CAPITULO 6. RESULTADOS

6.1 Modelamiento por homologia

6.1.1 Busqueda del patron
En SWISSPROT (Boeckmann et al 2003) se obtuvo la secuencia de amino acidos
para la proteina KatG de M.tuberculosis cepa H37Rv, bajo el nombre CATA MYCTU y

numero de acceso Q08129. La secuencia se muestra en la figura 5.

>sp Q08129 |CATA MYCTU Peroxidase/catalase T (EC 1.11.1.6)
(Catalase-peroxidase T) - Mycobacterium tuberculosis.
MPEQHPPITETTTGAASNGCPVVGHMKY PVEGGGNQDWWPNRLNLKVLHONPAVADPMGA
AFDYAAEVATIDVDALTRDIEEVMTTSQPWWPADYGHYGPLFIRMAWHAAGTYRIHDGRG
GAGGGMQRFAPLNSWPDNASLDKARRLLWPVKKKYGKKLSWADLIVFAGNCALESMGFEFKT
FGFGFGRVDOQWEPDEVYWGKEATWLGDERYSGKRDLENPLAAVOMGLIYVNPEGPNGNPD
PMAAAVDIRETFRRMAMNDVETAALIVGGHTFGKTHGAGPADLVGPEPEAAPLEQMGLGW
KSSYGTGTGKDAITSGIEVVWTNTPTKWDNSFLEILYGYEWELTKSPAGAWQYTAKDGAG
AGTIPDPFGGPGRSPTMLATDLSLRVDPIYERITRRWLEHPEELADEFAKAWYKLIHRDM
GPVARYLGPLVPKQTLLWQDPVPAVSHDLVGEAEIASLKSQIRASGLTVSQLVSTAWAAA
SSFRGSDKRGGANGGRIRLOQPOQVGWEVNDPDGDLRKVIRTLEEIQESENSAAPGNIKVSE
ADLVVLGGCAATIEKAAKAAGHNITVPEFTPGRTDASQEQTDVESFAVLEPKADGEFRNYLGK
GNPLPAEYMLLDKANLLTLSAPEMTVLVGGLRVLGANYKRLPLGVFTEASESLTNDFFEFVN
LLDMGITWEPSPADDGTYQGKDGSGKVKWTGSRVDLVFGSNSELRALVEVYGADDAQPKFE
VODFVAAWDKVMNLDRFEFDVR

Figura 5. Secuencia de amino acidos (cddigo de una letra) de MtKatG (Q08129 de
SwissProt)

Se realiz6 una busqueda directa del patron mediante el programa BLAST (Altschul et
al 1990). Se identificaron Uinicamente segmentos de entre trescientos y cuatrocientos amino
acidos, siendo la proteina KatG de 740. Paralelamente se ejecut6 la busqueda “Q08129” en
SWISS-MODEL (Guex y Peitsch 1997) para producir un modelo automatico, usandose
como patrones las proteinas con los siguientes ID en PDB (y % de identidad): 1JCI
(34.9%), 1JDR(34.9%), 1KRJ (34.9%), 1EBE (35.7%) y 2CYP (35.7%) (ver descripcion en
el Apéndice 10.3). Estos produjeron un fragmento de 106 amino 4cidos, correspondientes a

P89-D194, cuya topologia corresponde al fragmento D33-T138 de 1JCI.
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Puesto que los patrones encontrados tuvieron un porcentaje de homologia bajo (debe
ser mayor del 40%), se realizd una busqueda directa en el Brookhaven Protein Data Bank
(Berman et al 2000) con los criterios: catalasa, peroxidasa, oxidoreductasa. Se obtuvieron

los siguientes resultados: 1CCP, 11TK, 1GGE, 1A4E, 1JDR.

6.1.2 Seleccion del patron
Tras realizar los correspondientes alineamientos se obtuvieron los porcentajes de
identidad con MtKatG mostrados en la tabla 2, seleccionandose como patron a la proteina

1ITK por su alta homologia.

Tabla 2. Porcentajes de identidad segun alineamiento con CLUSTAL W

Proteina % de identidad Microorganismo

1CCP 28 S.cerevisiae

1*4E 4 S.cerevisiae

1GGE 6 E.coli

1ITK 56 Haloarcula marismortui
1JDR 30 S.cerevisiae

1ITK es el ID en PBD para la catalasa-peroxidasa de Haloarcula marismortui
(HmCP), reportada por Yamada y cols, quienes determinaron su estructura mediante
cristalografia a una resolucion de 2.0 A. Es una enzima homodimérica, donde cada
subunidad une un grupo hemo » y se divide en dos dominios: el N-terminal que abarca de
los amino 4cidos 18-430, y el C-terminal, que comprende los residuos 431-731. La
estructura secundaria corresponde a las de CCP y APX, y consta de 10 a hélices (A-J) en
cada dominio.

Adicionalmente en el dominio N-terminal de HmCP se identificaron la insercion
corta y las tres inserciones largas discutidas en la pagina 18, confirmandose su localizacion
en la superficie proteica y su papel en el control del acceso al sitio activo. Se observo la
formacion de enlaces covalentes entre los residuos Y218-W95 y Y218-M244, mas no

pudieron confirmarse experimentalmente. Al ser la primera catalasa-peroxidasa en
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conocerse la estructura tridimensional, puede especularse que dichos enlaces covalentes son

comunes y tienen un papel catalitico importante (Yamada et al 2002).

6.1.3 Alineamiento

A partir del alineamiento con HmCP se pudo observar que faltaban en un inicio
correspondencia a 29 amino acidos. 17 de ellos forman parte de la secuencia de HmCP,
mas no pudieron ser detectados experimentalmente por su alta movilidad (Yamada et a/
2002). Adicionalmente, se observo que HmCP contiene cuatro omisiones (gaps) respecto a
MtKatG (K183, D269, P360 y R673), mientras que MtKatG tiene un amino 4acido mas
(insercion G512) que HmCP (Figura 6).
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MtKatG MPEQHPPITETTTGAASNGCPVVGHMKYPVEGGGNQDWWPNRLNLKVLHQ 50

IITK =~ —m—mmmmmmmm oo KRPK---SNQDWWPSKLNLEILDQ 21
MtKatG NPAVADPMGAAFDYAAEVATIDVDALTRDIEEVMTTSQPWWPADYGHYGP 100
1ITK NARDVGPVEDDFDYAEEFQKLDLEAVKSDLEELMTSSQDWWPADYGHYGP 71
MtKatG LFIRMAWHAAGTYRIHDGRGGAGGGMQRFAPLNSWPDNASLDKARRLLWP 150
1ITK LFIRMAWHSAGTYRTADGRGGAAGGRQRFAPINSWPDNANLDKARRLLLP 121
MtKat VKKKYGKKLSWADLIVFAGNCALESMGFKTFGFGFGRVDQWEPD-EVYWG 199
1ITK TKQKYGQKISWADLMILAGNVATIESMGFKTFGYAGGREDAFEEDKAVNWG 171
MtKat KEATWLGDERYSGKRDLENPLAAVQOMGLIYVNPEGPNGNPDPMAAAVDIR 249
1ITK PEDEFETQERFDEPGEIQEGLGASVMGLIYVNPEGPDGNPDPEASAKNIR 221
MtKat ETFRRMAMNDVETAALIVGGHTFGKTHGAG-PADLVGPEPEAAPLEQMGL 298
1ITK QTFDRMAMNDKETAALTAGGHTFGKVHGADDPEENLGPEPEAAPIEQQGL 271
MtKat GWKSSYGTGTGKDATITSGIEVVWINTPTKWDNSFLEILYGYEWELTKSPA 348
1ITK GWQNKNGNSKGGEMITSGIEGPWTQSPTEWDMGY INNLLDYEWEPEKGPG 321
MtKatG GAWQYTAKDGAGAGTIPDPFG-GPGRSPTMLATDLSLRVDPIYERITRRW 397
1ITK GAWQWAPKSEELKNSVPDAHDPDEKQTPMMLTTDIALKRDPDYREVMETF 371
MtKatG LEHPEELADEFAKAWYKLTHRDMGPVARYLGPLVPKQTLLWQDPVPAVSH 447
1ITK QENPMEFGMNFAKAWYKLTHRDMGPPERFLGPEVPDEEMIWQDPLPDADY 421
MtKatG DLVGEAETASLKSQIRASGLTVSQLVSTAWAAASSFRGSDKRGGANGGRI 497
1ITK DLIGDEEIAELKEEILDSDLSVSQLVKTAWASASTYRDSDKRGGANGARL 471
MtKat RLQPQVGWEVNDPDGDLRKVIRTLEETIQESFNSAAPGNIKVSFADLVVLG 547
1ITK RLEPQKNWEVNEPE-QLETVLGTLENIQTEFNDSRSDGTQVSLADLIVLG 520
MtKat GCAATEKAAKAAGHNITVPFTPGRTDASQEQTDVESFAVLEPKADGFRNY 597
1ITK GNAAVEQAAANAGYDVEIPFEPGRVDAGPEHTDAPSFDALKPKVDGVRNY 570
MtKat LGKGNPLPAEYMLLDKANLLTLSAPEMTVLVGGLRVLGANYKRLPLGVET 647
1ITK TQDDITRPAEEVLVDNADLLNLTASELTALIGGMRSIGANYQDTDLGVET 620
MtKat EASESLTNDFFVNLLDMGITWEPSPADDGTYQGKD-GSGKVKWTGSRVDL 696
1ITK DEPETLTNDFFVNLLDMGTEWEPAADSEHRYKGLDRDTGEVKWEATRIDL 670
MtKat VFGSNSELRALVEVYGADDAQPKFVQDFVAAWDKVMNLDRFDVR 740
1ITK TFGSNDRLRATISEVYGSADAEKKLVHDFVDTWSKVMKLDRFDLE 714

Figura 6. Alineamiento de MtKatG y HmCP mediante CLUSTAL W. Las omisiones se indican
en rojo. La numeracion de HmCP no es la absoluta.
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Al tener un patréon 3D con alta homologia (56%), se realiz6 una prediccion de la
estructura secundaria a partir de la secuencia de amino acidos de MtKatG con tres
herramientas tedricas de prediccion con el fin de estudiar si brindaban algin apoyo al
modelo. Se utilizaron los programas JPRED (Cuff ef a/ 1998), PREDATOR (Frishman y
Argos 1996) y 3D-PSSM (Kelley et al 2000).

Es bien sabido que la estructura secundaria de las proteinas esta definida por la
secuencia de los amino acidos que la componen. De acuerdo a sus posibles interacciones
con los residuos adyacentes, tienden a formar dominios ya sea de hélice a, de hoja 3 o asas.
Cada amino 4cido, segin las caracteristicas de sus sustituyentes, se encuentra
preferentemente en una u otra estructura (ver apéndice 10.2) (Nelson y Cox 2000). Esto nos
permite predecir la estructura secundaria de una secuencia amino 4cida dada.

De acuerdo a la estructura secundaria de HmCP reportada en el archivo de PDB, se
compararon ambas (Figura 7). Los programas predijeron adecuadamente 8 de las 10 o
hélices altamente conservadas en el extremo N-terminal, mientras que en el extremo C-

terminal la prediccion fue buena para 7 de ellas.

Figura 7. Comparacion de las estimaciones de las principales estructuras secundarias de
MtKatG realizadas por JPRED, 3D-PSSM y PREDATOR con la estructura secundaria de
HmCP obtenida experimentalmente por Yamada et a/ 2002 (1itk.pdb) y nomenclatura de las
hélices de la misma fuente. Las coincidencias con la estructura secundaria de HmCP se
marcan en verde, las contradicciones en rojo. H=hélice a, E=hoja extendida 3, L=asa.

JPRED ~  ———-———————m—m—m oo L
3D-PSSM  LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
PREDATOR LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLEEELLLLLLLLLLLLLEEEEELL

MtKatG MPEQHPPITETTTGAASNGCPVVGHMKY PVEGGGNQDWWPNRLNLKVLHQ 50
HMCP ~  ——m—mmmmmmmmm oo KRPK---SNQDWWPSKLNLEILDQ 38
22HmCP HHHH LLL LHHHHL
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MtKatG NPAVADPMGAAFDYAAEVATIDVDALTRDIEEVMTTSQPWWPADYGHYGP 100
HmCP NARDVGPVEDDEFDYAEEFQKLDLEAVKSDLEELMTSSQDWWPADYGHYGP 88
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MtKat LEIRMAWHAAGTYRIHDGRGGAGGGMQRFAPLNSWPDNASLDKARRLLWP 150
HmCP LEIRMAWHSAGTYRTADGRGGAAGGRQRFAPINSWPDNANLDKARRLLLP 138
23HmCP HHHHHHHHHHLL LLL LLLLLLHHHLLLHHHLHHHLLHHHHHHHHHH
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JPRED
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JPRED
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22%HmCP

Figura 7 (contintia)
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En comparacion, los dominios de hoja § no fueron detectados adecuadamente, lo cual
ocurre con frecuencia. Esto se debe a que los amino acidos en una hélice se encuentran en
una misma regidén, mientras que los amino acidos que interactuan en una hoja 3 se
encuentran en regiones separadas. Los resultados obtenidos confirman la posicion de las a
hélices y nos demuestran que, debido a que se conocen las estructuras de pocas catalasas-

peroxidasas procariontas, la construcciéon de un modelo tridimensional a partir de la

Figura 7 (contintia)
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prediccion de la estructura secundaria no reportaria un resultado confiable.
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6.1.4 Construccion del modelo

Al contar con una estructura con alta homologia, se generd un modelo tridimensional
automatico de MtKatG mediante el programa en linea SWISS-MODEL (Peitsch 1995,
1996; Guex y Peitsch 1997) usando como patron la cadena B de HmCP. Se eliminaron los
29 amino acidos iniciales de la secuencia de MtKatG usada como blanco. El resultado (SM-

MtKatG) se muestra en la Figura 9.

Figura 8. Esqueleto de amino 4cidos de HmCP: cadena A en azul claro, cadena B en
verde. Las omisiones (gaps) se muestran en naranja y la insercién se muestra en
amarillo. Los residuos del grupo hemo se muestran como referencia para una mejor
orientacion y estan coloreados de acuerdo al tipo de d&tomo: C en blanco, O en rojo,
N azul obscuro, H en azul claro.

Figura 9. Sobreposicion de SM-MtKatG (en magenta) a su patron. Misma nomenclatura.
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Es posible observar como el esqueleto proteico de SM-MtKatG se apega casi por
completo al de su patron, con excepcion los segmentos en que se encuentran amino acidos
sin correspondencia. Dichos segmentos, como puede constatarse en las figuras 7 y 8, no
poseen una estructura secundaria definida, siendo asas. En la Figura 10 se ilustra la
estructura de la primera omision, la Lys183 de HmCP, localizada entre los amino éacidos
Aspl94 y Glul95 de MtKatG. Si se hubiera simplemente eliminado el residuo, las
posiciones del esqueleto proteico se hubiesen recorrido, alterando la estructura del resto de
la molécula. Por lo tanto, es necesario definir nuevas coordenadas para dichos segmentos,

de modo que pueda mantenerse la posicion relativa del resto de los residuos.

Y
LYS183 47

~JAL196

Figura 10. Omision del amino &cido 183 de HmCP. Coloreada segiin
el tipo de atomo se muestra la cadena B de HmCP. En azul claro,
vista de haberse eliminado el amino 4acido. En amarillo, el fragmento
en SM-MtKatG.

Adicionalmente, se gener6 manualmente un modelo de MtKatG usando el mismo
patron. Buscando mantener la posicion absoluta del esqueleto proteico lo mas apegado
posible a la del patrdn, se insertaron en la secuencia de MtKatG los amino acidos que no
tenian correspondencia, ademas de eliminar de la secuencia de MtKatG los 29 amino acidos
del extremo N-terminal. En un primer paso, se eliminaron las cadenas laterales de la
estructura de HmCP, quedando tinicamente el esqueleto proteico. A dicho esqueleto se le

agregaron los sustituyentes segun la secuencia de MtKatG. Se refind su posicion mediante
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una simulacion de dindmica molecular corta en un campo de fuerza tipo Amber estandar,
manteniendo fijas las posiciones de las prolinas, del esqueleto proteico y de los residuos del
grupo hemo (agregado de los amino acidos ubicados en un radio de 3A alrededor del grupo

hemo).

Figura 11. Estructura de HmCP. Inicia en Lys18 y termina en Glu731. Los amino
acidos sin correspondencia se muestran como anteriormente y se etiquetan en rojo.
Los residuos del grupo hemo se colorean seglin el tipo de 4tomo y se etiquetan en
verde.
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Figura 12. Estructura manual de MtKatG. Inicia en Vall8 y termina en Arg731
(numeracion de HmCP). Los amino acidos sin correspondencia se muestran como
anteriormente y se etiquetan en azul claro. Los residuos del grupo hemo se colorean
segun el tipo de atomo (excepto C en negro)y se etiquetan en verde.

Una vez teniendo el esqueleto principal, se procedi6 a quitar manualmente los amino
acidos que no pertenecian a la secuencia de MtKatG: K183, D269, P360 y R673. Al
encontrarse en asas, se buscaron dos puntos en que las cadenas coincidieran perfectamente,
se fijaron, y se modifico el fragmento que unia dichos puntos. En el mismo orden de ideas
se agregd manualmente una glicina entre los residuos E502 y Q503, manteniendo la misma
estructura secundaria del patron (una hélice o).

Se refind el modelo mediante dos simulaciones de dindmica molecular en un campo
de fuerza tipo Amber. En la primera se fijaron los extremos y el esqueleto proteico,
mientras que en la segunda simulacion ambos quedaron libres de cambiar de conformacion.
La temperatura vario6 entre los 206 y los 328 K, calculandose una energia total promedio de
7 590.31 kcal/mol y una energia minima de 5 993.914 kcal/mol (la energia inicial era de 83

005 930 794.855 kcal/mol). El resultado obtenido es el modelo manual de MtKatG.
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Figura 13. HmCP(litk.pdb) cadena A en azul, cadena B en verde. Estructura de
MtKatG antes de la dinamica molecular en rojo, después de la segunda simulacién en
amarillo

Figura 14. Primera omision, Lys183. En verde, HmCP. En magenta, geometria inicial de
MtKatG, con esqueleto azul y residuos segun el tipo de atomo el resultado de la
optimizacion de geometria.



Figura 15. Segunda omision, Asp269. Misma nomenclatura que en la figura anterior.

Figura 16. Tercera omision, Pro 360. Misma nomenclatura que en la figura anterior.
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Figura 17. Cuarta omision, Arg673.

Figura 18. Insercion de Gly512. El esqueleto de MtKatG se muestra en azul
claro y los residuos indicados segtn el tipo de dtomo. La insercion de Gly512 se
etiqueta en azul claro y la Ser315 en verde.
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Puede observarse que debido a las omisiones, el esqueleto amino acido se vuelve mas corto.
Ello se nota en las asas menos pronunciadas, mas en el resto de la molécula el esqueleto

sigue sobreponiéndose.

6.1.5 Evaluacion

Un angulo dihedro esta definido por cuatro atomos sucesivos y los tres enlaces que
los unen. Por convencion se le asigna valores en el rango de —180° a +180°. En el esqueleto
proteico pueden distinguirse tres en cada residuo: ¢, { y w; ademas de los angulos dihedros
del sustituyente: , 2. Dichos angulos, junto con el angulo tetrahedral t© (Figura 19),
permiten describir la conformacién local de una molécula. La representacion de
Ramachadran considera los angulos ¢ y ¢, logrando una descripcion casi completa de las
conformaciones permitidas en el esqueleto de la proteina (Richardson y Richardson 1989).

Al calcular un modelo automatico de SWISS-MODEL, puede solicitarse se incluya
una evaluacion del resultado mediante el programa WHAT IF. Para SM-MtKatG se
reportaron errores en la planaridad de las cadenas adyacentes y en algunas distancias
interatomicas. También se realizaron evaluaciones de HmCP y del modelo manual de
MtKatG mediante el programa en linea de WHAT IF. Para el patron se reportaron errores
en las distancias interatdmicas, al igual que en el modelo manual. Este también presento
errores en el empacamiento estructural y en el esqueleto proteico (indicado como inusual).

Los resultados se presentan en la tabla 3.

Figura 19. Nomenclatura de los dngulos dihedros y dngulo
tetrahedral. Coloreado por tipo de 4tomo. (elaborado en
Chem3D a partir de Richardson y Richardson 1989).
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Tabla 3. Resultados obtenidos con WHAT IF evaluando ambos
modelos (el automatico, SM-MtKatG, y el manual).

Indicadores de calidad, valores Z de la estructura

HmCP

SM-MtKatG MitKatGmanual

Calidad del empacamiento en la 1a generacion-1.207 -1.749 -2.699
Calidad del empacamiento en la 2a generacion-1.81 -2.974 -4.056
Gréfica de Ramachadran -0.219 -0.806 -2.534
normalidad de chi-1/chi-2 de los rotameros ~ 1.412 0.744 -0.558
Conformacion del esqueleto 0.049 -1.243 -5.953
Indicadores de la conformacion, RMS Z

Longitud de enlace 0.209 1.428 4.612
Angulo de enlace 0.517 0.989 2.326
Restricciones del angulo omega 0.193 0.829 2.93
Planaridad de sustituyentes 0.222 1.338 0.038
Distribucion dihedral inapropiada 0.309 1.098 2.7
Distribucidn interna/externa 1.003 1.016 1.126

De los valores reportados puede observarse que el patron utilizado tiene una calidad

adecuada, pero con errores en la conformacion, pues los valores RMS Z deberian acercarse

al 1.0. De ahi podrian derivarse los defectos encontrados en los modelos producidos, pues

algunos de los errores reportados en las distancias interatomicas de ambos modelos

aparecen también en el patron.

A partir de los datos de planaridad, puede establecerse que el SM-MtKatG ha sido

tratado con el método GROMOS para optimizarlo, mientras que el modelo manual se ha

tratado con Amber en un primer intento. Por otra parte los valores obtenidos para los

angulos de enlace y la torsion indican que el modelo automatico ha sido mas refinado.

Dichas diferencias en el tratamiento se deben a los recursos computacionales disponibles

para la generacion del modelo automatico, en contraste con los disponibles en la generacion

del modelo manual.

38



