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Resumen

La proteina Gpnl pertenece, junto con Gpn2 y Gpn3, a la familia de las GTPasas GPN. Las tres
proteinas se encuentran universalmente conservadas en células eucariontes y son esenciales para la
vida, posiblemente debido a su participacion en la acumulacion nuclear de la RNA polimerasa Il, la
enzima que transcribe la totalidad de los genes que codifican para proteinas. Gpnl forma un
homodimero Gpnl/Gpnl o un heterodimero Gpnl/Gpn3. Aln no se ha determinado la estructura
cristalografica de Gpnl humana pero si la de una forma trunca de la Gpnl de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, lo que nos ha permitido aplicar herramientas de modelado y dindmica
molecular para generar modelos estructurales del homodimero de Gpnl y del heterodimero Gpn1/Gpn3
humanas. En este trabajo utilicé estos modelos y técnicas computacionales de acoplamiento molecular
o “docking” para identificar moléculas pequefias con la capacidad de interactuar con Gpnl a nivel
atdbmico. Ademas, determiné el efecto de los compuestos seleccionados sobre la actividad enzimética de
GTPasa de Gpnl recombinante y del complejo HisGpn1/Gpn3. De igual forma se establecieron las
condiciones para obtener a HisGpnl y HisGpn1/Gpn3 humanas como poblaciones monodispersas en
experimentos de dispersion dindmica de luz, con perspectivas a evaluar proximamente el efecto de los
farmacos identificados en la integridad del homodimero de Gpnl y del heterodimero Gpnl/Gpn3. La
disponibilidad de inhibidores farmacoldgicos de la funcion de Gpnl acelerara la identificacion de los

procesos celulares y moleculares regulados por esta GTPasa esencial en células humanas.
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Capitulo I - Introduccidn

Las GTPasas son una superfamilia de proteinas que funcionan como interruptores moleculares y
participan en una gran variedad de funciones celulares, incluyendo la transduccion de sefiales, la sintesis
de proteinas, la migracion celular, el trafico vesicular y la reorganizacion del citoesqueleto [1 y 2]. Las
GTPasas tienen una alta afinidad por los nucledtidos de guanina e hidrolizan el GTP. Estas proteinas
alternan entre un estado activo, donde tienen unido GTP, y un estado inactivo, donde la GTPasa se
encuentra unida a GDP. La familia de GTPasas formada por las proteinas GPN contiene a los paralogos
denominados Gpnl, Gpn2 y Gpn3. Las tres proteinas se encuentran presentes y son esenciales en todos
los organismos eucariontes. Estas proteinas se caracterizan por presentar un motivo denominado GPN, el
cual consiste de los residuos de Gly-Pro-Asn (GPN). Como el resto de las GTPasas, las proteinas GPN
presentan los cinco motivos involucrados en la unién e hidrélisis de nucle6tidos G1-G5 [3].

Diversos estudios han demostrado que Gpnl cumple un papel fundamental en la importacion nuclear
de la RNA polimerasa 1l (RNAPII) [4], la enzima responsable de la transcripcion de la totalidad de los
genes que codifican para proteinas. La supresion de la expresion de Gpnl en células humanas resulta en
la acumulacion de Rpbl, la subunidad de mayor tamafio de la RNAPII, en el citoplasma [4]. Asi mismo
en Saccharomyces cerevisiae la disminucion de Gpnl también conduce a una acumulacion citoplasmatica
de Rpbl [4]. Dicha acumulacién también se observa en levaduras que expresan solo Gpnl mutada en su
sitio de unién a nucle6tidos o en su motivo GPN. En Saccharomyces cerevisiae la reduccion de la funcion
de Gpnl conduce a defectos adicionales a la deslocalizacion de la RNAPII, incluyendo defectos en la
cohesion de cromatidas [5] y alteraciones en el ciclo celular. Resulta interesante que el extremo C-

terminal de Gpnl no se encuentra conservado entre eucariotas y que ademas esta ausente en arqueas [3].



En 2015 Niesser y colaboradores reportaron la estructura cristalografica de Gpnl en una conformacion
cerrada unida a GDP y en una conformacion abierta unida a un analogo no hidrolizable de GTP, siendo

esta la primera vez que una GTPasa GPN en eucariotas se logro cristalizar.

Nuestro grupo de trabajo reportd recientemente la purificacion de la proteina HisGpnl humana
producida en bacterias [6]. La purificacion de Gpnl cuenta con la suficiente concentracion de proteina y
pureza para su cristalizacion, sin embargo hasta el momento no se ha logrado determinar la estructura
cristalografica de la GTPasa Gpnl humana. Recientemente el interés en los métodos computacionales
para el estudio de proteinas se ha incrementado, principalmente por la produccion de informacion dtil
tanto a nivel estructural como funcional. La disponibilidad de estructuras proteicas tanto por cristalografia
0 por modelado molecular abren la posibilidad de descubrir nuevos ligandos con la capacidad de unirse, y
potencialmente de regular la funcién de dichas proteinas, por métodos computacionales. El enfoque del
descubrimiento de farmacos asistido por computadora implica el analisis de ligandos que potencialmente
interactdan con un blanco de interés a nivel atdbmico. En nuestro grupo se ha empleado I-TASSER
(Iterative Threading Assembly Refinement) para la construccion de un modelo de resolucion atémica de
Gpnl humana a partir de su secuencia de aminoacidos y la disponibilidad de la estructura tridimensional
experimental de la proteina ortéloga de Saccharomyces cerevisiae, la cual se encuentra en el Protein Data
Bank (PDB). La Gpnl humana contiene 374 aminoacidos, dos inserciones que no se encuentran en
ninguna otra GTPasa y una cola C-terminal desde los residuos 279 a 374. El nlcleo de GTPasa en Gpnl
contiene los motivos G1 a G5 que se requieren en otras GTPasas para la union e hidrélisis del GTP [3].
Ademas, se ha propuesto dos posibles arreglos oligoméricos para Gpnl, una forma homodimérica

(Gpnl1/Gpnl) y otra heterodimérica con Gpn3 (Gpnl/Gpn3).

El desafio es emplear efectivamente la informacion estructural obtenida a partir de los métodos

computacionales y farmacos con la capacidad de unirse a las cavidades superficiales de las proteinas para
2



el descubrimiento de nuevas terapias, generacion de nuevas moléculas, redisefio de moléculas existentes
cuyas propiedades farmacoldgicas se considera podrian mejorar, o incluso utilizar farmacos cuya
actividad ya es conocida, en padecimientos para los cuales no se consideraria su administracion. Una vez
que se hayan identificado los ligandos que se unan a Gpnl por acoplamiento molecular o “docking”, asi
como la fuerza de las interacciones de unidn, se procedera a probar experimentalmente el efecto de dichos
compuestos en las funciones bioguimicas especificas de Gpnl humana recombinante purificada de
bacterias, incluyendo su actividad de GTPasa y capacidad para formar un complejo con Gpn3, ya que

existe la posibilidad de que los farmacos unidos a la interfase impidan la formacion de dichos complejos.

1.1 Gpnly cancer.

Actualmente el cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y de acuerdo a los
estudios mas recientes concluidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) causé 8.8 millones de
muertes en 2015, en la figura 1 se muestran los tipos de cdncer més comunes. El avance de los estudios
moleculares en cancer ha proporcionado argumentos para establecer subclasificaciones de los pacientes
con cancer de mama que son de gran importancia diagndéstica y terapéutica. La identificacion temprana
del cancer de mama hace mas probable que el cancer responda positivamente a un tratamiento y puede
dar lugar a una mayor probabilidad de supervivencia, menos morbilidad y una reduccion en el costo de
tratamiento, ademas de considerar que cada tipo de cancer requiere un tratamiento especifico, como

cirugia, radioterapia y quimioterapia de acuerdo a la evolucién del mismo.
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Figura 1.1. Incidencia en defunciones de pacientes con diferentes tipos de cancer de acuerdo a datos
de la OMS en 2015.

Un analisis de un estudio grande de pacientes con cancer de mama realizado por nuestro grupo
identificd que la sobreexpresion de Gpnl/Gpn3 ocurre en un porcentaje elevado de pacientes con cancer
de mama. Interesantemente, la sobreexpresion de Gpnl o Gpn3 esta involucrada en el acortamiento
significativo en el periodo de vida exclusivamente en el subgrupo de pacientes con cancer de mama del
subtipo HER2+, las cuales sobreexpresan el receptor 2 al factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2) (Fig. 1.2). Las vias de sefializacion activadas por el receptor HER2 contribuyen positivamente al
crecimiento y proliferacion de las células mamarias. Una sobreexpresion de la proteina HER2 causa una
reproduccion fuera de control de las células mamarias. Es importante sefialar que el cancer de mama
HER2+ presenta una tendencia a ser mas agresivo que el cancer de mama HER2-negativo. Por tanto,
considerando que la sobreexpresion de Gpnl acorta significativamente el periodo de vida de las pacientes
con cancer de mama HER2+, proponemos investigar a largo plazo la hipétesis de que la inhibicion de la
funcion de Gpnl podria beneficiar la calidad de vida y extender el periodo de vida de dichos pacientes.
Proponemos que en este tipo de cancer la inhibicion de la funcién de Gpnl/Gpn3 con farmacos podria
limitar la expansion de las células cancerosas. Conociendo que Gpnl/Gpn3 se sobreexpresan en otros

subtipos de cancer de mama y son proteinas esenciales, existe la posibilidad de que la inhibicion

4



farmacoldgica de estas proteinas podria ayudar en el tratamiento de pacientes con cualquier tipo de cancer

de mama.
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Figura 1.2. La sobre-expresion de GPN1 o GPN3 acorta el periodo de sobrevida en pacientes con
cancer de mama del subtipo HER2+. Los pacientes con cancer de mama HER2+ que sobre-expresan
los genes GPNL1 (A, rojo) o GPN3 (B, rojo) tienen un periodo de sobrevida mas corto que aquellos
pacientes con cancer de mama Her2+ que no sobre-expresan ninguno de estos dos genes (azul, Ay B).

Actualmente se emplean farmacos en la quimioterapia que inhiben la funcién de proteinas que son
necesarias para la multiplicacion tanto de células normales como cancerosas, lo cual aungue genera
efectos secundarios no deseados, son utiles en el tratamiento del cancer. Sin embargo, el hecho de que la
expresion de Gpnl y Gpn3 se asocia significativamente con un acortamiento del periodo de vida en
pacientes con cancer de mama del subtipo HER2+, los fArmacos que inhiban selectivamente a Gpn1/Gpn3
serian de especial importancia para el tratamiento de estos pacientes. Cabe mencionar que farmacos que

inhiban Gpnl/Gpn3 ayudarian a la identificacion de las funciones celulares de estas proteinas esenciales.



Capitulo Il - Objetivos

2.1 Objetivo General

Identificar farmacos que se unan a la GTPasa Gpnl humana por medio de experimentos computacionales

de acoplamiento molecular o “docking”.

2.2  Obijetivos Especificos

Identificar mediante experimentos computacionales de acoplamiento molecular o “docking” farmacos

que tengan la capacidad de unirse a cavidades en la superficie de la GTPasa de Gpnl humana.

Determinar las condiciones experimentales para medir la actividad enzimatica de HisGpnl

recombinante in vitro.

Probar experimentalmente el efecto de los farmacos que unan Gpnl humana en los experimentos

computacionales en la actividad enzimatica de la GTPasa de Gpnl humana recombinante in vitro.



Capitulo Il - Materiales y Métodos

3.1 Generaciéon de modelos.

El modelo estructural de Gpnl humana se realizé mediante modelado computacional por homologia. Este
enfoque se fundamenta en la identificacion de una o mas estructuras de proteinas conocidas que
probablemente se asemejan a la estructura de una secuencia problema, y posteriormente en la produccién
de un alineamiento que mapea residuos en la secuencia problema a residuos en la o las secuencias de su
base de datos.

La herramienta bioinformatica utilizada para este trabajo es I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly

Refinement) a través de su servidor en la direccion https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/,

emplea un enfoque jerarquico de la estructura de las proteinas y realiza prediccion de funciones [4],
identifica moldes estructurales de un archivo PDB, que en este caso se empled SHCN, el cual corresponde
a Npa3 en complejo con un analogo no hidrolizable del GTP, posteriormente se genera la estructura final
3D a través de su base de datos. En base a modelos atdbmicos construidos mediante simulaciones de

ensamble de fragmentos a partir de moldes iterativos.

3.2 Simulacion por dindmica molecular.

Los métodos de simulacion de dinamica molecular producen trayectorias de posiciones atémicas,
velocidades y/o energias como una funcién del tiempo. Por otra parte, la resolucion de estructuras
macromoleculares obtenidas a partir de experimentos de cristalografia de rayos X, RMN o modelado por
homologia permiten la obtencion de imagenes estaticas en el tiempo o incluso algun indicio del
movimiento de las moléculas, sin embargo ninguna de ellas nos permite visualizar el comportamiento de
estas moléculas respecto al tiempo, por ello la necesidad de llevar a cabo simulaciones por dinamica

molecular.


https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

3.3 Busqueda de cavidades en la superficie del modelo tridimensional de Gpnl
humana.

Conocer la ubicacion de sitios de union al sustrato o ligando de enzimas en las cavidades de las proteinas
receptoras hace posible disefiar inhibidores o antagonistas de las mismas. La superficie de la proteina
puede formar cavidades que fungen como sitios de unién de ligandos de moléculas pequefias. Por lo
tanto, la identificacion de cavidades en la superficie de una proteina a menudo es el punto de partida para
el disefio de farmacos basado en la estructura. La deteccion apropiada del sitio de union del ligando es un
requisito previo para el acoplamiento de la proteina-ligando. La herramienta empleada para determinar las
cavidades de Gpnl es el metaservidor Metapocket 2.0, un método de consenso, en el que los sitios de
union predichos por ocho métodos: LIGSITEcs, PASS, Q-SiteFinder, SURFNET, Fpocket, GHECOM,
ConCavity y POCASA se combinan para mejorar la tasa de éxito de la prediccion [5], teniendo como
principal objetivo identificar los sitios de unién del ligando en la superficie de la proteina. Desde el sitio
http://projects.biotec.tu-dresden.de/metapocket/index.php se adjunta el archivo en formato PDB donde se
encuentra la estructura del monémero de Gpnl modelado por I-TASSER, la busqueda del nimero de

cavidades se establece en 8.

3.4 Obtencién de ligandos.

La obtencién de ligandos fue realizada a partir de la base de datos ZINC (http://zinc.docking.org/)

desarrollada por la Universidad de California en San Francisco, cuya particularidad y objeto de interés es
que los compuestos quimicos almacenados en ella son disponibles comercialmente. Los criterios de
seleccion para los compuestos quimicos estan basados en la regla de Lipinski, fundamentada en las
propiedades moleculares con relevancia farmacocinética en el cuerpo humano, limitando la bldsqueda a
aquellos ligandos cuyo coeficiente de reparto octanol-agua (logP) se encuentre entre 0 y 5.0, ademaés de

considerar solamente aquellas moléculas con un peso que se encuentre entre 160 y 500g/mol [6].


http://zinc.docking.org/

3.5 Acoplamiento o “docking” molecular.

Este procedimiento computacional intenta predecir la union no covalente de macromoléculas o, mas
frecuentemente, de una macromolécula o receptor que para este trabajo fue el modelo de Gpnl humana y
una molécula pequefia (ligando) de manera eficiente, comenzando con sus estructuras no unidas,

estructuras obtenidas a partir de simulaciones o modelado de homologia, como es el presente caso.

Libreria virtual Modelado por homologia

__________ - ——————————
- P - |
I

Farmacos con potencial
union a Gpnl

Figura 3.1. Estrategia general para determinar la unién de farmacos a Gpnl. Se representan
los dos elementos esenciales para la realizacion de docking molecular, el ligando que corresponde
modelo del mondmero de la GTPasa Gpnl y los ligandos a acoplar, disefiados a partir de la base de
datos de ZINC (http://zinc.docking.org/).



El objetivo es predecir las conformaciones ligadas y la afinidad de unién, para ello existe una gran
cantidad de software que permite la realizacion de estudios de acoplamiento molecular. Para este trabajo
se empled el plugin AutoDock Vina en PYMOL.

Autodock emplea mapas de interaccion para el docking, mismos que calcula con el programa Autogrid
[7]. El examen visual de las geometrias de union predichas o poses, contribuye crucialmente a encontrar
un compuesto que presente una afinidad de unién potenciada en alguno de los sitios de interés para el
modelo de Gpnl humana, mismos que por consecuencia presentarian la posibilidad de afectar su funcién.
El nmero de poses a generar fue establecido en 5 y el tamafio de la caja corresponde a 75A en el eje de

«K. ., » ({32

las “x” ,66Aenelejedelas “y” ,y56Aen “z” .

3.6  Analisis post-docking.

Una vez generadas las 5 poses correspondientes a la orientacion de cada uno de los 1752 ligandos
respecto al modelo de Gpnl, se obtiene el calculo de la energia de afinidad asi como la distancia de enlace
entre el complejo ligando-Gpnl. La seleccién de compuestos quimicos que potencialmente se unan a la
GTPasa Gpnl estara fundamentada en aquellos compuestos que tengan la mayor energia de afinidad, es
decir, un valor de energia libre de Gibbs mas negativo, y para aquellos que presenten la menor distancia
de interaccion, los criterios establecidos aplicables a estos parametros, son que el compuesto quimico

deberéa tener una energia de afinidad con valores inferiores a -8 kJ/mol y la distancia igual 0 menor que

8A.
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3.7 Purificacion de HisGpnl en bacterias Escherichia coli.

Se examinara el efecto de los farmacos obtenidos en los experimentos computacionales de acoplamiento
molecular o “docking” en ensayos in vitro utilizando Gpnl recombinante humana aislada de bacterias E.
coli. Para alcanzar este objetivo seré necesaria la aplicacion de un protocolo adecuado para producir Gpnl
humana como proteina recombinante en un sistema heter6logo. La obtencion de Gpnl humana
recombinante brindard la posibilidad de realizar ensayos bioquimicos y biofisicos para comprender su
funcionamiento y probar los efectos con la exposicion a farmacos que presentan energias de afinidad
elevadas de acuerdo a los resultados del docking computacional.

El protocolo empleado por Gonzélez-Gonzélez et al., 2017 para expresar y purificar Gpnl humana
recombinante etiquetada con histidinas (Fig. 3.2), permitira purificar a Gpnl con un alto grado de pureza,

correctamente plegada y con la capacidad de unir nucle6tidos de guanina e hidrolizar GTP [2].

Cultivo de E. coliBL21 Obtencién d llet *(T, P, SN)
DE3)a37°C en presencia Induccion de la expresion ) enaond e‘pe € S .
(kana)micina 20 ;'lM hasta bacterianos centrifugaciona ———> sonicadoen 50 mLde

| i lensidad Isopropil-B-D- 10,000 rpm durante 10 mina buffer de lisis
f‘ canzar una densidac tiogalactésido (IPTG) 2°C.
opticaaentre 0.6y 0.8 incubar a16°C 20 h. _
centrifugar
13,000 rpm
“E) L)
El volumenrecuperado se - Lavadocon @ La fraccion soluble
colectaen un Elucion de Gpnl de la buffer de lisis A btenid I
: = ’ obtenida se aplica a
concentrador contamaiio €<—— columna de afinidad A S [/ s d
) Con buffer alta conc. ¢ 4 traves de una
deporo de 10kDa ) .
Imidazol . columna de afinidad

centrifugado a4500 rpm .
por 10 min hastaun *(FT)
volumen de 5mL.

8 b
filtrado con un tamaiio P
l de poro de 0.2 mm P9 9 ¢ &
Exclusion i
Inyeccion en columna de N T molecular
exclusion molecular. ! w

| > @D

*Fracciones
- Cuantificacion de proteina

Figura 3.2. Protocolo para la purificacion de HisGpnl y HisGpnl/Gpn3.

11



3.8 Expresion de HisGpnl recombinante humana.

Bacterias competentes E. coli BL21 (DE3) transformadas con el plasmido para expresar HisGpnl se
cultivaron a 37°C con agitacion a 200 rpm en medio LB y presencia del antibidtico de seleccion
kanamicina 30 uM hasta alcanzar una densidad optica a 600 nm entre 0.6 y 0.8. Posteriormente se llevd a
cabo la induccién de la expresion con isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) a una concentracion final de
0.1 mM a 16°C durante 20 h. Finalizada la induccion se obtienen los pellets bacterianos por
centrifugacion del cultivo a 10,000 rpm durante 10 min a una temperatura de 4°C. Los pellets se
congelaron a -20°C hasta su uso. Para dar comienzo a la purificacion es necesario resuspender los pellets
y lisar las células, para lo cual se sonicaron las bacterias procedentes de 1 L de cultivo en 50 mL de buffer
de lisis (Tris 50 mM, pH 7.5, NaCl 100 mM, imidazol 30 mM, y Tween-20 al 0.2%). Finalizado el

sonicado se centrifugo el lisado a 13,000 rpm durante 30 min a 4°C y se recuperd la fraccion soluble.

3.9 Cromatografia de afinidad.

La cromatografia de afinidad separa a las proteinas en base a la interaccién reversible que sostienen con
iones metélicos acoplados a una matriz de cromatografia. Gpnl se expres6 con la etiqueta de 6xHis, por
lo que se puede purificar por su unién a los iones metalicos de niquel. La histidina es el aminoécido que
exhibe la interaccion mas fuerte, ya que los grupos donantes de electrones en el anillo de imidazol de
histidina forman facilmente enlaces de coordinacion con metales de transicion inmovilizados como el
caso del niquel. La fraccion soluble obtenida se aplica a través de una columna de afinidad conteniendo
niquel previamente equilibrada con el buffer de lisis. Posteriormente la resina fue lavada con 70 mL del
mismo buffer. Finalmente Gpnl se eluyd de la columna de afinidad con 14 mL de buffer de elucion (Tris
50 mM, pH 7.5, NaCl 100 mM, imidazol 300 mM). Una concentracion elevada de imidazol desplaza a la
etiqueta de histidinas en Gpnl del niquel; el volumen recuperado se colecté en un concentrador con

tamafo de poro de 10 kDa el cual se centrifugd a 4,500 rpm durante 10 min hasta alcanzar un volumen
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final de 5 mL. Los 5 mL del concentrado se pasaron por un filtro con un tamafio de poro de 0.2 um y las

proteinas se separaron en una columna de exclusion molecular.

3.10 Cromatografia de exclusion molecular.

El método de cromatografia utilizado como paso final en la purificacion de Gpnl es la filtracion en gel.
Esta se usa para eliminar los contaminantes que puedan estar presentes con la proteina parcialmente
purificada y también puede ser especialmente Util en la determinacion de los pesos moleculares nativos
para proteinas oligoméricas. Para purificar Gpnl se utilizd una columna Superdex 200 16/600 en un

equipo AKTA PURE 25M, de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

3.11 Almacenamiento de HisGpnly HisGpnl/Gpn3.

La realizacion de los stocks tanto para HisGpnl como HisGpnl/Gpn3 fue llevada a cabo a partir de una
concentracion de 0.86 mg/mL y 1.52 mg/mL respectivamente, resultantes de las fracciones
correspondientes al centro del pico en el cromatograma de exclusion molecular, las concentraciones de
almacenamiento para ambas enzimas fueron ajustadas a 20 uM y a una concentracion de glicerol al 10%

para su proteccion al congelamiento que se efectu6 a -20°C.

3.12 Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS/PAGE).

La electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS/PAGE) es uno de los métodos méas
usados para la separacion de mezclas de proteinas en funcién de sus pesos moleculares. Los geles de
poliacrilamida constituyen un excelente medio de soporte para separaciones electroforéticas, dado que
retnen una serie de propiedades idoneas. Representa una herramienta para verificar la calidad de nuestra
purificacion en diferentes etapas de la misma, ya que son tomadas muestras desde el lisado hasta que
finalmente se tiene concentrada la proteina en el Gltimo paso de la purificacion.
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3.13 Ensayos de dispersion dinamica de luz (DLS).

Los ensayos de dispersion dinamica de luz (DLS) se realizaron con Gpnl humana recombinante para
medir su tamafio hidrodindmico, polidispersion y posible agregacion. La luz dispersada es una funcién del
tamario hidrodindmico y la concentracion de la muestra. Debido a que las moléculas o particulas grandes
se mueven méas lentamente que las pequefias, se produce una funcion de correlacion definida, estas
fluctuaciones estan directamente relacionadas con la velocidad de difusion de las moléculas en la solucion
y ocurren por el movimiento browniano de las mismas. A partir de la funcién de correlacion se calcula el
coeficiente de difusion de las moléculas. Finalmente también es posible calcular el radio hidrodinamico
de la proteina y una estimacion del peso molecular. Para este trabajo es fundamental obtener de manera
recombinante a HisGpnl y HisGpn1/Gpn3 como monodispersas, ya que se desea probar si algun

compuesto quimico pudiera afectar la estabilidad del complejo.

3.14 Ensayos de actividad enzimatica de GTPasa.

La actividad de GTPasa intrinseca de Gpn1l purificada se llevd a cabo en ensayos enzimaticos con el kit
GTPase-Glo Assay de manera semicuantitativa. Este ensayo evalla la actividad de GTPasa detectando la
cantidad de GTP remanente después de la hidrolisis de GTP en una reaccion de GTPasa. EI GTP
remanente se convierte en ATP usando el Reactivo GTPase-Glo; posteriormente se detecta el ATP usando
luciferina como sustrato de la luciferesa para producir bioluminiscencia en forma de oxiluciferina. Una
GTPasa altamente activa hidroliza méas GTP, reduciendo la cantidad de ATP producido a partir de GTP y
reduciendo la produccion de luz. Una GTPasa menos activa hidroliza menos GTP, dejando una mayor
cantidad de GTP para convertirse en ATP y producir mas luz, por tanto la cantidad de luminiscencia

generada es inversamente proporcional a la actividad enzimatica [8].

Con la finalidad de establecer las condiciones idoneas para la determinacion de la actividad de GTPasa de
acuerdo a nuestras necesidades, se evaluaron distintas variables como la concentracion de HisGpnl y
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HisGpn1/Gpn3, los tiempos de reaccién en cada paso durante el desarrollo del ensayo, la concentracién
de GTP, el volumen de preincubacion, el volumen de reaccién de GTPasa, y el curso temporal de la

reaccion, entre otros.

3.15 Determinacion de actividad enziméatica de HisGpnl y HisGpnl/Gpn3

recombinantes.

Para verificar que HisGpnly HisGpnl1/Gpn3 purificadas fueran activas, se realiz6 el ensayo de actividad
enzimatica en placas de 384 pozos. El volmen de reaccion de GTPasa depositado en cada pozo fue de 3
uL a una concentracion de HisGpnl y HisGpnl/Gpn3 de 5 uM, GTP 5 uM y DTT 1 mM utilizando el
buffer GAP/GEF como vehiculo. Cabe destacar que para este ensayo la proporcion de enzima/GTP fue
estequiométricamente 1:1. La reaccion de GTPasa se efectud durante 60 min a 25°C; posteriormente se
afiadio el reactivo Glo reconstituido, compuesto por ADP 1 mM, reactivo Glo 500x, y buffer Glo como
vehiculo, del cual se agregan 3 uL a cada pozo donde se desarrollé la reaccion de GTPasa. Esta reaccion
de conversion de GTP a ATP se llevd a cabo durante 30 min; finalmente para la produccion de
luminiscencia se agregaron 6 ulL de reactivo de deteccion, siempre respetando la proporcion de
volimenes 1:1:2 entre la reaccion de GTPasa, conversion de GTP a ATP y deteccion de luminiscencia. La
medicion de luminiscencia se llevo a cabo en un lector de placas VICTOR X4 Multilabel (Perkin-Elmer)

(Fig. 3.3).
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GTPase Glo
Reagent 100x e GTPase Glo
Reagent

Reconstituido
10 mM ADP U /

U

Buffer GAP/GEF
GTP 10uM
DTT 1mM \
Reaccion de
/ GTPasa
GTP 5uM
G1, H15uM
G1, H1 10uM Conversion de
Buffer 10mM Trizma base GTP a ATP 15
100mM Nacl
5mM MgCl, Reactivo
Glicerol 10% de Deteccidn

Luminiscencia

Figura 3.3. Descripcion general del ensayo GTPase-Glo optimizado. Este diagrama muestra la
descripcion general de los protocolos para realizar actividad de GTPasa intrinseca con reduccién en
los tiempos de reaccion de GTPasa y en la reaccion de conversion de GTP a ATP, también se
muestra una reduccion de 5 veces la concentracion del reactivo GTPase Glo.
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Capitulo IV — Resultados

4.1 Modelado por homologia.

Se generaron cuatro modelos de Gpnl en dos conformaciones distintas las cuales fueron denominadas
“conformacion abierta” para aquellos donde los ligandos son moléculas de GTP, y “conformacion
cerrada” a aquellos con el nucle6tido GDP como ligando, dicha conformacién esta determinada a partir de
la posicion de los residuos que se encuentran entre la Phe 198 y Val 243 formando dos alfa hélices
correspondientes a la insercién 2. La diferencia entre cada uno de los modelos estd determinada
energéticamente.

Los modelos en conformacidn abierta, unidos a GTP, son nombrados como Modelo 1 y Gpnl modificada
(Fig. 4.1A) desde estudios anteriores realizados por nuestro grupo. La modificacion a la que se hace
mencion fue llevada a cabo de igual forma por nuestro grupo para trabajos previos, corresponde a un
arreglo manual realizado sobre la estructura de la proteina que consiste en la separacion del extremo
carboxilo del resto de Gpnl, con la finalidad de que al realizar la dindAmica en presencia de la GTPasa
Gpn3 fuera favorecida la formacion del heterodimero del que experimentalmente se tiene evidencia. Los
modelos en conformacién cerrada, unidos a GDP, son nombrados como Modelo 27 y Modelo 28 (Fig.

4.1B) desde trabajos previos realizados por nuestro grupo.
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Conformacidn abierta Conformacidn cerrada

Modelo 1 Gpnl “modificada” Modelo 27 Modelo 28

Figura 4.1. Modelos del mondmero de Gpnl generados por I-TASSER. La conformacién
abierta corresponde al Modelo 1 y al modelo denominado Gpnl “modificada”, en ambas el
ligando es una molécula de GTP. Los modelos 27 y 28 presentan la “conformacion cerrada”, la
cual tiene unido GDP. La conformacion abierta o cerrada estd determinada por la posicion de los
residuos entre Phe 198 y Val 243 (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/).

4.2 Dinamica molecular.

Para la identificacion de farmacos que puedan unirse a las cavidades de la superficie de Gpnl humana, se

necesita primero identificar el modelo representativo de todos los generados en una dindmica molecular.

Modelo 1

Lal
o
]
°
<]
=

Figura 4.2. Cambios estructurales al inicio y al final de la simulaciéon por dindmica molecular
en el Modelo 1 del monomero Gpnl. (A) Inicio y final de la dindmica molecular de 50
nanosegundos. (B) Superposicion del primer y ultimo nanosegundo de la dindmica.

(C) Acercamiento del sitio de unién del GTP en la superposicion del inicio y final de la dinamica.
(D) Superposicion del GTP para verificar el movimiento.
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El modelo Unicamente representa un momento de la existencia de la molécula, pero no brinda

informacidn acerca de la estabilidad ni los efectos que tienen sobre ella el medio ni el tiempo.

Se realizaron dinamicas moleculares sobre los modelos para la conformacion abierta (Fig. 4.2A, Modelo
1) y cerrada (Fig. 4.3A, Gpnl “modificada”), donde se generaron 1000 frames por cada nanosegundo.
Para estas dinamicas el tiempo establecido para cada uno de los cuatro modelos fue de 50 ns. Se
produjeron 50,000 frames por dinamica, siendo 200,000 en total. Cada modelo tard6 aproximadamente 6-

7 dias y con la posibilidad de correrse en paralelo.

Figura 4.3. Cambios estructurales al inicio y al final de la simulacion por dinamica molecular
en el modelo de Gpnl “modificada”. (A) Inicio y final de la dinamica molecular de 50
nanosegundos, las flechas indican la separacion realizada del carboxilo. (B) Acercamiento del sitio
de unién del GTP en la superposicion del inicio y final de la dinamica. (C) Representacion del
ndcleo principal de la proteina. (D) Superposicion del GTP del primer y Gltimo nanosegundo de la
dindmica para verificar su movimiento.
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4.3 Clustering.
El “clustering” o agrupamiento proporciona un medio para agrupar y dar sentido a la informacion en la

trayectoria de la dinamica molecular. Se realizo el clustering y procesamiento posterior a los modelos
unidos a GTP. El clustering del modelo 1 realizado sobre cadena principal fue a partir de un total de
50,000 frames, insertando un “skip” o salto de 100 tomas, es decir, muestreando una toma y omitiendo
cien; sucesivamente se seleccionan 500 permitiendo el andlisis real y confiable de grandes cantidades de
iméagenes como las generadas por cada dindmica.

El cluster 1 para el modelo 1 (Fig. 4.4A) fue de 477 miembros siendo el centro de cluster el frame
nimero 238, con un corte de 2 A. Para el clustering de Gpnl cortada (Fig. 4.4B) también sobre cadena
principal, se obtuvieron:

Cluster 1 con 407 miembros y centro de cluster el frame #264.

Cluster 2 con 81 miembros y centro de cluster el frame #15, ambos con un corte de 2 A.

Figura 4.4. Centro de cluster para el monémero de Gpnl. Frame #264 correspondiente al
centro de cluster para el modelo 1.

4.4  Obtencion de ligandos.

De la base de datos ZINC y como criterio de seleccidén con base en la Regla de Lipinski descritos con
anterioridad (en la seccion de Materiales y Métodos), se encontraron 1752 compuestos que cumplen con

estas caracteristicas.
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4.5 Acoplamiento o docking molecular.

Se empled el Plugin Vina de PyMOL para realizar el docking de las moléculas obtenidas a partir de ZINC
para la superficie del modelo 1 de Gpnl humana (Figs. 4.5, 4.6 y 4.7), en base a la estimacion de la
afinidad en union entre la proteina y el ligando. El docking fue realizado sobre la totalidad de la superficie
de la proteina, y asi, teniendo los resultados para las cavidades de Metapocket, se llevd a cabo una
comparacion de los sitios de unién a ligando y si éstos concordaban o no con lo predicho por Metapocket.
Se encontrd que en las cavidades predichas hay acoplamiento de ligandos, y que ademas existen sitios no
considerados como cavidades por Metapocket pero por docking estos son de buena afinidad para los

ligandos (Fig. 4.9).

Figura 4.5. Farmacos que se acoplan a la superficie del modelo 1 de Gpnl humana. Se
muestra la pose que presenta una mayor energia de afinidad siendo en total 1752
compuestos. unidos.

Figura 4.6. Concordancia entre los ligandos obtenidos por docking y las cavidades
predichas por Metapocket.
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Figura 4.7. Representacion de los farmacos unidos solamente en la region del extremo C-
terminal. Dada la poca conservacion de esta region, se sugiere constituye un blanco potencialmente

selectivo.

Figura 4.8. Acercamiento al sitio de uniéon a GTP. (A) Representacion de la estructura
secundaria de los residuos que interactiian con GTP y representacion de la estructura en barra de 3
ligandos que se acoplaron al mismo sitio. (B) Silenciamiento de la proteina, los 3 ligandos se
observan en superposicién con el GTP. Los ligandos acoplados al sitio de unién a GTP son:
ticarcilina, primidona y acido desoxicdlico.

Figura 4.9: Representacion de la isosuperficie del modelo 1 de Gpnl humana (A) en
comparacion con el mismo modelo en representacion de caricatura (B). La isosuperficie es una
superficie de valor constante, se puede visualizar volumétricamente los campos generados por los
atomos de Gpnl humanay la interaccion de los ligandos con ellos.
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4.6  Andlisis post-docking.
Una vez visualizadas las geometrias de union y estimadas las interacciones para cada una de las 5 poses,
es posible determinar a los mejores candidatos para interactuar con Gpnl.
Como se menciond anteriormente, en este trabajo se establecieron tres criterios para considerar a los
compuestos quimicos como candidatos para su adquisicion y pruebas in vitro con las proteinas
recombinantes (Tabla 1):

I.  Suenergia de enlace en funcion de la energia libre de Gibbs (AG), misma que determina la fuerza

del complejo proteina ligando.

ii.  Ladistancia entre el compuesto quimico y los carbono o de Gpn1, expresada en A.

Iil.  Sitio de union respecto a la superficie de Gpnl.

La organizacién de los compuestos quimicos se representa con base en los criterios de energia de union y
distancia. Ademas la eleccion de los mismos se realizé de acuerdo a su sitio de union en la proteina, considerando
de especial interés por ser unicos en Gpnl, a la superficie de contacto con Gpn3, el extremo carboxilo terminal, la

insercion 2 y el sitio de unién a nucleétido.

Tabla 1. Farmacos resultantes del analisis post-docking.

Farmaco Energia de enlace AG (kcal/mol) Distancia (A) ID Autodock Vina ID ZINC
Superficie de contacto

Bisacodilo -7 5.58 FDA _state00369 3830321

Idarrubicina -9.4 5.14 FDA state00652 3830923
Carboxilo

Dicumarol -8.5 5.09 FDA_state01125 3869855
Insercion 2

Rosiglitazona -7.2 3.86 FDA_state01431 968330

Propranolol -6.7 4.48 FDA state01418 20240

Pendiente docking
Doxorrubicina
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Debido a que el efecto de la unién de los compuestos quimicos dependera del sitio de la proteina al cual
presenten mayor afinidad (Fig. 4.11), es importante la identificacion de los sitios de interés para el
acoplamiento de los mismos, siendo las inserciones 1y 2, el extremo carboxilo, los sitios de union a
nucleétido y a GTP, y la alfa hélice correspondiente a la superficie de contacto implicada en la formacién

de los dimeros Gpn1/Gpnl o Gpnl/Gpn3, representados en la figura 4.10.

Insercion 2

Carboxilo ™\

Bisacodyl
Idarubicin
Dicumarol
Rosiglitazone

111 ]

Propranolol

Figura 4.11. Sitios de union de los fArmacos resultantes de procesamiento post-docking
acoplados sobre los sitios de interés en la superficie de Gpn1l.
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4.7  Purificacion de HisGpnly HisGpnl/Gpna3.

La calidad de la purificacion se observd mediante la separacion de las proteinas por electroforesis en un
gel desnaturalizante y en el cromatograma de la exclusién molecular (Figs. 4.12 y 4.13). Las bandas
sefialadas en el gel desnaturalizante corresponden al peso molecular de Gpnl, misma que se espera
encontrar en la fraccion soluble (sobrenadante) posterior a la centrifugacién del lisado total. La presencia
de Gpnl en la muestra correspondiente al pellet indica pérdida de la proteina, asi como la que no es
retenida por la columna de afinidad (Flow through) y la obtenida al realizar el lavado de la columna, sin
embargo, se recupera una cantidad de proteina suficiente en la muestra que corresponde a la elucién, misma que
se puede observar de forma importantemente elevada cuando es concentrada, y finalmente una mayor
cantidad de proteina es colectada en las fracciones 10, 11 y 12 pertenecientes al centro del pico

proveniente de la filtracion en gel.
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Figura 4.12. Fracciones de HisGpnl colectadas durante los diferentes pasos del proceso de
purificacion fueron separadas mediante SDS-PAGE vy se visualizaron por tincién con azul
de Coomassie. La migracion corresponde a HisGpnl con un peso molecular aproximado de 43
kDa. T= Lisado total de bacterias por sonicacion. P= Pellet bacteriano generado después de la
centrifugacion del extracto total. SN= Sobrenadante generado después de la centrifugacion del
extracto total. FT= Flow through, fraccién soluble colectada tras su paso por la columna de
afinidad. L= Lavado de la columna de afinidad con buffer de lavado. E= Fraccién de elucion.
M= Marcador de peso molecular. [ ]= Concentrado de la fraccion de elucioén. F= Fracciones
correspondientes a la separacion en columna de exclusién molecular.
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Gpnl es obtenida por cromatografia en gel como una sola poblacion, comienza a eluir a partir del
mililitro 65 y hasta el 85, las fracciones se colectan a partir del mililitro 70 hasta el 85, recuperando 15
fracciones de 1mL cada una. El volumen al cual eluye la proteina corresponde al peso molecular
esperado para Gpnl en su forma dimérica. Posterior a la primera inyeccion mostrada en azul en la figura
4.14, se realiza una segunda inyeccion de las fracciones que corresponden al centro del pico de la primera

inyeccion, con la finalidad de aumentar el grado de pureza de la proteina.
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Figura 4.13. Cromatograma de HisGpnl separada en uma columna de exclusion molecular.
La mayor concentracion de HisGpnl se obtiene en el volumen de elucion que se encuentra entre
65 y 85 mL, se observa una sola poblacion de proteina que corresponde al peso molecular para un
dimero de Gpnl. En azul se muestra la primera inyeccion de la fraccion concentrada de afinidad.
En rojo se representa una segunda inyeccién con la fraccion que se colectd del primer pico en una
primera separacion.
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4.8 Actividad enzimética de GTPasa de HisGpnl y HisGpn1/Gpn3 recombinantes.

Uno de nuestros principales objetivos es probar aquellos farmacos resultantes del estudio de acoplamiento
molecular sobre la actividad enzimatica de HisGpnl y HisGpnl/Gpn3 recombinantes. Para el
cumplimiento de este objetivo, primero se realizé la determinacion de la actividad enzimética para ambas
proteinas en ausencia de farmaco (Fig. 4.14). Tanto HisGpnl (G1) como HisGpnl/Gpn3 (H1)
recombinantes resultaron capaces de hidrolizar GTP, presentando una reduccion en las unidades relativas
de luminiscencia a los 5 min de iniciada la reaccion. La cantidad de GTP hidrolizado se puede considerar
en relacion a las cuentas totales de GTP convertido a ATP en ausencia de enzima, pudiéndose considerar
este valor como el 100%.

Otra variable importante a considerar fue la relacion entre la cantidad de GTP hidrolizado y el tiempo que
le toma a ambas enzimas llevar a cabo dicha reaccion, en la figura 4.14 se muestra el curso temporal de la
actividad de GTPasa para HisGpn1/Gpn3 2.5 uM en presencia de GTP 10uM.

Una vez establecidas las condiciones para la determinacion de la actividad enzimética de G1 y H1, se
efectuo el protocolo establecido anteriormente para conocer el efecto de incubacion de ambas enzimas en

presencia de los farmacos: Propranolol, bisacodilo, rosiglitazona, idarrubicina y doxorrubicina.
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Figura 4.14. Actividad enzimatica intrinseca de G1 y H1. Se muestra la luminiscencia producida por el
GTP remanente posterior a la reaccion de GTPasa de forma independiente entre HisGpnl 5uM vy

HisGpnl/Gpn3 5uM con GTP 5uM para cada una, en relacién estequiométrica 1:1 y con 15 min de
incubacion.
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4.9 Efecto de la concentracion de HisGpnl y HisGpnl/Gpn3 recombinantes sobre
su actividad de GTPasa.

La capacidad hidrolitica de GTP para HisGpnl (G1) como HisGpnl/Gpn3 (H1) recombinantes
correlaciond con su concentracion. Se probaron concentraciones de 2.5, 5, 7.5y 10 uM para G1 y de 1,

1.5,2y 2.5 uM para H1 mostrados en las figuras 4.15 y 4.16.

N
9]
—

-]

1.5

Luminiscencia (RLU) x10°

Buffer GTP G12.5uM G15uM G17.5uM G110uM

Figura 4.15: Efecto de la concentracion de HisGpnl/Gpnl recombinante sobre su actividad de GTPasa.

La reaccion de GTPasa fue realizada en presencia de 5uM GTP con una duracién de 5 minutos, todas las
condiciones se llevaron a cabo por triplicado.
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Figura 4.16: Efecto de la concentracion de HisGpnl/Gpn3 recombinante sobre su actividad de

GTPasa. La reaccion de GTPasa fue realizada en presencia de 5uM GTP con una duracién de 5 minutos,
todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado.
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4.10 Curso temporal de la actividad de GTPasa para G1y H1.

Tanto G1 como H1 hidrolizan la mayor parte de GTP en los primeros 5 minutos de reaccion cuando la

relacion estequiométrica es 1:4 entre la enzima y el nucle6tido respectivamente (Figs. 4.17 y 4.18).
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Figura 4.17: Curso temporal de actividad de GTPasa para HisGpnl 2.5uM en presencia de GTP
10pM.
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Figura 4.18: Curso temporal de actividad de GTPasa para HisGpnl/Gpn3 2.5uM en presencia de
GTP10uM.
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4.11 Efecto de los diferentes farmacos en la actividad de GTPasa de G1y H1.

La reaccion de GTPasa para G1 y H1 fue llevada a cabo en presencia de los compuestos quimicos
resultantes del analisis post-docking, siendo estos propanolol, bisacodilo, rosiglitazona, idarubicina y
doxorrubicina, en las condiciones descritas anteriormente para su preincubacion antes de la reaccion de
GTPasa.

El propranolol presenta union en la insercion 2 de Gpnl y presenta una energia de enlace de -6.7 kcal/mol
y una distancia de enlace de 4.48 A, como se muestra en las figuras 4.19 y 4.20 no se obtuvieron cambios
importantes respecto a los controles para G1 y H1 en las concentraciones probadas para la actividad de
GTPasa, a pesar de ello los ligeros cambios observados son inversos en ambas enzimas, G1 muestra una

ligera tendencia a disminuir su actividad, y H1 tiende a aumentar respecto a los controles.
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Figura 4.19: Efecto de Propranolol sobre la actividad de GTPasa de HisGpnl 2.5uM. La reaccién de
GTPasa fue realizada en presencia de una concentracion final de GTP 5uM con una duracién de 5 minutos,
todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. Propranolol fue solubilizado en agua.
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Figura 4.20: Efecto de Propranolol sobre la Actividad de GTPasa de HisGpnl/Gpn3 2.5uM. La reaccion
de GTPasa fue realizada en presencia de una concentracion final de GTP 5uM con una duracién de 5 minutos,
todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. Propranolol fue solubilizado en agua.

De acuerdo a los resultados del docking, el bisacodilo presenta una union de -7 kcal/mol a una distancia
de 5.58 A de la alfa hélice que representa la superficie de contacto tanto con Gpnl para formar el
homodimero, como con Gpn3 para la formacion del heterodimero. El bisacodilo demostro claramente
incrementar la actividad de enzimatica para G1 en forma dependiente de la concentracion, con un mayor

aumento a 1 uM de 60% para G1y H1 (Figs. 4.21y 4.22).
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Figura 4.21: Efecto del bisacodilo sobre la actividad de GTPasa de HisGpnl 2.5uM. La reaccion de
GTPasa fue realizada en presencia de una concentracion final de GTP 5uM con una duracién de 5 minutos,
todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. El bisacodilo fue solubilizado en acido acético a una
concentracion final de 0.05%.
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Figura 4.22: Efecto de bisacodilo sobre la actividad de GTPasa de HisGpn1/Gpn3 2.5uM. La reaccion
de GTPasa fue realizada en presencia de una concentracion final de GTP 5uM con una duracion de 5

minutos, todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. El bisacodilo fue solubilizado en &cido
acético a una concentracion final de 0.05%.
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ra el caso de la rosiglitazona, no se observaron cambios a las diferentes concentraciones respecto al
control en G1 (Fig. 4.23), sin embargo el GTP remanente fue menor al 10% lo que dificulta la
identificacion de variaciones en caso de presentarse, esto probablemente debido a que la reaccion de

GTPasa fue més larga por cuestiones de manipulacion.
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Figura 4.23: Efecto de rosiglitazona sobre la actividad de GTPasa de HisGpnl 2.5uM. La reaccion de
GTPasa fue realizada en presencia de una concentracion final de GTP 5uM con una duracién de 5 minutos,

todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. Rosiglitazona fue solubilizada en DMSO a una
concentracion final de 0.02%.

H1 por otro lado presentd una reduccion en la mitad de su actividad a todas las concentraciones probadas
(Fig. 4.24), la rosiglitazona de acuerdo a los resultados de docking se une en la insercion 2 al igual que el

propranolol, su energia de enlace es de -7.2 kcal/mol a una distancia de 3.86 A.
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Figura 4.24. Efecto de Rosiglitazona sobre la actividad de GTPasa de HisGpnl/Gpn3 2.5uM. La
reaccion de GTPasa fue realizada en presencia de una concentracién final de GTP 5uM con una duracion de
5 minutos, todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. Rosiglitazona fue solubilizada en DMSO a
una concentracion final de 0.02%.

La actividad de GTPasa para G1 preincubada con la idarrubicina no presentd cambios respecto a su

control a las distintas concentraciones (Fig. 4.25).
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Figura 4.25: Efecto de idarubicina sobre la actividad de GTPasa en HisGpnl 2.5uM. La reaccion de
GTPasa fue realizada en presencia de una concentracion final de GTP 5uM con una duracion de 5 minutos,
todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. Idarrubicina fue solubilizada en metanol a una
concentracion final de 0.05%.
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En la figura 4.26 se observa una reduccion de la actividad de GTPasa dependiente de la concentracion de
la idarrubicina, a 1 uM del farmaco la actividad se observa estimulada respecto al control, mientras que a
100 uM la actividad es similar a la del control.

La idarrubicina presenta la mayor energia de union a Gpnl de todos los farmacos probados por docking,

con una energia de -9.4kcal/mol y una distancia de 5.14A respecto a la superficie de contacto.
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Figura 4.26: Efecto de idarrubicina sobre la actividad de GTPasa de HisGpnl/Gpn3 2.5uM. La
reaccion de GTPasa fue realizada en presencia de una concentracion final de GTP 5uM con una
duracion de 5 minutos, todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. ldarrubicina fue
solubilizada en metanol a una concentracion final de 0.05%.

La doxorrubicina a diferencia de los deméas compuestos quimicos, no se ha probado alin en experimentos
computacionales de acoplamiento molecular, sin embargo, se decidi6 emplear en experimentos de
actividad enzimatica dado a su similitud estructural con la idarrubicina, ya que ambas pertenecen a la
familia de las antraciclinas, misma que como ya se menciono, tiene el mejor resultado en el docking de

acuerdo a su energia y distancia de enlace.
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Al igual que para la idarrubicina, la doxorrubicina no mostro afectar la actividad enziméatica de G1

respecto a su control (Fig. 4.27).
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Figura 4.27: Efecto de doxorrubicina sobre la actividad de GTPasa de HisGpnl 2.5uM. La reaccion de
GTPasa fue realizada en presencia de una concentracion final de GTP 5uM con una duracién de 5 minutos,
todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. Doxorrubicina fue solubilizada en agua.
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Figura 4.28: Efecto de doxorrubicina sobre la actividad de GTPasa de HisGpnl/Gpn3 2.5uM. La
reaccion de GTPasa fue realizada en presencia de una concentracion final de GTP 5uM con una duracion de 5
minutos, todas las condiciones se llevaron a cabo por triplicado. Doxorrubicina fue solubilizada en agua.
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Para H1 se observa un aumento en la actividad de GTPasa mostrada en la figura 4.28 en las tres
concentraciones probadas, el mayor incremento respecto al control es observado a 100 uM de la

doxorrubicina.
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Capitulo V - Discusién

Las proteinas GPN contintan emergiendo como un blanco atractivo para la exploracion de las vias de
sefializacion intracelular. La dificultad que ha representado el establecimiento de las condiciones para
poder cristalizar a las GPN humanas se ha subsanado gracias al avance de los métodos computacionales
de modelado. En el presente trabajo se empled el modelo molecular generado para la proteina Gpnl
humana en su estado monomérico en conformacion abierta unido al ligando GTP para la realizacion de
experimentos de acoplamiento molecular o docking. EI modelo de Gpnl humana generado por I-
TASSER esté basado principalmente en su ortdlogo Npa3 de Saccharomyces cerevisiae. En esta proteina
se ha reportado que existen dos conformaciones estructurales dependientes de la union de nucledtidos de
guanina [6], una conformacion abierta cuando Npa3 se encuentra unido a GTP, y una conformacion
cerrada si esta unido a GDP. Los modelos para Gpnl humana resultantes por I-TASSER fueron cuatro,
dos con unién a GTP y dos unidos a GDP, con sus conformaciones abierta y cerrada respectivamente. El
patron de la raiz cuadratica media de la desviacion estandar (RMSD) obtenido en estas simulaciones por
dinamica molecular de 50 ns indican que estructuralmente la proteina presenta una tendencia a
estabilizarse, misma que se evidencia al realizar la superposicion del inicio y final de la dindmica como
control de calidad para verificar justamente el movimiento de las estructuras, una manera de incrementar
el grado de confianza en los modelos es realizar simulaciones con tiempos mayores para visualizar de
forma méas amplia la tendencia de la curva. Una simulacion de 50 ns como la presentada en este trabajo
es generalmente considerada como corta, sin embargo este intervalo de tiempo representa una manera
eficaz de obtener tendencias con optimizacion del tiempo de computo, tomando en cuenta que para estas
simulaciones de 50 ns presentadas para los 4 modelos, se necesitan aproximadamente 7 dias para cada
uno. Con base en el RMSD, se determino que los modelos pueden considerarse como confiables y Utiles.
También se logré en este trabajo realizar el agrupamiento o clustering para los modelos de Gpnl

unidos a GTP realizado sobre cadena principal, tal agrupamiento fue efectuado a partir de una muestra
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representativa de 500 de las 50,000 iméagenes totales de la simulacién, facilitando su andlisis, de manera
positiva el cluster 1 para el modelo 1 presentd un 95.4% de estructuras que no difieren més de 2 A
respecto a su cadena principal, entendiéndose como pocas variaciones en la estructura de la proteina a lo
largo de la simulacién. De igual forma que para el caso de la tendencia del RMSD, se puede sugerir
incrementar el tiempo de simulacion con la finalidad de obtener la imagen més representativa de un
periodo méas grande del comportamiento de la proteina. En esta parte del trabajo los resultados
permitieron tomar la estructura méas representativa de la simulacion para el analisis de cavidades por
Metapocket.

De manera paralela realicé el disefio de la biblioteca de ligandos a probar sobre la superficie del
modelo Gpnl humana unido a GTP con base en la regla de 5 de Lipinski, parte fundamental de este
estudio es eventualmente realizar pruebas experimentales de los compuestos quimicos a nivel celular, por
lo tanto los criterios de disefio de la biblioteca deberian facilitar este tipo de ensayos como lo reportado
por Benet y colaboradoes (2016), tedricamente todos los farmacos deberian tener la capacidad de
atravesar la membrana plasmatica dados los criterios del coeficiente de particion octanol-agua, peso
molecular, donadores y aceptores de hidrogeno. Cabe mencionar que existen farmacos con buena
biodisponibilidad oral y que no cumplen con la regla de 5 de Lipinski, por lo que se debera tener cuidado
al descartar estos compuestos quimicos al tratar de considerar de manera estricta este criterio, algunos
ejemplos son descritos como excepciones a la regla como lo expuesto por Petit (2012).

Se generaron los dos elementos mas importantes para el estudio de acoplamiento, el receptor (modelo
de Gpnl humana) y la biblioteca de farmacos, y con ello el cumplimiento del primer objetivo especifico
de este trabajo. Existe una gran cantidad de software que permite la realizacion de estudios de
acoplamiento, simplemente para el afio 2010 se habian reportado hasta 23 métodos [12], es importante
sefialar que la metodologia empleada para nuestro estudio de acoplamiento esta basada en la frecuencia

con que se usa Autodock 4.0 y los resultados reportados .
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Hasta la fecha no se ha reportado ningln estudio de acoplamiento sobre alguna GTPasa GPN, sin
embargo, existen multiples estudios sobre la familia de GTPasas Ras donde se han empleado métodos
computacionales para la identificacion de compuestos quimicos que potencialmente pudieran unirse a
ellas, en el afio 2017 Welsch y colaboradores propusieron que la inhibicion de pan-Ras puede ser una
estrategia terapéutica efectiva para algunos canceres y que el disefio basado en estructura de moléculas
pequefias dirigidas a maltiples sitios adyacentes para crear inhibidores multivalentes puede ser efectivo
para algunas proteinas [13].

Como se describi6 anteriormente con més detalle, la seleccion de farmacos se establecié de acuerdo a
su sitio de union, energia de afinidad y distancia de enlace, los criterios de corte son muy variados y
dependen de las necesidades de cada sistema. Considerando el sitio de unién de los ligandos, es posible
inferir sobre el efecto que pudiera presentar en la proteina, los sitios que exclusivamente se encuentran en
Gpnl tales como el extremo C-terminal, el par de inserciones 1 y 2, la superficie de contacto entre
Gpnl/Gpnl para el homodimero y Gpnl/Gpn3 para el heterodimero, asi como el sitio de union a
nucleo6tido, son de suma importancia para los fines del presente trabajo. Bartuzi (2017) reporta las
multiples consecuencias que se esperan de la unién de ligando a proteinas G de acuerdo al sitio de
acoplamiento.

Respecto a los farmacos resultantes del procesamiento post-docking, fueron incluidos sertralina,
rosiglitazona y proproanolol a pesar de no cumplir con los criterios de corte segun la energia libre de
Gibbs, esta inclusion fue llevada a cabo debido al interés por explorar los posibles efectos sobre su sitio
de union a Gpnl predicho por el docking y al no encontrar mejores candidatos en términos de energia
con unién a esos sitios.

Un punto que no debe pasar por alto es que las pruebas experimentales sobre la proteina recombinante,
no se llevaron a cabo sobre la estructura monomérica de Gpnl, una oportunidad evidente de mejora para
este trabajo es realizar el experimento de acoplamiento sobre los modelos en la forma homodimérica y

heterodimérica, ya que numerosos resultados por parte de nuestro grupo de trabajo sugieren que la
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unidad funcional corresponde a Gpnl en complejo con Gpn3. Para los ensayos de actividad enzimatica se
modific6 el método establecido por el fabricante y reportado en el trabajo original por Mondal y
colaboradores (2015) donde describen la duracion de cada uno de los pasos para la determinacion de la
actividad de GTPasa. Considerando las tres reacciones enzimaticas necesarias, el fabricante recomienda
que la reaccion de GTPasa se lleve a cabo en un periodo de 60 a 120 min, sin embargo de acuerdo con
nuestros resultados G1 y H1 a 5 uM en presencia de GTP 5uM, presentaron una hidrolisis de GTP de
mas del 95% en los primeros 5 min. Podemos considerar que la union de un farmaco a Gpnl podria
afectar su actividad tanto de manera positiva como negativa, con la finalidad de poder visualizar

cualquiera de estos dos efectos, el ensayo de actividad de realiz6 en proporcion 4:1, GTP 10uM con G1y

H1 2.5uM.

Los resultados obtenidos al preincubar a las enzimas en presencia de bisacodilo mostraron un incremento
en su capacidad de hidrolisis de GTP de forma inversa a la concentracion de farmaco, siendo mas
evidente el incremento gradual de la actividad de GTP para HisGpnl/Gpn3 que para Gpnl

homodimérica.
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Capitulo VI - Conclusiones y Perspectivas

En este trabajo se logro la identificacion de compuestos quimicos que presentan la capacidad de unirse a
la GTPasa Gpnl humana modelada por homologia a traveés de experimentos computacionales de
acoplamiento molecular o “docking. También se llevé a cabo de manera exitosa la determinacion de las
condiciones necesarias para realizar los ensayos de actividad enzimética de HisGpnl en su forma
homodimérica y heterodimérica como HisGpn1/Gpn3 con una reduccién importante en los tiempos de
las reacciones enzimaticas de hidrolisis de GTP y de conversion de GTP a ATP, e igualmente se
consiguid una reduccion en el volumen de los reactivos a emplear, aumentando la capacidad en el
namero de ensayos a realizar. Al establecer las condiciones ideales para la determinacién de la actividad
intrinseca de HisGpnl y HisGpnl/Gpn3, fue posible observar por ejemplo, que mas del 90% del GTP

agregado es hidrolizado por ambas enzimas en los primeros 5 minutos de la reaccion.

Para los farmacos donde no se observaron cambios en estos ensayos, tales como inhibicién o
incrementos con alguna tendencia, no se puede descartar la posibilidad de que efectivamente se unan en
las regiones donde presentaron acoplamiento en los experimentos computacionales, dado que se tienen
bases tedricas solidas acerca de su interaccion con Gpnl en funcién de la energia de enlace y su
distancia. Cabe sefialar que no necesariamente debe existir una relacion entre la actividad enzimatica y la
integridad de los complejos, ya que tedricamente, en el dado caso de que se pudiera conseguir la
perturbacion de HisGpnl y/o HisGpn1/Gpn3 probando en un futuro los compuestos quimicos resultantes
del docking, todas las subunidades (Gpnl y Gpn3) han demostrado tener la capacidad de hidrdlisis de
GTP, pero a su vez por dispersion dindmica de luz se deberian dos poblaciones de proteina que difieren
en tamario, teniendo como resultado una muestra polidispersa. Dado lo anterior, resulta fundamental para
este estudio tener la capacidad y condiciones para obtener a ambas enzimas HisGpnl y HisGpnl/Gpn3
como poblaciones monodispersas al realizar ensayos de dispersion dinamica de luz, ya que es indicio de

que la purificacion de las proteinas recombinantes por afinidad y por filtracién en gel fue exitosa, resulta
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interesantemente relevante por el hecho de que los farmacos identificados por acoplamiento molecular
podrian presentar la capacidad de perturbar tanto al homodimero como al heterodimero. Por ejemplo, se
puede pensar que farmacos que se unen a la a-hélice de la superficie de contacto entre ambas, pudieran
interrumpir por algan fendmeno de impedimento estérico la formacion del complejo, de ser asi, se espera

encontrar a la poblacion de proteina como polidispersa en los ensayos de dispersion dindmica de luz.

Resulta de suma importancia recordar que en la actualidad se emplean farmacos en la quimioterapia
contra el cancer cuya funcién es la inhibicion de la funcién de proteinas, con la consecuencia de producir
efectos secundarios no deseados. Conociendo que una sobreexpresion de Gpnl y Gpn3 se asocia
significativamente con un acortamiento del periodo de vida en pacientes con cancer de mama del subtipo
HER2+, la finalidad de este estudio se vuelve trascendental para identificacion de compuestos quimicos

que inhiban selectivamente a Gpn1/Gpna3.
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