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RESUMEN:

Las proteinas quinasas son enzimas con la capacidad de modificar la funcion de otras
proteinas mediante reacciones de fosforilacién que las activan/desactivan a modo de
interruptor. Hay 11 grandes divisiones de quinasas, las cuales a su vez se subdividen en
familias y subfamilias. Dentro de estas divisiones se encuentra el grupo CMGC, donde se
encuentra la familia de CDKs (del inglés Cyclin-Dependent Kinases). Se conocen cerca de
21 tipos de CDKs, pero hasta el momento no todas se encuentran correctamente
caracterizadas.

La CDK mas estudiada es CDKZ2, de la cual se tiene amplia evidencia y conocimiento de
su importancia en el ciclo celular. Sin embargo, no es la Gnica CDK que participa en este
proceso debido a que trabaja en conjunto con CDK1, CDK4 y CDKG®, siendo estas dos
altimas las menos estudiadas. CDK4 y CDKG6 estan involucradas en la transicion desde la
fase G1 a fase S en el ciclo celular, y hay evidencia que sugiere que desregulaciones en
estas quinasas estarian directamente relacionadas con proliferacion celular cancerigena. El
ejemplo mas representativo de esto seria un tipo de cancer denominado retinoblastoma, el
cual consiste en tumores oculares visibles causados por el mal funcionamiento de la
proteina Rb. Esta proteina es fosforilada de forma especifica por CDK4, siendo el
aminoacido Serina-780 de la proteina Rb el que participa en la reaccion catalitica, pero ain
no se ha reportado un estudio detallado de como se llevaria a cabo esta reaccion desde el
punto de vista estructural y energético. En base al estado del arte, los sitios activos y sitios
de fosforilacion de CDK2 y CDK4 son homologos y coinciden en su forma estructural
tridimensional. Asi se podria obtener un modelo por homologia de CDK4 para poder
estudiarla mediante métodos de simulaciones de dindmica molecular.

Por lo anterior, se realizd un estudio del complejo CDK4/Ciclina-D/Rb, usando
herramientas de modelamiento comparativo por homologia y simulaciones de dindmica
molecular (DM). Para la obtencién del modelo por homologia se utilizé el complejo
CDK2/Ciclina-A (PDB ID: 1QMZ) y los cristales de CDK4/Ciclina-D (PDB ID: 3G33,
2W96) como plantillas. A partir de los mejores modelos por homologia obtenidos se
realizaron simulaciones de DM, con y sin restricciones. Esto permitid caracterizar las
conformaciones reactivas y la estabilidad del complejo ternario y que contribuiran al
estudio de los mecanismos de reaccion de fosforilacion reportados. Ademas, se
caracterizaron estructuralmente las interacciones entre el péptido de Rb con
CDK4/CiclinaD, lo cual es un aporte para futuras investigaciones de reactividad enzimatica
en el complejo estudiado.



ABSTRACT

Protein kinases are enzymes with the ability to modify the function of other proteins
through phosphorylation reactions that activate/deactivate them as a switch. There are 11
major divisions of kinases, which in turn are subdivided into families and subfamilies.
Within these divisions is the CMGC group, which includes the CDKs (Cyclin Dependent
Kinases) family. 21 types of CDKs are known, but currently not all of them have been
correctly characterized.

The most studied CDK is CDKZ2, for which there is extensive evidence and knowledge of
its importance in the cell cycle. However, it is not the only CDK that participates in this
process because it works along CDK1, CDK4 and CDKS6, with the last 2 being the less
studied. CDK4 and CDKG®6 are involved in the transition from G1 to S phase in the cell
cycle, and there is evidence suggesting that dysregulation of these kinases would be
directly related to cancer cell proliferation. The most representative example of this would
be a type of cancer called retinoblastoma, which consists of visible eye tumors caused by
the malfunction of the Rb protein. This protein is phosphorylated in a specific way by
CDKA4, being the amino acid Serine-780 of the Rb protein which participates in the catalytic
reaction, but a detailed study of how this reaction proceed in this catalytic system has not
yet been reported. Based on the state of the art, the active sites and phosphorylation sites
of CDK2 and CDK4 are homologous and match in their tree-dimensional structure. Thus,
a homology model of CDK4 could be obtained in order to study it through molecular
dynamics simulations methods.

Considering all of the above evidence, a study of CDK4/Cyclin-D/Rb complex was carried
out, using homology comparative modelling tools and molecular dynamics simulations
(MD). To obtain the homology model, the CDK2/Cyclin-A complex (PDB ID: 1QMZ) and
CDK4/Cyclin-D crystal (PDB ID: 3G33. 2W96) were used as templates. From the best
homology models obtained, DM simulations were performed, with and without restraints.
This allowed the characterization of reactive conformations and stability of the tertiary
complex and that will contribute to the study the reported phosphorylation reaction
mechanisms. Also, interactions between Rb peptide and CDK4/Cyclin-D were
characterized, which is a contribution to future investigations of the catalytic reactivity in
the studied complexes.
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1 INTRODUCCION

Las proteinas quinasas (PQs) son enzimas que pueden ejercer acciones bioquimicas sobre
otras proteinas y enzimas. Estas actividades consisten en la catalisis de reacciones de
fosforilacion, proceso que regula una amplia gama de eventos bioldgicos como lo son el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, biosintesis de neurotransmisores, transcripcion y
replicacion de ADN, trafico de organulos, contracciéon del muasculo liso, diferenciacién
celular, entre otrost. La fosforilacion también juega un rol importante en la comunicacion
intercelular durante el desarrollo, en las respuestas fisiol6gicas y homeostasis, ademas del
funcionamiento del sistema nervioso e inmune, siendo un mecanismo reversible que
consiste en la adicion de un grupo fosfato (P03 ™) al grupo R-polar de un aminoacido?.

Las PQs se encuentran entre las familias mas grandes de genes en organismos eucariotas,
y se han estudiado y clasificado de acuerdo con su localizacion celular y funcion,
destacando la presencia de PQs en arqueobacterias y virus. Por esto, se ha estimado que
hay al menos 1000 PQs en organismos vertebrados, dentro de las cuales 518 se han
identificado en el humano como producto de la secuenciacion de su genoma en el marco
del The Human Genome Project®. Este valor es considerablemente alto al constituir
aproximadamente el 1,7% de todos los genes humanos®.

Debido a la gran variedad de PQs descubiertas, estas se han agrupado en “quinomas” por
organismo, siendo un quinoma el conjunto completo de proteinas quinasas codificadas en
el genoma de un determinado. Asi, la primera clasificacion realizada de las PQs de humano
consistio en 5 grupos con 90 familias y 145 subfamilias®. Esta clasificacion se realizo
mediante la comparacion de las secuencias del dominio catalitico. Junto con este
conocimiento sobre la similitud de las secuencias y la estructura del dominio fuera de los
sitios cataliticos, se obtuvo informacion sobre el funcionamiento bioldgico y se realizaron
clasificaciones similares para los quinomas de organismos como levaduras, gusano y
mosca. Esta clasificacion aumentd el nimero de componentes a 9 grupos; luego se
identificaron mas PQs eucariéticas (ePQs) por lo que no tardé en aumentar a 11 grupos®.

Entre las funciones de las PQs, se ha visto que juegan un rol importante en el control del
ciclo celular y, por lo tanto, su sobreexpresion se ha asociado con varios tipos de cancer.
En particular, las mutaciones y el mal funcionamiento en las reacciones bioguimicas de las
PQs pueden causar problemas de salud de alto impacto econémico y social. Esto incluye
la resistencia a antibioticos’, desarrollo de cancer® y recientemente se ha descubierto que
se pueden vincular a brotes de virus®.



1.1 Proteinas Quinasas dependientes de Ciclina:

El ciclo celular basico esta dividido en 4 fases: G1, S, G2 y M. La fase G1 es aquella en
que la célula se prepara para la division. A continuacion, en la fase S la célula sintetiza una
copia de su ADN. Cuando la copia esta lista, habiendo material genético completo extra,
la célula entra en la fase G2, condensando y organizando el material genético para la
division celular. Luego pasa a fase M donde tiene origen la mitosis y, al finalizar esta fase,
se obtienen dos células donde originalmente habia una (Figura 1).

El grupo CMGC de las PQs estd compuesto por las siguientes subfamilias: CDK (Cyclin
Dependent Kinases), MAPK (Mitogenic-activated Protein Kinase), GSK (Glycogen
Synthase Kinase) y CLK, y las PQs de este grupo son reguladores importantes del ciclo
celular de organismos eucariota (Figura 1). Actualmente hay evidencia que indica que
tienen roles como reguladores de la transcripcién, asi como en metabolismo vy
diferenciacion celular'®. Dentro de las subfamilias mencionadas anteriormente, se ha visto
gue mutaciones asociadas a tumores con frecuencia estan relacionadas con complejos de
CDK/Ciclina desregulados!!. Por esto, las CDKs se han considerado como atractivos
objetivos terapéuticos para tratamiento del cancer'?. Sin embargo, la implementacion
clinica de inhibidores de CDK no selectivos de primera generacién se ha visto altamente
obstaculizada debido a su poca eficacia y alto riesgo de toxicidad a pesar de haber sido
disefiados para inhibir la proliferacion celular??,

CDK1/CyclinB
CDK1/CyclinA

G2 " M
Phase Phase

- \

S G1 _\
L Phase PhaseM

Figura 1. Fases del ciclo celular y participacion de distintas CDKs.
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Es importante entender biolégicamente las CDKs para comprender el resultado de su
inhibicion por moléculas bioactivas (inhibidores). Las CDKs son subfamilia de PQs
heterodiméricas Ser/Thr, cada una de las cuales consta de una subunidad CDK catalitica y
una subunidad de ciclina activadora *. A pesar de que no todas las CDKs han sido
estudiadas al mismo nivel, para gran parte de ellas se conoce su funcién a nivel molecular.
Dentro de estas funciones, se puede destacar la regulacion de las diferentes fases del ciclo
celular y regulacion de la transcripcion mediante fosforilacion de la RNA polimerasa en el
dominio C-terminal (CTD), entre otras *° sefialadas en la Tabla 1. Las CDKs pueden estar
principalmente en dos estados: activadas o inactivadas. Para estar activadas, es necesario
gue estén unidas a una ciclina (Figura 2), pero se ha encontrado evidencia reciente de que
la activacion de CDK4 sigue una regla diferente, ya que para su activacion es necesario
que forme complejo con la Ciclina-D y con el inhibidor p27, ademas de la fosforilacion de
este Ultimo®. Las CDKs coordinan el ciclo celular actuando como un interruptor: cuando
una CDK esta activada, el ciclo celular avanza hasta donde esta misma CDK lo controla,
mientras que cuando la CDK se inactiva, el ciclo celular se detiene completando la etapa
controlada por esta CDK.

Tabla 1. Clasificacion y descripcién de las CDKs mas conocidas

Tipo CDK Descripcion

CDK1 (CDC2) células eucariotas.

Ciclo celular primario en todas las

CDK2 .
animales.

Variante de CDK1 especifica para

antimitogénicas.

CDKs del ciclo celular CDK especifica para animales,
interactta  junto a  Ciclina-D.
CDK4 CDKA4/Ciclina-D es un integrador
importante de sefiales mitogénicas y

CDKY7
activadora (CAK).

Se une a Ciclina-H y MAT1 para
formar un factor de transcripcion
(TFIH). Cumple también una funcién

CTD CDK Forma parte del complejo

Ciclina-H e interactlia con CDK?7.

CDK8 transcripciobn mediador, se une a

transcripcional.

Forma un complejo con Ciclina-T o K.
CDK9 Cumple funcién en la elongacion

Otras CDK5

Especifica del cerebro de animales.

No pertenece al ciclo celular.
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Activa en la fase G2/M del ciclo
CDK10 celular. Modula la actividad del factor
de transcripcion Ets2.
CDK11 Involucrado en apoptosis.
Asociado a Ciclina-Y. Mediador en la
CDK14 interaccion del ciclo celular con la
sefializacion Whnt.
CDK16 InvoI,chrada en el tréfico y secrecion de
proteinas.
CDK20 Invo_IU(_:rada en la biologia dfa los cilios.
Es similar a CDK7 y un posible CAK.

La activacion de CDKG se report6 en tumores mesenquimales como sarcomas y leucemias,
mientras que la hiperactividad en CDK4 ha sido reportada principalmente en neoplasias
epiteliales malignas en tejidos endocrinos y mucosos . La no inhibicién de CDK4 por
INK4 puede resultar en consecuencias negativas. Uno de los mejores ejemplos de esto es
que una mutacion en CDKA4 resulta en la insensibilidad a los inhibidores de la familia INK4,
lo que fue reportado por primera vez en pacientes con melanomas familiares *'.

Ademas de lo anterior, el complejo activo de CDK4-6/Ciclina-D fosforila a la proteina de
retinoblastoma (Rbl) y a p107 y p130. Rbl en estado hipofosforilado reprime la
transcripcion de genes necesarios para el progreso del ciclo celular al unirse al dominio de
transactivacion de la familia de proteinas de factor de transcripcion E2F, por lo que el
aumento de la fosforilacion de Rbl a causa de CDK4/Ciclina-D reduce el control
inhibitorio de la familia E2F por Rb1. Las alteraciones genéticas en la expresion de Ciclina-
D han sido descritas en diversos tumores: su sobreexpresion se asocia a carcinomas en
cabeza, cuello, tumores pituitarios, carcinoma de células escamosas de es6fago y cancer de
mama®2,

Algunos tipos de cancer parecen ser resistentes 0 adquieren una resistencia rapida a los
efectos de la inhibicién de CDK4 y CDKG6. Un ejemplo de esto es que la supresion de estas
quinasas posee un bajo efecto clinico en el cancer colorrectal, cancer de mama y
melanomas. Es probable, por lo tanto, que otras CDKs compensen la inhibicion selectiva
de CDK4 y CDKG®, pero aun asi los factores que determinarian esta compensacion son poco
conocidos *8.

1.2 Retinoblastoma:

El gen retinoblastoma (Rb1) fue identificado por primera vez en una rara condicion en el
ojo llamada retinoblastoma, la cual se presentaba debido a mutaciones en su locus®.
También se descubrié que algunos virus como el del papiloma humano E7, virus Tag y
adenovirus E1A tenian como objetivo el gen Rbl para desactivarlo durante la
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transformacion celular®®. Basado en la similitud de las secuencias e interacciones analogas
con las proteinas virales, se identificaron dos nuevos miembros de la familia de
Retinoblastoma (Rb), retinoblastoma-like 1 (RBL1) y retinoblastoma-like 2 (RBL2) que
codifican a las proteinas p107 y p130, respectivamente. Las proteinas de la familia Rb son
conocidas como proteinas “pocket” ya que poseen un dominio conservado correspondiente
a una especie de bolsillo con el que pueden interaccionar las proteinas virales mencionadas
anteriormente. Se ha especulado que las proteinas p107 y p130 son fundamentales para la
regulacion de proliferacion celular en diferentes organismos. Por otra parte, Rb1 suele
encontrarse desactivada producto de alteraciones en la regulacion de las CDKs en la
mayoria de los tipos de cancer, lo que sugiere que la familia Rb tendria un rol importante
en el control del ciclo celular y la supresion de tumores 2.

Principalmente CDK4, CDK6 y CDK2 estan presentes para llevar a la célula desde la fase
Glalafase S (Figura 1). CDK4 y CDKG6 se encuentran involucradas en la etapa temprana
de G1, donde en union con la Ciclina-D toman el rol importante de iniciar la fosforilacion
de la proteina retinoblastoma (Rb1). Mientras tanto, CDK2 en el complejo CDK2/Ciclina-
-E completa la fosforilacion de Rb, siendo asi requerida para finalizar la fase G1. Producto
de esto, se activa el rol transcripcional de la familia E2F comenzando la fase S. Junto con
lo anterior, laactividad del complejo CDK2/Ciclina-E es requerida para las proteinas MCM
(mini-chromosome maintenance), esenciales para iniciar la replicacion. Cuando la fase S
estd finalizando, las ciclinas tipo A se asocian con CDK2 o CDK1 para fosforilar sus
sustratos, esto incluye a las MCMs o a la ribonucle6tido reductasa R2 para controlar la
transicion del ciclo de S a G2. Durante todo este proceso, Rb1 permanece hiperfosforilado
y vuelve a su estado hipofosforilado solo después de la mitosis.

El mecanismo de interaccion del complejo CDK4/Ciclina D/Rb no ha sido muy estudiado,
a diferencia de otras quinasas como PKA (Protein Kinase A) y CDK2. CDK4, como se
menciond anteriormente, pertenece a la misma familia que CDK2. Sin embargo, solo
poseen un 48% de identidad a nivel de secuencia, mientras que CDK4 con PKA solo posee
un 15% de identidad a nivel de secuencia. Las 3 PQs mencionadas poseen un sitio activo
conservado y también un sitio de unién conservado, con la excepcion de que CDK2 posee
2 sitios de unién extra que la diferencian de CDK4 y PKA.
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Figura 2. Mecanismos de activacion e inhibicion de CDKs

En términos de sus estructuras terciarias, CDK2 y CDK4 son mucho mas parecidas (Figura
3). La cantidad de registros de estructuras cristalograficas de CDK4 disponibles en PDB
actualmente es de 13, pero muchos de estos corresponden a variaciones mutantes que se
trabajaron para comparar un modelo principal en estados determinados. Por esto, dicha
cantidad se puede acotar a 4 registros Unicos, cuyas estructuras tridimensionales se
encuentran en conformaciones incompletas y en ningun caso conformando un complejo
CDK4/Ciclina-D/Rb.

Dentro de los registros anicos, se encuentra cristalizado el complejo CDK4/Ciclina-D
(PDB ID: 3G33), donde la enzima se encuentra en un estado inactivo, ya que esta en
presencia de un inhibidor. Por otro lado, la estructura cristalografica de PDB 6PG8 se
encuentra en una conformacion activa, pero no se encuentra completo al no poderse
determinar la estructura de algunos lazos. Esta informacion estructural disponible en PDB
presenta una oportunidad para poder modelar un complejo de CDK4/CiclinaD/Rb
completo y activo, y asi caracterizar su estabilidad estructural y la probabilidad de obtener
estados reactivos para futuros estudios de la reaccion de fosforilacion. Ademas, el estudio
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molecular detallado de este complejo ternario permitira el potencial disefio de compuestos
activos como inhibidores de estado de transicion o covalentes.

CDK2/Ciclina-A

CDK4/Ciclina-D

} CDK I6bulo-C

Figura 3. Comparacion estructural de CDK4 (izquierda) y CDK2 (derecha).

1.3 Regulacién de las CDKs:

Las Cyclin-dependent kinase inhibitor/kinase inhibitor Protein (Cip/Kip) son una familia
de proteinas que puede formar complejos para bloquear la actividad de CDK2/Ciclina-E y
CDKZ2/Ciclina-A. Especificamente puede hacerlo p21Cipl y p27Kipl (pertenecientes a
Cip/Kip); pero CDK?2 es capaz de fosforilar directamente a p27 e inducir a su degradacion,
de modo que este proceso puede facilitar el funcionamiento completo de CDK2 %2, Sin
embargo, CDK4 es mas susceptible a la inhibicion por p27 6. La familia de inhibidores
Cip/Kip estd compuesta de 3 proteinas ubicuamente expresadas: p27, p21 y p57, y solo
esta Ultima es expresada en tejidos especificos. Entre los primeros 2 tipos de inhibidores
mencionados, p16 tiene la capacidad de unirse directamente a CDK4 e inhibir su actividad
catalitica.

Las CDKs son reguladas mediante fosforilacion. Asi, el mecanismo de transferencia de
fosfato a CDKs, y el subsecuente mecanismo de transferencia de fosfato de CDK a su
respectivo sustrato son eventos moleculares cruciales para su correcto funcionamiento.
Siendo uno de sus residuos de treonina/serina el que debe fosforilarse (T172 en CDK4 y
T160 en CDK?2). Estos residuos se encuentran en el T-Loop de la proteina. Las proteinas
INK4 pueden debilitar la unién de las ciclinas D con CDK4 y CDKS6, ademas de que
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pueden interactuar con el dominio catalitico de estas CDKs para suprimir su actividad 8.
Se han encontrado alteraciones en las regulaciones de la via de CDK4-6/Ciclina-D-INK4-
Rb en la mayoria de los tumores expresados en humanos; en muchos tipos de cancer la
hiperactivacion de CDK4/6 ha resultado en una sobreexpresion de reguladores positivos
como la Ciclina-D, inactivacion de INK4 e inhibidores de Cip/Kip, o delecién y/o
alteraciones epigenéticas del sustrato Rb %,

Dentro de los inhibidores de CDK4, el grupo INK4 consiste en 4 proteinas relacionadas
estructuralmente: p16, pl15, p18 y pl9, las cuales se unen especificamente a CDK4 y
CDKGS, y con una afinidad limitada con el resto de CDKSs. De este grupo de inhibidores,
pl6 es el que mas se ha estudiado. Su expresion es inducida por procesos como la
sefializacién oncogénica, senescencia, sefializacion del factor de crecimiento B y la
inhibicion por contacto. Por lo anterior, el aumento de la expresion de pl16 es un evento
caracteristico en tumores en los cuales se ha perdido la funcion de la proteina Rb1.

1.4 Transferencia de fosfato de CDKs:

Como se mencion0 anteriormente, la transferencia de fosfato de las CDKSs a su respectivo
sustrato es un evento importante. Las reacciones de transferencia de fosfato se expresan en
todos los tejidos en todos los sistemas bioldgicos, ademas de que permiten regulaciones
conllevando a cascadas de sefializacion. La reaccion de transferencia de fosfato que
catalizan las PQs es ayudada por residuos especificos y cofactores de Mg?*, los que
permiten el posicionamiento adecuado de los sustratos y estabilizan las cargas negativas
en el sitio activol.

Las CDKs fosforilan sustratos peptidicos en residuos de serina o treonina usando ATP
(adenosin trifosfato) como fuente de fosfato, obteniendo asi un sustrato fosforilado y una
molécula de ADP. Las CDKs dependen de su union a una proteina ciclina para estar en su
estado activado completo y, para esto necesita la fosforilacion de un residuo en especifico,
en el caso de la CDK2, por ejemplo, se fosforila el residuo Thr160%*y en CDK4 se fosforila
el residuo Thr172%°,

Ademas, los iones Mg?* son cofactores esenciales para el correcto funcionamiento de las
PQs. Las PQs catalizan la reaccién de transferencia de fosfato desde una molécula de ATP
que se coordina siempre con un ion de Mg?* (ATP-Mg). Este ion corresponde al Mg2 en el
sitio activo de acuerdo a la nomenclatura usada en las PQs y, en CDK2%, se encuentra
coordinado por dos atomos de oxigeno desde el a- y y-fosfato del ATP, un oxigeno en
union B-y, Asnl32, Aspl145 y una molécula de agua, completando asi una coordinacion
octaédrica (Figura 4). Se espera que en CDK4 la coordinacion de ATP-Mg?* sea similar.
En algunas PQs se pueden encontrar 2 iones Mg para catalizar esta reaccion, lo que
provocaria un aumento en la velocidad de catélisis?’.
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Figura 4. Coordinacion octaédrica del Mg2+ en el sitio activo de CDK2.

Respecto a la reaccion de transferencia de fosfato, se hipotetizan 3 formas en las cuales
puede ocurrir la reaccion. En la primera forma, la reaccion pasa por un mecanismo
disociativo que involucraria un metafosfato intermedio estable, caracterizado por una
disociacion avanzada entre el oxigeno saliente y el &tomo de fdésforo en el fosfato-y. Un
segundo mecanismo es el asociativo, que involucra un fosforano pentavalente como
intermediario, donde la formacion de enlaces con el oxigeno entrante es mas avanzada que
la disociacion con el oxigeno saliente. La Ultima via se especula que es un mecanismo
concertado, con un solo un estado de transicion?.

La mayor parte de la informacion disponible con respecto al mecanismo de activacion de
CDK4 esta incompleta y solo ha sido actualizada recientemente con la publicacion del
cristal de CDK4 en complejo con ciclina-D y el péptido p27'%2°. Adicionalmente, las
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situaciones donde CDK4 y CDKG6 estén inhibidas estan siendo recientemente exploradas
debido a que actualmente no es posible encontrar informacion detallada de los
determinantes moleculares y energéticos de la reaccion de transferencia de fosfato en la
cual estas proteinas participan.

Por otro lado, Rb es capaz de unirse por separado con cada una de las PQs: CDK4, CDK6
y con CDK2 para formar el complejo molecular, pero las interacciones entre el complejo
CDK4/Ciclina-D/Rb y CDK2/Rb/Ciclina-E no serian iguales debido a que existiria una
interaccion selectiva entre Rb y las PQs mencionadas. Esta selectividad seria evaluada
modificando el motivo C-terminal de la proteina Rb completa en la que, al modificarse los
residuos especificos “RLEF” por “AAA”, la fosforilacion podria no ocurrir. Asi, la evidencia
sugiere que la interaccion selectiva con las CDKs mencionadas, puede tener distintos
efectos en la funcion de Rb*.

No obstante, a la fecha no se han encontrado trabajos que aborden un estudio completo
y sistematico de la caracterizacion estructural del complejo ternario CDK4/Ciclina-D/Rb.

Contar con modelos moleculares completos del complejo CDK4/Ciclina-D/Rb que ayuden
a caracterizar estructuralmente y comprender la estabilidad de las interacciones proteina-
proteina con el péptido modelo de Rb, es un paso inicial para estudiar el funcionamiento
de esta proteina a nivel molecular. Esto permitira proponer estudios futuros relacionados a
la catalisis enzimatica del complejo mediante métodos computacionales multi-escala,
como es el caso de los métodos QM/MM (quantum mechanics/molecular mechanics).

18



2 HIPOTESIS
El estudio molecular del complejo CDK4/Ciclina-D/Retinoblastoma nos permitira evaluar

la estabilidad del complejo ternario para que se favorezca alguno de los mecanismos
propuestos para la reactividad enzimatica en que participan estas enzimas.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Estudiar las estructuras ternarias, CDK4/Ciclina-D/Rb, que contribuyen al mecanismo de
transferencia de fosfato de Rb por CDK4

3.2 Objetivos especificos

1.- Obtener un modelo de la estructura de CDK4 en su estado activo por medio de
modelamiento por homologia.

2.- Estudiar el complejo molecular CDKA4/Ciclina-D/Rb por medio de técnicas de
simulaciones de dindmica molecular.

3.- Analizar los resultados de dindmica molecular para verificar la probabilidad del
mecanismo catalitico de CDK4/Ciclina-D sobre Rb.
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4 METODOLOGIA

4.1 Comparacion de secuencia primaria y estructura terciaria:

Para realizar comparaciones de distintas secuencias entre las quinasas de interés se
comenz6 con una busqueda exhaustiva de estructuras cristalograficas de CDK2 y CDK4,
tomando como prioridad las estructuras que estuviesen lo mas completas posibles, ademas
de buscar también la secuencia canonica de CDK2 y CDK4. Se consideraron como
principales bases de datos a UniProt3! (Universal Protein Resource) y PDB* (Protein Data
Base).

En cuanto a estas bases de datos podemos destacar que UniProt es una colaboracion entre
el European Bioinformatics Institute (EBI), el Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) vy el
Protein Information Resources (PIR). Esta plataforma consiste en una metabase de datos
donde se encuentran almacenados todos los datos de anotacion y secuencia de diferentes
proteinas, compuesta a grandes rasgos por las bases de datos “UniProt Knowledgebase”
(UniProtKB), “UniProt Reference Clusters” (UniRef), y “UniProt Archive” (UniParc).

PDB por su parte, es la primera base de datos digital de acceso libre, siendo una de las
herramientas fundamentales en la actualidad para todo tipo de investigaciones,
principalmente enfocados en biologia y medicina, esto debido a que almacena datos de
estructuras 3D de moléculas bioldgicas (proteinas, ADN y ARN) las cuales pueden ser
descargadas por todo tipo de usuario. Esta base de datos no esta limitada a solo almacenar
informacion, también posee vinculacion con bases de datos de secuencias y herramientas
de analisis y visualizacion estructural.

Actualmente Uniprot posee varias herramientas de bdsqueda y alineamiento, las cuales se
pueden usar de manera online con la secuencia en formato FASTA o con el ID Uniprot de
la proteina de interés. Para realizar la primera comparacion entre ambas quinasas se
buscaron mediante la barra de busqueda de Uniprot seleccionando las pertenecientes a
humano, luego se descargaron las secuencias en forma canénica de ambas PQ. En lamisma
pagina web esta disponible “Align”, la cual es una herramienta de alineamiento en la que
se pueden alinear secuencias tanto en formato FASTA como con el ID de Uniprot de la
proteina, en este caso se alinearon las secuencias canonicas de CDK2 y CDKA4.

Desde Uniprot y PDB se eligi6 al cristal LQMZ como representante de CDK2. Este cristal
consiste en un hetero tetrdmero del complejo activado CDK2/Ciclina-A, péptido sustrato
y cofactores (ATP y Mg?*). Para CDK4 se eligieron 2 cristales: 3G33 y 2W96. El primero
estd compuesto por un hetero tetramero del complejo CDK4/Ciclina-D, donde la ciclina 'y
la quinasa se encuentran casi completas, no posee cofactores, por lo que se encuentra en
una conformacion inactiva, lo que se evidencia en su lazo cerrado. En cuanto a 2W96,
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consiste en un hetero dimero en su forma inactiva y completa, ademas posee un cofactor.
El cristal 3G33 fue utilizado como referencia estructural, mientras que 2W96 como una
referencia de la interaccion de la Ciclina-D1con CDK4. Ademaés, se analizaron las
diferencias y similitudes estructurales de las 3 estructuras cristalograficas obtenidas desde
PDB por medio de alineamientos de estructura terciaria, lo cual se llevé a cabo con el
software Maestro®. Este software estd disefiado para la visualizacion, modelamiento y
analisis de sistemas bioldgicos, recibiendo inputs en multiples formatos dentro de los
cuales podemos encontrar: ‘mae’, ‘mol2’, ‘cif’, ‘cms’ y ‘PDB’.

Realizar esta comparacion entre los cristales seleccionados es importante para la
identificacién de residuos diferenciales, principalmente en el sitio activo y para la
identificacion de posibles diferencias en la union de sustrato y cofactores (ATP-Mg?*), los
cuales son una pieza fundamental en el proceso de transferencia de fosfato en el modelo a
estudiar.

4.2 Obtencion del complejo CDK4/Ciclina-D/Rb:

Luego de realizadas las comparaciones entre las estructuras cristalograficas experimentales
y las secuencias, se seleccionaron tres registros desde PDB como plantillas para la
construccion de modelos estructurales para el complejo CDK4/Ciclina-D/Rb/(cofactores):
1QMZ, 3G33y 2W96. Las regiones seleccionadas de cada cristal serdn mencionadas en el
apartado 4.2.1. Este proceso de construccion estructural en el que se usan moldes similares
a la estructura final que se desea modelar es denominado “modelado por homologia™.

4.2.1 Modelado por homologia:

El proceso de modelado por homologia consiste en la construccion de una aproximacion
de la estructura atdbmica de una cadena polipeptidica basdndose en estructuras conocidas
de proteinas similares, las cuales en la mayoria de los casos son consideradas proteinas
homologas y que en el modelado son llamadas “molde” o “plantilla”.

Este tipo de modelado posee varias aplicaciones, dentro de las cuales se encuentran la
prediccion de ligandos, catalisis enzimatica y posibles mutaciones. En este caso, a la
palabra “modelar” se le otorga un significado de realizar una prediccion de como disponer
los atomos de una proteina de la cual se tiene una estructura terciaria (o cuaternaria)
desconocida como informacion. Esta secuencia se puede modelar si dicha secuencia posee
una estructura homéloga (usualmente una proteina perteneciente a la misma familia) con
alta similitud, la cual se pueda usar a modo de referencia con el fin de construir el modelo
de interés y conocer su funcién molecular de la forma mas completa posible34. Ademas,
permite el muestreo de ligandos y su afinidad e interaccidn con estos, de modo que este
proceso ayude a responder la mayor cantidad de interrogantes que puedan existir en
relacion con el sistema de interés.
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El proceso de modelado puede ser complejo debido a que los pasos para realizar el
modelado y posterior validacion del modelo se deben realizar por etapas o aproximaciones
sucesivas. Actualmente existen varios softwares para realizar modelos comparativos por
homologia, dentro de los cuales uno de los mas conocidos es MODELLER®, el que sera
utilizado para realizar modelado por homologia.

4.2.2 Modeller:

Modeller®® consiste en un paquete de software programado en Fortran con interfaz de
Python. Es una herramienta de libre acceso y posee una compatibilidad multiplataforma,
lo que le entrega gran versatilidad en tareas como la blsqueda automatizada de estructuras
homélogas a la secuencia de interés, alineamientos multiples, modelado de novo para
estructuras tipo lazo de proteinas, modelamiento comparativo por satisfaccion de
restricciones espaciales y evaluacion de los modelos mediante DOPE score (Energia
Proteica Discreta Optimizada)®. Este valor consiste en un potencial estadistico
dependiente de la distancia atomica a partir de estructuras proteicas nativas conocidas
basado en la teoria de la probabilidad y sin recurrir a la mecénica estadistica. Ademas, este
potencial fue relacionado con un potencial de fuerza media basado en diversas suposiciones
habituales®.

Para realizar un modelamiento comparativo, se debe comenzar por identificar las
secuencias relacionadas a la estructura objetivo, seleccionar las estructuras
tridimensionales similares que se usaran como molde, las cuales se deben alinear con la
secuencia de la estructura objetivo. Con la informacion del alineamiento y las estructuras
de los moldes se construyen los modelos que, una vez listos se procede a evaluar mediante
DOPE score como se muestra en la Figura 5.

Inici Identificacion de )
nicio estructuras Seleccionar moldes
., Construccion del Alinear secuencias
Evaluacion del
modelo desde con las estructuras
modelo
moldes moldes

Figura 5. Pasos para la obtencion de un modelo mediante modelado comparativo con Modeller.

Como input, Modeller® recibe las estructuras tridimensionales en formato PDB de los
moldes y un archivo en formato PIR (Protein Information Resource). El formato PIR es un
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alineamiento multiple de las secuencias de las estructuras que se usaran como plantilla y la
proteina de interés y estad conformado de un encabezado formado por lineas principales. La
primera comienza por un signo ‘mayor qué’ (“>’), seguido de un codigo de 2 letras,
usualmente usado ‘P1°, un punto y coma (‘;’) y un identificador de la secuencia; en la
segunda fila va una descripcion de la secuencia; desde la tercera fila en adelante
corresponde a la secuencia y el fin de esta se indica con un asterisco (‘*’) como se puede
apreciar en la Figura 6.

>P1;5fd1

structureX:5fdl:1 :A:186 :A:ferredoxin:Azotobacter vinelandii: 1.9@: ©.19
AFVVTDNCIKCKYTDCVEVCPVDCFYEGPNFLVIHPDECIDCALCEPECPAQAIFSEDEVPEDMQEFIQLNAELA
EVWPNITEKKDPLPDAEDWDGVKGKLQHLER*

>P1;1fdx
sequence:1fdx:1 : :54 : :ferredoxin:Peptococcus aerogenes: 2.00:-1.60
AYVINDSC--IACGACKPECPVNIIQGS--IYAIDADSCIDCGSCASVCPVGAPNPED-----------------

Figura 6. Ejemplo de formato PIR

4.2.3 Obtencidn y evaluacion estructural de los modelos:

La construccion del alineamiento en formato PIR para el modelado del complejo
CDKA4(ATP-Mg)/CiclinaD/Rb se realiz6 de forma manual en base a la seleccion de las
estructuras relacionadas al complejo reactivo de CDK4 con las estructuras cristalograficas
experimentales de PDB: 1QMZ, 3G33 y 2W96. De estos, 1QMZ se utiliz6 como modelo
para las interacciones del sitio activo de CDK4 con el sustrato (péptido de Retinoblastoma)
y la coordinacion de sus cofactores (ATP, agua, Mg?"). Desde la estructura tridimensional
de 3G33 se obtuvieron las distancias de equilibrio para las restricciones estructurales que
se usaron en la etapa de refinacién de los dominios de la estructura secundaria de CDK4.
Finalmente, 2W96 fue utilizado como molde para el modelamiento de la interaccion
proteina-proteina del complejo CDK4/Ciclina-D.

El modelado por homologia se realiz6 en varias etapas, para afiadir todas las caracteristicas
reportadas para el complejo en su forma activa. Como primera etapa, se model6 el dominio
de CDK4, incluyendo el complejo ATP-Mg?* en su sitio catalitico. Para ello, se incluyeron
las restricciones espaciales de 1QMZ y 3G33. Luego, se afiadieron las restricciones
espaciales desde 2W96, de forma especifica las interacciones proteina-proteina.
Finalmente, se completd el complejo reactivo con la inclusién de las restricciones
espaciales correspondientes a la interaccion del péptido Rb1 con el dominio de CDK4, El
péptido modelo de Rb que se utilizo, consta de 13 aminoacidos (secuencia 775-787:
“RPPTLSPIPHIPR™) que se ha reportado como sustrato en experimentos de fosforilacion
de Rb por CDK4*",
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Para la construccion del modelo se implemento un script en Python basado en aquellos ya
disponibles en el sitio web de Modeller®®, importando las librerias correspondientes a
‘modeller’, ‘automodel’, ‘parallel.job’ y ‘parallel’, estas dos Ultimas para poder paralelizar
los calculos respectivos. Al ser basado en los scripts entregados por Modeller®® se mantiene
que solo se necesita como entrada el archivo de alineamiento ‘.ali’ creado al principio y los
archivos PDB de los cristales que se usaron en el mismo directorio de trabajo. Como salida
resultante, el script escribié 100 archivos PDB con los modelos creados a un nivel de
refinacion rapida. Para la evaluacion de los modelos se compararon los DOPE score® de
cada modelo previamente ordenados de menor a mayor puntaje, siendo seleccionados 10
de los modelos con el puntaje mas idoneo (mas negativos).

Para la validacion estructural de los modelos se emplearon varias métricas implementadas
en herramientas disponibles en servidores en la web. La compatibilidad estructura-
secuencia se evalué con VERIFY-3D®. Para la inspeccion de las conformaciones de
backbone mediante graficos de Ramachandran se emple6 el analisis de PROCHECK3%40,
Para probar la calidad del empaquetamiento del modelo 3D se calculo el valor del puntaje
Z (Z-score) en WHATCHECK®™. Por (ltimo, se utilizo el servidor ProSA*? para obtener el
puntaje Z de la calidad global de los modelos.

Luego de las comprobaciones estructurales, se utilizo Maestro® de la suite de Schrédinger
para preparar los modelos con el modulo Protein Preparation Wizard*® desde la misma
interfaz de Maestro®. Con este médulo se pueden realizar correcciones estructurales
robustas como la adicion de atomos de hidrogeno, adicion de ordenes de enlace, corregir
los enlaces de coordinacion de metales y la carga de estos, remover moléculas de aguas,
determinar los estados de protonacién éptimos a residuos de protonables (histidina, acido
glutamico, acido aspartico), entre otras funcionalidades.

Con Protein Preparation Wizard*® se realizé una verificacion de la completitud de la
estructura de las proteinas, afiadiendo atomos de hidrogeno faltantes. También se evaluaron
los estados de protonacion con el software Propka*, donde se utilizé un pH de 7.4 en base
a la investigacion de Topacio et al.>’ y, ademas, se optimizaron los enlaces de hidrégeno
intramoleculares existentes en los modelos en la seccion de refinamiento del mddulo
Protein Preparation Wizard.

4.3 Dinamicas Moleculares:

Desde un punto de vista general, las observaciones experimentales producidas en
laboratorio generan informacion que puede ser empleada en construir modelos
microscopicos complejos. Luego, mediante el uso de simulaciones de dindmicas
moleculares (DMs) esto permite la prediccion y la explicacion de propiedades observables
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a través del tiempo. Por ello, para evaluar la estabilidad estructural y energética en el
tiempo de los sistemas construidos, se realizaron simulaciones de dinamica molecular
clésicas.

Empleando Modeller®, se generaron 100 modelos, de los cuales fueron seleccionados 3 en
base a su DOPE score® y a la adecuada coordinacion del cofactor Mg?*. Luego, estos
modelos fueron refinados en Maestro®, para realizar simulaciones de dinamica molecular
clasicas utilizando el software Desmond® de la suite Schrédinger®.

En base a menciones en el estudio CDK2 de Recabarren et al.?® y a la similitud entre CDK2
y CDK4, podemos inferir que las distancias de reaccion podrian ser similares. Por lo tanto,
las distancias a tener en cuenta para que la reactividad se lleve a cabo en el modelo son en
promedio 3.7A para la distancia entre el fosfato gamma del ATP y el oxigeno de la Serina-
780 del Rb (en adelante referenciado como “D1” o “distancia 1), y 4.3A para la distancia
entre la Serina-780 del Rb y el oxigeno del Aspartato-140 de la CDK4 (En adelante
referenciado como “D2” o “distancia 2”).

Como se ha mencionado anteriormente, existen 2 vias de reactividad para el complejo de
CDK4/CiclinaD/Rb: un mecanismo de transferencia de fosfato asistido por base y uno
asistido por sustrato. Para evaluar estas condiciones se realizaron DMs para observar la
estabilidad del péptido Rb y la interaccion con el ATP o el Asp140, es decir, para evaluar
si prevalecia la estabilidad del sistema en el tiempo respecto a la distancia 1 o a la distancia
2. Se realizaron 3 DMs de 300ns para cada modelo seleccionado previamente bajo 3
condiciones diferentes: una simulacion se realiz6 sin aplicar ningun tipo de restriccién, otra
simulacion se realizo aplicando restricciones en la distancia 1 (ATP-Py----O-Ser780)
manteniéndolo en 3.7A y una tercera simulacion con restriccion en la distancia 2 (Ser780-
O ---- 0-.Asp140) manteniéndola a una distancia de 4.3A.

Los parametros que la interfaz de Desmond® ofrece son rigidos y poco personalizables.
Por lo que, para obtener y replicar las dindmicas con los pardmetros de restricciones y
fuerzas 6ptimos para el sistema se utilizé la herramienta externa Desmond Builder*®. La
cual consiste en un pipeline desarrollado en Python el cual permite la preparacion de un
sistema para simulaciones moleculares a partir de un archivo en formato ‘mae’. Esta
herramienta permite aumentar la cantidad de etapas de equilibrado y su duracion, cambiar
el valor de las fuerzas entre etapas de equilibrado, agregar restricciones posicionales (1
atomo), de distancia (2 atomos), de angulo (3 atomos) e impropio (4 atomos). De este
modo, al ejecutarse una dindmica con restricciones, se puedan aplicar relajaciones al
sistema con una disminucion de las fuerzas de forma gradual. Usando el protocolo de
relajacion por defecto de Desmond en Maestro, las fuerzas disminuyen de forma muy
abrupta y los sistemas mas sensibles pueden verse afectados.
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Para la preparacion del sistema se utilizo una caja ortorrdmbica y se calcul6 el tamafio de
esta con método ‘buffer’ con distancias de 13x13x13A, se agregaron contraiones para
neutralizar las cargas del sistema, no se adicion6 concentracion salina y se utiliz6 el modelo
de agua ‘SPC’. EIl protocolo de relajacién inicial se realiz6 en 5 etapas, y se aplicaron
restricciones posicionales en el backbone de la proteina con una fuerza de 10kcal*mol**A-
2en las 5 etapas. Dichos ajustes son equivalentes al protocolo de relajacion por defecto de
Maestro, excepto por la ultima etapa en la que Maestro elimina todas las restricciones.
Luego se afiadieron 8 etapas de equilibrado NPT de 1000ps de duracién a 300 K. Durante
las 4 primeras etapas se mantuvo la restriccion posicional sobre el backbone de la proteina,
y se fueron disminuyendo las fuerzas aplicadas en cada etapa; 5 kcal*mol**A2 2.5
kcal*mol*A2, 1.25 kcal*mol*A2y 1.0 kcal*mol*A2 Adicionalmente, durante estas
ultimas 8 etapas adicionales de equilibrado se mantuvieron las restricciones de distancia
entre los 4&tomos de la distancia 1 y los atomos de la distancia 2 con una fuerza de 5
kcal/mol*A? . Estas restricciones se aplicaron en todos los modelos para asegurar una
mayor estabilidad entre la proteina y los atomos de intereés.

Una vez completado el equilibrado, se ejecuto la etapa de produccién, con un tiempo de
simulacion de 300ns. Los 3 modelos se sometieron a DMs en 3 condiciones: ‘Libres’ y con
restricciones, estas Ultimas para evaluar la estabilidad del sistema forzando la cercania de
los &tomos en la distancia 1 y distancia 2. La primera restriccion (Restriccion 1) fue entre
los atomos Py-ATP y el Oy-Ser780. La segunda restriccion (Restriccion 2) fue entre el Oy-
Ser780 y OD2-Aspl140; ambas restricciones con una fuerza de 2.5 kcal*mol™*A2
entregando un total de 9 dindmicas moleculares, equivalentes a 3 tipos de condiciones por
cada uno de los 3 modelos, como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Diagrama con la organizacién de simulaciones de dinamica molecular y condiciones de
restriccion.

4.3.1 Anélisis de Dinamicas Moleculares:

Se estudiaron los resultados de las dindmicas moleculares realizando varios anélisis con la
herramienta Simulation Interaction Diagram®® de la suite de Schrodinger®. Este analisis
entrega una salida robusta con datos sin procesar, a partir del cual se obtuvieron los datos
de interaccion de proteina-péptido para conocer los residuos de la proteina que interactGan
con el péptido de Rb durante la duracion de la simulacién. Con la herramienta Simulation
Event Analysis* de la suite de Schrodinger®® se obtuvieron datos como el RMSD (Root
Mean Square Deviation) y los valores de las distancias 1 y distancia 2 durante la duracion
de la dinamica, asi como también las distancias de la coordinacion del &tomo de Magnesio
del sitio activo durante toda la trayectoria.

Se realizd un andlisis de RMSF (Root Mean Square Fluctuation) para conocer el
movimiento de los residuos durante la dindmica. Esto permitio evaluar la estabilidad o
anclaje de los residuos en base a su valor de RMSF, lo que se realizé mediante la ejecucion
en VMD* de un script programado en Tcl.

Se utilizd la herramienta Contact Surface Analyzer*, la cual consiste en un script basado
en Python para calcular el area de superficie de contacto en trayectorias de dindmicas
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moleculares, y asi conocer que porcentaje del péptido Rb se encuentra en contacto directo
con la proteina (CDK4). Todos los graficos se realizaron con la herramienta de analisis
estadistico R*.
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5 Resultados y Discusion:

Para el estudio posterior de la transferencia del fosfato-y catalizada por CDK4, es esencial
el analisis de su estructura cristalizada para comprender los mecanismos de su
funcionamiento. Al realizar la busqueda de cristales de rayos-X de CDK4 se not6 la
cantidad limitada de informacion existente de esta proteina en las bases de datos , ya que
la mayoria de los cristales encontrados no estaban completos o se encontraban en
conformaciones inactivas. Esto puede deberse a que la obtencion de estructuras de
proteinas por medios experimentales suele ser compleja a causa de la imposibilidad de
obtener cantidades ptimas de proteina purificada, y también por dificultades en el proceso
de cristalizacion, siendo esta la razon por la cual es necesaria la construccién de un modelo
representativo para analizar el complejo y reaccién de interés. A pesar de que CDK2 y
CDKA4 pertenecen a la misma familia, la disponibilidad de informacion cristalografica de
CDK2 es mucho mayor. De esta PQ hay varios modelos experimentales donde se
representa casi la totalidad de su secuencia de aminoacidos en la estructura tridimensional,
inclusive en unidn con ligandos.

Por lo anterior, el paso inicial en la investigacion fue realizar una comparacion estructural
detallada de la estructura primaria y terciaria de CDK2 y CDK4, para estudiar el grado de
similitud que ambas PQs poseen. Ademas, se identificaron los residuos importantes que
comparten de forma homologa, y que harian parte de la catélisis enzimatica, siendo de este
modo posible el establecimiento de un modelo completo de CDK4 con su estructura en la
forma activa.

5.1 Eleccion de molde base:

La estructura secundaria de las proteinas se conserva mejor que su secuencia, esto debido
a la versatil propiedad de la codificacion del cédigo genético en la cual un aminoacido
puede ser codificado por mas de un codon®. En base a esto es que, al tener como minimo
un 30% de identidad entre una proteina conocida y una desconocida, es mas que suficiente
para que la proteina conocida pueda considerarse un molde para la obtencion de un modelo
3D aceptable.

Al realizar un alineamiento global mediante BLAST®! entre las secuencias candnicas de
CDK2 y CDK4 (Figura 8), se obtuvo como resultado una identidad del 44%, con 137
aminoacidos en posiciones idénticas, lo cual es un porcentaje de identidad bastante
aceptable considerando ademas que ambas PQs pertenecen a una misma familia.
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NW Score Identities Positives Gaps

592 137/312(44%) 193/312(61%) 23/312(7%)
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Query 56 EELN-——-HPNIVELLDVIHT————— ENELYLVFEFLHODLERFMDASALTGIPLPLIESY 107
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Sbjct 180 YRAPEVLLOSTY-ATPVDMWSVGCIFAEMFRREPLFCGNSEADQLGEIFDLIGLEPEDDW 238

Query 228 PGVISMPDYEFPSFPEWARODFSEVVEPPLDEDGRSLLSOMLHYDPNERISARAATAHPFF- 286
P S+P + +FP + P ++E & LI +ML ++P+ERISE AL H +
Sbjct 232% PRDVSLP--RGAFPERGPREVOSVVEEMEESGAQOLLLEMLTFNEPHERISAFRATOHSYLH 256

Query 287 QDVTRPVPHLEL 2358
+D P
Sbjct 2%7 EDEGNPE 303

Figura 8. Alineamiento global entre las secuencias de las proteinas CDK2 y CDK4

Esto se puede apreciar de mejor manera en la Figura 9, en la cual se muestra un
alineamiento de estructura terciaria donde ambas estructuras coinciden en gran parte de
su backbone vy sitio activo. Ademas, se pueden observar las principales diferencias que se
deseaban modelar por homologia, como el lazo en color naranjo (aminoécidos 161 — 171)
cerca del sitio activo en la estructura de CDK4, el cual estd en una conformacion cerrada,
que impediria que se uniera un péptido en el sitio activo. Esto se puede inferir debido a
que la estructura de CDK2 posee un peptido cercano a su sitio activo, el cual en la Figura
9 se representa de color morado y al realizar la superposicion de ambas estructuras PQs
es evidente que se encuentran en coordenadas espaciales cercanas. De este modo, el lazo
de CDK4 se debe remodelar para que la estructura quede en una conformacién abierta o
“activa” para que el péptido modelo de Rb se pueda modelar cercano al sitio activo.
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Figura 9. Alineamiento de estructura terciaria entre el cristal 1QMZ correspondiente a CDK2
(azul) y el cristal 3G33 de CDK4 (verde). Molécula de ATP de 1QZM se observa en rojo y su
péptido en morado

5.2 Eleccion de mejores modelos:

Luego de realizar el modelado por homologia completando todos los pasos mencionados
en la metodologia, se realizo la evaluacién de los modelos producidos mediante el DOPE
score como primer filtro (Tabla 2). Como se mencion0 anteriormente, la lista de DOPE
score se ordena de manera ascendente (de mas negativo a menos negativo). La lista
completa de los puntajes DOPE para los 100 modelos generados se encuentra en el
Material Suplementario 1.
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Tabla 2.- Tabla de DOPE score de los modelos en el ultimo paso de modelado por homologia con

Modeller®

Nombre DOPE (kJ * mol™?)

seq.B99990031.pdb -5844464062
seq.B99990095.pdb -5802959766
seq.B99990096.pdb -5784933984
seq.B99990083.pdb -5752686719
seq.B99990003.pdb -5751504688
seq.B99990064.pdb -5750928125
seq.B99990086.pdb -5736653906
seq.B99990069.pdb -5731382812
seq.B99990039.pdb -5728765234
seq.B99990078.pdb -5726855859
seq.B99990041.pdb -5723746094
seq.B99990014.pdb -5718965625
seq.B99990022.pdb -5703895703
$e0.B99990091.pdb -5703121094
seq.B99990016.pdb -5702588672

Varios de los modelos que encabezan la lista, a pesar de tener un puntaje adecuado para
ser seleccionados, fueron omitidos. Esto debido a que durante el andlisis de las estructuras
se estimd que algunas no eran adecuadas, debido principalmente a problemas estructurales
en la coordinacion del Mg?* en el sitio activo y cambios en los centros quirales. De la lista
fueron seleccionados 3 modelos: “seq.B99990003.pdb”, “seq.B99990083.pdb” y
“5¢q.B99990086.pdb”, en Tabla 2. Los modelos seleccionados seran nombrados de ahora
en adelante como “Modelo 17, “Modelo 2” y “Modelo 3” respectivamente.

5.3 Modelos 3D:

Como primera evaluacion para los modelos seleccionados, se realizaron graficos de
Ramachandran con la herramienta web PROCHECK?®*#, para asi verificar a priori cuales
de los aminoacidos de las estructuras se encuentran en conformaciones favorables de
acuerdo con los angulos phi (¢) y psi (). Esto debido a que, por efectos estéricos, no todos
los &ngulos son posibles en todos los aminoacidos y que existan muchos aminoécidos en
regiones prohibidas no es favorable para la estructura. En la Figura 10 se muestran los
gréficos de Ramachandran resultantes de los 3 modelos mencionados anteriormente
obtenidos con Modeller®. Para los tres modelos mas del 90% de sus residuos se encuentran
en zonas favorables.
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Para el reconocimiento de errores en los modelos se utilizo el servidor ProSa-web. Esta
herramienta calcula puntajes de calidad global para la estructura que reciba como entrada,
entregando como salida un gréfico de Z-score de la calidad global y otro grafico de puntaje
de residuos, en el cual se observan las variaciones energéticas por cada residuo.

El Z-score obtenido para los modelos en la Figura 11 entrega un valor de calidad general,
que para el modelo 1 (Figura 11A) corresponde a -8.13, el modelo 2 (Figura 11) posee un
Z-score de -8.43, mientras que el modelo 3 (Figura 11C) posee un Z-score de -7.75. Estos
valores indican una buena calidad ya que se encuentran dentro del rango de calidad de
proteinas cristalizadas por rayos X o NMR, mostrando que los modelos poseen calidad de
conformacion nativa.

Como segunda salida, ProSA-web entrega un perfil energético basado en la posicion de
cada amino&cido, el cual fue aplicado a los 3 modelos (Figura 12), donde se observan
regiones de residuos con valores positivos. Zonas de alta energia podrian indicar
inconvenientes en la estructura que deben refinarse.
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Figura 10. Grafico Ramachandran de modelos escogidos.
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5.4 Dinamicas Moleculares:

Luego de finalizadas las DMs, se realizaron diversos andlisis con el objetivo de comprobar
la estabilidad obtenida en los modelos. Ademas, se evaluo si las condiciones estructurales
esperadas se cumplieron, tales como gue se mantengan las distancias entre los aminoacidos
de interés para la viabilidad de la reaccion de transferencia de fosfato al sustrato Rb
catalizada por la CDK4-CiclinaD, y la coordinacion del cofactor magnesio en el sitio
activo.

Como se menciond anteriormente, se realizaron DMs de los 3 modelos seleccionados
obtenidos desde el modelado por homologia, bajo 3 condiciones diferentes: ‘Libre’,
‘Restriccion 17 (restriccion de distancia entre ‘Py-ATP’ y ‘Oy-Ser780”) y ‘Restriccion 2’
(restriccion de distancia entre ‘Oy-Ser780° y ‘Od2-Asp140’) para cada modelo, resultando
en un total de 9 simulaciones. En cada caso, se realiz6 un andlisis de RMSD (‘Root Mean
Square Deviation”) para los 3 modelos en las 3 condiciones a lo largo de toda la simulacion
para evaluar la estabilidad de las proteinas. En las Figura 13, Figura 14 y Figura 15 se
muestra el RMSD de los modelos 1, 2 y 3, respectivamente, en las 3 condiciones de DMs
usadas: Libre (celeste), Restriccion 1 (rojo) y Restriccion 2 (verde).

En la Figura 13, se puede observar que el Modelo 1 lleg6 a un estado estacionario de forma
rapida, pero siendo el Modelo 1-Libre el que mayores variaciones en el tiempo presenta,
aunque se mantiene dentro de un margen de estabilidad de aproximadamente 1A. Es de
notar también que el Modelo 1 evaluado con la Restriccion 1 (Figura 13) posee una mayor
estabilidad en el tiempo que en las otras dos condiciones. En cuanto al Modelo 2 (Figura
14), en las 3 condiciones se observa una variacion mayor en los valores de RMSD dentro
de los primeros 100 nanosegundos de la simulacion, notandose con un RMSD menos
estable que el Modelo 1 (Figura 13). EI Modelo 3 (Figura 15) muestra un RMSD similar
al Modelo 1, donde en la condicion sin restriccion tiende a aumentar paulatinamente el
valor del RMSD, superando los 5A, mientras que en las dos condiciones de Restriccion se
estabilizan a lo largo de la dinamica, siendo la condicién de restriccion 2 la que mantiene
un RMSD maés equilibrado en el tiempo.

En resumen, estos resultados indicaron que el Modelo 1 (Figura 13) mostro ser el mas
estable en las condiciones de las simulaciones realizadas, debido a que se presenta un
comportamiento mas estable en las 3 condiciones, sobre todo con el Restriccion 1, donde
alcanza un estado estacionario durante los primeros 20ns de la dindmica.
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Figura 13. RMSD modelo 1 para las tres condiciones evaluadas, libre (azul), restriccion 1 (rojo) y
restriccion 2 (verde).
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Figura 14. RMSD correspondiente al modelo 2 en sus 3 condiciones, libre (azul), restriccion 1
(rojo) y restriccion 2 (verde).
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Figura 15. RMSD correspondiente al modelo 3 en sus tres condiciones de restriccion, libre (azul),
restriccion 1 (rojo) y restriccion 2 (verde).

Como siguiente analisis, se evaluaron los valores de las distancias 1 y 2, las cuales se
agruparon por modelos en gréficos respecto al tipo de condicion de DM (libre, restriccion
1y restriccién 2). En la Figura 16 se observa la distancia 1 en los modelos 1 (azul), 2 (rojo)
y 3 (verde), sin restriccion en la etapa de produccion, y en la Figura 17, la distancia 2 sin
restricciones en produccion, utilizando el mismo esquema de colores.

Tanto en la Figura 16 como en la Figura 17, se puede observar que las distancias que se
muestran con mayor estabilidad en el tiempo son las correspondientes al Modelo 1
(marcada en color azul para ambas gréaficas de distancias), mientras que en los Modelos 2
y 3 las distancias 1 y 2 aumentan (principalmente el Modelo 2) al inicio de las DMs.
Indicando asi que las interacciones entre los atomos de las distancias 1y 2 no se mantienen
estables con los residuos de interés en los Modelos 2 y 3, llegando a alejarse mas de 10A.
A pesar de este aumento en las distancias, el péptido no se aleja hacia el solvente, sino que
se mantiene anclado a la CDK4 por medio de otras interacciones intermoleculares.

El valor de referencia de la distancia 1 (ATP-Py --- Oy-Ser780) en el Modelo 1 es alrededor
de 4A, el cual se mantiene en valores cercanos al de referencia durante aproximadamente
250ns de un total de 300ns de tiempo de simulacion, disminuyendo hasta 3.3A por 20ns
(hasta 270ns). Mientras tanto, en la grafica que representa la distancia 2 (Ser780-Oy ---
0d2-Asp140) (Figura 17), se puede observar que su estabilidad, con valores cercanos a 4.3
A, se mantiene hasta los 250ns para luego alejarse.
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Figura 16. Distancia 1 sin restriccion en el tiempo de dinamica. La linea en color azul representa
al Modelo 1. La linea en color rojo representa al Modelo 2. Linea verde representa al Modelo 3.
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Figura 17. Distancia 2 sin restriccion en el tiempo de dinamica. La linea en color azul representa
al Modelo 1. La linea en color rojo representa al Modelo 2. Linea verde representa al Modelo 3.
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Figura 18. Distancia 1 con restriccién 1 en el tiempo de dindmica. La linea en color azul representa
al Modelo 1. La linea en color rojo representa al Modelo 2. Linea verde representa al Modelo 3

Por otro lado, para los modelos 2 y 3 se puede observar que las distancias aumentan durante
los primeros nanosegundos de simulacion. En la distancia 2 particularmente, el modelo 3
no logra mantenerse estable debido a que los atomos implicados en la reaccion de
transferencia de fosfato (ATP-Py---Oy-Ser780 y Ser780-Oy --- Od2-Asp140) se alejan
llegando a distanciarse 26A generando una condicion no 6ptima para la catalisis. Sin
embargo, el péptido sustrato Rb se mantiene anclado a la superficie de la proteina
estableciendo interacciones intermoleculares entre las superficies de ambas estructuras
(véase Material Suplementario 4). Esto hace inferir que en este modelo de forma libre no
se logra coordinar el sitio reactivo de forma favorable. En cuanto al modelo 2, en ambas
situaciones se puede observar que al iniciar la simulacion las distancias aumentan
rapidamente debido a la inestabilidad del modelo, haciendo que el modelo no represente
un complejo reactivo.

En cuanto al analisis de las distancias con restricciones, en la Figura 18 muestra que las
distancias se conservaron dentro de los valores esperados durante la duracion de toda la
DM, esto debido a que se esta forzando al sistema para mantener los valores de cercania
entre los atomos ATP-Py---Oy-Ser780. Mientras que el resto de las graficas con
restricciones también muestran un comportamiento esperado. Estas se encuentran en
Material Suplementario (Véase Material Suplementario 2).

Se realizé también un analisis de RMSF (Figura 19 - Figura 27) de cada modelo por cadena,
evaluando en cada cadena las diferentes condiciones (‘Libre’, ‘Restriccion 1°, ‘Restriccion

41



2”). En estos resultados se pueden observar los sectores de residuos con mayor movimiento,
asi también evaluar en que condicion poseen una mayor variacion posicional. Cabe
destacar que los valores de RMSF siempre seran altos en los residuos extremos debido a
que dichos extremos se encuentran libres en el solvente y son generalmente estructuras tipo
lazo.

Para el Modelo 1, en su cadena A los valores de RMSF son aceptables (considerando un
valor aceptable de alrededor de 1A+0.5), indicando ademas que en regiones cercanas a los
residuos de anclaje del péptido de Rb y del sitio activo (Figura 19) existe estabilidad en el
posicionamiento de los residuos. Entre los residuos 201-250 se pueden notar varios peaks
consecutivos donde el valor del RMSF aumenta, siendo ademas la condicién Libre la que
posee mayor variacion estructural en esta region.

Al observar la cadena B (Figura 20) correspondiente a la Ciclina-D, la mayor parte del
RMSF es bajo, lo cual indicaria que la cantidad de movimiento de los residuos es poco,
entendiendo asi que la cadena se encuentra en equilibrio. En la cadena C (Figura 21) se
observa que el péptido Rb mantiene un bajo RMSF en el residuo 780 en todas las
condiciones, este residuo es parte importante de la reaccién de transferencia de fosfato.
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Figura 19. RMSF de la cadena A (CDK4) del modelo 1, en sus 3 condiciones de restriccion. En
azul se muestra la Restriccion 1, en rojo el Restriccion 2 y en verde la condicion libre.
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Figura 20. RMSF correspondiente a la cadena B (Ciclina-D) del modelo 1 en las 3 condiciones de
restriccion. En azul se muestra la Restriccion 1, en rojo la Restriccion 2 y en verde la condicion
libre.
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Figura 21. RMSF correspondiente a la cadena C (péptido de Rb) del modelo 1 en las 3 condiciones
de restriccion. En azul se muestra la Restriccion 1, en rojo la Restriccion 2 y en verde la condicién
libre
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Al evaluar la cadena A del modelo 2 (Figura 22) se puede observar que en la condicion
Libre el RMSF es mas bajo que en las otras dos condiciones evaluadas, siendo la condicion
de Restraint 2 la que tiene mayor RMSF. Considerando esto, las 3 condiciones mantienen
valores generales de RMSF de entre 0.5 — 1.5A, lo que son valores aceptables al inferirse
que existe una baja variabilidad posicional entre los residuos. En la cadena B del Modelo
2 (Figura 23) se observan valores de RMSF menores en la condicién Libre respecto al resto
de condiciones. Observando la cadena C del Modelo 2 (Figura 24), se puede concluir que
su RMSF en la condicién de Restraint 1 es bastante baja y estable en todos los residuos, lo
que indica que los residuos en este modelo tienen poco movimiento, mientras que en la
condicion de Restraint 2 y Libre, los valores son variables y altos, infiriéndose asi que en
la cadena C sus residuos no se encontrarian en un equilibrio apto para mantener una
variabilidad posicional baja.
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Figura 22. RMSF de la cadena A (CDK4) del modelo 2. En azul se muestra la Restriccion 1, en
rojo la Restriccion 2 y en verde la condicion libre.
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Figura 23. RMSF de la cadena B (Ciclina-D) del modelo 2. En azul se muestra la Restriccién 1, en
rojo la Restriccion 2 y en verde la condicion libre.
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Figura 24. RMSF correspondiente a la cadena C (péptido Rb) del modelo 2. En azul se muestra la
Restriccion 1, en rojo la Restriccion 2 y en verde la condicion libre.
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Al observar el Modelo 3 (Figura 25 - Figura 27) se puede apreciar que las 3 cadenas poseen
mayores valores de RMSF, haciendo que en las tres condiciones (Libre, Restraint 1y
Restraint 2) se infieran menos estables que en los dos modelos anteriores. En la cadena A
del Modelo 3 (Figura 25) se pueden observar picos constantes en la linea azul
correspondiente al Restraint 1, sequido por la condicion Libre, condicion que también se
nota con mucha movilidad entre sus residuos, la condicion de Restraint 2 se mantiene con
menor movimiento que las dos anteriores. Respecto a la cadena B del Modelo 3 (Figura
26) los residuos mantienen una mayor movilidad cuando estan sometidas a los Restraint 1
y Restraint 2, sin embargo, en la condicion Libre los valores del RMSF mantienen la misma
tendencia que las otras dos condiciones. En la cadena C, se puede observar que los residuos
en la condicion Libre poseen el RMSF mas alto, pero se mantiene mayormente entre los
valores de 2.5y 3.3, mientras que las condiciones de Restraint 1 y Restraint 2 se establecen
entre 1.5y 2.5. Al comparar las cadenas C de los Modelos 1y 2, con la del Modelo 3, se
aprecia que en el Modelo 3 existe una menor estabilidad al poseer valores més altos,
indicando que los residuos poseen movimiento, el cual puede no ser favorable.

. Modelo 3 - chain A

1 51 101 151 201 251 301
Residuos

Figura 25. RMSF correspondiente a la cadena A (CDK4) del Modelo 3. En azul se muestra la
Restriccién 1, en rojo la Restriccion 2 y en verde la condicién libre.
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Figura 26. RMSF cadena B (Ciclina-D) del Modelo 3. En azul se muestra la Restriccion 1, en
rojo la Restriccion 2 y en verde la condicion libre
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Figura 27. RMSF de la cadena C del Modelo 3. En azul se muestra la Restriccion 1, en rojo la
Restriccion 2 y en verde la condicion libre
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Mediante el analisis de RMSF es posible establecer que el Modelo 3 posee los valores méas
altos, lo que puede indicar que los residuos de este modelo no se encuentran en una
conformacién adecuada, generando mayor movimiento y haciendo que el modelo no se
comporte de forma estable. Con respecto a los Modelos 1y 2, en cuanto a la cadena A se
puede concluir que el Modelo 1 posee de forma general mayor cantidad de movimiento en
el sector de los residuos 201-251, pero en cuanto a la cadena C, es observable que el residuo
780 (serina que interactla directamente con el ATP para la reaccion catalitica) mantiene
un bajo valor de movimiento, por lo que se infiere que el Modelo 1 se mantiene con mayor
estabilidad que el Modelo2.

Otra métrica que se utilizé para evaluar la afinidad del péptido Rb con el complejo
CDK4/Ciclina-D corresponde al area de superficie de contacto (CSA, por sus siglas en
inglés ‘Contact Surface area’). EI CSA entre dos &tomos A y B se define como el area de
una esfera cuyo centro es el centro del &tomo A y cuyo radio es igual a la suma de los
radios de VVan der Waals del a&tomo A y una molécula de solvente®?. Esta area consta de los
puntos donde una molécula de solvente, si se ubica ahi, se superpondria con la esfera de
Van der Waals del &omo B, si una molécula de solvente no se puede colocar en algln
punto en particular porque penetrara varios &tomos vecinos, se estipula que este punto
pertenece al area de contacto del 4&tomo Ay el mas cercano de los atomos vecinos®, Las
areas de CSA se pueden estimar mediante calculos de las diferencias en las areas de
superficie accesibles por solvente (SASA)**.Asi, luego del andlisis anterior, se procedié a
calcular el porcentaje del area de contacto con la herramienta Contact Surface analyzer®,
el cual consiste en un script desarrollado en Python para obtener el calculo del CSA entre
dos estructuras. En el caso de este estudio, fue utilizado entre proteina-péptido en
trayectorias de DMs, dando a conocer el porcentaje del péptido (Rb) que se encuentra en
contacto con la proteina (CDK4). Este analisis se hizo para todos los modelos, y se agrupo
segun la presencia y tipo restriccion (Figura 28, Figura 29, Figura 30).

48



Libre

0 100 200 300

Tiempo (ns)

Figura 28. Porcentaje de superficie de contacto sin restriccion representado para los modelos
1(azul), modelo 2 (rojo) y modelo 3(verde).

En la Figura 28, se representa el porcentaje de la superficie de contacto en las simulaciones
sin restriccion (Libre) en etapa de produccion. En esta gréafica se puede observar que el
modelo que mayor porcentaje de contacto posee es el Modelo 1, representado en color azul,
mientras que el modelo 2 (en rojo), a pesar de mantener un porcentaje relativamente alto
se muestra con variaciones bruscas, lo que indica que no es totalmente estable. Esto se
puede deber a que el péptido de Rb pierde contacto con el ATP y el residuo Asp140 de la
CDKA4, siendo estos puntos de anclaje del péptido importantes para que se genere una
conformacién adecuada para una catalisis enzimatica. En cuanto al modelo 3 (en verde),
su porcentaje de contacto es bajo, manteniéndose la mayor parte del tiempo de simulacion
bajo el 30% de contacto.

Al observar la Figura 29, correspondiente al porcentaje de contacto entre proteina péptido
bajo la condicion de Restraint 1, el Modelo 1 inicia con un 32% de contacto y durante la
dindmica aumenta el porcentaje de manera paulatina. EI Modelo 2 inicia también con un
32% de contacto, aumentando durante la dindmica hasta casi 50%, por lo que el Modelo 2
posee mayor porcentaje de superficie de contacto que el Modelo 1. En cuanto al Modelo 3
se mantiene con un menor porcentaje de superficie de contacto que el Modelo 1y el Modelo
2, asi también al realizar una comparacion con la Figura 28, se puede notar que el
porcentaje de superficie de contacto también es bajo.
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Figura 29. Porcentaje de superficie de contacto de los modelos 1(azul), 2(rojo) y 3(verde) bajo
condiciones de Restraintl
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Figura 30. Porcentaje de superficie de contacto de los modelos 1(azul), 2(rojo) y 3(verde) bajo
condiciones de Restraint2.
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En la Figura 30, se muestra la variacion de los porcentajes de superficie de contacto para
los Modelo 1, Modelo 2 y Modelo 3 bajo la Restriccidn 2. Se puede observar que el Modelo
1 es el que se mantiene mé&s estable con menor variacion, ademas de ser el modelo que
mantiene un porcentaje de contacto més alto con 38%. Mientras tanto, el Modelo 3 es el
gue mayor variacion presenta en el porcentaje de CSA, sin embargo, es el modelo con
menor porcentaje de contacto. Por otro lado, el Modelo 2 tiene un comportamiento
intermedio, manteniendo un porcentaje variable pero relativamente alto, a diferencia del
Modelo 3. En general los tres modelos en esta condicion mantienen porcentajes de contacto
variables entre 24% y 40%, lo cual hace que los modelos durante esta restriccion sean los
que presentan porcentajes de superficie de contacto menores entre proteina-péptido al
comparar las 3 condiciones evaluadas.

Considerando de forma general los resultados anteriores, el CSA a lo largo de los 300ns de
la dinamica nos dice que los Modelos 1 y 2 son los que presentan de forma general un
mejor porcentaje de contacto entre proteina-péptido. Sin embargo, al analizar estos
resultados en la condicion Libre, el Modelo 1 es el que mejor muestra una estabilidad del
péptido sustrato Rb en la superficie de la CDK4-CiclinaD, manteniendo en promedio un
42% de contacto. EI Modelo 2 se nota estable respecto al porcentaje de contacto que
muestra con la Restriccion 1, alcanzando un plateau dentro de los primero 20ns de la
dindmica, luego, a medida que la trayectoria avanza se mantiene por sobre el 40% de
contacto con la superficie.

Para ahondar mas al respecto de los contactos que se podrian establecer entre la proteina y
el ligando, se realiz6 un andlisis mediante la herramienta de Simulation Interactions
Diagram (SEA) de Desmond®**, en el cual se obtuvieron datos que muestran las
interacciones entre los aminoacidos del péptido (Rb) y los aminoacidos de la proteina a lo
largo de la simulacion. Estas interacciones son clasificadas en 4 tipos (paréntesis indican
su nombre en las figuras resultantes): enlaces de hidrogeno (HBond), hidrofobicos
(Hydrophobic), Iénicos (lonic) y puentes de agua (Water Bridges). Para evaluar estos
datos, se realizé un preprocesamiento mediante la herramienta AWK y luego se obtuvieron
las graficas con el software de analisis estadisticos R*, realizando una normalizacion a lo
largo de la trayectoria. EI motivo de esto es debido a que la salida de SEA muestra todas
las interacciones, por lo que es normal que en un determinado cuadro de la dinamica un
residuo tenga mas de 2 interacciones. Asi, se procesd para considerar una interaccién por
cuadro y representarlas en formato de porcentaje. A modo de ejemplo, si un residuo posee
25% de interaccion Hbond, significa que esta interaccion se mantiene durante el 25% de la
simulacion. Las listas completas de interacciones se encuentran en Material Suplementario
3.
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Considerando todos los resultados anteriores, se seleccion6 el Modelo 1 como el mejor de
todos los modelos trabajados. Asi, los siguientes analisis se muestran solo para el Modelo
1, y los pertinentes a los otros modelos (Modelo 2 y 3) se muestran en Material
Suplementario. Con el objetivo de obtener informacidn adicional de los tipos y cantidad de
interacciones proteina-péptido durante la DMs, se realizd un analisis para obtener el
porcentaje de interacciones en el modelo Libre (Figura 31), Restraint 1 (Figura 33) y
Restraint 2 (Figura 35). Cada tipo de enlace se encuentra representado con un color
diferente: enlaces de hidrogeno (Hbond) en rojo, enlaces hidrofobicos (hydrophobic) en
verde, ionico (ionic) en amarillo y puentes de agua (water bridges) en celeste. Las barras
mas altas representan a los residuos que mas interacciones poseen a lo largo de la dinamica.

En el caso del Modelo 1 en condicion Libre (Figura 31) las interacciones a destacar
corresponden a los residuos Ser52 y Glu56 con interacciones de puentes de agua, estos dos
aminoacidos interacttan con la Arg787 (Figura 32A), el cual es un residuo extremo del
péptido Rb, entregando la estabilidad para el anclaje del péptido a la CDK4 durante la DM.
Los residuos Aspl140 y Lys142 ambas con interacciones de enlaces de hidrogeno con la
Ser780 del péptido Rb, se puede inferir que estas interacciones podrian servir como
estabilizadores para la Ser780 (Figura 32B). Al comparar esta ultima interaccion con el
complejo homologo CDK2/Ciclina-A, investigado por Recabarren et. al®, se puede
observar un complejo con un péptido que posee un residuo Ser para ser fosforilado, y que
en el caso de CDK2 los residuos Aspl127 y Lys129 cumplirian un rol de estabilizadores
para la Ser con el objetivo de facilitar la catalisis. El residuo fosforilado TPO172 posee una
cantidad similar de interacciones de tipo enlaces de hidrogeno y puentes de agua interactda
con el residuo Arg775 de péptido, el cual también es una arginina terminal (Figura 32C).
Y finalmente el ATP con mas del 75% de interacciones del tipo puentes de agua hacia la
Ser780 del Rb. Estos residuos estan directamente relacionados en el anclaje del péptido Rb
a la proteina para mantener su cercania y la representacion estructural de sus interacciones
se puede observar en la Figura 32.

Al realizar una comparacion de las interacciones proteina-péptido entre el Modelo 1 libre
(Figura 31) y las interacciones del Modelo 3 en la misma condicion (Véase Material
Suplementario 4), se evidencia que los residuos de la proteina que interaccionan con el Rb
no coinciden, lo que explicaria ademas de porque en la Figura 28 el Modelo 3 es el que
menor porcentaje de interaccion entre proteina-péptido tiene.

En la Figura 33, correspondiente al Modelo 1 con Restraint 1, se pueden observar una
mayor cantidad de residuos, pero con una proporcion de interacciones un poco menor que
en el Modelo 1 Libre, con énfasis en los residuos Pro40, Ser52, Thr53, Glu56, los cuales
mantienen enlaces de hidrdgeno y puentes de agua con la Arg787 del Rb durante toda la
DM (Figura 34A), sirviendo de anclaje para el péptido Rb. A medida que el tiempo de
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simulacion avanza, el péptido se mueve haciendo que la interaccion entre Ser780 del Rb y
ATP se altere un poco sin perder el contacto, haciendo que se favorezca la interaccion de
TPO172 con el residuo Arg787 (Figura 34A). Desde los 55ns de DM, el residuo Pro40 de
la CDK4 interactta con el residuo Pro783 del péptido Rb, aumentando més asi el anclaje
del péptido. El residuo Glu219 posee interaccion con el residuo Arg775 del péptido, por lo
que al ser una interaccién que se mantiene durante toda DM se infiere que su funcion es de
anclaje (Figura 34B). Todas estas interacciones se pueden observar de forma gréafica en la
Figura 34. EI ATP mantiene interaccion con el residuo Ser780 del péptido, pero este tltimo
residuo de Ser no mantiene ninguna otra interaccién con posibles residuos estabilizadores,
como se menciono en el caso del modelo libre.

En el caso del Modelo 1 con Restriccion 2 (Figura 35), se observa también un alto
porcentaje de interaccion de los residuos Ser52, Thrb3, Glu56 con enlaces de hidrogeno y
puentes de agua, con el residuo Arg787 del péptido, cumpliendo asi un rol de ancla para el
péptido (Figura 36A). Los otros residuos que también destacan por su porcentaje de
interaccion son el TPO172 interactuando con el residuo Arg775, y Vall74 que interactla
con la Arg775, Pro776 generando asi que este extremo del péptido se aleje de la zona del
sitio activo y se enrolle alrededor de la VVal174 (Figura 36B) y asi las distancias entre el
ATP y la Ser780 aumentan lo suficiente como para que no sea una ubicacion comoda del
péptido para una futura catalisis (Figura 36C).
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Figura 31. Porcentaje de interacciones proteina-péptido entre CDK4 y Rb por residuo en el Modelo
1 sin restricciones (Libre)
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Figura 32. Representacion estructural de interacciones notorias en el Modelo 1 libre, en las 3
figuras el péptido Rb se colorea de turquesa. A) Interaccion de Arg787 del Rb con Ser52 y Glu56
(en azul). B) Interaccion estabilizadora de Asp140 y Lys142 (en naranjo) con Ser780 y ATP. C)
Interaccion de TPO172 (en rosa) con Arg775 de Rb.
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Figura 33. Porcentaje de interacciones proteina-péptido entre CDK4 y Rb por residuo en el Modelo
1 con la Restriccion 1.
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Figura 34. Representacion estructural de interacciones notorias en el Modelo 1 con restriccion
1. Péptido Rb en las 2 figuras se colorea de turquesa. A) Interaccion de residuos de CDK4 con
el extremo Arg787 del péptido. B) Interaccién de Glu219 con Arg775.
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Figura 35. Porcentaje de interacciones proteina-péptido entre CDK4 y Rb por residuo en el Modelo
1 con la Restriccion 2.
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Figura 36. Representacion estructural de los residuos con mayor porcentaje de interaccion en
Modelo 1 con restriccion 2. Péptido Rb en las 3 figuras se colorea de turquesa. A) Interacciones
de los residuos Ser52, Thr53 y Glu56 (coloreados en gris) con el residuo Arg787 del péptido Rb.
B) Interacciones de residuos TPO172 y Val174 (coloreados en verde) con el péptido Rb. C) No hay
contacto entre el ATP y Ser780 del péptido.

Finalmente, mediante la herramienta de Simulation event analysis, se verificd que se
mantuviera la coordinacion del Mg?" en el sitio activo. La particularidad de esta
coordinacion consiste en que el ion Mg establece 6 enlaces (coordinacion octaédrica®®): 3
enlaces hacia el ATP (O2A, 02G, 03B), 1 enlace hacia una molécula de H20, 1 enlace
con oxigeno del residuo Asn145 y un enlace con el oxigeno del residuo Asp158 (Figura
37). Para realizar este analisis se obtuvieron todas las distancias entre los atomos
mencionados en el tiempo de la dindmica, obteniendo como resultado que todas las
distancias se mantuvieron estables en todos los modelos, tomando como referencia el
estudio de Recabarren et al.?® donde menciona que estés distancias deben estar en un rango
de entre 2 -2,6 A (Véase Material Suplementario 5).

56



Figura 37. Coordinacién octaédrica del Mg?* en el sitio activo de CDK4

57



6 CONCLUSIONES:

Dentro de los objetivos mas importantes a destacar fue la obtencion de un modelo de CDK4
en su estado completo y activado, denominado como el complejo CDK4/Ciclina-
D/Rb/(ATP+Mg?*). La obtencion de este complejo fue posible debido a la gran similitud
que CDK4 comparte con CDK2, la cual es una proteina que ha sido ampliamente estudiada,
convirtiéndose una “proteina modelo”. Dentro de las similitudes principales entre CDK2 y
CDK4 se destaca que sus estructuras terciarias son muy similares en cuanto al plegamiento
(como se muestra en Figura 9), y sus sitios activos coinciden de forma estructural, por lo
que representd una buena base para ser utilizada como molde para realizar modelamiento
por homologia para completar el complejo de CDK4 con el péptido sustrato Rb.

Luego de la obtencidon de los modelos resultantes del proceso de modelado por homologia
con Modeller®, se verifico la calidad de los modelos mediante servidores web, obteniendo
el Z-score, graficos de Ramachandran y perfiles de energia por residuo. Estas
comprobaciones entregaron como resultado que los modelos escogidos cumplieron con las
condiciones minimas de calidad estructural (Figura 10, Figura 11, Figura 12). Por ello,
estos modelos fueron seleccionados para realizar las simulaciones de dinamicas
moleculares clésicas.

En un principio, se tuvo en cuenta realizar un acoplamiento molecular con el software
Glide® entre el péptido modelo del Rb y el complejo CDK4/Ciclina-D, buscando luego
poder evaluar el anclaje entre el Rb y la CDK4 mediante DMs clasicas. Esto no arrojo
resultados satisfactorios, por lo cual los experimentos de acoplamiento molecular con este
software fueron descartados debido a que el péptido modelo de Rb era demasiado largo
para ser soportado por Glide®. Luego, se decidié emplear el servidor web Haddock®®. Este
servidor también fue descartado tras varias pruebas, debido a problemas de
parametrizacion del residuo TPO172 de la CDK4, haciendo que este y el ATP se salieran
de su posicidn, aunque se adicionaran restricciones de posicion. Finalmente, el péptido de
Rb se ubico en base a las restricciones espaciales obtenidas de las coordenadas del molde
de CDK2 (PDB ID: 1QM2), el cual también presentaba informacion estructural relevante
para ubicar los residuos del Rb dentro el sitio de union catalitico.

Como primer software de simulacion para los modelos obtenidos desde Modeller® se habia
seleccionado PMEMD de la suite AMBER20%, pero su uso fue descartado. Esto debido a
que este software no poseia los pardmetros de mecanica molecular adecuados para describir
la esfera de coordinacion del Mg con el ATP, por lo que la conformacion del Mg en el sitio
activo no se mantenia estable. De modo que, se decidid realizar dindmicas con el software
Desmond® de Schrodinger®® mediante el uso de la herramienta Desmond builder®®. Esta
herramienta consiste en un pipeline de preparacion de sistemas previo a comenzar una DM
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y esta desarrollada para usarse de forma exclusiva con Desmond®. Flexibilizando en gran
medida el proceso de agregar restricciones de posicion, distancia, cambiar fuerzas o afadir
etapas de relajacion. Para obtener un mayor equilibrado en los modelos se aumentaron las
etapas de relajacion y el tiempo de estas etapas para equilibrar de forma gradual los
sistemas.

El modelo que mas estabilidad demostro a lo largo del tiempo de simulacion (300ns) fue
el modelo 1, el cual mantuvo estabilidad en la mayor parte del tiempo de dindmica (270ns)
sin restricciones en etapa de produccion. Lo que se demuestra principalmente en que fue
el anico modelo que conservo la distancia 1 (ATP-Py - Oy-Ser780) y distancia 2 (Oy-
Ser780 y OD2-Asp140), como se puede observar en la Figura 16 y Figura 17 sin que el
péptido Rb perdiera contacto con la CDK4.

De acuerdo con lo que se puede observar de los porcentajes de interaccion entre proteina-
péptido en la Figura 31, los aminoacidos de CDK4 que mas interacciones establecen con
el péptido Rb son: Ser52, Glu56, Asp140, TPO172, y ademas el cofactor ATP. Cumpliendo
los primeros 2 residuos mencionados un rol de anclaje para el péptido, interactuando con
la Arg787, manteniendo asi al péptido en cercania al sitio activo y evitando se pierdan los
contactos del ATP y Asp140 con el residuo de Ser780 de Rb, los cuales ayudan a mantener
distancias e interacciones que podrian favorecer a la catalisis enzimatica segun la evidencia
entregada por la investigacion de Recabarren et.al?®.
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8 Material Suplementario:

Material Suplementario 1: Lista
de DOPE score

Nombre DOPE

seq.B99990031.pdb -5844464062
5eq.B99990095.pdb -5802959766
5eq.B99990096.pdb -5784933984
seq.B99990083.pdb -5752686719
seq.B99990003.pdb -5751504688
seq.B99990064.pdb -5750928125
seq.B99990086.pdb -5736653906
5eq.B99990069.pdb -5731382812
5eq.B99990039.pdb -5728765234
seq.B99990078.pdb -5726855859
seq.B99990041.pdb -5723746094
seq.B99990014.pdb -5718965625
5eq.B99990022.pdb -5703895703
seq.B99990091.pdb -5703121094
seq.B99990016.pdb -5702588672
seq.B99990043.pdb -5691633984
seq.B99990029.pdb -5684762891
seg.B99990019.pdb -5684564062
seg.B99990070.pdb -5671169922
seq.B99990084.pdb -5655110547
seq.B99990059.pdb -5652389453
5eq.B99990060.pdb -5652364453
5eq.B99990097.pdb -5646908594
seq.B99990011.pdb -5646901953
seq.B99990066.pdb -5642966016
seq.B99990051.pdb -5633353125
seq.B99990055.pdb -5631129688
seq.B99990040.pdb -5629802734
5eq.B99990002.pdb -5622642578
$eq.B99990033.pdb -5622299219
$eq.B99990082.pdb -5606837891
5eq.B99990025.pdb -5600560938
5eq.B99990013.pdb -5598435156
seq.B99990068.pdb -5593566406
seq.B99990036.pdb -5592434375

seq.B99990074.pdb -5564510547
5eq.B99990094.pdb -5524208984
5eq.B99990092.pdb -5514826172
seq.B99990012.pdb -5494496484
seq.B99990079.pdb -5452245312
seq.B99990088.pdb -5444975391
seq.B99990098.pdb -5437736719
5eq.B99990077.pdb -5429476172
seq.B99990063.pdb -5415672656
seq.B99990053.pdb -5414063672
seq.B99990049.pdb -5412750391
seq.B99990093.pdb -5411765625
5eq.B99990045.pdb -5399355469
5eq.B99990010.pdb -5397173438
seq.B99990062.pdb -5376610156
seq.B99990028.pdb -5376466797
seq.B99990048.pdb -5374697656
seq.B99990044.pdb -5373304297
seq.B99990018.pdb -5372666406
seq.B99990073.pdb -5372522266
seq.B99990038.pdb -5370883203
$eq.B99990027.pdb -5366001562
seq.B99990057.pdb -5353195312
seq.B99990071.pdb -5347101562
5eq.B99990004.pdb -5346267188
5eq.B99990067.pdb -5344463281
seq.B99990075.pdb -5338047656
seq.B99990037.pdb -5336482422
seq.B99990081.pdb -5335985938
seq.B99990007.pdb -5331992578
seq.B99990034.pdb -5331058594
seq.B99990020.pdb -5313778516
5eq.B99990009.pdb -5313448828
5eq.B99990087.pdb -5309649609
seq.B99990032.pdb -5306528906
seq.B99990006.pdb -5306148828
seq.B99990024.pdb -5305253906
seq.B99990076.pdb -5304026172
seq.B99990021.pdb -5301243750
seq.B99990056.pdb -5301075781
seq.B99990042.pdb -5298725781




seq.B99990015.pdb -5179555859
seq.B99990050.pdb -5152956250
seq.B99990089.pdb -5119554688

seq.B99990061.pdb -5296719531
$eq.B99990080.pdb -5293818359
5eq.B99990005.pdb -5291416016
seq.B99990100.pdb -5278977734
seq.B99990052.pdb -5277141406
seq.B99990046.pdb -5276194531
5eq.B99990090.pdb -5274775391
seq.B99990085.pdb -5265392578
seq.B99990026.pdb -5260048828
seq.B99990035.pdb -5257607031
seq.B99990047.pdb -5254860938
seq.B99990008.pdb 5248716406
5eq.B99990030.pdb -5243795703
5eq.B99990023.pdb -5234591797
seq.B99990054.pdb -5230905469
seq.B99990099.pdb -5227683203
seq.B99990017.pdb -5206381250
seq.B99990065.pdb -5200062500
seq.B99990072.pdb -5197386328
seq.B99990058.pdb -5181906641

67



Material Suplementario 2: Analisis de distancia 1y 2 del modelo 1,2y 3
respecto al restriccion 1y 2:

Restraint 1
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Distancia 1 con Restraint 2 en Modelos 1, 2 y 3.
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Restraint 2
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Distancia 2 con Restraint 2 en Modelos 1, 2 y 3.
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~— Modelo 3

Material Suplementario 3: Listas de interacciones proteina-péptido por
tipo de enlace:

Interaccion proteina-péptido en Modelo 1-Libre:

Res_chain | Resid | Resinfo Type Interaction

VAL_A 14 | A:'VAL14 HBond 14
GLY_A 15 | A:GLY15 HBond 7
ALA A 16 | AtALA16 HBond 23
TYR_A 17 | ATYR17 HBond 826
ARG_A 38 | A:/ARG38 HBond 2
GLY_A 43 | A:GLY43 HBond 66
GLY_A 44 | A:GLY44 HBond 79
SER_A 52 | A:SER52 HBond 612
THR_A 53 | A:-THR53 HBond 31
GLU_A 56 | A:GLU56 HBond 807
GLU_A 86 | A:GLU86 HBond 310
ASP_A 140 | A:ASP140 HBond 2544
LYS A 142 | A:LYS142 | HBond 2413
ARG _A 163 | A:ARG163 | HBond 53
GLN_A 168 | A:GLN168 | HBond 10
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TPO_A 172 | A:TPO172 | HBond 1769
VAL_A 174 | A:VAL174 | HBond 352
VAL_A 176 | A:\VAL176 | HBond 95
TRP_A 179 | A:TRP179 | HBond 20
ASN_A 217 | A:ASN217 | HBond 3
GLU_A 219 | A:GLU219 | HBond 25
ATP_A 304 | A:ATP304 | HBond 720
VAL A 14 | A:VAL14 | Hydrophobic 49
ALA A 16 | A/ALA16 | Hydrophobic 279
TYR_A 17 | ATYR17 Hydrophobic 1507
VAL_A 37 | A:VAL3Y Hydrophobic 7
VAL_A 39 | A:'VAL39 Hydrophobic 7
PRO_A 40 | A:PRO40 Hydrophobic 212
PRO_A 50 | A:PRO50 Hydrophobic 3
ALA_A 170 | A:ALA170 | Hydrophobic 33
PRO A 173 | A:PRO173 | Hydrophobic 374
VAL A 174 | AIVAL174 | Hydrophobic 315
VAL A 175 | A:VAL175 | Hydrophobic 341
VAL A 176 | A:VAL176 | Hydrophobic 203
TRP_A 179 | A:TRP179 | Hydrophobic 81
GLU_A 56 | A:GLU5S6 lonic 176
ARG A 163 | A:ARG163 | lonic 3
TPO_A 172 | A:TPO172 | lonic 16
ASP_A 221 | AIASP221 lonic 1
ATP_A 304 | A:ATP304 | lonic 29
VAL _A 14 | A:'VAL14 Water Bridges 456
GLY_A 15 | AIGLY15 Water Bridges 133
ALA A 16 | AtALA16 Water Bridges 616
TYR_A 17 | ATYR17 Water Bridges 1008
ARG_A 38 | A:ARG38 Water Bridges 945
PRO_A 40 | A:PRO40 Water Bridges 26
ASN_A 41 | A:tASN41 Water Bridges 3
GLY_A 42 | A:GLY42 Water Bridges 69
GLY_A 43 | A:GLY43 Water Bridges 374
GLY_A 44 | A:GLY44 Water Bridges 787
GLY_A 45 | A:GLY45 Water Bridges 211
ILE_ A 51 | A:ILE51 Water Bridges 17
SER_A 52 | A:SER52 Water Bridges 2774
THR_A 53 | A:THR53 Water Bridges 1015
ARG_A 55 | AtARG55 Water Bridges 2
GLU_A 56 | A:GLU56 Water Bridges 3726
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ARG_A 85 | AtARG85 Water Bridges 19
GLU_A 86 | A:GLU86 Water Bridges 75
ARG _A 139 | A:/ARG139 | Water Bridges 262
ASP_A 140 | A:ASP140 | Water Bridges 25
LYS A 142 | A:.LYS142 | Water Bridges 253
GLU_A 144 | A:GLU144 | Water Bridges 24
ASN_A 145 | A:ASN145 | Water Bridges 6
LEU A 161 | A:LEU161 | Water Bridges 20
ARG_A 163 | A:ARG163 | Water Bridges 902
TYR_A 167 | A:TYR167 | Water Bridges 3
GLN_A 168 | A:GLN168 | Water Bridges 97
LEU_A 171 | A.LEU171 | Water Bridges 11
TPO_A 172 | A:TPO172 | Water Bridges 2249
VAL_A 174 | A:VAL174 | Water Bridges 1121
VAL_A 175 | A:\VAL175 | Water Bridges 18
VAL_A 176 | A:VAL176 | Water Bridges 1120
THR_A 177 | A:THR177 | Water Bridges 5
TRP_A 179 | A;:TRP179 | Water Bridges 31
TYR_A 180 | A:TYR180 | Water Bridges 1
ASN_A 217 | AtASN217 | Water Bridges 20
SER_A 218 | A:SER218 | Water Bridges 4
GLU_A 219 | A:GLU219 | Water Bridges 19
ASP_A 221 | AtASP221 | Water Bridges 9
ATP_A 304 | A:ATP304 | Water Bridges 9799

Interaccion proteina-péptido en Modelo 1 - Restraint 1:

Res chain resid resinfo type Interaction

ARG_A 38 | A/ARG38 HBond 51
PRO_A 40 | A:PRO40 HBond 6
ASN_A 41 | A:ASN41 HBond 5
GLY_A 42 | A:GLYA42 HBond 117
GLY_A 43 | A:GLY43 HBond 1
ILE_A 51 | AlILE5S1 HBond 305
SER_A 52 | A:SER52 HBond 2847
THR_A 53 | A-THR53 HBond 5953
GLU_A 56 | A:GLU56 HBond 2149
LYS A 142 | A:LYS142 HBond 25
TPO_A 172 | A:TPO172 HBond 978
VAL_A 174 | A:VALL174 HBond 1
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VAL_A 175 | A:VAL175 HBond 3
VAL_A 176 | A:VAL176 HBond 980
THR_A 177 | AATHR177 HBond 100
TRP_A 179 | A:TRP179 HBond 1176
GLN_A 188 | A:GLN188 HBond 11
GLY_A 216 | A:GLY216 HBond 3
ASN_A 217 | AtASN217 HBond 614
SER_A 218 | A:SER218 HBond 9
GLU_A 219 | A:GLU219 HBond 2096
GLN_A 222 | A:GLN222 HBond 1447
ATP_A 304 | A:ATP304 HBond 2450
ALA A 16 | AIALA16 Hydrophobic 241
TYR_A 17 | ATYR17 Hydrophobic 17
VAL_A 37 | A:VAL3Y Hydrophobic 4
VAL_A 39 | A:VAL39 Hydrophobic 145
PRO_A 40 | A:PRO40 Hydrophobic 296
PRO_A 50 | A:PRO50 Hydrophobic 1228
MET_A 169 | A:MET169 Hydrophobic 14
ALA A 170 | A:ALA170 Hydrophobic 1
LEU_A 171 | AILEU171 Hydrophobic 473
PRO_A 173 | A:PRO173 Hydrophobic 427
VAL_A 174 | A:VAL174 Hydrophobic 36
VAL_A 175 | A:VAL175 Hydrophobic 553
VAL_A 176 | A:\VAL176 Hydrophobic 483
TRP_A 179 | A:TRP179 Hydrophobic 198
LEU A 186 | A:LEU186 Hydrophobic 43
GLU_A 56 | A:GLU56 lonic 227
TPO_A 172 | A:TPO172 lonic 932
GLU_A 219 | A:GLU219 lonic 426
VAL_A 14 | A:VAL14 Water Bridges 1
ALA A 16 | A;ALA16 Water Bridges 63
TYR_A 17 | ATYR17 Water Bridges 18
ARG _A 38 | A/ARG38 Water Bridges 946
PRO_A 40 | A:PRO40 Water Bridges 2056
ASN_A 41 | AtASN41 Water Bridges 169
GLY_A 42 | A:GLY42 Water Bridges 228
GLY_A 43 | A:GLY43 Water Bridges 33
GLY_A 44 | A:GLY44 Water Bridges 188
GLY_A 46 | A:GLY46 Water Bridges 1
ILE_A 51 | AlILE51 Water Bridges 220
SER_A 52 | A:SER52 Water Bridges 539
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THR_A 53 | A:-THR53 Water Bridges 2247
ARG_A 55 | A:ARG55 Water Bridges 2
GLU_A 56 | A:GLU56 Water Bridges 2321
ARG_A 85 | A:ARG85 Water Bridges 15
GLU A 86 | A:GLU86 Water Bridges 2
THR_B 116 | B:THR116 Water Bridges 1
ARG_A 139 | A:ARG139 Water Bridges 19
ASP_A 140 | A:ASP140 Water Bridges 359
LYS A 142 | A:LYS142 Water Bridges 590
GLU_A 144 | A:GLU144 Water Bridges 52
ASP_A 158 | A:ASP158 Water Bridges 47
GLN_A 168 | A:GLN168 Water Bridges 6
MET_A 169 | A'AMET169 Water Bridges 221
ALA_A 170 | A:ALA170 Water Bridges 4
LEU_A 171 | A.LEU171 Water Bridges 451
TPO_A 172 | A:TPO172 Water Bridges 1539
PRO_A 173 | A:PRO173 Water Bridges 10
VAL A 174 | A:VAL174 Water Bridges 505
VAL A 175 | A:VAL175 Water Bridges 453
VAL_A 176 | A:VAL176 Water Bridges 249
THR_A 177 | ATHR177 Water Bridges 790
LEU_A 178 | AILEU178 Water Bridges 1612
TRP_A 179 | A:TRP179 Water Bridges 214
ARG _A 181 | A:ARG181 Water Bridges 52
VAL_A 185 | A:VAL185 Water Bridges 2
GLN_A 188 | A:GLN188 Water Bridges 167
GLY_A 216 | A:GLY?216 Water Bridges 278
ASN_A 217 | AtASN217 Water Bridges 1000
SER_A 218 | A:SER218 Water Bridges 120
GLU_A 219 | A:GLU219 Water Bridges 2107
ASP_A 221 | AIASP221 Water Bridges 9
GLN_A 222 | A:GLN222 Water Bridges 352
ATP_A 304 | A:ATP304 Water Bridges 2112
Interaccion proteina-péptido en Modelo 1 - Restraint 2:

Res _chain Resid Resinfo Type Interact

TYR_A 17 | ATYR17 HBond 198
ARG_A 38 | A/ARG38 HBond 1529
GLY_A 43 | A:GLY43 HBond 17
GLY_A 44 | A:GLY44 HBond 53
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GLY_A 45 | A:GLY45 HBond 1
ILE_A 51 | AlILE51 HBond 71
SER_A 52 | A:SER52 HBond 3332
THR_A 53 | A:THR53 HBond 3235
GLU_A 56 | A:GLU56 HBond 2049
GLU_A 86 | A:GLU86 HBond 90
ARG _A 139 | A:ARG139 HBond 1
ASP_A 140 | A:ASP140 HBond 1559
LYS A 142 | A:LYS142 HBond 3
GLN_A 168 | A:GLN168 HBond 1612
ALA_A 170 | A:ALA170 HBond 7
TPO_A 172 | A:TPO172 HBond 5669
VAL_A 174 | A:VAL174 HBond 2555
VAL_A 175 | A:VAL175 HBond 102
VAL_A 176 | A:\VAL176 HBond 219
TRP_A 179 | A:TRP179 HBond 4
ASN_A 217 | AtASN217 HBond 12
GLU_A 219 | A:GLU219 HBond 1
ATP_A 304 | A:tATP304 HBond 20
ALA A 16 | A:ALA16 Hydrophobic 270
TYR_A 17 | ATYR17 Hydrophobic 906
VAL_A 39 | A:VAL39 Hydrophobic 21
PRO_A 40 | A:PRO40 Hydrophobic 766
PRO_A 50 | A:PRO50 Hydrophobic 1221
ILE_A 51 | AiILE51 Hydrophobic 3
ALA A 170 | A:ALA170 Hydrophobic 223
PRO A 173 | A:PRO173 Hydrophobic 92
VAL A 174 | A:VALL74 Hydrophobic 848
VAL A 175 | A:VAL175 Hydrophobic 25
VAL_A 176 | A:VAL176 Hydrophobic 937
TRP_A 179 | A:TRP179 Hydrophobic 263
ARG_A 55 | A:ARG55 lonic 1
GLU A 56 | A:GLU56 lonic 56
TPO_A 172 | A:TPO172 lonic 11
ALA_A 16 | A:ALA16 Water Bridges 75
TYR_A 17 | ATYR17 Water Bridges 800
ARG A 38 | A:ARG38 Water Bridges 596
VAL _A 39 | A:\VAL39 Water Bridges 1
PRO_A 40 | A:PRO40 Water Bridges 45
ASN_A 41 | A:ASN41 Water Bridges 2
GLY_A 42 | A:GLY42 Water Bridges 447

74



GLY_A 43 | A:GLY43 Water Bridges 332
GLY_A 44 | A:GLY44 Water Bridges 621
GLY_A 45 | A:GLY45 Water Bridges 138
GLY_A 46 | A:GLY46 Water Bridges 12
ILE_A 51 | A:ILE51 Water Bridges 557
SER_A 52 | A:SER52 Water Bridges 724
THR_A 53 | A:THR53 Water Bridges 2605
ARG_A 55 | A:ARG55 Water Bridges 12
GLU_A 56 | A:GLU56 Water Bridges 1851
ARG_A 85 | A:ARG85 Water Bridges 18
GLU_A 86 | A:GLU86 Water Bridges 98
THR_B 116 | B:THR116 Water Bridges 1
ARG_A 139 | A:AARG139 Water Bridges 328
ASP_A 140 | A:ASP140 Water Bridges 1143
LYS A 142 | A:LYS142 Water Bridges 81
ARG A 163 | A:ARG163 Water Bridges 1
TYR_A 167 | A:-TYR167 Water Bridges 34
GLN_A 168 | A:GLN168 Water Bridges 1335
MET_A 169 | A'MET169 Water Bridges 22
ALA A 170 | A:ALA170 Water Bridges 1465
TPO_A 172 | ATPO172 Water Bridges 235
PRO_A 173 | A:PRO173 Water Bridges 15
VAL_A 174 | A:VAL174 Water Bridges 2150
VAL_A 175 | A:VAL175 Water Bridges 11
VAL_A 176 | A:VAL176 Water Bridges 76
THR_A 177 | AATHR177 Water Bridges 17
LEU_A 178 | A.LEU178 Water Bridges 1
TRP_A 179 | A:TRP179 Water Bridges 28
ARG A 181 | A:ARG181 Water Bridges 19
CYS A 215 | A:CYS215 Water Bridges 2
ASN_A 217 | AtASN217 Water Bridges 31
SER_A 218 | A:SER218 Water Bridges 1
GLU_A 219 | A:GLU219 Water Bridges 20
ATP_A 304 | A:ATP304 Water Bridges 1328
Interaccion proteina-péptido en Modelo 2- Libre:

Res_chain Resid Resinfo Type Interact
GLU_A 11 | A:GLU11 HBond 269
ILE_A 12 | AlILE12 HBond 52
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VAL_A 14 | A:'VAL14 HBond 5
GLY_A 15 | A:GLY15 HBond 3
ALA_A 16 | A:ALA16 HBond 93
TYR_A 17 | ATYR17 HBond 1707
ARG_A 38 | A:/ARG38 HBond 215
SER_A 52 | A:SER52 HBond 1733
THR_A 53 | A:-THR53 HBond 9
THR_A 83 | A:THR83 HBond 6
ASP_A 84 | A:ASP84 HBond 1526
ARG_A 85 | AIARG85 HBond 3
GLU_A 86 | A:GLUS86 HBond 1597
ASP_A 99 | A:ASP99 HBond 837
THR_A 102 | A:THR102 HBond 6
ASP_A 105 | A:ASP105 HBond 35
GLU_A 144 | A:GLU144 HBond 252
GLN_A 168 | A:GLN168 HBond 246
TPO_A 172 | A:TPO172 HBond 5995
VAL A 176 | A:VAL176 HBond 35
THR_A 177 | A:THR177 HBond 78
GLY_A 216 | A:GLY216 HBond 1
ASN_A 217 | AtASN217 HBond 1
ATP_A 304 | A:ATP304 HBond 1545
VAL_A 14 | A:VAL14 Hydrophobic 124
ALA_A 16 | A:ALA16 Hydrophobic 394
TYR_A 17 | ATYR17 Hydrophobic 1503
PRO A 40 | A:PRO40 Hydrophobic 663
LEU A 161 | A:LEU161 Hydrophobic 55
ALA A 170 | A:ALA170 Hydrophobic 77
LEU A 171 | A[LEUITL Hydrophobic 14
VAL_A 175 | A:VAL175 Hydrophobic 212
VAL_A 176 | A:VAL176 Hydrophobic 178
LEU_A 178 | AILEU178 Hydrophobic 35
TRP_A 179 | A:TRP179 Hydrophobic 21
PRO_A 212 | A:PRO212 Hydrophobic 9
CYS A 215 | AiCYS215 Hydrophobic 22
GLU_A 11 | A:GLU11 lonic 42
ASP_A 84 | A:ASP84 lonic 312
ARG_A 85 | A:ARG85 lonic 1
GLU_A 86 | A:GLU86 lonic 96
ASP_A 99 | A:ASP99 lonic 9
ASP_A 105 | A:ASP105 lonic 2
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ASP_A 140 | A:ASP140 lonic 41
GLU_A 144 | A:GLU144 lonic 184
ARG A 163 | A:ARG163 lonic 18
TPO_A 172 | A:TPO172 lonic 10
ATP_A 304 | A:tATP304 lonic 557
GLU_A 11 | A:GLU11 Water Bridges 322
ILE_ A 12 | AlILE12 Water Bridges 109
GLY_A 13 | A:GLY13 Water Bridges 1
VAL _A 14 | A:'VAL14 Water Bridges 390
GLY_A 15| AiGLY15 Water Bridges 228
ALA A 16 | A:ALA16 Water Bridges 778
TYR_A 17 | ATYR17 Water Bridges 1668
GLY_A 18 | A:GLY18 Water Bridges 11
THR_A 19 | AATHR19 Water Bridges 1
ARG _A 38 | A/ARG38 Water Bridges 1706
PRO_A 40 | A:PRO40 Water Bridges 5
ASN_A 41 | A:tASN41 Water Bridges 1
GLY_A 43 | A:GLY43 Water Bridges 3
SER_A 52 | A:SER52 Water Bridges 535
THR_A 53 | A:.THR53 Water Bridges 2297
ARG_A 55 | AtARG55 Water Bridges 3
GLU_A 56 | A:GLU56 Water Bridges 3535
SER_A 81 | A'SER81 Water Bridges 52
THR_A 83 | A:-THR83 Water Bridges 213
ASP_A 84 | AtASP84 Water Bridges 777
ARG_A 85 | A:ARG85 Water Bridges 143
GLU_A 86 | A:GLU86 Water Bridges 870
ILE_A 87 | AlILESY Water Bridges 1
LYS_A 88 | A:LYS88 Water Bridges 29
ASP_A 99 | A:ASP99 Water Bridges 510
ARG A 101 | A;ARG101 Water Bridges 1
THR_A 102 | A:THR102 Water Bridges 20
ASP_A 105 | A:ASP105 Water Bridges 56
ARG _A 139 | A:ARG139 Water Bridges 302
ASP_A 140 | A:ASP140 Water Bridges 117
LYS A 142 | A:LYS142 Water Bridges 15
GLU_A 144 | A:GLU144 Water Bridges 407
ASP_A 158 | A:ASP158 Water Bridges 91
GLY_A 160 | A:GLY160 Water Bridges 4
ALA A 162 | A:ALA162 Water Bridges 3
ARG_A 163 | A:ARG163 Water Bridges 127
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TYR_A 167 | ATYR167 Water Bridges 83
GLN_A 168 | A:GLN168 Water Bridges 816
ALA_A 170 | A:ALA170 Water Bridges 96
LEU_A 171 | A.LEU171 Water Bridges 4
TPO_A 172 | A:TPO172 Water Bridges 2036
VAL_A 174 | AVALL74 Water Bridges 1
VAL_A 176 | A:\VAL176 Water Bridges 370
THR_A 177 | ATHR177 Water Bridges 431
ARG_A 210 | A:ARG210 Water Bridges 6
CYS A 215 | A:CYS215 Water Bridges 18
GLY_A 216 | A:GLY216 Water Bridges 15
ASN_A 217 | AtASN217 Water Bridges 14
ATP_A 304 | A:ATP304 Water Bridges 4972
HOH A 306 | A:HOH306 Water Bridges 7
Interaccidn proteina-péptido en Modelo 2- Restraint 1:

Res chain Resid Resinfo Type Interact

TYR_A 17 | ATYR17 HBond 172
ARG_A 38 | AA/ARG38 HBond 4
GLY_A 43 | A:GLY43 HBond 1
GLY_A 44 | A:GLY44 HBond 482
GLY_A 45 | A:GLY45 HBond 243
SER_A 52 | A:SER52 HBond 559
ARG_A 85 | A/ARG85 HBond 8
GLU_A 86 | A:GLUS86 HBond 641
ASP_A 140 | A:ASP140 HBond 29
LYS A 142 | A:LYS142 HBond 9
TYR_A 167 | A:TYR167 HBond 1571
GLN_A 168 | A:GLN168 HBond 3002
ALA A 170 | A'/ALA170 HBond 1
TPO_A 172 | A:TPO172 HBond 5870
VAL _A 176 | A:VAL176 HBond 191
THR_A 177 | A:-THR177 HBond 2653
GLY_A 216 | A:GLY216 HBond 243
ASN_A 217 | AtASN217 HBond 20
GLU_A 219 | A:GLU219 HBond 3549
GLN_A 222 | A:GLN222 HBond 2207
ATP_A 304 | A:ATP304 HBond 2832
ALA_A 16 | A:ALA16 Hydrophobic 467
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TYR_A 17 | ATYR17 Hydrophobic 953
PRO_A 40 | A:PRO40 Hydrophobic 370
TYR_A 167 | ATYR167 Hydrophobic 1331
ALA_ A 170 | A'/ALA170 Hydrophobic 1099
LEU_A 171 | AILEU171 Hydrophobic 268
VAL _A 175 | A:VAL175 Hydrophobic 285
VAL A 176 | A:VAL176 Hydrophobic 202
LEU A 178 | A.LEU178 Hydrophobic 83
TRP_A 179 | A:TRP179 Hydrophobic 12
ARG_A 55 | A:ARG55 lonic 1
GLU A 56 | A:GLU56 lonic 1
ARG A 163 | A:ARG163 lonic 2
TPO_A 172 | A:TPO172 lonic 14
GLU_A 219 | A:GLU219 lonic 29
ALA_A 16 | A:ALA16 Water Bridges 155
TYR_A 17 | ATYR17 Water Bridges 1369
ARG A 38 | A:ARG38 Water Bridges 1161
PRO_A 40 | A:PRO40 Water Bridges 984
ASN_A 41 | A:ASN41 Water Bridges 30
GLY_A 42 | A:GLY42 Water Bridges 986
GLY_A 43 | A:GLY43 Water Bridges 13
GLY_A 44 | A:GLY44 Water Bridges 444
GLY_A 45 | A:GLY45 Water Bridges 184
ILE_A 51 | AiILE51 Water Bridges 98
SER_A 52 | A:SER52 Water Bridges 1168
THR_A 53 | A:THR53 Water Bridges 160
ARG_A 55 | AIARG55 Water Bridges 22
GLU_A 56 | A:GLU56 Water Bridges 62
ARG_A 85 | A:ARG85 Water Bridges 101
GLU_A 86 | A:GLU86 Water Bridges 309
ARG A 139 | A:ARG139 Water Bridges 3
ASP_A 140 | A:ASP140 Water Bridges 467
LYS A 142 | A:LYS142 Water Bridges 309
ASP_A 158 | A:ASP158 Water Bridges 1
ARG _A 163 | A:ARG163 Water Bridges 107
SER_A 166 | A:SER166 Water Bridges 8
TYR_A 167 | A:TYR167 Water Bridges 1034
GLN_A 168 | A:GLN168 Water Bridges 2829
MET_A 169 | A'AMET169 Water Bridges 20
ALA A 170 | A:AALA170 Water Bridges 693
LEU A 171 | AILEU171 Water Bridges 314
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TPO_A 172 | A:TPO172 Water Bridges 274
VAL_A 174 | A:VAL174 Water Bridges 5
VAL_A 175 | A:VAL175 Water Bridges 10
VAL_A 176 | A:VAL176 Water Bridges 1315
THR_A 177 | A-THR177 Water Bridges 1291
LEU A 178 | A:LEU178 Water Bridges 54
TRP_A 179 | A:TRP179 Water Bridges 51
GLY_A 216 | A:GLY216 Water Bridges 1285
ASN_A 217 | AtASN217 Water Bridges 289
SER_A 218 | A:SER218 Water Bridges 38
GLU_A 219 | A:GLU219 Water Bridges 1503
GLN_A 222 | A:GLN222 Water Bridges 1841
ATP_A 304 | A:ATP304 Water Bridges 1140
Interaccidn proteina-péptido en Modelo 2- Restraint 2:

Res_chain Resid Resinfo Type Interact

GLY_A 15 | A:GLY15 HBond 1
ALA_ A 16 | AtALA16 HBond 5
TYR_A 17 | ATYR17 HBond 35
ARG_A 38 | AA/ARG38 HBond 431
PRO_A 40 | A:PRO40 HBond 8
ASN_A 41 | A:ASN41 HBond 87
GLY_A 42 | A:GLYA42 HBond 22
GLY_A 43 | AIGLY43 HBond 60
GLY_A 44 | A:GLY44 HBond 14
GLY_A 45 | A:GLY45 HBond 1
SER_A 52 | A:SER52 HBond 2
ASP_A 84 | A:ASP84 HBond 8
ARG_A 85 | A'ARG85 HBond 4832
GLU_A 86 | A:GLUB6 HBond 2295
ARG _A 139 | A:ARG139 HBond 192
ASP_A 140 | A:ASP140 HBond 56
LYS_A 142 | A:LYS142 HBond 847
TPO_A 172 | A:TPO172 HBond 45
VAL_A 175 | A:VAL175 HBond 61
VAL_A 176 | A:VAL176 HBond 10
THR_A 177 | AATHR177 HBond 16
TYR_A 180 | A:TYR180 HBond 1
ATP_A 304 | A:ATP304 HBond 6881
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ALA A 16 | AtALA16 Hydrophobic 587
TYR_A 17 | ATYR17 Hydrophobic 787
PRO_A 40 | A:PRO40 Hydrophobic 134
LEU_A 171 | A.LEU171 Hydrophobic 2
VAL_A 174 | A:VAL174 Hydrophobic 31
VAL _A 175 | A:VAL175 Hydrophobic 37
VAL_A 176 | A:\VAL176 Hydrophobic 40
LEU A 178 | A:LEU178 Hydrophobic 395
TYR_A 180 | A:TYR180 Hydrophobic 25
ARG A 38 | A:ARG38 lonic 66
ARG A 85 | A:ARG85 lonic 95
LYS A 88 | A:LYS88 lonic 2
ATP_A 304 | A:ATP304 lonic 420
VAL_A 14 | A:VAL14 Water Bridges 62
GLY_A 15 | A:GLY15 Water Bridges 369
ALA_A 16 | A:ALA16 Water Bridges 301
TYR_A 17 | ATYR17 Water Bridges 86
THR_A 19 | A:THR19 Water Bridges 19
ARG_A 38 | A/ARG38 Water Bridges 716
PRO_A 40 | A:PRO40 Water Bridges 12
ASN_A 41 | A:tASN41 Water Bridges 532
GLY_A 42 | A:GLY42 Water Bridges 484
GLY_A 43 | A:GLY43 Water Bridges 371
GLY_A 44 | A:GLY44 Water Bridges 148
GLY_A 45 | A:GLY45 Water Bridges 32
GLY_A 46 | A:GLY46 Water Bridges 2
GLY_A 48 | A:GLY48 Water Bridges 4
ILE_A 51 | AlILE5S1 Water Bridges 10
SER_A 52 | A:SER52 Water Bridges 34
THR_A 53 | A:.THR53 Water Bridges 29
GLU A 56 | A:GLU56 Water Bridges 6
ASP_A 84 | A:ASP84 Water Bridges 56
ARG _A 85 | A:ARG85 Water Bridges 1696
GLU A 86 | A:GLU86 Water Bridges 1051
LYS A 88 | A:LYS88 Water Bridges 7
ARG A 139 | A:ARG139 Water Bridges 444
ASP_A 140 | A:ASP140 Water Bridges 2714
LYS A 142 | A:LYS142 Water Bridges 443
GLU_A 144 | A:GLU144 Water Bridges 233
ASN_A 145 | A:ASN145 Water Bridges 4
ASP_A 158 | A:ASP158 Water Bridges 119
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ARG_A 163 | A:ARG163 Water Bridges 12
ALA_A 170 | A:ALA170 Water Bridges 8
LEU_A 171 | AILEU171 Water Bridges 3
TPO_A 172 | A:TPO172 Water Bridges 840
VAL_A 174 | A:VAL174 Water Bridges 235
VAL_A 175 | A:VAL175 Water Bridges 311
VAL_A 176 | A:\VAL176 Water Bridges 28
THR_A 177 | A:THR177 Water Bridges 177
TYR_A 180 | A:TYR180 Water Bridges 90
ARG_A 181 | A:ARG181 Water Bridges 210
ASN_A 217 | AtASN217 Water Bridges 1
ATP A 304 | A:tATP304 Water Bridges 2525
Interaccion proteina-péptido en Modelo 3 — Libre:

Res chain Resid Resinfo Type Interact
GLU_A 11 | A:GLU11 HBond 4158
ILE_A 12 | AlILE12 HBond 6
GLY_A 13 | A:GLY13 HBond 6
VAL_A 14 | A:'VAL14 HBond 21
GLY_A 15 | A:GLY15 HBond 1
ALA A 16 | A‘ALA16 HBond 4
THR_A 19 | A:THR19 HBond 1050
ARG_A 38 | A/ARG38 HBond 154
ASP_A 84 | AIASP84 HBond 4
ARG_A 85 | AIARG85 HBond 3
GLU_A 86 | A:GLUS86 HBond 594
LYS A 88 | A:LYS88 HBond 2
HIS_A 95 | A'HIS95 HBond 5
VAL_A 96 | A:VAL96 HBond 1
ASP_A 97 | A:ASP97 HBond 237
GLN_A 98 | A:GLN98 HBond 2
ASP_A 99 | A:ASP99 HBond 5360
THR_A 102 | A:THR102 HBond 1
ASP_A 105 | A:ASP105 HBond 6982
LYS A 106 | A:LYS106 HBond 242
ARG_A 139 | A:ARG139 HBond 1
ASP_A 140 | A:ASP140 HBond 12
GLU_A 144 | A:GLU144 HBond 6
THR_A 177 | A-THR177 HBond 518
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TRP_A 179 | A:TRP179 HBond 8
GLU_A 206 | A:GLU206 HBond 11
ARG _A 210 | A:ARG210 HBond 4
ATP_A 304 | A:tATP304 HBond 115
ILE_A 12 | AlILE12 Hydrophobic 18
VAL A 14 | A:VAL14 Hydrophobic 645
ALA A 16 | AtALA16 Hydrophobic 60
VAL _A 175 | A:VAL175 Hydrophobic 5
TRP_A 179 | A:TRP179 Hydrophobic 103
PRO_A 212 | A:PRO212 Hydrophobic 1
GLU_A 11 | A:GLU11 lonic 118
ARG A 38 | A:/ARG38 lonic 7
ARG A 85 | A;ARG85 lonic 3
GLU_A 86 | A:GLUB6 lonic 1
LYS A 88 | A:LYS88 lonic 18
ASP_A 99 | AtASP99 lonic 15
ASP_A 105 | A:ASP105 lonic 174
GLU_A 144 | A:GLU144 lonic 4
GLU A 206 | A:GLU206 lonic 3
VAL_A 9 | A:VAL9 Water Bridges 40
GLU_A 11| AiGLU11 Water Bridges 1459
ILE_A 12 | AlILE12 Water Bridges 620
GLY_A 13 | A:GLY13 Water Bridges 40
VAL_A 14 | A:VAL14 Water Bridges 346
GLY_A 15 | A:GLY15 Water Bridges 81
ALA A 16 | A:ALA16 Water Bridges 60
TYR_A 17 | ATYR17 Water Bridges 2
GLY_A 18 | A:GLY18 Water Bridges 1
THR_A 19 | A:THR19 Water Bridges 375
TYR_A 21| ATYR21 Water Bridges 8
LYS A 22 | AILYS22 Water Bridges 152
ARG_A 38 | A:ARG38 Water Bridges 146
THR_A 83 | A:-THR83 Water Bridges 7
ASP_A 84 | A:ASP84 Water Bridges 5
ARG _A 85 | A:ARG85 Water Bridges 26
GLU_A 86 | A:GLUS86 Water Bridges 27
LYS A 88 | A:LYS88 Water Bridges 25
HIS_A 95 | A:HIS95 Water Bridges 108
VAL_A 96 | A:\VAL96 Water Bridges 18
ASP_A 97 | AtASP97 Water Bridges 281
GLN_A 98 | A:GLN98 Water Bridges 49
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ASP_A 99 | AtASP99 Water Bridges 47
ARG_A 101 | A:/ARG101 Water Bridges 8
THR_A 102 | A:THR102 Water Bridges 581
LEU_A 104 | A:LEU104 Water Bridges 6
ASP_A 105 | A:ASP105 Water Bridges 3255
LYS_A 106 | A:LYS106 Water Bridges 515
ARG _A 139 | A:ARG139 Water Bridges 110
ASP_A 140 | A:ASP140 Water Bridges 121
LYS A 142 | A:LYS142 Water Bridges 131
GLU_A 144 | A:GLU144 Water Bridges 225
TPO_A 172 | A:TPO172 Water Bridges 29
VAL_A 175 | A:VAL175 Water Bridges 1
THR_A 177 | ATHR177 Water Bridges 228
TRP_A 179 | A:TRP179 Water Bridges 64
GLU A 206 | A:GLU206 Water Bridges 30
ARG A 210 | A:ARG210 Water Bridges 44
LYS A 211 | AilLYS211 Water Bridges 1
ASN_A 217 | AtASN217 Water Bridges 1
ATP A 304 | A:ATP304 Water Bridges 579
Interaccion proteina-péptido en Modelo 3 — Restraint 1:

Res _chain Resid Resinfo Type Interact

GLU_A 11 | A:GLU11 HBond 1728
ILE_A 12 | AlILE12 HBond 417
VAL_A 14 | A:'VAL14 HBond 150
GLY_A 15 | A:GLY15 HBond 274
ALA A 16 | AtALA16 HBond 167
TYR_A 17 | ATYR17 HBond 534
THR_A 19 | A:THR19 HBond 574
ARG_A 38 | A:/ARG38 HBond 18
PRO_A 40 | A:PRO40 HBond 3
ASN_A 41 | A:ASN41 HBond 324
GLY_A 42 | A:GLY42 HBond 8
GLY_A 43 | AIGLY43 HBond 324
GLY_A 44 | A:GLY44 HBond 21
GLY_A 45 | A:GLY45 HBond 21
GLY_A 46 | A:GLY46 HBond 24
THR_A 83 | AA-THR83 HBond 14
ASP_A 84 | A:ASP84 HBond 526

84



ARG_A 85 | AARG85 HBond 2979
GLU_A 86 | A:GLU86 HBond 1285
ASP_A 99 | A:ASP99 HBond 49
ARG_A 101 | A:ARG101 HBond 1
THR_A 102 | A:THR102 HBond 97
ASP_A 105 | A:ASP105 HBond 388
ARG _A 139 | A:ARG139 HBond 3
LYS A 142 | AiLYS142 HBond 294
GLU_A 144 | A:GLU144 HBond 777
VAL_A 176 | A:VAL176 HBond 11
THR_A 177 | A:THR177 HBond 53
TRP_A 179 | A:TRP179 HBond 7
GLY_A 216 | A:GLY216 HBond 1
ASN_A 217 | AtASN217 HBond 25
SER_A 218 | A:SER218 HBond 2
GLU_A 219 | A:GLU219 HBond 173
ATP_A 304 | A:tATP304 HBond 2912
VAL A 14 | A:VAL14 Hydrophobic 600
ALA A 16 | AALAL6 Hydrophobic 361
TYR_A 17 | ATYR17 Hydrophobic 985
VAL_A 37 | A'VAL3Y Hydrophobic 9
PRO_A 40 | A:PRO40 Hydrophobic 293
PRO_A 50 | A:PRO50 Hydrophobic 4
LEU_A 161 | A.LEU161 Hydrophobic 2
LEU_A 171 | A.LEU171 Hydrophobic 2
VAL A 175 | A:VAL175 Hydrophobic 274
VAL A 176 | A:VAL176 Hydrophobic 27
TRP_A 179 | A:TRP179 Hydrophobic 121
PRO A 212 | APPRO212 Hydrophobic 2
GLU_A 11 | A:GLU11 lonic 127
ARG A 38 | A;/ARG38 lonic 20
ASP_A 84 | A:ASP84 lonic 13
ARG _A 85 | A:ARG85 lonic 17
GLU_A 86 | A:GLUB6 lonic 1043
ASP_A 99 | AtASP99 lonic 78
ASP_A 105 | A:ASP105 lonic 52
GLU_A 144 | A:GLU144 lonic 39
GLU_A 219 | A:GLU219 lonic 9
GLU_A 11 | A:GLU11 Water Bridges 610
ILE_A 12 | AlILE12 Water Bridges 52
GLY_A 13| AIGLY13 Water Bridges 62
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VAL_A 14 | A:VAL14 Water Bridges 994
GLY_A 15 | A:GLY15 Water Bridges 637
ALA_A 16 | A:ALA16 Water Bridges 941
TYR_A 17 | ATYR17 Water Bridges 1350
GLY_A 18 | A:GLY18 Water Bridges 21
THR_A 19 | A-THR19 Water Bridges 213
TYR_A 21 | ATYR21 Water Bridges 17
ARG_A 38 | A:ARG38 Water Bridges 1057
PRO_A 40 | A:PRO40 Water Bridges 5
ASN_A 41 | A:ASN41 Water Bridges 747
GLY_A 42 | A:GLY42 Water Bridges 8
GLY_A 43 | A:GLY43 Water Bridges 135
GLY_A 44 | A:GLY44 Water Bridges 562
GLY_A 45 | A:GLY45 Water Bridges 291
GLY_A 46 | A:GLY46 Water Bridges 247
GLY_A 47 | A:GLY47 Water Bridges 4
GLY_A 48 | A:GLY48 Water Bridges 2
ILE A 51 | AiILE51 Water Bridges 3
SER_A 52 | A:SER52 Water Bridges 4
THR_A 53 | A:.THR53 Water Bridges 10
THR_A 83 | A:THR83 Water Bridges 453
ASP_A 84 | AtASP84 Water Bridges 432
ARG_A 85 | AARG85 Water Bridges 2236
GLU A 86 | A:GLU86 Water Bridges 949
LYS A 88 | A:LYS88 Water Bridges 59
ASP_A 99 | A:ASP99 Water Bridges 952
ARG_A 101 | A:ARG101 Water Bridges 1
THR_A 102 | A:THR102 Water Bridges 94
ASP_A 105 | A:ASP105 Water Bridges 607
LYS A 106 | A:LYS106 Water Bridges 4
ARG A 139 | A:ARG139 Water Bridges 1183
ASP_A 140 | A:ASP140 Water Bridges 164
LYS A 142 | A:LYS142 Water Bridges 777
GLU A 144 | A:GLU144 Water Bridges 894
GLY_A 160 | A:GLY160 Water Bridges 1
ARG A 163 | A:ARG163 Water Bridges 3
TPO_A 172 | A:TPO172 Water Bridges 1107
VAL _A 176 | A:VAL176 Water Bridges 86
THR_A 177 | A-THR177 Water Bridges 849
LEU_A 178 | A:LEU178 Water Bridges 3
TRP_A 179 | A:TRP179 Water Bridges 24
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ARG_A 181 | A:ARG181 Water Bridges 2
GLY_A 216 | A:GLY216 Water Bridges 12
ASN_A 217 | AtASN217 Water Bridges 101
SER_A 218 | A:SER218 Water Bridges 3
GLU A 219 | A:GLU219 Water Bridges 53
GLN_A 222 | A:GLN222 Water Bridges 5
ATP_A 304 | A:tATP304 Water Bridges 1171
HOH A 306 | A:HOH306 Water Bridges 55
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Material Suplementario 4: Graficos de interaccion:

Modelo 2 - Libre
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Residuos

Residuos de CDK4 que interacttan con el péptido de Rb en Modelo 2 sin restriccion.

Modelo 2 — Restraint 1
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Residuos

Tipo enlace

B HBond
Hydrophobic
lonic
Water Bridges

Tipo enlace

M HBond
Hydrophobic
Water Bridges

Residuos de CDK4 que interactian con el péptido de Rb en Modelo 2 con Restraint 1.
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Modelo 2 — Restraint 2

100%
c 75%
o
Q
o
E .
2 Tipo enlace
=
© 50 M HBond
o 90% Hydrophobic
Qo lonic
..g Water Bridges
(7]
o
S
O 259
I | I
O%wwmmnwmw S O N ¥y NN o N @ o~
:gg{;gﬁf&ﬁssxx&&&&&s,?
=~ Y ~ = O Q4 v 2> 0O > O A
FFFFfF0 5388578558386
oo A T R T S S
Residuos

Residuos de CDK4 que interacttan con el péptido de Rb en Modelo 2 con Restraint 2.

Modelo 3 - Libre
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Residuos

Residuos de CDK4 que interactian con el péptido de Rb en Modelo 3 sin restriccion.
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Modelo 3 - Restraint 1

Tipo enlace
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Residuos
Residuos de CDK4 que interacttan con el péptido de Rb en Modelo 3 con Restraint 1.
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Material Suplementario 5: Distancias en coordinacion del ion magnesio
en sitio activo

Modelo 1 - Libre
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— Mg.02G.ATP.
— Mg.O3B.ATP.
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0 100000 200000 300000
Tiempo (ps)

Distancias de la coordinacion octaédrica del Mg?* en Modelo 1 sin restriccion.

Modelo 1 — Restraint 1
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Distancias de la coordinacion octaédrica del Mg?* en Modelo 1 con restriccion 1.
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