 0.79 y 0.71 respectivamente). Esto
demuestra que en este caso, la DM reproduce los conférmeros que aparecen en el RMN (por eso el score
de similitud es alto) y naturalmente, aparecen nuevos, lo que se puede visualizar en el mapa de calor de la

figura 22|

"I
1

]
[T]

Figura 21: Matriz de contacto del: a) RMN, b) DM1, ¢) DM2
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Figura 22: Heatmap de comparacién. Panel superior: RMN - DM1, panel inferior: RMN - DM2. En azil
oscuro se ven las posiciones donde ambas matrices son similares (no es la frecuencia del contacto, sino que
el contacto en ambas matrices tiene la misma probabilidad)

En segundo lugar se analizaron las dindmicas moleculares. Se observa en el Cuadro[2tanto el RMSD como
el RMSF de cada cadena para las DM realizadas. En ambos casos vemos que las dindmicas se comportan de
forma esperada con altos grados de oscilacion, al ser proteinas con regiones desordenadas. La cadena A tiene
un comportamiento similar en ambas DMs a lo largo del tiempo. En cambio, las DMs de la cadena B a partir
de los 600 ns se separan. Este comportamiento probablemente hace alusiéon a que partiendo de una condicién
espacial inicial diferente,la proteina tiene la posibilidad de adoptar una nueva conformacién y oscila alrededor
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de 2 conformaciones ligeramente diferentes. Por otro lado, vemos que el RMSF de ambas dindmicas, aunque
parten de distinto lugar, tienen el mismo perfil, coincidiendo en la movilidad de las regiones.

Cadena
PDB (aa) RMSD RMSF
RMSD Cadena A RMSF Cadena A
09
— 2GS0
06 084 — 2GS0-15 N\
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Cuadro 2: Representaciones graficas del RMSD y RMSF para las DM 2GS0 y 2GS0-15. “En azul se muestran
los resultados de la DM 1 y en naranja, los de la DM 2.

De la distribucién de los conférmeros en el tiempo por cluster para cada DM (Figura , se desprende
que en ambas dindmicas el cluster 1 es el que tiene el tiene el 75 % de los conférmeros muestreados. En el
Cuadro [3| se puede ver el nimero de conférmeros por cluster.

Clusters en el Tiempo
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141 141
e
12 - 124
. .
101 L4 10 1
? . om T
% 8 asee g 8
T .- 3]
6 - . . 64
- cume -
44 . - . o 4
- o - ew -
2 AR - - D & . - 2
0:2 O:4 0.‘6 0.'5 1:0
Tiempo (ps) le6

Clusters en el Tiempo

« 2GS0-15

0.2 0.4 0.6
Tiempo (ps)

0.8 1.0
le6

Figura 23: Distribucién de conférmeros a lo largo del tiempo de simulaciéon para cada cluster de la dindmica
2GS0 y 2GS0-15.
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2GS0 2GS0-15
Cluster | # Estructuras | Porcentaje | Cluster | # Estructuras | Porcentaje
1 16378 86 % 1 16016 84 %
2 1459 8% 2 1165 6 %
3 486 3% 3 845 4%
4 192 1% 4 542 3%
5 156 1% 5 190 1%
6 117 1% 6 93 0%
7 67 0% 7 42 0%
8 55 0% 8 26 0%
9 41 0% 9 24 0%
10 16 0% 10 22 0%
11 15 0% 11 15 0%
12 9 0% 12 13 0%
13 7 0% 13 b) 0%
14 2 0% 14 2 0%
15 1 0% 15 1 0%
Total 19001 19001

Cuadro 3: Cantidad de estructuras asociadas a cada cluster para la DM 1y DM 2.

En el Cuadro|d]se puede observar los diagramas de Venn con las interacciones de cada dindmica, del RMN
v la coincidencia entre ellas. Las compartidas por ambas dindmicas y el RMN son 5, éstas coinciden con las
interacciones reportadas analizando sélo el cluster més poblado de cada DM. Ademds dos de ellas (contacto
hidrofébico: A:49-B:54, Pi-Catién: A:61-B:54) se encuentran también en la literatura, siendo la mds fuerte
del tipo pi-catién. Estas interacciones son tomadas como “core”, es decir las fundamentales para mantener
el complejo. Sin embargo, analizando sélo el cluster 1 de las dos dindmicas, se observan otros 5 contactos
que sin duda son relevantes dado que se mantienen a lo largo del tiempo (Figura .
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MD #2 2G50-15
MD #1 2G50

10

2G50 NMR

RMN 1 MD1 i MD2: A:49-B:54, AiS0-B:54, A:51-B:54, A:59-
B:54, A:61-B:54

Contactos DM y RMN MD1 A MD2: 5 +0

MD #1 (Cluster 1) 2GS0 MD #2 (Cluster 1) 3GS0-15

&
2G50 NMR
RMMN 1 MD1 n MD2: A:49-B:54, A:50-B:54, A:51-B:54, A:59-8:54, A:61-
B:54
Contactos DM y RMN (cluster mas poblados) MDI i MD2: 5 + A:51-B:53, A:52-B:53, A57-B:47, AS57-B:50, A:59-B:51

A:49-B:54 | A:57-B:53
A:57-B:56 | A:59-B:53
. A:61-B:54 | A:83-B:50
Contactos Literatura

Cuadro 4: Diagramas de Venn con las interacciones de todos los clusters (izquierda) y tomando solo los
clusters més poblados, es decir los que contienen al 75 % de los complejos muestreados a lo largo del tiempo
(centro). A la derecha se encuentran los contactos reportados como relevantes en la literatura. Los contactos
resaltados en amarillo son coinciden entre las 3 técnicas y en la literatura, los resaltados en azil, coinciden
entre las dos DMs.

A partir de la bibliografia consultada sobre el complejo 2GS0 [I6], se calcularon las distancias de las
posibles 6 interacciones detalladas en la misma (Cuadro . A modo de resumen en el Cuadro [5|se detalla el
porcentaje total en el que la distancia entre los aminodcidos permanece por debajo de 0,7 nm tanto para la
DM 1 como para la DM 2.Se observa que la distancia entre A:61-B:54 y entre A:49-B:54 se encuentra por
debajo de 0,7 nm mds del 75 % del tiempo de simulacién en ambos casos, a diferencia de los otros 4 contactos
reportados en la literatura.

A partir de nuestro analisis, consideramos que alguno de los contactos reportados por la literatura pueden
tener una importancia inferior, dado que aunque estan presentes en algtin conférmero, no se mantienen a lo
largo del tiempo. Sin embargo, es evidente la importancia de los 10 contactos (los dos que coinciden y los
8 propuestos) para la correcta ubicacién de la cadena B, dado que la fijan en toda su longitud. Se puede
hipotetizar que la interfaz del complejo mantiene la conformacién en hélice de esa region de la cadena B al
darle menos grados de libertad por las interacciones (Figura .
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| aeso 268015 | Cadena A |
| | Glu49 |  Lys57 |  Met59 | Arg6l | Met 88

| | Tle 50 | - | - | - | - | 48% — 6% |
| Cadena B | Trp 53 | - | 44% —12% | 52% — 39% | - | - |
| | Phe 54 | 99% — 100% | - | - | 99% — 100% | -

|

|
| Glu 56 | - | 0% —1% | - | - | - |

Cuadro 5: Porcentaje de tiempo donde la distancia entre aminoacidos de ambas cadenas se encuentra < 0,7 nm
para cada DM. Se toman los aminoacidos que interaccionan segun la literatura para el complejo 2GS0

Figura 24: Representacién en ribbon del complejo. En amarillo estan representados en sticks los residuos
“core” (en contacto en todas las DMs, RMN vy la literatura). En violeta los contactos relevantes (DM1 y
DM2 de los clusters mas poblados)

7.1.2. 2MOG

Se obtuvieron los siguientes resultados de la comparacién de las matrices de contacto de las DM1 y DM2
completas partiendo del conférmero 1 (2MOG) y el conférmero més lejano 6 (2M0G-6) con el RMN.

La comparacion entre las matrices de contacto del RMN y las DMs dan un score de 0.75 y 0.71 respecti-
vamente para los conférmeros més alejados del RMN. Al igual que con el complejo anterior, las matrices de
contacto tienen un grado de similitud elevado (Anexo 3). Otra vez, denotando que las DMs tienen conférmeros
similares estableciendo aproximadamente los mismos contactos con la misma probabilidad.

Se observa en el Cuadro[f]tanto el RMSD como el RMSF de cada cadena para las DM realizadas. El RMSF
es muy similar en ambas dindmicas para las dos cadenas, mostrando que en las dos, las zonas més méviles
han sido los mismos segmentos. Por el otro, el RMSD de la cadena A tiene un comportamiento similar en
ambas dinamicas, mientras que la cadena B, dependiendo de la conformacién de entrada, tiene una oscilacion
alrededor de distintas conformaciones. Una explicaciéon posible es que hay al menos dos conférmeros mas
estables diferentes, alrededor del cual oscilan los complejos.
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Cuadro 6: Representaciones graficas del RMSD y RMSF para las DM 2MO0G y 2M0G-6. “En azul se muestran
los resultados de la DM 1 y en naranja, los de la DM 2.

Ademaés observamos en la Figura [25]la distribucién de los conférmeros en el tiempo por cluster para cada
DM. Detalladamente en el Cuadro El observamos que para la DM 1 los clusters 1 y 2 representan el 75 % de
los complejos mientras que para la DM 2 este porcentaje se encuentra entre los clusters 1, 2 y 3.

Clusters en el Tiempo
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Figura 25: Distribucién de conférmeros a lo largo del tiempo de simulacién para cada cluster de la dindmica
2MOG y 2M0G-6.
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2MO0G 2MO0G-6
Cluster | # Estructuras | Porcentaje | Cluster | # Estructuras | Porcentaje

1 9592 50 % 1 9686 51%
2 5213 27% 2 2821 15%
3 1825 10% 3 1887 10%
4 1026 5% 4 1811 10%
5 535 3% 5 998 5%
6 513 3% 6 e 4%
7 161 1% 7 464 2%
8 55 0% 8 259 1%
9 52 0% 9 120 1%
10 10 0% 10 80 0%
11 7 0% 11 29 0%
12 7 0% 12 27 0%
13 3 0% 13 23 0%
14 2 0% 14 15 0%

15 6 0%

16 2 0%

Total 19001 19001

Cuadro 7: Cantidad de estructuras asociadas a cada cluster para la DM 1 y DM 2.

Se puede observar en el Cuadro [§8| los diagramas de Venn con las interacciones de cada dindmica, del
RMN vy la coincidencia entre ellas. Las interacciones compartidas entre ambas dindamicas y el RMN son
9, dentro de ellas las mds fuertes son de tipo Pi-catién (A:21-B:454) y contacto iénico (A:49-B:462). Por
otro lado, observando los diagramas de Venn para los clusters més poblados de cada DM vemos que las
interacciones coincidentes se reducen a 7, probablemente las otras dos estén presentes en clusters con baja
representacién. Dentro de estas se encuentran las mencionadas anteriormente (A:21-B:454 y A:49-B:462).
Ademés vemos que las interacciones A:53-B:460 y A:49-B:462 se encuentran en ambos diagramas de Venn
y en la literatura. Analizando los clusters méds representativos de cada dindmica, aparece otra interaccién
reportada en la literatura (A:56-B:458) y que estd presente en ambas dindmicas pero no en el RMN.
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Contactos DM y RMN

2ZM0OG MD #1
2MO0G-6 MD #2

13

13

14

2M0OG NMR

RMN n MD1 n MD2: A:21-B:394, A:22-B:401, A:21-
B:454, Ar22-B:452, A:22-B:405, A:22-B:453, A:22-B:459,
A:45-B:462, A:53-B:460

MD1 n MDZ2: 9+ A:21-B:455, A:22-B:383, A:22-B:402,
A22-B:454, Ai25-B:453

Contactos DM y RMN (cluster mas poblados)

2MOG MD #1 (Cluster 1-2)
2M0G-6 MD #2 (Cluster 1-2-3)
20

2MOG NMR

RMN N MD1 n MD2: A:21-B:454, A:22-B:405, A:22-B:4532, A:22-B:453, A:22-B:455,
A:49-B:462,A:53-B:460

MD1 N MD2: 7+ A:22-B:383, A:22-B:454, A:25-B:453,Ai56-B458, A.60-B:453,
A:64-B:453

Contactos Literatura

A:39-B:381 | A:39-B:458
A:39-B:460 | A:40-B:381
A:40-B:458 | A:40-B:460
A:49-B:462 | A:53-B:381
A:53-B:458 | A:53-B:460
A:56-B:381 | BiS60E:458
A:56-B:460

Cuadro 8: Diagramas de Venn con las interacciones de todos los clusters (izquierda) y tomando solo los
clusters més poblados (centro). A la derecha se encuentran los contactos reportados en la literatura. Los
contactos resaltados en amarillo son coinciden entre las 3 técnicas y en la literatura, los resaltados en azl,
coinciden entre las dos DMs y verde, coincide entre la DM de los clusters mas representativos y la literatura.

A partir de la bibliografia consultada sobre el complejo 2MO0G [19], se calcularon las distancias de las
posibles interacciones detalladas en la misma. A modo de resumen en el Cuadro [J] se detallan el porcentajes
total en el que la distancia entre los aminodcidos permanece por debajo de 0,7 nm tanto para la DM 1
como para la DM 2. Se observa que la distancia entre A:40-B:381, A:40-B:460, A:53-B381 y A:53-B:458 se
encuentra por debajo de 0,7 nm mads del 75 % del tiempo solo para una DM. En este caso se observa que
la distancia entre A:56-B:460, se encuentra por debajo de 0,7 nm més del 75% del tiempo de simulacién
formando un contacto que no hemos detectado con el analisis realizado de las DMs
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‘ Cadena A ‘
| Val39 | Ile40 Glu 49 Ie 53 | Leu’6 |
| |

IMOG — 2M0G-6 ‘ ‘

| [ Met381 | 00 | 9% 1% | - | 99% —59% | 1% — 0
| | |

|

|

Cadena B | Val458 | 0—0 | 0—0 - 62% —91% | 97% — 97% |
| Val 460 | 30% — 0 | 100% — 1% | - | 100% — 98% | 99% — 86 % |
| Lys462 | - | - | 9% — 98% | - | - |

Cuadro 9: Porcentaje de tiempo donde la distancia entre aminoacidos de ambas cadenas se encuentra < 0,7 nm
para cada DM. Se toman los aminodcidos que interaccionan segun la literatura para el complejo 2M0G

En la Figura se representan los aminodcidos en contacto “core” en amarillo (interseccién entre las
2 DMs y el RMN). Observamos al igual que en el ejemplo anterior, que hay otro set de contactos que
permanecen durante el tiempo en los clusters més representativos que parecen ser relevantes al aumentar
la interfaz de interaccién entre las cadenas, de esta manera estabilizando el complejo. Es relevante destacar
que los nuevos contactos encontrados por este andlisis, mantienen una regién muy desestructurada en una
conformacién fija, cerca de la regién globular. Esta regién desestructurada, podria tomar configuraciones
muy diversas, alejandose de la interfaz de interaccién de no existir estos contactos.

Figura 26: Representacion en ribbon del complejo. En amarillo estdn representados en sticks los residuos
“core” (en contacto en todas las DMs, RMN vy la literatura). En violeta los contactos relevantes (DM1 y
DM2 de los clusters méas poblados)

7.1.3. 2L14

Se obtuvieron los siguientes resultados de las dindmicas realizadas partiendo del conférmero 1 (2L14) y
el conférmero mas lejano 9 (2L.14-9):

La comparacion entre las matrices de contacto del RMN y las DMs dan un score de 0.76 y 0.74 respecti-
vamente para los conférmeros mas alejados del RMN. Al igual que con el complejo anterior, las matrices de
contacto tienen un grado de similitud elevado (Anexo 3). Otra vez, denotando que las DMs tienen conférmeros
similares estableciendo aproximadamente los mismos contactos con la misma probabilidad.
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Se observa en el Cuadro [10| tanto el RMSD como el RMSF de cada cadena para las DMs realizadas, en
ambos casos vemos que las dindmicas se comportan de la forma esperada con altos grados de oscilacién al
ser proteinas con regiones desordenadas. Por el otro lado las diferencias de RMSD en la cadena A hacen
alusién a que partiendo de una condicién espacial inicial diferente se obtiene un comportamiento distinto del
complejo, con oscilaciones mayores.

Cadena

PDB (an) RMSD RMSF
RMSD Cadena A RMSF Cadena A
10 16 — 2L14
— 2L14-9
14
0.8
12
E 06 E 10
g 0.4 % o8
0.6
02 0.4
— 2114 0.2
A 0.0 — 21149
o 200 00 600 800 1000 2060 2070 2080 2000 2100 2110
CBP Tiempo (ns) A
(2059-2117)
2114

RMSD Cadena B RMSF Cadena B

— 2114
—— 2L14-9

[oX:}

0.6

0.4

RMSD (nm)
RMSF (nm)

02 04

— 2114
—— 2114-9

B B R T ps £ P B P
TAD p53 Tiempo (ns) AA
(13-61)

Cuadro 10: Representaciones graficas del RMSD y RMSF para las DM 2L14y 2L.14-9. “En azul se muestran
los resultados de la DM 1 y en naranja, los de la DM 2.

Ademés observamos en la Figura[27)y en el Cuadro[I1]la distribucién de los conférmeros en el tiempo por
cluster para cada DM. Observamos que para la DM 1 los clusters 1 y 2 representan el 75 % de la dindmica
mientras que para la DM 2 este porcentaje se encuentra en el cluster 1.

41



Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria ITBA - 2023

Clusters en el Tiempo Clusters en el Tiempo
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Figura 27: Distribucién de conférmeros a lo largo del tiempo de simulaciéon para cada cluster de la dindmica

2L14y 2L.14-9.

2114 2L14-9
Cluster | # Estructuras | Porcentaje | Cluster | # Estructuras | Porcentaje
1 12724 67 % 1 16128 85 %
2 3294 17% 2 2260 12%
3 1098 6 % 3 263 1%
4 636 3% 4 208 1%
5 460 2% 5 134 1%
6 370 2% 6 5 0%
7 176 1% 7 2 0%
8 115 1% 8 1 0%
9 88 0%
10 26 0%
11 8 0%
12 3 0%
13 2 0%
14 1 0%
Total 19001 19001

Cuadro 11: Cantidad de estructuras asociadas a cada cluster para la DM 1y DM 2.

Se puede observar en el Cuadro los diagramas de Venn con las interacciones de cada dindmica, del
RMN vy la coincidencia entre ellas. Las interacciones compartidas entre ambas dinamicas y el RMN son 8,
estas se mantienen tomando los clusters méds poblados y 3 de ellas se reportan en la literatura (A:2088-B:44,
A:2101-B:45, A:2102-B:43). Estas son las interacciones que llamamos “core”, fundamentales para la unién
del complejo. Otra interaccién, reportada (A:2098-B:43) s6lo se observa en las DM al analizar los clusters
maés representativos.
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MD #1 2L14 MD #2 2L14

14 17

7

2L14 NMR
RMN n MD1 N MD2: 'A:2088-B:44 ", 'A:2101-8:23", 'A:2101-
B:45', 'A:2068-B:23', 'A:2072-B:54", 'A:2097-B:23, 'A:2075-
B:54', 'A:2102-B:43'
MD1 N MD2: 8 + "A:2098-B:43', 'A:2100-B:23', 'A:2072-B:53,

COntaCtOS DM y RMN 'A:2104-B:23, 'A:2087-B:44', 'A:2063-B:23', 'A:2076-B:54

MD #2 2L14 (Cluster 1)

MD #1 2L14 (Cluster 1-2)

19 12 53

8
2114 NMR
RMN 1 MD1 N MD2: 'A:2088-B:44', 'R101°8:23") 'A:2101-B:45', {Ai2068"
B:23', 'A:2072-B:54', 'A:2097-B:23, 'A:2075-B:54', 'A:2102-B:43
MD1 N MD2: & + A:2098-8:48', 'A:2061-8:29", 'A:2100-B:23", 'A:2091-B:44",
'A:2105-B:45",Ai2072-Bi53, 'A:2084-B:44", 'A:2096-8:29", 'AID0B7-B144',
Contactos DM y RMN (cluster mas poblados) | [Ai2063-8:23) 'A:2100-8:29', [A:2076-8:54

A:2068-B:19 | A:2068-B:54
A:2071-B:19 | A:2071-B:54
A:2088-B:40 | A:2088-B:43
A:2088-B:44 | A:2088-B:45
A:2098-B:40 | A:2098-B:43
A:2098-B:44 | A:2098-B:45
A:2101-B:40 | A:2101-B:43
A:2101-B:44 | A:2101-B:45
A:2102-B:40 | A:2102-B:43

Contactos Literatura A:2102-B:44 | A:2102-B:45

Cuadro 12: Diagramas de Venn con las interacciones de todos los clusters (izquierda) y tomando solo los
clusters més poblados, es decir los que contienen al 75 % de los complejos muestreados a lo largo del tiempo
(centro). A la derecha se encuentran los contactos reportados como relevantes en la literatura. Se sigue el
mismo esquema de colores para resaltar los contactos.

A partir de la bibliografia consultada sobre el complejo 2L.14[22], se calcularon las distancias de las posibles
interacciones detalladas en la misma. A modo de resumen en la Cuadro[I3]se detallan el porcentajes total en
el que la distancia entre los aminoacidos permanece por debajo de 0,7 nm tanto para la DM 1 como para la
DM 2. Se observa que la distancia entre A:2068-B:19, A:2017-B:19, A:2088-B:40, A:2098-B:40, A:2098-B:44,
A:2101-B:43, A:2101-B:44, A:2101-B:45 y A:2102-B:45 se encuentra por debajo de 0,7 nm mds del 75 % del
tiempo solo para una de las simulaciones.

Por otro lado, se observa que la distancia entre A:2102-B:40, se encuentra por debajo de 0,7 nm maés del
75 % del tiempo de simulacién y no la hemos detectado en nuestro analisis.
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| oniaoLiao | Cadena A |
\ | Leu2068 | Leu2071 | Leu2088 | Met2098 | Phe2101 | Tle2102 |
\ | Phe 19 | 100% — 5% | 99% —0 | - \ - \ - \ - \
\ | Met 40 | - \ - | 8% —76% | 28% —100% | 20% —0 | 93% —76% |
| Cadena B oy 43 | - | - | 51% —17% | 93% —98% | 92% 0 | 92% — 100% |
\ | Met 44 | - \ - | 100% — 100% | 57% — 100% | 84% —9% | 6% —28% |
\ | Leu 45 | - \ - | 2% —26% | 0-—100% | 67% —100% | 0—100% |
\ | Phe54 | 0—0 | 16% —10% | - \ - \ - \ - \

Cuadro 13: Porcentaje de tiempo donde la distancia entre aminodcidos de ambas cadenas se encuentra
< 0,7nm para cada DM del complejo 2L14.

La Figura [28 muestra los contactos en la estructura 3D del complejo. Los core y los relevantes segin
nuestro analisis. Otra vez observamos que los contactos core son relevantes para la unién del complejo, pero
los que se desprenden de nuestro analisis establecen una red de contactos densa entre las dos cadenas en una
gran area de superficie. Se puede hipotetizar que la unién entre estas cadenas es fuerte y estable en el tiempo
vy que todos esos contactos son los responsables de mantener al complejo en contacto cercano con una gran
superficie de interaccion.

Figura 28: Representacion en ribbon del complejo. En amarillo estan representados en sticks los residuos en
contacto en todas las DMs; RMN vy la literatura. En violeta los contactos relevantes (DM1 y DM2 de los
clusters més poblados)

7.1.4. 5URN
Se obtuvieron los siguientes resultados de las dindmicas realizadas partiendo del conférmero 1 (5URN) y

el conférmero mas lejano 2 (5URN-2):

La comparacién entre las matrices de contacto del RMN con las dos dindmicas de los conférmeros més
lejanos dieron un score de 0.83 y 0.84 respectivamente (Anexo 3). Demostrando también en este caso, que
las DMs reproducen las conformaciones de los complejos similares al RMN.
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Se observa en el Cuadro [I4] tanto el RMSD como el RMSF de cada cadena para las DMs realizadas. En
ambos casos vemos que las dindmicas se comportan de forma esperada con altos grados de oscilacion, al
ser proteinas con regiones desordenadas. Por el otro lado, las diferencias de RMSD en la cadena A, hacen
alusién a que partiendo de una condicién espacial inicial diferente el complejo quede oscilando alrededor de

conformaciones ligeramente diferentes.

PDB Czﬁ§a RMSD RMSF
RMSD CadenziA RMSF Cadena A

0s e T |

|

- = |

g0 2o y (|

il -

02 \ i) M / Al j!)

. y VTR VAT A i
TFB 1 200 ms'iempo 1":)00 o 1000 ‘ * b AZO & 0o e
(2-115)
5URN
RMSD Cadena B RMSF Cadena A

14 i & T |

I I

£ “ g o8 I

i el

| Nl o

02 02 \ i) M / - jf/

. . VIV VAVIA, i
p65 200 40% oo o ;00 800 1000 0 20 a0 Nr:o 50 100 120
(521-551)

Cuadro 14: Representaciones graficas del RMSD y RMSF para las DM 5URN y 5URN-2.

Observamos en la Figura29]y en el Cuadro [15] que para ambas DMs los clusters 1y 2 representan el 75 %
de la dinamica.
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Clusters en el Tiempo Clusters en el Tiempo

16 . * 5URN 141 5SURN-2
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Figura 29: Distribucién de conférmeros a lo largo del tiempo de simulaciéon para cada cluster de la dindmica

5URN y 5URN-2. “En azul se muestran los resultados de la DM 1 y en naranja, los de la DM 2.

5URN 5URN-2
Cluster | # Estructuras | Porcentaje | Cluster | # Estructuras | Porcentaje

1 12550 66 % 1 10729 56 %
2 2780 15% 2 4342 23%
3 1373 7% 3 1952 10%
4 1262 7% 4 868 5%
5 316 2% 5 534 3%
6 276 1% 6 288 2%
7 181 1% 7 201 1%
8 81 0% 8 27 0%
9 68 0% 9 25 0%
10 38 0% 10 20 0%
11 37 0% 11 7 0%
12 22 0% 12 4 0%
13 8 0% 13 2 0%
14 4 0% 14 2 0%
15 4 0%

16 1 0%

Total 19001 19001

Cuadro 15: Cantidad de estructuras asociadas a cada cluster para la DM 1y DM 2.

Se puede observar en el Cuadro los diagramas de Venn con las interacciones de cada dindmica, del
RMN y la coincidencia entre ellas. Las interacciones que coinciden entre ambas dindmicas y el RMN son 7, de
las cuales 2 se reportan en la literatura (puente de hidrégeno A:59-B:542 y contacto hidrofébico A:49-B:542).
Tomando sélo los clusters mas poblados observamos que el niimero de interacciones comunes entre las DM y
el RMN asciende a 8, y encontramos que a las interacciones que coinciden con la literatura ahora se les suma
la A:49-B:546, contacto hidrofébico. Dentro de las interacciones comunes encontradas en ambos diagramas
de Venn vemos la interaccion A:61-B:542 que es del tipo pi cation.
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Contactos DM y RMN

MD #1 5URN

| ‘ MD #2 5URN

5S5URN NMR

RMN N MD1 n MD2:
, 'A:59-B:542', 'A:49-B:542"
MD1 n MD2: 7

Contactos DM y RMN (cluster mas poblados)

MD #1 SURN (Cluster 1-2)

RMN N MD1 n MD2:[/A:61-B:539, 'A:49-B:546'
{A:86-8:539', 'A:59-B:542", 'A:49-B:542",

MD1 n MD2: 8

MD #2 5URN (Cluster 1-2)

SURN NMR

Contactos Literatura

A:49-B:542 | A:49-B:546
A:51-B:545 | A:52-B:545
A:55-B:545 | A:57-B:542
A:57-B:545 | A:59-B:542

Cuadro 16: Diagramas de Venn con las interacciones de todos los clusters (izquierda) y tomando solo los
clusters més poblados, es decir los que contienen al 75 % de los complejos muestreados a lo largo del tiempo
(centro). A la derecha se encuentran los contactos reportados como relevantes en la literatura. Se sigue el
mismo esquema de colores para resaltar los contactos.

A partir de la bibliografia consultada sobre el complejo 5SURN [27], se calcularon las distancias de las
posibles interacciones detalladas en la misma. A modo de resumen en el Cuadro[I7]se detallan el porcentajes
total en el que la distancia entre los aminodacidos permanece por debajo de 0,7 nm tanto para la DM 1 como
para la DM 2. Se observa que la distancia entre A:49-B-546 se encuentra por debajo de 0,7 nm més del 70 %

del tiempo solo para una de las simulaciones.
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| suRN — sURN-2 | Cadena A

\ |  Gmn49 | Thr51 | Pro52 | Ser55 | Lys57 | Met 59

\ | Phe 542 | 100% — 96 % | - \ - \ - | 39% — 18% | 100% — 100%
| Cadena B p o a5 | - | 4% —51% | 18% —67% | 9% —41% | 3% — 28% | -

| |

| Leu 546 | 83% —46% | - \ - \ - \ - | -

Cuadro 17: Porcentaje de tiempo donde la distancia entre aminodcidos de ambas cadenas se encuentra

< 0,7nm para cada DM. Se toman los aminodcidos que interaccionan segin la literatura para el complejo
5URN

Representando en la estructura 3D los contactos core y los encontrados en los clusters més representativos,
otra vez se puede observar que este segundo set de contactos d4 mayor superficie de interaccién y estabilidad
al complejo a lo largo del tiempo (Figura .

Figura 30: Representacion en ribbon del complejo. En amarillo estan representados en sticks los residuos en
contacto en todas las DMs, RMN vy la literatura. En violeta los contactos relevantes (DM1 y DM2 de los
clusters més poblados)

7.1.5. 2ASQ

Se obtuvieron los siguientes resultados de las dindmicas realizadas partiendo del conférmero 1 (2ASQ) y
el conférmero més lejano 7 (2ASQ-7):

En este caso vemos un resultado diferente a los casos anteriores. La comparacién entre la matriz de
contacto entre una de las dindmicas moleculares y el RMN da un score de 0.53, demostrando que no son tan
similares. La otra DM tiene una matriz de contacto mas similar al RMN, con un score de 0.79. (Anexo 3)

Se observa en la Cuadro [18] tanto el RMSD como el RMSF de cada cadena para las DM realizadas, en
ambos casos vemos que las dindmicas se comportan de la forma esperada con un alto grado de oscilacién al
ser proteinas con regiones desordenadas.
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PDB
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Cuadro 18: Representaciones graficas del RMSD y RMSF para las DM 2ASQ y 2ASQ-7. “En azul se muestran
los resultados de la DM 1 y en naranja, los de la DM 2.

Ademas, observamos en la Figura y el Cuadro la distribucién de los conférmeros en el tiempo
por cluster para cada DM. En el caso de la DM 1 encontramos 6 clusters de los cuales sélo en el primero
los complejos se encuentran unidos. Sorprendentemente, el 98 % de las representaciones se encuentran en
este cluster. Esto explica que las matrices de contacto entre la DM 1 y el RMN tengan un score bajo en
la comparacién. En ellas se muestran la probabilidad de que un par de residuos esté en contacto, segun la
cantidad de modelos en los que aparece. En este caso son 6 (un representante por cada cluster, de los cuales
en 5 las cadenas estdn separadas). Esto da una matriz de contactos que no coincide con el RMN, 10 modelos
todos unidos. Por otro lado en la DM 2 obtenemos 7 clusters de los cuales en todos se mantienen en contacto
las cadenas. De igual forma el cluster 1 obtiene el 95 % de las representaciones totales.
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Clusters en el Tiempo

Cluster #

*  2ASQ

Figura 31: Distribucién de conférmeros a lo largo del tiempo de simulaciéon para cada cluster de la dindmica

2ASQ vy 2ASQ-T.

0.2 0.4 0.6
Tiempo (ps)

0.8 1.0
le6

Clusters en el Tiempo

Cluster #
ES

2A5Q-7

0.2

04 s
Tiempo (ps}

1.0
le6

2ASQ 2ASQ-7
Cluster | # Estructuras | Porcentaje | Cluster | # Estructuras | Porcentaje

1 18686 98 % 1 18144 95 %
2 183 1% 2 572 3%
3 116 1% 3 233 1%
4 9 0% 4 33 0%
5 6 0% 5 12 0%
6 1 0% 6 6 0%

7 1 0%

Total 19001 19001

Cuadro 19: Cantidad de estructuras asociadas a cada cluster para la DM 1 y DM 2.

Luego de realizado el analisis por cadena, se prosiguié analizando el complejo en su totalidad. Se encontré
que en la DM 1 las cadenas se separan en el espacio a lo largo del tiempo de simulaciéon. Como se puede
observar en la Figura [32] la distancia entre ambas cadenas es tal que no existe interaccién entre las mismas.

TeEL L) \/ “v ~. \
- Was..
{ i .)./
Q. A

[~ L
S
>

Figura 32: En amarillo la cadena A (Enzima E2), en verde se observa la cadena B (Enzima E1) y en la linea
punteada en rojo marca la distancia en armnstrongs (A) de los aminoacidos mas cercanos entre las cadenas.

Como mencionamos, el cluster 1 contiene al 98 % de los frames de la DM, diciendo de cierta manera que
el 98 % del tiempo de dindmica el complejo estd unido, por lo que el andlisis de la DM en su totalidad nos
conducirfa a un resultado erréneo.
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En el Cuadro observamos que en la DM 1 completa hay una sola interaccién entre las dos cadenas
(concordando con lo anterior) y ninguna coincidencia con el RMN. La DM 2 comparte varias interacciones
con el RMN. Considerando las coincidencias entre técnicas como un indicador de que un contacto es “core”,
esto daria como resultado que no hay ninguna interaccién de este tipo. Por lo tanto el complejo no tiene las
interacciones necesarias para mantener las cadenas unidas.

Sin embargo, al analizar los clusters mds representativos (recordar que un sélo cluster en la DM 1 contiene
el 95 % de las estructuras) se encuentran interacciones comunes entre ambas DMs y el RMN. De esta manera
hay 16 interacciones entre las 2 DMs y el RMN y otra entre las 2 dindmicas del cluster representativo.
Comparando estas interacciones relevantes con las reportadas en la literatura, coinciden 4: un puente de
hidrégeno (A:35-B:2), tres contactos hidrofébicos (A:35-B:4, A:36-B:5, A:47-B:7). La interaccién A:38-B:7
(contacto hidrofébico), reportada en la literatura se observa en las DM pero no al analizar el RMN.

MD'#2 2ASQ

2A5Q NMR

RMN n MD1 n MD2: 0
MD1 N MD2: 0 (MD1 showed structures with separated chains|
Contactos DM y RMN VDL 0 MD2:0( P )

MD #1 2ASQ (Cluster 1) MD #2 2ASQ (Cluster 1)

2

2AS0 NMR
RMN n MD1 n MD2: A:54-B:5 "A:50-B:7', 'A:35-B:3', "A:34-B:5', 'A:35-B:4,
'A:37-B:7", 'A:36-B:4', 'A:35-B:5, 'A:35-B:2' 'A:36-B:5', 'A:37-B:6', 'A:37-B:5,
'A:23-B:4", 'A:54-B:5', 'A:37-B:4, 'A:36-B: 7", "A4T-B:T"
Contactos DM y RMN (cluster mas poblados) | Mp1n mp2: 16+ K388

A:33-B:2 | A:34-B:2
A:35-B:2 | A:34-B:3
A:35-B:4 | A:36-B:5
Contactos Literatura B:38-B:7 | A:47-B:7

Cuadro 20: Diagramas de Venn con las interacciones de todos los clusters (izquierda) y tomando solo los
clusters mds poblados (centro). A la derecha se encuentran los contactos reportados en la literatura.

Este anélisis revela que los 24 contactos presentes en el ensamble de complejos de RMN no tienen todos la
misma importancia. Ademads, tomar las DMs sin un clustering y sin verificar que el andlisis se estd haciendo
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con el ensamble de complejos més representativos, tampoco permite identificar los contactos relevantes. La
Figura 33| muestra los contactos “core”, resultado de la interseccién entre contactos de las DM analizando los
complejos del cluster mas representativo, y el segundo set de contactos relevantes. Se observa que la interfaz
del complejo esta estabilizada por una amplia red de interacciones a lo largo de toda su superficie. Este es
un ejemplo interesante que resalta la utilidad del analisis propuesto en este trabajo.

Figura 33: Representacion en ribbon del complejo. En amarillo estan representados en sticks los residuos en
contacto en todas las DMs, RMN y la literatura. En violeta los contactos relevantes (DM1 y DM2 de los
clusters més poblados)

7.1.6. 2LPB

A continuacién se analizaron las dindmicas realizadas partiendo del conférmero 1 (2LPB) y el conférmero
més lejano 6 (2LPB-6). El comportamiento de este complejo es un interesante caso de estudio, que se
desarrollara a continuacion.

La comparacién de las matrices de contacto entre el RMN y la DM del conférmero 1 y la del 2 dié un
score de 0.84 y 0.85 respectivamente (Anexo 3). En este caso, las matrices de contacto son muy similares.
Otra vez, mostrando que en la DM esta representado el conjunto de conférmeros que se obtienen por RMN.

En el Cuadro|21|se muestra que el RMSD de cada cadena para las DMs realizadas se comportan de forma
esperada, con altos grados de oscilacién al ser proteinas con regiones desordenadas. A la vez se observa que hay
ligeras diferencias en el comportamiento de la cadena B entre las dos corridas dependiendo del estado inicial
de la dinamica. Al igual que en otros casos, probablemente debido a conformaciones ligeramente distintas
alrededor de las cuales los complejos permanecen oscilando. El RMSF de la cadena A tiene exactamente
el mismo perfil a diferencia de la cadena B, donde aparenta haber regiones de distinta movilidad entre las
dindmicas, indica la posibilidad de que una regién quede menos flexible en un complejo que en otros.
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Cuadro 21: Representaciones graficas del RMSD y RMSF para las DM 2LPB y 2LPB-6. “En azul se muestran
los resultados de la DM 1 y en naranja, los de la DM 2.

Ademas, observamos en la Figura y el Cuadro que los clusters 1 y 2 representan el 75% de los
frames de la DM. Lo que significa que los complejos estdn en esas conformaciones méas del 75 % del tiempo
de simulacion.

Clusters en el Tiempo Clusters en el Tiempo

e 2LPB 141 « 2LPB-6
16 - - .ce
.
1219 =
14 se s
- -
12 - 10 4 - )
- . .o
# 10 #*
* 10 . Cogd . -
& .- 5
a8 - o E] . -
5} o
.. - 6] o .
6 @ - -
o o= - 4] o
44 = - .
- - e=wece -
- . em em—m
2 . e omame o> amemm o o T
. omee o wm
0.2 0.4 0.6 0.8 10 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Tiempo (ps) le6 Tiempo (ps) le6

Figura 34: Distribucién de conférmeros a lo largo del tiempo de simulaciéon para cada cluster de la dindmica
2LPB y 2LPB-6.
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2LPB 2LPB-6
Cluster | # Estructuras | Porcentaje | Cluster | # Estructuras | Porcentaje

1 12696 67 % 1 13656 2%
2 2310 12% 2 2486 13%
3 1342 7% 3 954 5%
4 820 4% 4 848 4%
5 764 4% 5 430 2%
6 228 1% 6 276 1%
7 196 1% 7 130 1%
8 144 1% 8 58 0%
9 136 1% 9 54 0%
10 112 1% 10 44 0%
11 98 1% 11 26 0%
12 94 0% 12 20 0%
13 30 0% 13 18 0%
14 20 0% 14 1 0%
15 6 0%

16 4 0%

17 1 0%

Total 19001 19001

Cuadro 22: Cantidad de estructuras asociadas a cada cluster para la DM 1 y DM 2.

El Cuadro [23| muestra los diagramas de Venn con las interacciones entre residuos de cada DM completa,
del NMR y la coincidencia entre ellos. Si bien los tres conjuntos de datos presentan interacciones (el RMN
tiene 5 interacciones, la DM 1 8 interacciones y la DM 2 4 interacciones), no hay coincidencias entre ellos.
La DM 2 comparte 1 contacto con el RMN y 1 con la DM 1, a su vez, la DM 1 no comparte contactos con
el RMN. Contrariamente, tomando los clusters méds poblados las 3 técnicas comparten 1 contacto (contacto
hidrofébico A:200-B:124) y hay otro contacto representado en la mayor parte de las DMs (A:196-B:124).
Ninguno de los contactos presentes en las DM coinciden con los reportados en la literatura.
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4 1 2 1 7
2LPB NMR MD #2 2LPB
MD #1 2LPB
RMN 1 MD1 n MD2: 0
Contactos DM y RMN MD1 n MD2: 0 + A:220-B:124
MD #1 2LPB (Cluster 1-2) MD #2 2LPB (Cluster 1-2)
B ! ’
1
0 1
3
2LPB NMR

RMN N MD1 N MD2: A:200-8:124
Contactos DM y RMN (cluster mas poblados) | MD1nMD2:1+A:196-8:124

A:170-B:120 | A:170-B:123
A:170-B:124 | A:213-B:120
A:213-B:123 | A:213-B:124

Contactos Literatura

Cuadro 23: Diagramas de Venn con las interacciones de todos los clusters (izquierda) y tomando solo los
clusters mas poblados (centro). A la derecha se encuentran los contactos reportados en la literatura.

A partir de la bibliografia consultada sobre el complejo 2LPB [24], se calcularon las distancias de las
posibles interacciones detalladas en la misma. A modo de resumen en el Cuadro [24]se detallan el porcentajes
total en el que la distancia entre los aminoacidos permanece por debajo de 0,7 nm tanto para la DM 1 como
para la DM 2. Se observa que la distancia entre A:213-B:120, y A:213-B:124 se encuentra por debajo de 0,7
nm mds del 75% del tiempo sélo para una de las DM. Por otro lado, no se observa ninguna interaccién con
distancia por debajo de 0,7 nm més del 75 % del tiempo de simulacién para los otros 4 contactos reportados
en la literatura.

2L.PB — 2L.PB-6 | Cadena A |
| Val 170 Met 213 |

|

|

|

| |

| | Trp120 | 0—0 | 9% — 1%
| |

|

Cadena B o193 | 0—0 00
| Phe 124 | 30% — 0 | 100% — 1% |

Cuadro 24: Porcentaje de tiempo donde la distancia entre aminodcidos de ambas cadenas se encuentra
< 0,7nm para cada DM. Se toman los aminoacidos que interaccionan segun la literatura para el complejo
2L.PB
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Este resultado sugiere que los contactos reportados en la literatura y el RMN no son relevantes cuando se
considera el comportamiento de los complejos a lo largo del tiempo. Otra observacién es que sélo 2 contactos
son los fundamentales para mantener el complejo: A:200-B:124 y A:196-B:124, representados en la Figura
Haran falta otros experimentos para comprobar la estabilidad de este complejo en un entorno natural.

Figura 35: Representacion en ribbon del complejo. En amarillo estan representados en sticks los residuos en
contacto en todas las DMs, RMN y la literatura. En violeta los contactos relevantes (DM1 y DM2 de los
clusters més poblados)

7.1.7. 2LY4

El comportamiento del complejo 2LY4 es particular, diferente de los anteriores, haciendo el mismo un
buen caso de estudio que permite comprobar los alcances del anélisis propuesto. Nuevamente la comparacién
de las matrices de contacto entre ambas DMs y el RMN dan un alto score de similitud 0.82 y 0.82 (Anexo 3)

Esto refleja que el ensamble de complejos obtenidos por las DMs y los modelos de RMN tienen una
distribucién similar de conformaciones. Recordar que el score de similitud compara si la probabilidad de
estar en contacto de cada par de residuos es similar, por ejemplo, si un contacto es poco probable en el RMN
(presente en pocos modelos), tiene que ser poco probable también el la DM.

Se observa en el Cuadro [25| que tanto el RMSD como el RMSF de cada cadena para las DM realizadas se
comportan de la forma esperada, con altos grados de oscilacién al ser proteinas con regiones desordenadas.
Se observan leves diferencias en los RMSD en ambas cadenas durante las dos DMs mientras que el RMSF
sigue el mismo perfil. Indicando que partiendo de una condicién espacial inicial diferente se obtiene el mismo
comportamiento del complejo.
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Cuadro 25: Representaciones graficas del RMSD y RMSF para las DM 2LY4 y 2L.Y4-2. “En azul se muestran
los resultados de la DM 1 y en naranja, los de la DM 2.

Observamos en la Figura 30 y el Cuadro [26] la distribucién de los conférmeros en el tiempo por cluster
para cada DM. Observamos que para la DM 1 los clusters 1, 2, 3 y 4 representan el 75 % de la dindmica
mientras que para la DM 2 los clusters 1, 2, 3 representan el 75 % de la dindmica. En este caso resalta que
no es muy predominante un cluster respecto de otros.
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Figura 36: Distribucién de conférmeros a lo largo del tiempo de simulaciéon para cada cluster de la dindmica

2LY4 y 2LY4-2.
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2LY4 2LY4-2
Cluster | # Estructuras | Porcentaje | Cluster | # Estructuras | Porcentaje

1 7181 38 % 1 10212 54 %
2 3459 18 % 2 1978 10%
3 2066 11% 3 1971 10%
4 1556 8% 4 1573 8%
5 1218 6 % 5 923 5%
6 903 5% 6 748 4%
7 467 2% 7 402 2%
8 323 2% 8 347 2%
9 314 2% 9 257 1%
10 240 1% 10 131 1%
11 196 1% 11 93 0%
12 192 1% 12 54 0%
13 168 1% 13 53 0%
14 131 1% 14 46 0%
15 131 1% 15 42 0%
16 119 1% 16 36 0%
17 93 0% 17 31 0%
18 47 0% 18 25 0%
19 35 0% 19 20 0%
20 29 0% 20 19 0%
21 23 0% 21 17 0%
22 19 0% 22 11 0%
23 18 0% 23 7 0%
24 16 0% 24 2 0%
25 14 0% 25 2 0%
26 9 0% 26 1 0%
27 6 0%

28 6 0%

29 6 0%

30 5 0%

31 3 0%

32 3 0%

33 3 0%

34 2 0%

Total 19001 19001

Cuadro 26: Cantidad de estructuras asociadas a cada cluster para la DM 1 y DM 2.

En el Cuadro se muestra el diagrama de Venn con las interacciones de cada dindmica completa, del
RMN y la coincidencia entre ellas. Se puede apreciar que no hay contactos comunes. El ensamble de complejos
resuelto por RMN presenta un conjunto de 22 contactos y ambas DMs 6 contactos cada una, pero no los
mismos. Las 2 interacciones comunes entre la DM 2 y el RMN son del tipo contacto hidrofébico, mientras
que las 2 interacciones comunes entre la DM 1 y el RMN son un contacto hidrofébico y un pi catién (A:9
arginina - B:53 doble anillo aromético triptéfano). Las intersecciones entre la DM 1 y el RMN tomando los
clusters méas poblados coincide con los resultados mencionados anteriormente. En el caso de la interseccién
de la DM 2, con sus clusters méas poblados y el RMN se observa uno solo de los contactos hidrofébicos
observados anteriormente.
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2LY4 NMR
RMN n MD1 n MD2: 0

Contactos DM y RMN MD1 N MD2: 0

MD #2 2LY4 (1-2-3-4)
2LY4 NMR(1-2-3)

RMN N MD1 A MD2: 0
Contactos DM y RMN (cluster mas poblados) | Pt " Mb2:0

MD #1 2LY4

A:23-B:55 | A:27-B:55
A:42-B:46 | A:49-B46

Contactos Literatura

Cuadro 27: Diagramas de Venn con las interacciones de todos los clusters (izquierda) y tomando solo los
clusters mas poblados (centro). A la derecha se encuentran los contactos reportados en la literatura. No se
reportan interacciones coincidentes entre las dindmicas y RMN en ambos casos.

Se grafico la distancia (Figura entre ambos aminoédcidos (A:9 arginina - B:53 doble anillo aromético
triptéfano) ya que al ser una interaccién que podria ser del tipo core se buscaba demostrar por que no
aparecia en la DM 2, y efectivamente en la DM 2 los 4tomos que forman esta interaccién se separan.

Distancia entre A:9 - B:53

— 24

Figura 37: a) Interaccién Pi catién en rojo entre A:9 arginina - B:53 doble anillo aromdtico triptéfano. b)
Distancia entre aminodcidos A:9 y B:53 para DM 1 (azul) y DM 2 (naranja).

A partir de la bibliograffa consultada sobre el complejo 2LY4 [29], se calcularon las distancias de las
posibles interacciones detalladas en la misma. A modo de resumen en el Cuadro [28|se detallan los porcentajes
totales en el que la distancia entre los aminodcidos permanece por debajo de 0,7 nm tanto para la DM 1 como
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para la DM 2. Se observa que para ninguno de los casos la distancia entre aminoacidos es significativamente
menor a 0,7 nm.

| o4 orya2 | Cadena A |
| | Arg23 | Lys27 | Lys42 | Lys49 |
|
|

| Ser46 | - - | 0—0]0—3% |
| Thr55 | 20% —0 | 10% —0] - | - |

Cadena B

Cuadro 28: Porcentaje de tiempo donde la distancia entre aminodcidos de ambas cadenas se encuentra
< 0,7nm para cada DM. Se toman los aminoacidos que interaccionan segun la literatura para el complejo
2LY4

Segun el andlisis llevado a cabo, este complejo no presenta contactos relevantes, lo que indicaria su poca
estabilidad o que este complejo es transiente en estado fisiolégico. Si bien en el RMN y las dindmicas de los
clusters mas representativos muestran residuos en contacto, en ningiin caso son los mismos, lo que permite
hipotetizar que la interfaz de interaccion de este complejo es muy labil. No hay ningun par de residuos en
contacto con probabilidad de estar en todos los modelos a lo largo del tiempo. Este es un caso excelente para
demostrar la capacidad de este andlisis para sugerir que este complejo sera inestable o efimero.

7.1.8. 1MVO

Se obtuvieron los siguientes resultados de las dindmicas realizadas partiendo del conférmero 1 (1IMVO0) y
el conférmero mas lejano 8 (1IMVO0-8):

La comparacién de las matrices de contacto entre el RMN y la DM del conférmero 1 y la del 2 di6 un
score de 0.53 y 0.53 respectivamente (Anexo 3). En este caso, las matrices de contacto no son similares.

Se observa en el Cuadro [29] tanto el RMSD como el RMSF de cada cadena para las DM realizadas. En
ambos casos vemos que las dindmicas se comportan de forma esperada con altos grados de oscilacion, al
ser proteinas con regiones desordenadas. El comportamiento de ambas cadenas en ambas dindmicas es casi
idéntico, tanto en el RMSD como en el perfil de RMSF.
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Cuadro 29: Representaciones gréficas del RMSD y RMSF para las DM 1IMV0 y 1IMV0-8. “En azul se muestran
los resultados de la DM 1 y en naranja, los de la DM 2.

Ademés, observamos en la Figura 38y el Cuadro [30]la distribucién de los conférmeros en el tiempo por
cluster para cada DM. En el caso de la DM 1 encontramos 7 clusters de los cuales solo en el primero los
complejos se encuentran unidos, ademaés se observa que el 93 % de las representaciones se encuentran en ese
cluster. En la DM 2 sucede lo mismo, dentro de los 13 clusters solo el primero es en el que las cadena se
encuentran unidas y en este caso el 70 % de las representaciones se encuentran en este cluster

Clusters en el Tiempo Clusters en el Tiempo
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Figura 38: Distribucién de conférmeros a lo largo del tiempo de simulaciéon para cada cluster de la dindmica
1IMVO0 y 1IMVO0-8.
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1MVO 1MVO0-8
Cluster | # Estructuras | Porcentaje | Cluster | # Estructuras | Porcentaje
1 17642 93 % 1 13387 70 %
2 680 4% 2 2267 12%
3 436 2% 3 1199 6 %
4 203 1% 4 1071 6 %
5 33 0% 5 424 2%
6 ) 0% 6 330 2%
7 2 0% 7 206 1%
8 53 0%
9 35 0%
10 20 0%
11 5 0%
12 3 0%
13 1 0%
Total 19001 19001

Cuadro 30: Cantidad de estructuras asociadas a cada cluster para la DM 1 y DM 2.

Luego de realizado el analisis por cadena, se prosiguié analizando el complejo en su totalidad. Se encontré
que para ambas dindmicas las cadenas se separan en el espacio a lo largo del tiempo de simulacién. Como se
puede observar en la Figura la distancia entre ambas cadenas es tal que no existe interacciéon entre las

mismas.

Figura 39: En amarillo la cadena A (proteina c-Myc), en verde se observa la cadena B (proteina Binl) y en
la linea punteada en rojo marca la distancia en armnstrongs (A) de los aminoacidos mas cercanos entre las

cadenas.

Se observa en el Cuadro diagramas de Venn con las interacciones de cada dindmica, del RMN y la
coincidencia entre ellas. Tomando todos los clusters vemos que no se encuentran interacciones en las DMs
aunque en el RMN si se reportan 22 interacciones. Mientras que tomando solo el cluster 1 de cada DM se
encuentran 19 contactos en la DM 1 y 15 en la DM 2. Si bien no hay una interseccién entre el RMN y ambas
DM, se observan coincidencias entre cada una y el RMN por separado. Entre la DM 1 y el RMN se reportan
3 contactos hidrofébicos (A:59-B:474, A:59-B:477, A:59-B:451), y entre la DM 2 y el RMN 2 puentes de
hidrégeno (A:65-B:448, A:65-B:446), el primer puente de hidrégeno se encuentra reportado en la literatura.
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De estos datos concluiriamos que no hay contactos “core” en este complejo. Sin embargo hay 4 contactos
fundamentales que probablemente contengan las cadenas unidas en el complejo, que son los contactos que
se conservan a lo largo del tiempo. Es decir los que se mantienen en las dos DM analizando los clusters més
representativos y a su vez donde las cadenas se encuentran unidas; A:55-B:448, A:55-B:451, A:55-B:441 y
A:55-B:472 (Figura . En este caso consideramos que el RMN al dar s6lo 10 modelos, no permite conocer
el comportamiento dindmico de la mayoria de los complejos a lo largo del tiempo. Decimos que los contactos
del RMN no son los mas duraderos y aunque haya contactos relevantes son diferentes.

Contactos DM y RMN

1MVO NMR

RMN N MD1 n MD2: 0
MD1 n MD2: 0 (Both MD showed structures with separated
chains)

Contactos DM y RMN (cluster mas poblados)

MD #1 1MVO (Cluster 1)

MD #2 1MVO (Cluster 1)

1MVO NMR

RMN N MD1 n MD2: O
MD1 1 MDZ: 0+ "A:55-B:448', 'A:55-B:451", "A:55-B:441", 'A:55-B:472'

Contactos Literatura

A:62-B:420 | A:62-B:448
A:62-B:451 | A:62-B:472
A:65-B:448 | A:65-B:418
A:65-B:451 | A:65-B:477

Cuadro 31: Diagramas de Venn con las interacciones de todos los clusters (izquierda) y tomando solo los
clusters mas poblados (centro). A la derecha se encuentran los contactos reportados en la literatura.

63




Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria ITBA - 2023

Figura 40: Representacion en ribbon del complejo. En amarillo estan representados en sticks los residuos en
contacto en todas las DMs, RMN y la literatura. En violeta los contactos relevantes (DM1 y DM2 de los
clusters més poblados)

7.1.9. 2PX9

Se obtuvieron los siguientes resultados de las dindmicas realizadas partiendo del conférmero 1 (2PX9) y
el conférmero més lejano 19 (2PX9-19):

La comparacién de las matrices de contacto entre el RMN y las DM di6é un score de 0.8 para ambos casos
(Anexo 3). Otra vez hay similitud entre las matrices de contacto del RMN y las dindmicas.

Se observa en el Cuadro tanto el RMSD como el RMSF de cada cadena para las DM realizadas, en
ambos casos vemos que las dindmicas se comportan de forma esperada con altos grados de oscilacion al ser
proteinas con regiones desordenadas. Tanto el RMSD como el RMSF tienen perfiles casi idénticos a lo largo
de la DM.
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Cuadro 32: Representaciones gréficas del RMSD y RMSF para las DM 2PX9 y 2PX9-19. “En azul se muestran
los resultados de la DM 1 y en naranja, los de la DM 2.

Observamos en la Figura 41|y el Cuadro [33]|la distribucién de los conférmeros en el tiempo por cluster
para cada DM. Para ambas dindmicas vemos que el niimero total de clusters es alrededor de 30, siendo el
primer cluster el mds poblado con el 45 % de las representaciones totales para cada dindmica. Este resultado
nos muestra que hay una gran diversidad de conformaciones, que da un nimero elevado de cluster y ninguno
contiene la mayoria de los conférmeros del complejo.
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Figura 41: Distribucién de conférmeros a lo largo del tiempo de simulaciéon para cada cluster de la dindmica
2PX9 y 2PX9-19.
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2PX9 2PX9-19
Cluster | # Estructuras | Porcentaje | Cluster | # Estructuras | Porcentaje
1 8686 46 % 1 8898 47%
2 2453 13 % 2 3691 19%
3 1567 8% 3 2103 11%
4 1076 6 % 4 1234 6 %
5 807 4% 5 1113 6 %
6 758 4% 6 577 3%
7 630 3% 7 559 3%
8 533 3% 8 192 1%
9 408 2% 9 149 1%
10 357 2% 10 134 1%
11 294 2% 11 108 1%
12 234 1% 12 57 0%
13 187 1% 13 57 0%
14 172 1% 14 33 0%
15 141 1% 15 29 0%
16 113 1% 16 16 0%
17 107 1% 17 12 0%
18 87 0% 18 11 0%
19 7 0% 19 10 0%
20 51 0% 20 7 0%
21 45 0% 21 7 0%
22 41 0% 22 3 0%
23 28 0% 23 1 0%
24 28 0%
25 27 0%
26 20 0%
27 17 0%
28 11 0%
29 8 0%
30 8 0%
31 7 0%
32 6 0%
33 5 0%
34 4 0%
35 3 0%
36 2 0%
37 2 0%
38 1 0%
Total 19001 19001

Cuadro 33: Cantidad de estructuras asociadas a cada cluster para la DM 1 y DM 2.

Al analizar el Cuadro vemos que los contactos observados tomando el RMN y las dos dindmicas
completas dan como resultado 3 contactos para el RMN y ninguno para las DMs. Al analizar el cluster mas
poblado se observan algunos contactos en las DMs, pero hay que recordar que en cada dindmica el cluster
mas poblado no es representativo del comportamiento del complejo a lo largo del tiempo. Ninguno contiene
un grupo representativo de estructuras (mayor al 75 %).

Frente a estos resultados se decidié analizar las interacciones solo para los cluster mas poblados y a su
vez donde las cadenas se encuentran unidas, de esta forma se evita perder contactos al solo trabajar con
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representaciones del complejo donde las cadenas interaccionan.

2PX9 NMR

RMN N MD1 n MD2: 0
MD1 N WMD2: 0 (Both MD showed structures with

Contactos DM y RMN separated chains)

2PX9 NMR
MD #2 2PX9 (Cluster 1)
MD #1 2PX9 (Cluster 1)

RMN N MD1 N MD2: 0
Contactos DM y RMN (cluster mas poblados) | bt MB2:0

weak interactions

Contactos Literatura

Cuadro 34: Diagramas de Venn con las interacciones de todos los clusters (izquierda) y tomando solo los
clusters mas poblados (centro). A la derecha se encuentran los contactos reportados en la literatura. No se
observan interacciones coincidentes en ninguno de los casos analizados.

Este resultado coincide con lo reportado en la literatura ya que son interacciones débiles y un complejo
1abil [34]. Este es un resultado relevante porque al analizar su comportamiento dindmico vemos que el comple-
jo permanecerd unido un tiempo muy corto, alinedndonos con lo encontrado en la literatura que menciona
que el complejo contiene interacciones débiles y transitorias. En este caso el RMN al no tener la carac-
teristica temporal nos habria dado un resultado que no permite tener idea de este tipo de comportamiento
caracteristico. Por consiguiente, no se identifican interacciones de importancia para reportar.

7.2. Otros analisis propuestos
7.2.1. Gyrate

Con el objetivo de profundizar en el andlisis y abrir la posibilidad de descubrir hallazgos significativos
sobre las proteinas donde no se reportan interacciones coincidentes, se realizé6 un examen detallado de los
graficos de Gyrate con el fin de identificar algin patron que diferencie estos complejos de los que si se
reportan interacciones coincidentes (Anexo 4). Sin embargo, no se observaron patrones counsistentes que
permitan llegar a conclusiones definitivas. Este hallazgo resalta la complejidad inherente al estudio de los
complejos de proteinas desordenadas y la necesidad de emplear enfoques multifacéticos para comprender
mejor su comportamiento y propiedades.
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7.2.2. Prueba de concepto

Como prueba complementaria a lo expuesto anteriormente, se realizé una tercera dindmica molecular de
los complejos 2114 y 2MOG. Partiendo desde el primer modelo de RMN de los respectivos complejos, se
realiz6 la simulacion manteniendo todos los parametros utilizados exceptuando la temperatura, la cual se
aumenté de 300 K (23°C) a 333 K (60°C) para observar el comportamiento de las mismas en este estado.

2MOG: 2MOG: Para el caso del complejo 2MOG los resultados obtenidos fueron una conservacién de 5 de
los 7 contactos “core” que encontramos tanto en el RMN como en las dinamicas a 300 K. De estos contactos
permanecieron el Pi-catién, entre los aminoédcidos A:21-B:454, y el contacto i6nico mas doble puente de
hidrégeno entre los aminodcidos A:49-B:462 que ademds esta reportado en la literatura.

2L.14: Por otro lado, para el complejo 2114 obtuvimos resultados diferentes. Se encontraron 2 contactos
core.®tre el RMN, la DM 1 y la DM 2 a 333K.

De todas maneras es un andlisis que no se ha desarrollado en profundidad. El resultado de que hayan
contactos conservados al someter a las proteinas a una temperatura tan extrema y alejada de las condiciones
celulares, podria permitir concluir que ese complejo es muy estable.
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8. Conclusiones

A través de la aplicacién de dindmicas moleculares en los complejos proteicos formados por proteinas des-
ordenadas, se ha descubierto que las simulaciones reflejan una alta flexibilidad y dinamismo, que concuerda
con la naturaleza de las proteinas que poseen regiones desordenadas. Se han observado varios comportamien-
tos distintos para los complejos:

= Complejos donde las cadenas interaccionan entre si durante toda la dindmica, y se encuentran contactos
entre estas que coinciden con los reportadas en la literatura y en el RMN

s Complejos donde las cadenas interaccionan entre si durante toda la dindmica, pero no se encuentran
interacciones coincidentes con el RMN ni la literatura

= Complejos donde las cadenas interaccién entre si pero de forma transitoria a lo largo del tiempo y no
presentan interacciones permanentes al ser estructuras altamente dindmicas

Se ha observado que la dindmica molecular revela contactos “core” y otros contactos fundamentales para
la cohesion del complejo cuando es posible. Estos contactos pueden ser distintos a los observados en el RMN
ya que este proporciona un nimero limitado de complejos y cada uno de ellos es equiprobable, es decir tienen
el mismo peso sin nocién de si son representativo del conjunto de conformaciones a lo largo del tiempo. El
analisis de las dindmicas completas también padece un problema similar al RMN. Dado que se considera
todos los clusters de complejos, sin incluir la importante nociéon de que algunos son muy representativos del
mismo y por el contrario otros contienen conformaciones muy improbables, que aparecen un periodo infimo
del tiempo explorado en la dinamica.

La implementacién de la clusterizacién y consideracion del comportamiento de los clusters més represen-
tativos a lo largo del tiempo, ha incluido una dimensién extra al andlisis ya que permite hipotetizar que hay
un conjunto menor de estructuras que es representativo de lo que ocurrira en el contexto celular donde las
proteinas estan en continuo movimiento en un ambiente liquido.

El andlisis ha permitido también observar separaciones y comportamientos que el RMN no logra identifi-
car, debido a las limitaciones temporales de esta técnica experimental. De esta forma los resultados de RMN
se complementan por las simulaciones de dindmica molecular.

Por otro lado, el enfoque de la evaluacién de los clusters mas poblados en las dindmicas ha proporcionado
un panorama detallado de las interacciones intermoleculares que se pierden al tomar todos los clusters en
casos de complejos altamente dindmicos. Esto subraya la importancia de los distintos abordajes a la hora de
analizar las dindmicas y de cada complejo en particular.

La consistencia entre las simulaciones de DM y los datos de RMN, junto con las confirmaciones de
las interacciones reportadas en la literatura, refuerza la validez de nuestros métodos y subraya el valor
de la dindmica molecular como un complemento indispensable en la investigacién de las interacciones entre
proteinas desordenadas. Este enfoque multidimensional no solo amplia nuestro conocimiento sobre la funcién
y estructura de este tipo particular de complejos proteicos sino que también es crucial para el diseno de
futuras intervenciones terapéuticas y para la comprensién detallada de los mecanismos moleculares que rigen
la biologia de las proteinas.

Por tanto, los resultados de este estudio enfatizan el valor de un enfoque integrador en la investigacién
cientifica. La implementacién de métodos complementarios, como la dindmica molecular y el RMN, amplia
significativamente el espectro de datos disponibles, facilitando asi un entendimiento més integral y holistico
de las interacciones intermoleculares y la conformacién de los complejos proteicos. La sinergia entre estas
técnicas ha demostrado ser esencial para superar las limitaciones inherentes a cada método por separado.
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A pesar de los avances significativos presentados, este trabajo no estd exento de limitaciones. La gene-
ralizacién de los resultados puede estar condicionada por el alcance especifico de los complejos analizados,
y se reconoce la necesidad de extender la investigaciéon a una gama mas amplia de complejos para validar
ain mas la aplicabilidad de estos enfoques combinados. Se ha hecho evidente la necesidad de incluir en los
analisis futuros un espectro mas amplio de conformaciones, y dinamicas realizadas partiendo de otras condi-
ciones iniciales para obtener resultados extendidos que puedan llevar a una comprensiéon mas profunda de la
dindmica proteica y del complejo estudiado. En futuras investigaciones, seria provechoso complementar los
resultados con el analisis de las interacciones y su rol en la funcionalidad especifica del complejo. Con esto en
mente, el presente estudio no solo contribuye a la base de conocimientos existente sino que también establece
un precedente para la investigacién futura, subrayando la importancia de la colaboracién interdisciplinaria
en el avance de la ciencia molecular y el desarrollo de posibles dianas terapéuticas.
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10. Anexo

10.1. Anexo 1: Parametros RING
Los parametros establecidos como distance threshold para cada tipo de interaccién son los siguientes:
= Hydrogen Bonds: 5.5A
s Jonic Bonds: 5A
s Pi-Cation bonds: TA
= Van der Walls: 1,46A
= Pi-Pi Stack Bond: 7A
= Disulphide bond: 3A
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10.2. Anexo 2: Matrices de Contacto
2MO0G

(b) (c)

Figura 42: Matriz de contacto del: a) RMN, b) DM1, ¢) DM2
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Figura 43: Matriz de contacto del: a) RMN, b) DM1, ¢) DM2
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5URN

(b) (c)

Figura 44: Matriz de contacto del: a) RMN, b) DM1, ¢) DM2
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Figura 45: Matriz de contacto del: a) RMN, b) DM1, ¢) DM2
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Figura 46: Matriz de contacto del: a) RMN, b) DM1, ¢) DM2
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2LY4

Figura 47: Matriz de contacto del: a) RMN, b) DM1, ¢) DM2
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Figura 48: Matriz de contacto del: a) RMN, b) DM1, ¢) DM2
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2PX9

Figura 49: Matriz de contacto del: a) RMN, b) DMI1, ¢) DM2

10.3. Anexo 3: Heatmap de Comparacion
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2MO0G

Figura 50: Heatmap de comparacién entre a) RMN - DM1 b) RMN - DM2. .
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Figura 51: Heatmap de comparacién entre a) RMN - DM1 b) RMN - DM2. .
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5URN

Figura 52: Heatmap de comparacién entre a) RMN - DM1 b) RMN - DM2. .
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2ASQ

Figura 53: Heatmap de comparacién entre a) RMN - DM1 b) RMN - DM2. .
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2LPB

Figura 54: Heatmap de comparacién entre a) RMN - DM1 b) RMN - DM2. .
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Figura 55: Heatmap de comparacién entre a) RMN - DM1 b) RMN - DM2. .
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Figura 56: Heatmap de comparacién entre a) RMN - DM1 b) RMN - DM2. .

90



Proyecto Final de Carrera - Bioingenieria ITBA - 2023

2PX9

Figura 57: Heatmap de comparacién entre a) RMN - DM1 b) RMN - DM2. .
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10.4.

2GS0

2MO0G

2L14

Gyrate Cadena A

Anexo 4: Graficos Gyrate
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Figura 58: Cadena A y B del complejo 2GS0, en azul DM 1 y en naranja DM 2.
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Figura 59: Cadena A y B del complejo 2MOG, en azul DM 1 y en naranja DM 2.
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Figura 60: Cadena A y B del complejo 2114, en azul DM 1 y en naranja DM 2.
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Figura 61: Cadena A y B del complejo 2PX9, en azul DM 1 y en naranja DM 2.
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Figura 62: Cadena A y B del complejo 2LY4, en azul DM 1 y en naranja DM 2.
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Figura 63: Cadena A y B del complejo 5URN, en azul DM 1 y en naranja DM 2.
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Figura 64: Cadena A y B del complejo IMVO0, en azul DM 1 y en naranja DM 2.
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Figura 65: Cadena A y B del complejo 2ASQ, en azul DM 1 y en naranja DM 2.
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Figura 66: Cadena A y B del complejo 2LPB, en azul DM 1 y en naranja DM 2.
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