U Universitat Oberta uoc.edu
c de Catalunya

Refinamiento de la mutacion W107R de la enzima
KatG de Mycobacterium tuberculosis y estudio de

docking con Isoniazida.

Maria Rodriguez Merchan
Maéster universitario en Bioinformaética y bioestadistica UOC-UB

Bioinformaética y Bioestadistica

Consultor: Emmanuel Fajardo

Profesor/a responsable: Emmanuel Fajardo

8 de junio de 2021



Maria Rodriguez Merchan

Esta obra estd sujeta a wuna licencia de

Reconocimiento-NoComercial-SinObraDerivada 3.0
Espafia de Creative Commons

Pagina | 2


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/es/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/es/

Maria Rodriguez Merchan

FICHA DEL TRABAJO FINAL

Titulo del trabajo:

Refinamiento de la mutacion W107R de la enzima
KatG de Mycobacterium tuberculosis y estudio de

docking con Isoniazida.

Nombre del autor:

Maria Rodriguez Merchan

Nombre del consultor/a:

Emmanuel Fajardo

Nombre del PRA:

Emmanuel Fajardo

Fecha de entrega (mm/aaaa):

06/2021

Titulacioén:

Master universitario en Bioinformatica vy
bioestadistica UOC-UB

Area del Trabajo Final:

Area 3, subarea 13: Biologia molecular.

Idioma del trabajo:

Castellano

NUmero de créditos:

15

Palabras clave

Refinamiento, Molecular docking, M.tuberculosis

Resumen del Trabajo (méximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de

aplicacion, metodologia, resultados i conclusiones del trabajo.

La mutacion W107R de la enzima KatG (catalasa-peroxidasa) de Mycobacterium

tuberculosis, el microorganismo que causa la enfermedad de la tuberculosis, es una

enzima de la cual no se conoce la estructura tridimensional de sus mutaciones. Esta

enzima es importante dentro del microorganismo, ya que es el responsable de activar el

profarmaco mas utilizado para paliar la enfermedad, la Isoniazida, pero en la actualidad

se estdn encontrando problemas de resistencias a este farmaco, provocados por
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mutaciones en la enzima KatG. Ademas, estudiar y comprender la asociacion que tienen
los farmacos a las enzimas mediante estudios de docking puede ayudar a dilucidad los

mecanismos para sintetizar nuevas moléculas capaces de controlar la enfermedad.

En este trabajo se realizan técnicas de modelado in silico para refinar la mutacion W107R
de la enzima KatG de M.tuberculosis y poder abrir camino a estudios de docking que

aseguren la reduccion de resistencia de la isoniazida a la enfermedad tuberculosis.

Mediante el programa de modelado biomolecular FoldX y los estudios de acoplamiento
mediante Autodock-Vina, se han comprobado diferencias estructurales y de unidn entre
W107R y la proteina no mutada KatG, concluyendo posibles mecanismos de escape de
la enzima mediante mutaciones que conllevan a una menor energia de unién y

disminucidn de interacciones.

Abstract (in English, 250 words or less):

W107R mutation of KatG (catalase-peroxidase) enzyme from Mycobacterium
tuberculosis, this microorganism causes tuberculosis disease. KatG is an enzyme whose
three-dimensional structure of its mutation is unknown. This enzyme is important in the
microorganism, because it is responsible for activating the most widely used prodrug to
alleviate the disease, Isoniazid, but actually there are problems of resistance to this drug,
caused by mutations in KatG enzyme. Furthermore, it is important to study and
understand the association of the drug with the enzymes through docking studies. This
will help to elucidate the mechanisms to synthesize new molecules capable of controlling

the disease.

In this work, in silico techniques will be used for protein refinement (W107R mutation of
M.tuberculosis KatG enzyme) This studies will be the first step to docking studies that
ensure the reduction of resistance of isoniazid to tuberculosis disease. Through FoldX
biomolecular modeling program and Autodock-Vina coupling studies, structural and
binding differences between W107R and the non-mutated protein KatG have been
verified, concluding possible escape mechanisms of the enzyme through mutations that

lead to a lower energy of union and decrease of interactions.
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1 Resumen

La mutacion W107R de la enzima KatG (catalasa-peroxidasa) de Mycobacterium
tuberculosis, el microorganismo que causa la enfermedad de la tuberculosis, es una
enzima de la cual no se conoce su estructura tridimensional. Esta enzima es importante
dentro del microorganismo, ya que es el responsable de activar el profarmaco mas
utilizado para paliar la enfermedad, la Isoniazida, pero en la actualidad se estan
encontrando problemas de resistencias a este farmaco, provocados por mutaciones en la
enzima KatG. Ademas, estudiar y comprender la asociacion que tienen los farmacos a las
enzimas mediante estudios de docking puede ayudar a dilucidad los mecanismos para

sintetizar nuevas moléculas capaces de controlar la enfermedad.

En este trabajo se realizan técnicas de modelado in silico para refinar la mutacion W107R
de la enzima KatG de M.tuberculosis y poder abrir camino a estudios de docking que

aseguren la reduccidn de resistencia de la isoniazida a la enfermedad tuberculosis.

Mediante el programa de modelado biomolecular FoldX y los estudios de acoplamiento
mediante Autodock-Vina, se han comprobado diferencias estructurales y de union entre
W107R y la proteina no mutada KatG, concluyendo posibles mecanismos de escape de la
enzima mediante mutaciones que conllevan a una menor energia de unién y disminucion

de interacciones.
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2 Introduccidn

2.1 Contexto y justificacion del Trabajo

Desde 1953, cuando Watson y Crick propusieron la estructura de doble hélice del ADN?
y desde 1955, cuando Sanger secuencid la insulina bovina?, siendo asi la primera proteina
secuenciada de la historia, se empez6 a hablar de Bioinformatica. La Bioinformatica ha
surgido de la unién entre la Informética y la Biologia con el objetivo tratar un gran
volumen de datos bioldgicos generados en los Gltimos afios®. La Bioinformética es un
campo que abarca numerosas ciencias: Biologia molecular, genética, ciencias de la
computacion, matematicas y estadistica®. EI gran auge de la Bioinformatica ha puesto a
disposicion de investigadores y publico aficionado una gran cantidad de datos que
permiten el estudio cientifico de forma computacional con el objetivo de facilitar la
globalizacidn de datos, dar oportunidades a cualquier interesado en el campo y facilitar
las investigaciones a los cientificos. Un ejemplo es la base de datos Protein Data Bank
(PDB), la cual cuenta con 175.508 estructuras de macromoléculas bioldgicas (a fecha de
7 de marzo de 2021) y contiene informacidn sobre su estructura 3D, su secuencia, mapas
de densidad, visores 3D, herramientas de analisis de alineacion de estructura por pares,

etc...

Toda esta digitalizacion global de estudios y resultados llega a cualquier area de la
ciencia y puede ayudar a resolver grandes problemas encontrados en la sociedad actual,
como es, en este caso, la resistencia a antibioticos. Los antibioticos son medicamentos
que combaten las infecciones bacterianas y se presenta resistencia a ellos cuando las
bacterias cambian en respuesta al uso de los farmacos®. La resistencia a los antibiéticos
estd aumentando de forma peligrosa y rapida en todo el mundo®. Estan surgiendo nuevos
mecanismos de resistencia de las bacterias que se extienden por todo el mundo, lo que
amenaza la capacidad de tratar enfermedades. Una lista cada vez mayor de infecciones,
como neumonia, tuberculosis, intoxicacién de la sangre, gonorrea y enfermedades
transmitidas por los alimentos, se esta volviendo mas dificil, y a veces imposible, de
tratar, ya que los farmacos conocidos para tratarlos estan perdiendo efectividad y dejan
de funcionar contra estas infecciones, lo que estd suponiendo una de las mayores
amenazas para la salud mundial y alimentaria en la actualidad’.

En este caso se conoce, que la resistencia al farmaco isoniazida se deben a mutaciones
en la enzima KatG de M.tuberculosis, por lo que estudiar los cambios estructurales de
esta enzima puede abrir las puertas al control de resistencias sobre esta enfermedad?.
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Por tanto, la tematica escogida en este TFM es utilizar técnicas de modelado in silico
para refinar la enzima mutada de KatG de M.tuberculosis con el fin de refinar su
estructura conocida mediante microscopia electronica e impulsar estudios de docking que
expliquen la resistencia al farmaco Isoniazida al comparar la estructura de la enzima
mutada con la enzima sin mutar, que si es efectiva contra la Isoniazida.

2.2 Objetivos del Trabajo.

En este TFM se plantean dos objetivos generales:

e Refinar la estructura 3D de la enzima catalasa-peroxidasa (KatG) de la mutante
K107R de M.tuberculosis a partir de los programas FoldX y ModelX.

e Realizar estudios de docking del fA&rmaco Isoniazida con la enzima KatG (variante
W107) de M.tuberculosis y con la enzima KatG sin mutar .

Ademas, se plantean unos objetivos especificos:

e Comprender y manejar los programas de modelado biomolecular FoldX vy
ModelX.

e Describir la estructura 3D de la enzima catalasa-peroxidasa (KatG) de
M.tuberculosis (Mutante W107R).

e Comprender y manejar el programa Autodock-vina, para el estudio de docking.

e Realizar una comparacion de los estudios de docking de ambas enzimas.

e Observar las diferencias entre la enzima mutada y sin mutar y su relacion con la
resistencia presentada por el farmaco.

2.3 Enfoque y método seguido

En este trabajo se espera conseguir una respuesta a la pregunta: ;Se observan
diferencias estructurales en la union del farmaco Isoniazida a las enzimas KatG, mutada
y sin mutar (W107R) de M.tuberculosis, que expliquen la actual resistencia al farmaco
que se esta encontrando en muchas personas que combaten la enfermedad? Consultando
la bibliografia, se encuentra que la resistencia se debe a una mutacion en el gen que
codifica la proteina KatG, que causa un cambio de una Serina por una Treonina®. Por
tanto, se espera encontrar diferencias visibles en la union con la Isoniazida al realizar los
estudios de docking. Para poder realizar este paso, anteriormente se espera refinar sin
dificultad la enzima mutada (W107R) de KatG mediante ModelX y FoldX, la cual no tiene

Pagina | 11



Introduccion Maria Rodriguez Merchan

estructura conocida mediante cristalizacion y solo se ha obtenido mediante técnicas de
microscopia electronica.

Por otro lado, se espera una correcta entrega de cada uno de los hitos en los que se ha
estructurado el trabajo, encontrado en la PEC 2 la estructura refinada de la enzima
mutada, en la PEC 3 comenzar a ver los resultados de los estudios de docking que generen
la redaccion de la memoria para la PEC 4. Se espera conseguir la informacion y las
imagenes de las enzimas para cada una de su temporalizacion propuesta y una
presentacion final con la que exponer este trabajo que recoja de forma clara y organizada
los pasos y los resultados obtenidos.

Con este trabajo, finalmente, se espera poder conocer nueva informacién sobre la
resistencia a antibidticos y conocer el camino por el que M.tuberculosis esta luchando
contra los farmacos que controlaban una enfermedad que ha devastado tanto al mundo
unas décadas atras y, que, hoy en dia, vuelve a aumentar el nimero de casos.

2.4 Planificacion del Trabajo

2.4.1 Tareas:

En la tabla 1 se presentan las tareas planificadas inicialmente junto a la duracion que
se estima para cada una de ellas. Se planea seguir estos pasos con la duracién mostrada,
pero se corregira la tabla segun el tiempo real que lleven dichas tareas.

Tabla 1. Planificacion de tareas por tiempo.

TAREAS DURACION
1. DOCUMENTACION INICIAL 39h
1.1. Busqueda de enzimas 15h
1.2. Elaboracion de proyecto 5h
1.3. Redaccion PEC 0 4h
1.4. Documentacion programas a utilizar 4h
1.5. Descarga de programas 2h
1.6. Redaccion PEC 1 9h
2. REFINAMIENTO ENZIMA MUTADA 100 h
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2.1. Instalacion y comprension de programas 30h
2.2. Descarga de secuencia y archivo .pdb de PDB 1h
2.3. Visualizacion de la secuencia en PyMol 1h
2.4. Ajuste de estructura en el programa 50 h
2.5. Comparacion de enzimas segln estructura 3h
2.6. Redaccion PEC 2 15 h
3. ESTUDIO DE DOCKING CON FARMACO ISONIAZIDA 98 h
3.1. Instalacién y comprensién de programas 20h
3.2. Obtencion de Isoniazida y optimizacion geométrica 3h
3.3. Estudio de Docking de Isoniazida con enzima mutada 30 h
3.4. Estudio de Docking de Isoniazida con enzima sin mutar 20h
3.5. Comparacién de enzimas segun docking 5h
3.6. Redaccion PEC 3 20h
4. ELABORACION DE LA MEMORIA (PEC 4) 50 h
5. ELABORACION DE LA PRESENTACION (PEC 5% 35 h
6. DEFENSA PUBLICA Y PREPARACION (PEC 5b) 20h
7. AUTOEVALUACION FINAL 1h
TOTAL 343 h

2.4.2 Calendario:

Se expone un diagrama de Gantt (Figura 1, Figura 2 y Figura 3) elaborado con
Microsoft Excel, donde se puede ver la planificacion del proyecto, teniendo en cuenta la
duracion de las tareas y los hitos.
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FEBRERO
21 22 23 24

MARZO
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

TAREA DURACION

17 18 19 20 25 26 27 28 1 2 3 4 5 6 7 8

1.1. Basqueda de enzimas 15h
1.2 Elaboracién de proyecto Sh
1.3. Redaccion PEC 0 ih
14.De programas a utlizar ih
1.5. Descarza de programas 2h
1.6. Redaccion PEC | oh
2.1. Tnstalacién ¥ comprensién de programas 0h
2.2 Descarga de secuencia y archive pdb. Th
2.3. Visualizacion de la secuencia en PyMol 1h
2.4 Ajuste de estructura en ol programa. 0k
2.5. Comparacion de enzimas segin estructura 3h

3.3. Estudio e Isoniazida con enzima mutada 30h
32 Estudio de Isoniazida con enzima sin mutar 20h
3.3. Comparacion de enzimas segin docking Sh
3.4, Redaccién PEC 3 20k
4 ELABORACIGN DE LA MEMORIA (PEC 4) 50k

ELABORACION DE LA PRESENTACION

Figura 1. Diagrama de Gantt febrero y marzo.

s ABRIL MAYO
TAREA DURACION 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 2 3 4 5

1.1 Bisqueda de enzimas 15h
12. Elaboracién de proyecto Sh
13. Redaccién PEC 0 ih
14.Ds programas a utlizar ih
1.5. Descarza e instalacién de programas 2h
1.6. Redaccién PEC | 9h
21 ién de programas 20h
22 Descarga de secuencia y archivo pdb ih
23. Visualizacion de la secuencia en PyMol lh
24, Ajuste de estructura en el programa 0h
2.5. Comparacién de enzimas segiin estructura 3h

3.1. Instalacién y comprension de programas 20h
32 Obtencien de Isoniarida y optimizacién n
3

geométrica

3.3. Estudio de Isoniazida con enzima mutada 0h
3.2. Estudio de Isoniazida con enzima sin mutar 20h
33. Comparacion de enzimas segiin docking 5h
3.4 Redaccién PEC 3 2h
4. ELABORACION DELA MEMORIA (PEC 4) S0k

5. ELABORACION DE LA PRESENTACION
(PEC 5a)
6. DEFENSA PUBLICA Y PREPARACION (PEC|

AUTOEVALUACION FINAL

Figura 2. Diagrama de Gantt abril y mayo.
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MAYO JUNIO

TAREA DURACION 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

15h
5h
4h
ih
2h
9h

ih
60h

4h

24 Redaccién PEC 2 20h

3.3.Estudio de Isoniazida con enzima mutada 30h

32.Estudio de Isoniazida con enzima sin mutar 20h

4. ELABORACION DE LA MEMORIA (PEC 4) 30h

5. ELABORACION DE LA PRESENTACION
(PEC 5a)

6. DEFENSA PUBLICA Y PREPARACION (PEC|
3b]

;. AUTOEVALUACION FINAL h [ | Il

FIESTAS O DESCANSOS FINES DE SEMANA

Figura 3. Diagrama de Gantt mayo y junio.

2.4.3 Hitos:

Los hitos que se planean ir alcanzando en cada una de las Pruebas de Evaluacion
Continua (PEC) se pueden observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Hitos programados.

HITO Fecha de .
N Fecha final
inicio

Definicion de los contenidos del trabajo (PEC 0) 17/02/2021 01/03/2021
Plan de trabajo (PEC 1) 02/03/2021 16/03/2021

Desarrollo del trabajo: Refinamiento enzima
17/03/2021 19/04/2021

mutada (PEC 2)

Desarrollo del trabajo 2: Estudios de docking

20/04/2021 17/05/2021
(PEC3)

Elaboracion de la memoria (PEC 4) 18/05/2021 08/06/2021
Elaboracion de la presentacion (PEC 5%) 09/06/2021 13/06/2021
Defensa publica y preparacion (PEC 5b) 14/06/2021 23/06/2021

2.4.4 Analisis de riesgos:

En la planificacion realizada, se han seleccionado 11 dias de fiesta o descanso, ya que
no se espera perder mas dias sin trabajar en este proyecto. Aun asi, siempre seran
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remplazables si se encuentra algin problema o complicacién con algunas de las tareas,
para aumentar el tiempo de dedicacion al proyecto.

Teniendo en cuenta el tipo de TFM y su planificacion, no se espera en un inicio tener
problemas de tiempo, ya que se estima que cada parte tenga suficiente temporalidad para
realizarse perfectamente y, salvo problemas personales impredecibles, se ajusta
perfectamente a la situaciéon individual. Tampoco se espera tener problemas con la
escritura u entrega de cada uno de los hitos.

Los principales problemas que se esperan encontrar surgen al hablar de los programas
informaticos a utilizar, tanto para refinar la estructura 3D de la enzima (FoldX), como
para los estudios de docking (Autodock Vina), ya que es la primera vez que se van a
utilizar y no se tienen conocimientos iniciales sobre ello, por lo que se prevé como la tarea
mas compleja de este trabajo y la que mas retrasos, dudas, errores y dificultades pueden
causar.

No obstante, hablando sobre los objetivos de este trabajo, se cuenta con una posible
complicacion a la hora de observar las diferencias estructurales de las enzimas y uniones
con la Isoniazida. Se espera encontrar diferencias significativas que expliquen la
resistencia a dicho farmaco, pero puede ser que estos estudios no nos lleven a lo esperado.

2.4.5 Breve sumario de contribuciones y productos obtenidos
Los productos obtenidos durante la realizacion de este TFM son los siguientes:

1. Mutacion W107R de la enzima KatG de M.tuberculosis refinada: Se ha obtenido un
archivo .pdb con la enzima completa de aminoé&cidos, sin agua, con las cargas
adaptadas y todos los enlaces de atomos. Esto proporciona la estructura 3D
perfeccionada para estudios posteriores.

2. Docking de la mutacion W107R de la enzima KatG de M.tuberculosis con el farmaco
Isoniazida: Se ha obtenido el mejor acoplamiento del farmaco a la enzima, con sus
energias de afinidad, sus interacciones y sus tipos de uniones.

3. Docking de la enzima KatG de M.tuberculosis con el farmaco Isoniazida: Se ha
obtenido el mejor acoplamiento del farmaco a la enzima, con sus energias de afinidad,
sus interacciones y sus tipos de uniones.

Todos los archivos se pueden encontrar en el repositorio de github, que se pueden
trabajar, visualizar 'y  estdn  preparados para trabajar con  ellos:
https://github.com/mariarm23/TFM/
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2.4.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria.

El resto de la memoria esta escrita siguiendo el formato de articulo cientifico. La primera
parte es una introduccion donde se exponen los conocimientos previos para la realizacion
del trabajo, la metodologia seguida con todos los programas que se han utilizado y sus
debidas versiones, los resultados que se han obtenido tanto del refinamiento como de los
estudios de docking, una discusion final de los resultados obtenidos y sus respectivas
conclusiones.
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3 Marco tedrico.

3.1 M.tuberculosis y la enfermedad tuberculosis.

3.1.1 Etimologia.

Tuberculosis proviene del latin tuberculum (pequefio tumor o protuberancia). Se ha
relacionado también con tumeo (presentar hinchazon). El sufijo -osis significa
enfermedad. Por tanto, es una enfermedad que presenta tubérculos y granulomas en el
enfermo, sobre todo en los pulmones.

Esta palabra fue establecida por el médico y profesor aleman Johann Lucas Schlénlein
en 1839 en Berlin. En 1950 empez0 a usarse en Franciay en Italia, en 1960 en Inglaterra
y en 1884 en Espafia. Aun asi, la enfermedad es bastante mas antigua.

En castellano se denominaba tisis o tisica, palabras que proceden del latin phthisis.
Pese a empezar a usarse en 1839, en 1689 el médico inglés Richard Morton descubrid
tubérculos en los pulmones de un paciente. Posteriormente fue cuando Schénlein
establecio la palabra tuberculosis para referirse a esta enfermedad?°.

3.1.2 Microorganismo.

Mycobacterium tuberculosis (Figura 4), también denominado Bacillo de Koch, es una
bacteria que pertenece a la familia Mycobacteriaceae. Dichos bacilos se caracterizan por
tener forma curvada, son acido-alcohol resistentes, aerobios, inmdéviles, no producen
esporas?, no tienen capsula y se trata de bacterias Gram positivas (+)*2.

Estos bacilos, ademas, tienen una capa externa muy rica en lipidos, glicolipidos y
polisacaridos, entre los que destacan el acido micélico y el peptidoglicano que le otorgan
a la bacteria hidrofobicidad, causando resistencia a los medicamentos*2,

Asimismo, tiene un genoma de 4.411.529 pares de bases'* rico en guanina y citosina®®.
Se trata de una bacteria prototréfica con un metabolismo flexible que tiene una gran
capacidad de adaptacion, acto que se ha relacionado con su patogénesis y su estructura,
debido a que presentan gran resistencia a los cambios. Esta adaptacion hacia la privacion
de nutrientes, hipoxia, condiciones de estrés exdgeno o el entorno intrafagosomal se
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deben, en mayor medida, a los cambios adaptativos en las sefiales y redes reguladoras que
ocurren durante el procesado génico?®.

Figura 4. Bacilo de Kock o M.tuberculosis. Fuente: 7.

M.tuberculosis dentro del su hospedador es de crecimiento lento y es capaz de adquirir
un estado de latencia®®. Puede vivir en lugares oscuros y con una temperatura baja durante
meses. Sin embargo, en telas, en cadaveres o abonos puede vivir algunas semanas. Se
trata de una bacteria sensible al calor y a la luz, tanto solar como ultravioleta; resistente
al frio y a condiciones de baja humedad. El estado de latencia suele adoptarse cuando las
condiciones del medio son criticas para su supervivencia'1°,

Pese a ser un patdgeno pulmonar, M. tuberculosis puede causar infeccidn en la mayoria
de los érganos y tejidos del organismo, aungue no suele afectar al corazén, al pancreas,
al tiroides ni al tejido muscular esquelético?.

3.1.3 Historia y epidemiologia.

La tuberculosis es una enfermedad antigua. Se ha llegado a encontrar en restos de
humanos precolombinos, en egipcios tempranos y en neoliticos. Por los hallazgos
realizados, ademas, se sabe que el auge de la enfermedad fue tras la revolucion industrial,
ya que las condiciones de vida eran pobres, la calidad laboral precaria y los niveles de
contaminacion y de gases no estaban regulados. En los S. XVII'y XVIII fue la enfermedad
responsable de una cuarta parte de todas las muertes de adultos en Europa®..

La Unica solucidon que tenian hasta el momento eran confinar a los enfermos en
sanatorios para prevenir el contagio de mas personas. Hasta 1946 no se empezo el
tratamiento para esta enfermedad cuando se descubri6 el antibidtico estreptomicina y
cuando, en 1952, surgi6 la isoniazida, un farmaco antituberculoso, que permiti6 controlar
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muchos casos de tuberculosis. En 1970 con la rifampicina, la asistencia médica efectiva
aumento con éxito??,

A pesar de estos avances, la tuberculosis es una enfermedad que ha vuelto a aparecer
en los ultimos afios. Como otras muchas enfermedades infecciosas que han vuelto a subir
su prevalencia, estd dentro del grupo de las denominadas Enfermedades Emergentes. Se
cree que este suceso es debido a la pobreza, el tabaquismo, la desnutricion??, la resistencia
a farmacos?4, la inmigracion y, en Africa, debido a la multitud de casos de VIH que se
estan diagnosticando®. Esto hace que, aunque en las décadas anteriores a 1980 habia
habido un gran declive, la tuberculosis sigue estando entre las diez primeras causas de
muerte en el mundo, siendo su disminucion anual de un 3% en la tasa de mortandad y un
2% en la incidencia?®.

3.1.4 Tratamiento farmacoldgico.

Los infectados con tuberculosis siguen la terapia propuesta por la Organizacién
Mundial de la Salud donde aquellos que no presentan resistencia a los farmacos y tienen
una tuberculosis activa y sintomatica son tratados mediante una fase intensiva con los
siguientes medicamentos: Isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol durante una
duracién de dos meses?’. Posteriormente, en la fase de continuacion, la cual dura cuatro
meses son tratados con isoniazida y rifampicina. Estos medicamentos son denominados
“medicamentos de primera linea”.

Hay individuos que presentan resistencia a los medicamentos contra la enfermedad.
Dentro de este grupo se pueden encontrar distintos tipos de resistencia®:

- Monorresistencia.

- Polirresistencia.

- Resistencia multiple o tuberculosis multirresistente (MDR-TB).

- Resistencia extensa o tuberculosis extensamente resistente (XDR-TB).

- Resistencia extrema o total.

El fracaso del tratamiento farmacoldgico esta asociados practicamente a la resistencia
a farmacos, aunque también suele ocurrir por una duracion breve o por incumplimiento
de las dosis®.

3.1.5 Enzima KatG.

Laenzima KatG (Figura 5) es una enzima bifuncional homodependiente con actividad
catalasa y peroxidasa, denominadas hidroperoxidasas I, de amplio espectro, que oxida
varios donantes de electrones. Esta codificada por el gen katg que genera una variedad de
especies reactivas para la actividad bactericida®’. Protege M.tuberculosis contra las
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especies toxicas de oxigeno reactivo (ROS), incluido el peréxido de hidrdgeno y los
peroxidos orgénicos, y por lo tanto contribuye a su supervivencia dentro de los
macrofagos del huésped al contrarrestar la explosion oxidativa de los fagocitos. También
muestra una actividad de peroxinitritasa eficaz, que puede ayudar a la bacteria a persistir
en los macrofagos. Es una enzima clave contra el tratamiento frente a la enfermedad
tuberculosis, ya que esta enzima, en M.tuberculosis presenta la inhibicién especifica de
la sintesis de &cidos micolicos, sin afectar la de otros &cidos grasos, por lo que inhabilita
a la bacteria y consigue que se elimine del cuerpo al que infecta®!.

Figura 5. Enzima KatG de M.tuberculosis visualizada en PyMol.

Se conoce que méas del 60% de las mutaciones conocidas que desencadenan la
resistencia al farmaco principal (Isoniazida), es la enzima KatG®2. Las mutaciones en
KatG que eliminan o disminuyen su actividad catalasa-peroxidasa provocan resistencia a
Isoniazida porque reducen el grado de activaciéon del farmaco. Varias alteraciones en
el gen katG dan como resultado una funcion enzimatica reducida y una disminucion de la
sensibilidad a INH33, pero su estructura sigue siendo poco estudiada y desconocida,
aunque se sabe que es un homodimero de 82 kDa**. Estudios de rayos X han informado
que las mutaciones ocurridas en el gen katg que codifican la proteina, causan una
deleccidn en el extremo C completo del gen, lo que da como resultado una pérdida de la
funcion catalasa-peroxidasa y un aumento de la resistencia a Isoniazida®®, pero los
mecanismos de la resistencia no pueden observarse in vitro, ya que las mutaciones
predominantes in vivo, no han sido capaz de simularse en un laboratorio®®.
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La enzima KatG tiene importantes mutaciones conocidas, como la mutacién W107R3’
(Figura 6), cuya estructura es conocido mediante técnicas de microscopia crioelectronica
(Cryo-EM), un método que permite visualizar los efectos estructurales de las mutaciones
de resistencia. Se trata de una estructura con una resolucion de 2,7A38,

Figura 6. Mutacion W107R de la enzima KatG de M.tuberculosis visualizada en PyMol.

3.1.6 Resistencia a antibioticos.

Los antibidticos son medicamentos que combaten las infecciones causadas por
bacterias®®®. Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 19284,
los antibidticos han sido el camino para combatir infecciones y enfermedades
bacterianas®'. Los antibidticos han sido remedios para combatir microorganismos que
tuvieron éxito desde el primer momento, ya que son los Unicos farmacos que no afectan
directa y exclusivamente al paciente. De hecho, los antibidticos se dirigen a la biologia
de los microorganismos*?, pero tienen el inconveniente de que, por unas causas U otras,
se ha observado resistencia a casi todos los antibiéticos que se han desarrollado, por lo
que las infecciones bacterianas se han convertido en una amenaza de nuevo.

La resistencia a antibidticos es el proceso por el que las bacterias dejan de ser sensibles
a los farmacos administrados, ya sea por acostumbrarse a dichas sustancias o por generar
mecanismos en su interior que impidan la unién a los farmacos, el acceso a su medio
interno o la capacidad de afectar su ciclo de vida y/o reproduccion®®. Las causas de las
resistencias a antibidticos ha sido un tema muy hablado y controvertido*®, pero los
motivos que mas han afectado a la resistencia son los siguientes: Un uso prolongado e
innadecuado*4, el uso extensivo para el ganado y los campos agricolas*, la ausencia de
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nuevos antibidticos (debido a que las farmacéuticas no estan interesadas en nuevos
farmacos por motivos econdmicos)*®, el gran nimero de antibidticos que se toman y han
tomado sin receta médica y las recetas inadecuadas sin corroborar si las infecciones eran
bacterianas o viricas*’.

3.1.7 Resistencia a antibioticos de M.tuberculosis: Isoniazida.

La isoniazida (Figura 7) es un profarmaco activado por la enzima catalasa peroxidasa
(KatG) de M.tuberculosis. Una vez el farmaco es activado, la misma activacion produce
especies reactivas de oxigeno como radicales superoxido, perdxido e hidroxilo, 6xido
nitrico y especies organicas reactivas®®. Las especies reactivas y los radicales libres
afectan a dianas celulares de la bacteria, afectando a su actividad bactericida, aunque no
se conocen todos los mecanismos de la activacion de la Isoniazida. Uno de los
mecanismos conocidos radica en la formacion de un aducto entre el farmaco y la enzima
NAD, que también favorece desencadenando la actividad antituberculosa®’.

(@]
NH,
ANS N’/
| H
N _

Figura 7. Estructura del farmaco Isoniazida.

La Isoniazida se una a la enzima KatG de M.tuberculosis por cinco de los residuos que
contiene: Trp107, Asp137, Tyr229, Met255 y Ser315, que forman un bolsillo de unién“®
y pueden observarse en la Figura 8.

MotVSS

Figura 8. Aminoacidos involucrados en la union con Isoniazida.
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Dentro de estos cinco aminoacidos, el mas destacado es la Ser315, ya que es un punto
estratégico frente a la resistencia, ya que presenta polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNP) en el codon del gen katg*®. Algunas de las mutantes de KatG presentan mutaciones
en este aminoacido, que para ser clave en la interaccion entre la Isoniazida y el grupo
hemo al que esté unido la proteina, causando la inestabilidad del complejo y conllevando
a una mala activacion del profarmaco®.

3.1.8 Refinamiento de proteinas con FoldX.

Refinar una proteina consiste en obtener un modelo termoestable de un modelo de
proteina 3D ya existente que tiene una alta energia e incluso, huecos en su cadena de
amino&cidos con el fin de acercarlos a su precision experimental para proseguir con
estudios computacionales. Estos métodos se utilizan cuando no hay posibilidad de
cristalizar la proteina, ya sea por motivos econdmicos, procedimentales o por la
inestabilidad de dicha proteina. Son métodos ampliamente utilizados y Utiles, ya que
normalmente las diferencias que presentan con la proteina nativa son pequefias®..

Conocer la estructura de una proteina es esencial para conocer el funcionamiento de
los organismos y de las enfermedades. Actualmente, gracias a la gran cantidad de datos,
repositorios, bases de datos y Big Data, es posible almacenar millones de archivos de
informacion que facilitan el trabajo cientifico®. Los métodos actuales para refinar
estructuras proteicas de forma computacional incluyen simulaciones de dinamica
molecular, métodos de muestreo relacionados o protocolos de optimizacién de estructuras
iterativas; aunque sigue siendo muy dificil alcanzar una precision experimental®®. La
estabilidad mejorada de la proteina en general se puede lograr debido a varios factores,
por ejemplo, aumentando la termoestabilidad, la tolerancia a la sal o la tolerancia hacia
disolventes organicos y, en consecuencia, implica diferentes enfoques bioinformaticos®.

El método experimental basico para conseguir estructuras proteicas es la cristalografia
de rayos X. El objetivo es conseguir obtener una estructura molecular tridimensional de
un cristal, para ello es necesario cristalizar la muestra purificada a alta concentracion y
exponerlos a un haz de rayos X, que muestra manchas dando informacion de la estructura
a partir de la cual se puede calcular un mapa de la densidad de los electrones para ajustar
una conformacién termodinamicamente favorecida®. El problema principal de este
método es que hay muchas proteinas, sobre las proteinas de membrana, que no pueden
cristalizarse, ya sea por su inestabilidad, su dificil extraccion, su incompatibilidad con el
disolvente o por ser incapaz de simular su medio de funcién fue del organismo del que
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forma parte®, por lo que el modelado y el refinamiento de proteinas mediante métodos
computacionales y bioinformaticos tienen una gran importancia bioldgica®®.

Uno de los programas que nos permite utilizar técnicas de modelado molecular y
refinamiento de proteinas es FoldX>’. FoldX es un programa que fue desarrollado para la
evaluacion del efecto de mutaciones sobre la estabilidad, plegamiento y dinamica de
proteinas y acidos nucleicos. Basa su funcionamiento en calcular la energia libre (en
kcal/mol), donde tiene en cuenta los pardmetros de solvatacion, las moléculas de agua,
enlaces de Van der Waals, enlaces de hidrogeno, interacciones de Coulomb y no suele
tener penalizaciones debidas a la entropia. La energia libre de Gibbs es la cantidad
méaxima de trabajo de no expansién que se puede extraer de un sistema cerrado
termodinamicamente®. Nuestra proteina sera estable si su energia de Gibbs es cercana a
0, ya que, si es negativa, el proceso serd espontaneo y generara muchas mutaciones que
la alejaran de la estabilidad y una energia de Gibbs alta constara de un proceso no
espontaneo que necesitara energia para que ocurran reacciones®. El céalculo de energia
libre de Gibbs se basa en la formula de la Figura 9.

AG = a- AGyaw + b AGeovg + ¢ - AGeovp + d
- AGyp,
+e- AGhbond + [+ AGel + g AGyon + h - TASyc
+k-TAS,. +1- AG4ash-

Figura 9. Férmula de la energia de Gibbs de FoldX. Fuente: %8,

Este software incluye diferentes funciones, como RepairPDB, BuildModel,
PrintNetworks, AnalyseComplex, estabilidad..., pero también permite el calculo de las
energias totales de los objetos.®® FoldX es un programa escrito en lenguaje de
programacion C++, aungue tiene una interfaz facil de usar con el complemento Yasara,
el cual esté escrito en lenguaje de programacion Python®3. Estos programas muestra un
rendimiento y una calidad alta en comparacion con el tiempo necesario para realizar el
calculo®. Yasara, a su vez, es un programa de modelado y simulacién de gréaficos
moleculares con una interfaz de usuario intuitiva, graficos fotorrealistas que crea un gran
nivel de interaccion con la realidad artificial. Funciona con una marco de desarrollo
Portable Vector Language (PVL) que permite un gran rendimiento®:.
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3.1.9 Estudios de docking con Autodock-vina.

La finalizacion del proyecto genoma humano, la creacién de multitud de nuevos
farmacos, las técnicas de cristalizacion y modelado molecular, la capacidad de
almacenaje de datos cientificos, la reciente necesidad por conocer los mecanismos de
enfermedad y la bioinformatica han permitido estrategias computacionales que permiten
el descubrimiento de farmacos, su funcionalidad y sus mecanismos de accion*. La
técnica que permite ver como un ligando se acopla con una diana, ya sea una proteina o
una familia de proteinas, se denomina técnica de acoplamiento molecular o docking. El
acoplamiento molecular es Gtil tanto para modelar la interaccion entre un ligando y una
proteina, como para extraer informacion de los procesos bioquimicos que los farmacos
experimentan para activarse y/o para ejecutar su funcion antimicrobiana®?.

El acoplamiento molecular es un procedimiento computacional que intenta predecir la
unién no covalente de macromoléculas o, més frecuentemente, de una macromolécula
(receptor) y una molécula pequefia (ligando) de manera eficiente, comenzando con sus
estructuras no unidas, estructuras obtenidas de simulaciones o modelos de homologia.
etc. El objetivo es predecir las conformaciones unidas y la afinidad de unién®3,

Para poder utilizar las técnicas de acoplamiento se recomienda conocer el sitio de unién
del ligando a la proteina, ya que facilita y aumenta la eficacia del estudio, ademéas de
permitir obtener informacion comparativa con otro tipo de ligandos de forma répida y
sencilla. El objetivo de los estudios de docking es proporcionar una prediccion de la
estructura receptor-ligando utilizando célculos en los que se estudi6 la interaccion del
ligando con el centro de union o sitio activo de la proteina y reproducen la unién de dichas
moléculas clasificando las posibles conformaciones segun su afinidad de unién®,

El acoplamiento es computacionalmente dificil porque hay muchas formas de juntar
dos moléculas donde el nimero de posibilidades crece exponencialmente con el tamafio
de los componentes®.

Los primeros métodos de acoplamiento informados se basaron en el supuesto de
bloqueo y llave propuesto por Fischer, que indica que tanto el ligando como el receptor
pueden tratarse como cuerpos rigidos y su afinidad es directamente proporcional a un
ajuste geométrico entre sus formas®®. Durante las Gltimas dos décadas, se han desarrollado
mas de 60 herramientas y programas de acoplamiento diferentes para uso académico y
comercial, como el ejemplo de Autodock-vina.

Autodock-vina es un programa de acoplamiento molecular y cribado virtual que logra
ejecutar las ordenes de trabajo de forma répida, eficiente y precisa en comparacion con
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otros programas de su calidad que son bastante mas lentos y necesitan de computadoras
mas cualificadas®. EI acoplamiento producido esté4 interesado en obtener potenciales
quimicos que determinan la preferencia de conformacién uniday la energia libre de dicha
unionse.

Para el desarrollo del algoritmo de Vina, se empled el criterio de Metrépolis y se
implemento el método de Broyden-Fletchen-Goldfarc-Shanno (BFGS), el cual es un
método cuasi-Newton. Se trata de un método con propiedades de autocorreccion muy
eficaces®®. Vina se disefid para ser compatible con los archivos de su predecesor Autodock
4, archivos PDBQT, que es una extension de los archivos PDB. Esta caracteristica
permite que se pueda usar Vina con AutodockTools. AutodockTools es un programa que
ofrece una interfaz grafica y sencilla al uso de Autodock y Autodock-vina, llegando a
permitir al usuario identificar y determinar visualmente uno de los elementos mésel
volumen de espacio buscando determinar el volumen que ocupa el acoplamiento y el lugar
perfecto de union para un ligando en concreto. AutoDockTools estd implementado en el
lenguaje de programacion orientado a objetos Python y estd construido a partir de
componentes de software reutilizables®®.

Por tanto, las hipdtesis planteadas en este trabajo son:

- Laenzima refinada disminuira los niveles de energia y, por tanto, aumentara los
valores de estabilidad, frente a la enzima sin mutar.

- Lamasade la enzima refinada, al igual que el total de su cadena peptidica variaran
frente a la enzima no mutada.

- Laenzima KatG y la mutacion W107R presentan diferencias en su estructura, que
derivan en una disminucion de la interaccién entre la Isoniazida y el farmaco.

- Las uniones entre el farmaco y las enzimas seran significativamente menores en
el caso de la enzima mutada que en el caso de la enzima no mutada.
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4 Metodologia.

4.1 Programas y versiones utilizadas.

e Para obtener los datos necesarios para este estudio, la estructura por microscopia
electronica de la mutante W107R de la enzima KatG y la enzima KatG sin mutar
se utilizan las secuencias y estructuras de la base de datos Protein Data Bank
(PDB - https://www.rcsb.org/).

e Para el estudio de la estructura de la proteina mutada KatG de M.tuberculosis, se
utiliza el programa FoldX. (Obtenido de la pagina web: http://foldxsuite.crg.eu/).
Se utiliza la version “FoldX 5.0” para Windows.

e Para utilizar FoldX desde una interfaz visual se utilizara Yasara (Obtenido en
http://www.yasara.org/downloads.htm). Se utiliza su versién «“20.12.24”.

e Para el estudio de docking de las enzimas con el farmaco Isoniazida se utiliza el
programa Autodock-vina. (Obtenido de la pagina web: http://vina.scripps.edu/).

Se utiliza la version “Windows Autodock Vine 1.1.2”.

e Para utilizar Autodock-vina con una interfaz visual se utiliza Autodock-Tools
(Obtenido de la pagina web http://autodock.scripps.edu/resources/adt). Se utiliza
la version “AutoDock 4 with AutodockTools”.

e Para comparar las diferencias estructurales de ambas enzimas se utiliza el
programa  BLASTp. (Se puede utilizar en la pagina web:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins).

e Para realizar la estructura quimica del farmaco Isoniazida, se utiliza el programa
GausView (Se puede obtener en https://gaussian.com/gaussview6/). Se utiliza la

version “GausView 6.

e Paraobservar las interacciones del docking y los tipos de enlaces de la union entre
las enzimas y el farmaco se utiliza el programa web Protein-Ligand Interaction
Profiler. (Puede utilizarse en https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-
web/plip/index)

e Para escribir este documento y todos los demas hitos entregables se utiliza la
version educativa de Microsoft Word (Obtenido en
https://www.microsoft.com/es-es/microsoft-365/free-office-online-for-the-web,
Version Microsoft Office 365), y se convierte a formado .pdf para su entrega con
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FoxitPhantomPDF Business 10 (Obtenido en https://www.foxitsoftware.com/es-
la/pdf-editor/).

e Para visualizar las moléculas se utiliza el programa PyMol. (Obtenido en
https://pymol.org/2/). Se utilizara la version “PyMol 2.5”.

e Para la presentacion final a entregar se utiliza Microsoft PowerPoint (Version de
Microsoft Office 365).

e Para realizar tablas o diagramas de Gantt se emplea Microsoft Excel (Version de
Microsoft Office 365).

e Los navegadores de busqueda, navegacién y descarga de archivos utilizados son
Google Chrome (Obtenido en https://www.google.com/intl/es_es/chrome/) y
Mozilla Firefox (Obtenido en https://www.mozilla.org/es-ES/firefox/new/).

e Para gestionar, guardar y citar las referencias bibliogréficas utilizadas en este
trabajo se utiliza el software Mendeley, en su modalidad Mendeley Desktop for
Windows, Mendeley Importer Web y Mendeley Citation Plugin (Obtenidos en
https://www.mendeley.com/download-desktop-new/).

e EI dispositivo utilizado para realizar este proyecto posee las siguientes
caracteristicas:

CPU: 11th Gen Intel® Core™ 7-1185G7 @ 3.00 GHz
RAM: 32,0 GB

Local Disk: Phison 1TB SM2801T24GKBB4S-E162
OS: Microsoft Windows 10 Pro 64 bits

BIOS: E16S6IMS.10?

o O O O O

4.2 Métodos.
4.2.1 Refinamiento de la mutacion W107R de la enzima KatG de
M.tuberculosis.

Se comenzd con la observacién de la enzima en PyMol y Yasara. Posteriormente se
utilizaron distintas funcionalidades de FoldX para obtener informacion de la enzima:
Secuencia de la proteina, masa, informacion tridimensional y termoestabilidad.
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Una vez obtenidos estos datos, se refind la estructura tridimensional de la proteina
KatG sin mutar, partiendo de los datos del .pdb obtenidos por RMN®’. Para refinar la
proteina se utilizaron varios apartados de FoldX:

Repair object: Este comando completa la secuencia de aminoacidos y estudia las
uniones entre ellos y entre las cadenas laterales para minimizar la energia libre de
una proteina, es decir, aumenta su termoestabilidad. Este comando va asociado a
“Fix residues”, ya que este selecciona aminoécidos que no se quieren reoordenar,
pero en este caso no se ha seleccionado ninguno. Posteriormente se vuelvio a
analizar la secuencia de la enzima, la masa completa y la estructura
tridimensional.

Sequence detail of object: Imprime la informacion de secuencia de la proteina en
un formato de columna: aminoécidos(aa), cadena, nimero de pares de bases
(PdB).

Backbone Dihedrals on object: Calcula los angulos diedros de los enlaces de los
atomos.

Optimize object sidechain: Este apartado permite optimizar las cadenas laterales
de la enzima de forma estructural. A continuacion, el propio programa muestra
como ha conducido a cambios en la estructura 3D sin modificar la secuencia
proteina haciendo un alineamiento.

El programa devuelve todo la informacion obtenida y recogida y la introduce en un

archivo .pdb llamado Object2, por lo que se cargd este archivo en Yasara.

Stability of object: Se calcula la estabilidad de esta enzima para ver si se ha
mejorado el modelo con los calculos y los cambios propuestos.

Position scan: Como curiosidad final, se con esta funcion, que muta un
aminoéacido a los otros 20 y repara los residuos vecinos. Se opera con esta funcion
seleccionando la serina 315 y la arginina 463 para el escaner, ya que, segun la
bibliografia consultada, son los aminodcidos mas mutados en la enzima KatG,
esto ayudara a saber cudles son los cambios méas frecuentes y estables en las
mutaciones.

Posteriormente se cargd en el programa el archivo .pdb de la enzima KatG sin
mutaciones obtenido por cristalizacion y se utilizaron distintas funcionalidades de FoldX
para obtener informacion de la enzima: Secuencia de la proteina, masa, informacion
tridimensional y termoestabilidad. Para finalizar, se realizaron alineamientos de las
secuencias para ver sus diferencias en BlastP.
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4.2.2 Estudio de docking de las enzimas con el farmaco Isoniazida.

Se tiene el archivo refinado obtenido en los pasos previos de este trabajo (Object2.pdb)
y el archivo de la proteina sin mutar descargado directamente del Protein Data Bank
(PDB) sin refinar (1sj2.pdb). Antes de comenzar a trabajar, se comprobé el archivo
1sj2.pdb (Figura 11) y se vio que contenia a&tomos sin enlazar, moléculas de agua y de
oxigeno a su alrededor, por lo que se decidi6 utilizar nuevamente Yasara y refinar la
enzima (1sj2ref.pdb) para poder utilizarla en el estudio de docking (Figura 10).

Figura 11. Visualizacion en PyMol de KatG (1sj2.pdb) con Figura 10. Visualizacion en PyMol de KatG (1sj2.pdb) sin
residuos. residuos.

Teniendo las enzimas preparadas, el paso faltante es preparar el farmaco Isoniazida
(Figura 12), el cual se dibujo en el programa Gaussview y se lanzo al programa Lusitania
para obtener una optimizacién de la geometria, ya que mostraba un error de geometria al
cargarlo en Autodock-Vina. Se guardé en formato .mol2, uno de los formatos
posteriormente reconocidos por AutodockTools.
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Figura 12. Isoniazida tras optimizacién geométrica observada en Pymol.

Una vez los archivos estaban preparados para comenzar los estudios de docking, se
empez6 por realizar el docking de la enzima mutada y refinada en la PEC 2, la enzima
KatG de M.tuberculosis mutacion W107R.

Al cargar AutodockTools, se cargd la macromolécula (object2.pdb) y se cambiaron las
opciones de visualizacion y colorido, para ver la molécula perfectamente (Figura 13).

Figura 13. Proteina KatG W107R visualizada en AutodockTools.

Dentro del programa, de eliminaron los hidrogenos no polares, se afiadieron los polares
y las cargas de Kollman, esenciales para los archivos pdb, que en este caso fueron de -
12.736 (Figura 14).
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Figura 14. Cargas de Kollman afiadidas a KatG W107R.

Posteriormente se abrio el fa&rmaco en formato .mol2 y se guardd en .pdbqt, que el
formato por defecto del programa AutodockTools para trabajar, como puede observarse
en la Figura 15.

Figura 15. Proteina KatG W107R y farmaco Isoniazida.

Se seleccionan los aminoécidos del centro de (Figura 16) a la isoniazida en el programa
(vistos en el apartado 3.1.7.), pero se encuentran mutaciones en el sitio de union:

- El aminoacido en la posicion 107 no es triptofano, sino arginina.
- No existe el residuo 229.
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Figura 16. Aminoacidos del centro de unién marcados.

Se construy0 la caja (Figura 17) que marca el centro de unién al cual debe acercarse el
farmaco al correr el docking. Se puede observar la posicién y el tamafio de la caja, estos

datos se encuentran guardados en el archivo gridl.txt.

File Center View Help
Current Total Grid Pts per map: 167915
number of points in x-dimension:

IHII54IIHI

number of points in y-dimension:
T 70 77T

number of points in z-dimension:

I+
Spacing (angstrom): IITT 037511

Center Grid Box: <offset>

X center: |100 852

y center: [108.739

z center. |83 228

H‘li‘.ﬁ.ﬁl_‘_'_'m
o

Figura 17. Aminodcidos dentro de la caja para el docking.

Se selecciond la macromolécula, el farmaco y el archivo vina de salida con las

caracteristicas requeridas (Figura 18 y Figura 19).
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74 AutoDpf4 Ligand Parameters X

Ligand: isoniazida.pdbgt

Ligand Atom Types: A C HD N NA OA

Center of Ligand Molecule: 2.105 -0.614 -0.278
Set Initial State of Ligand:

User-Specified Initial Position: Irandam v Random

Initial Relative Dihedral Offset(quat0): Ilandum ¥ Random

Number of Active Torsions in Ligand: 2

Number of Torsional Degrees of Freedomitorsdof) in Ligand: 2

Specify Initial Dihedrals? * Yes " No

User Specified

Initial Relative Dihedrals: |random ¥ Random

Accept I Close

Figura 18. Parametros del ligando Isoniazida.

74 Vina Input Parameters

Receptor: Browse | Ligand: Browse Flex E!r::,-;;.el
object2 pdbqt isoniazida pdbgt
Center:[100.852 108.7[832 Size: [20.25 [26.25 [15.75

Browse | Log: ’—

Browse
C Browse

Show options | Hide options | Clear
Save | Cancel

Figura 19. Parametros de Vina.

Se llam6 dockingw107r.pdbqgt al archivo donde va a resultar el docking y
configw107r.txt el archivo utilizado por vina para hacer el docking (Figura 20) y se corrid
Autodock-Vina.

74 Start Vina %

Vina Program Pathname: ICfiProgram Files (x86)/The Scripps Re: Browse

Config Filename: IC'_}U sers/maria/Desktop/vinab/configw1 Browse
Cmd: |C:lPrcgram Files (x86)/The Scripps Research Ins

Launch Cancel

Figura 20. Localizacién de archivos para la ejecucién de Vina.

Para ver las interacciones en el programa Protein-Ligand Interaction Profiler, hay que
guardar en un mismo archivo la conformacion del farmaco y la enzima. Para ello, se
selecciond dockingwl107r y object2 y se hizo click click en Select y Add selection to
dashboard, se guardo este archivo como w107rligando.pdb.
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Se observo en Pymol (Figura 21) que se guardd perfectamente y se abridé Protein-
Ligand Interaction Profiler.

Figura 21. Resultado de docking de KatG W107R y mejor conformacion de Isoniazida.

Posteriormente se repitieron los mismos pasos con el archivo 1sj2ref.pdb. Se cargo la
molécula, se afiadieron los hidrogenos polares, se eliminaron los no polares y se afiadieron
las cargas de Kollman. Se afiadio el ligando y se guardd en formato isoniazida.pdbqgt. Se
marcaron los cinco residuos que forman el sitio de union (Trp107, Aspl37, Tyr229,
Met255 y Ser315) (Figura 22).

Figura 22. Amino&cidos del sitio de unién a Isoniazida de KatG.

Se afnadio la caja (Figura 23) y se guardaron los valores con el nombre gridKatG.txt.
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74 Grid Options

File Center View Help

Current Total Grid Pts per map: 130585
number of points in x-dimension:

{40 II\I

number of points in y-dimension:
AN

number of points in z-dimension:

l [[[164]]] I
Spacing (angstrom): M7 0375711

Center Grid Box: <offset>

x center: [82.542 I|l|]||||HI

y center: |30624 m|||‘||||”m

z center: |3901d W||||||||HW

Figura 23. Caja de docking para KatG.

Se selecciono la macromolécula, el ligando y el archivo .txt de salida de Autodock-
Vina que se Ilamo configkatg.txt (Figura 24) y el archivo de salida del docking (Figura
25) que se llamé dockingkatg.pdbagt.

T
Ligand: isoniazida.pdbqt
Ligand Atom Types: A C HD N NA OA

Center of Ligand Molecule: 2.105 -0.614 -0.278
Set Initial State of Ligand

User-Specified Initial Position: [random ¥ Random
Initial Relative Dihedral Offset(quat0): [random v Random
Number of Active Torsions in Ligand: 2
Number of Torsional Degrees of Freedom(torsdof) in Ligand: 2

Specify Initial Dihedrals? @ Yes  No
User Specified ’—
Initial Relative Dihedrals random M Random

Accept | Close |

Figura 24. Parametros del ligando Isoniazida.

Tk
Receptor: Browse | Ligand Bruwse| e 0 i—‘
1sj2ref pdbgt isoniazida.pdbgt
Center: [82.542 30.62[39.C size: [15.0 [18.0 [24.0

) Browse | Log:
Refconfig filename: owse
Qutput filename: |configkatg txt

Show options I Hide options I Clear

Save I Cancel

Figura 25. Parametros para la salida de Vina.
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Se unificé el resultado del docking y la proteina en un archivo llamado
katgligando.pdb, se visualiza en Pymol (Figura 26) y se cargé en el programa web
Protein-Ligand Interaction Profiler.

Figura 26. Visualizacién del docking Isoniazida y KatG con la mejor conformacion.
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5 Resultados

5.1 Resultados del refinamiento de la mutacion W107R de la
enzima KatG de M.tuberculosis.

La secuencia de la proteina W107R de KatG segun FoldX es:
>SequenceObj W107R or 1 and All

MPEQHPPITETTTGAASNGCPVVGHMKYPVEGGGNQDWWPNRLNLKVLHQNPAVADPMGA
AFDYAAEVATIDVDALTRDIEEVMTTSQPWWPADYGHYGPLFIRMARHAAGTYRIHDGRGGAG
GGMQRFAPLNSWPDNASLDKARRLLWPVKKKYGKKLSWADLIVFAGNCALESMGFKTFGFGF
GRVDQWEPDEVYWGKEATWLGDERYSGKRDLENPLAAVQMGLIYVNPEGPNGNPDPMAAAV
DIRETFRRMAMNDVETAALIVGGHTFGKTHGAGPADLVGPEPEAAPLEQMGLGWKSSYGTGTG
KDAITSGIEVVWTNTPTKWDNSFLEILYGYEWELTKSPAGAWQYTAKDGAGAGTIPDPFGGPGR
SPTMLATDLSLRVDPIYERITRRWLEHPEELADEFAKAWYKLIHRDMGPVARYLGPLVPKQTLL
WQDPVPAVSHDLVGEAEIASLKSQIRASGLTVSQLVSTAWAAASSFRGSDKRGGANGGRIRLQP
QVGWEVNDPDGDLRKVIRTLEEIQESFNSAAPGNIKVSFADLVVLGGCAAIEKAAKAAGHNITVP
FTPGRTDASQEQTDVESFAVLEPKADGFRNYLGKGNPLPAEYMLLDKANLLTLSAPEMTVLVGG
LRVLGANYKRLPLGVFTEASESLTNDFFVNLLDMGITWEPSPADDGTYQGKDGSGKVKWTGSR
VDLVFGSNSELRALVEVYGADDAQPKFVQDFVAAWDKVMNLDRFDVR

La masa de la enzima obtenido por el programa es de 131784.532 g/mol, cuya
informacién tridimensional es la siguiente:

>SecStrAll
All has secondary structure content 37.6% helix, 3.1% sheet, 13.3% turn, 45.4% coil, 0.6% 3-10 helix
and 0.0% pi-helix.

La visualizacion de la enzima que nos devuelve Yasara se puede visualizar en la Figura
27y 28.

Figura 27. Visualizacion de la enzima W107R de KatG por Yasara (I).
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Figura 28. Vista de la enzima W107R de KatG por Yasara (I1).

La termoestabilidad de esta proteina no es demasiado efectiva, ya que posee valores
muy altos: Plugin>Stability of: W107R = 1035.04 (kcal/mol)

El archivo .pdb de esta enzima puede encontrarse en el reservorio bajo el nombre de
W107R. El archivo que muestra la masa, la estructura y la estabilidad de dicha proteina
puede encontrarse en el reservorio bajo el nombre de proteina W107R. También
calculamos y observamos los angulos diedros, lo que puede verse en el archivo
backbonedihedralsonobject W107R del reservorio de Github.

Los resultados obtenidos al refinar la proteina utilizando varios apartados de FoldX
fueron:

- Repair object: La estructura tridimensional obtenida se puede ver en la Figura 29.

Figura 29. Forma tridimensional de la enzima W107R de KatG tras el Repair Object.

La secuencia que devolvio el programa de la enzima reparasa es la siguiente:

>SequenceAll - Object 2 (RepairObj1), molecule B:

PNRLNLKVLHQNPAVADPMGAAFDYAAEVATIDVDALTRDIEEVMTTSQPWWPADYGHYGPLFI
RMARHAAGTYRIHDGRGGAGGGMQRFAPLNSWPDNASLDKARRLLWPVKKKYGKKLSWADLI
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VFAGNCALESMGFKTFGFGFGRVDQWEPDEVVNPEGPNGNPDPMAAAVDIRETFRRMAMNDVE
TAALIVGGHTFGKTHDLVGPEPEAAPLEQMGLGWKSSYGTGTGKDAITSGIEVVWTNTPTKWDNS
FLEILYGYEWELTKSPAGAWQYTAKGTIPDPFRSPTMLATDLSLRVDPIYERITRRWLEHPEELADE
FAKAWYKLIHRDMGPVARY LGPLVPKQTLLWQDPVPAVSHDLVGEAEIASLKSQIRASGLTVSQL
VSTAWAAASSFRGSDKRGGANGGRIRLQPQVGWEVNDPDGDLRKVIRTLEEIQESFNSAAPGNIK
VSFADLVVLGGCAAIEKAAKAAGHNITVPFTPGRTDASQEQTDVESFAVLEPKADGFRNYLGKGN
PLPAEYMLLDKANLLTLSAPEMTVLVGGLRVLGANYKRLPLGVFTEASESLTNDFFVNLLDMGIT
WEPSPADDGTYQGKDGSGKVKWTGSRVDLVFGSNSELRALVEVYGADDAQPKFVQDFVAAWD
KVMNLDRFDV.

La masa de la enzima completa es:

>MassAll - All has mass 245421.983 g/mol
La estructura tridimensional es:

>SecStrAll
All has secondary structure content 37.6% helix, 3.1% sheet, 13.3% turn, 45.4% coil, 0.6% 3-10

helix and 0.0% pi-helix.

- Sequence detail of object: El archivo de configuracion se puede en
detailobject NEWW107R.

- Backbone Dihedrals on object: La informacion puede observarse en
diedral NEWW107R.

- Optimize object sidechain: el propio programa muestra la optimizacién de las

cadenas laterales sin cambios en la estructura 3D:
> The above structural alignment between Object2 and RepairObj1 has an RMSD of 0.000 A over
1217 aligned residues with 100.00% sequence identity.

El alineamiento completo puede observarse en el archivo alineamiento NEWW107R.

Toda esta informacién el programa la ha introducido en un archivo .pdb Ilamado
Object2 (Figura 30).

Figura 30. Visualizacion del archivo Object2
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- Stability of object: La nueva energia de la enzima es 454.75 kcal/mol.
Plugin>Stability of: Object2 = 454.75 (kcal/mol)
- Position scan: Los resultados nos derivan en que la serina 315 muta de forma mas

favorable a metionina, teniendo una menor energia. La arginina 463 mutaria de
forma mas favorable a leucina. Los resultados completos pueden observarse en el
archivo positionscan.

Los resultados obtenidos de la enzima KatG no mutada (Figura 31) son los siguientes:

Figura 31. Visualizacion de la enzima KatG en Yasara.

La estructura tridimensional de la enzima es:

>SecStrAll - All has secondary structure content 37.7% helix, 7.7% sheet, 21.0% turn, 32.0% coil,
1.7% 3-10 helix and 0.0% pi-helix.
La estabilidad de la enzima:

Plugin>Stability of: 1sj2 = 886.13 (kcal/mol).

Para finalizar, observamos los resultados de los alineamientos de secuencias finales
realizados en BLASTp:

- EI BLASTp entre W107R y Object2 muestran un Query de 94% y un porcentaje
de identidad del 93.3% (Figura 32).

Max Total Query E Per.  Acc.

Score Score Cover wvalue Ident Len
- w w - h 4 h 4

Accession

1300 1300 94% 0.0 93.30% 654 Query_44875

Figura 32. BLASTp entre W107R inicial y Object2.
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- EI BLASTYp entre KatG y Object2 muestra un Query del 94% y un porcentaje de
identidad del 93.15% (Figura 33).

IMax Total Query E Per. Acc. )
Score = Score | Cover | wvalue Ident Len Accession
v
1285 1285 94% 0.0 93.15% 654 Query_4999

Figura 33. BLASTp entre Object2 y KatG.

5.2 Resultados del estudio de docking de las enzimas con el
farmaco Isoniazida.

5.2.1 Docking de la mutacion W107R.

La informacion obtenida del docking en la terminal de Autodock muestré que hay
nueve posibles conformaciones, siendo la mejor de ellas la que tiene una afinidad de -5,8
kcal/mol (Figura 34). (La informacion obtenida en la terminal se guardd en el archivo
dockingw107rinfo.txt).

e | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol}

=

| rmsd 1.b.| rmsd u.b.

Figura 34. Resultados de Vina para KatG W107R.

Se pueden observar las nueve conformaciones obtenidas en la Figura 35, 36 y 37.

Figura 35. Conformaciones obtenidas en el estudio de docking para W107R e Isoniazida (1).
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Figura 37. Mejor conformacion obtenida en el estudio de docking para W107R e Isoniazida.

Los resultados obtenidos de Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) pueden
observarse en la Figura 38 y 39.

SMALLMOLECULE

RES (4-phosphoerythronohydroxamic acid)
RES-d-1

Interacting chains: B

W Protein
Ligand
Water
Charge Center
Aromatic Ring Center
Metal lon

-« Hydrophobic Interaction
— Hydrogen Bond

m-Stacking
(perpendicular)

Figura 38. Resultados obtenidos del programa PIPL para W107R (1).
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v Hydrophaobic Interactions -:---

Index Residue AA Distance Ligand Atom Protein Atom
1 103B ILE 3.48 11533 5973
2 104B ARG 3.90 11533 5980

v Hydrogen Bonds —

Index Residue AA Distance Distance Donor Protein Side Donor  Acceptor
H-A D-A Angle donor? chain  Atom Atom
1 100B PRO 2.75 3.32 116.00 x X 11540 5941 [02]
(N3]
v m1-Stacking

Index Residue AA Distance Angle Offset Stacking Ligand Atoms
Type

1 270B HIS 4.81 8153 0.79 T 11530, 11531, 11532, 11533, 11534,
11535

Figura 40. Resultados obtenidos del programa PIPL para W107R (11).

La informacion disponible se guarddé en los archivos PLIPresultwl07r.xIm y
W107RLIGRANDO_PLP_RESULT.pse.

5.2.2 Docking de la enzima KatG sin mutar.

Se corrié el docking y los resultados obtenidos en la terminal se guardaron en un
archivo dockingkatgresult.txt. Se obtuvieron también 9 conformaciones, esta vez la mejor
de ellas tenia una afinidad mayor, de -5,5 kcal/mol (Figura 40).

| affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd

(W]
i

(W]
(W]
(W]

|
(W]
'

[
(W]

5
4 -5.8 5
5

I
LA
e

A
e

] N
sy}

=2}
A

M=)

Figura 39. Resultados del programa PILP de KatG W107R.
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Se cargaron los resultados del docking y se observaron las nueve conformaciones
(Figura 41, 42 y 43).

Figura 42. Conformaciones btenidas en el estudio de ocking para KatGe Isoniazida ().

Y.

3 sl h £ 4 . 4 : /
Figura 44. Conformaciones obtenidas en el

estudio de docing para KatG e Isoniazida (I I).
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Los resultados obtenidos de Protein-Ligand Interaction Profiler pueden observarse en
la Figura 44.

SMALLMOLECULE

RES (4-phosphoerythronohydroxamic acid)
RES-d-1

Interacting chains: B

M Protein
Ligand
Water
Charge Center
Aromatic Ring Center

® Metal lon
=== Hydrophobic Interaction
— Hydrogen Bond
v Hydrophobic Interactions =«
Index Residue AA Distance Ligand Atom Protein Atom
1 1078 TRP 3.80 13449 7526
2 229B TYR 3.60 13449 8709
v Hydrogen Bonds =——
Index Residue AA Distance Distance Donor  Protein Side Donor Acceptor
H-A D-A Angle donor? chain  Atom Atom
1 107B TRP 1.87 2.83 155.38 w v 7522 13453
[Nar] [02]
2 108B HIS 2.23 3.16 15115 v v 7540 13453
[Npl] [02]
& 137B ASP 2.13 2.80 12192 x v 13454 7805 [02]
[Nam]
- 228B ILE 3.05 3.75 126.31 x 8694 13456
[Nam] [N3]
5 229B TYR 2.38 3.16 13235 x x 13456 8703
[N3] [Nox]
6 230B VAL 2.93 3.69 13242 x 8716 13456
[Nam] [N3]

Figura 45. Resultados obtenidos del programa PIPL para KatG.

La informacion disponible se guard6 en los archivos PLIPresultkatg.xIm y
KATGLIGRANDO_PILP_RESULT.pse.

Pagina | 47



Discusion Maria Rodriguez Merchan

6 Discusion

La enzima refinada posee una estructura mas parecida a la cristalizacién
de la enzima KatG sin mutar (Figuras 45 y 46), lo que nos indica buenos resultados en
nuestro modelo refinado. En un inicio podemos observar que el archivo .pdb de W107R
tiene 89 huecos en la cadena peptidica, que logramos introducir gracias a FoldX,
obteniendo una cadena completa. Esto consigue que la masa de nuestra proteina
cambie de 131784.532 g/mol a 245421.983 g/mol.

Max Total Query E Per. Acc. )
Score  Score | Cover  value Ident Len Accession
v
1295 1295 94% 0.0 93.15% 654 Query_4999

Figura 46. BLASTp W107 refinada y KatG.

Score Expect Method Identities Positives Gaps
98734 bits(256308) 0.0 Compositional matrix adjust. 77000/95995(80%) 77767/95995(81%) 9896/95995(10%)

Figura 47. BLASTp W107 no refinada y KatG.

Los estudios de dangulos de atomos, de cadenas laterales y de alineacién nos
proporcionan una enzima mucho mas estable que la estructura que contiene el .pdb
inicial, el cual es el fin de este apartado. La energia del a enzima sin refinar es de 1035.04
(kcal/mol) y la de la enzima refinada 454.75 (kcal/mol), ya que cuanto menor es la
energia, mas estable es una proteina. Ademas, a la hora de refinar una proteina o de
conseguir su estructura por homologia, se ha visto que cuanto mas baja es la energia de
una proteina cuya estructura se estd obteniendo mediante métodos computacionales,

mds parecida sera la proteina a su estado nativo®?.

Esta informacidn, unida al alto query e identidad del BLASTp de la secuencia refinada y
la secuencia sin refinar, indican que el resultado ha sido exitoso. Ademds, observamos
que los resultados son muy parecidos al comparar la estructura obtenida con la de la
enzima sin mutacion. También encontramos que la energia de la enzima refinada es
menor que la energia de la proteina sin mutar, lo que deriva en el problema real
existente: KatG es una proteina que muta facilmente, ya que las mutaciones favorecen

la estabilidad®®.

Los resultados del ScanPosition final muestran que las mutaciones mas favorables son
las que mads ocurren segun la bibliografia consultada, como indican Purkan et al.®°, ya

gue las mutaciones que mas estabilidad generan segln FoldX son Serina 315 por
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Treonina y Arginina 463 por Leucina, lo que indica que la enzima refinada tiene las

mismas caracteristicas que la enzima mutada empirica.

Una de las diferencias encontradas entre las dos enzimas es que el bolsillo de union del
farmaco encontrado en la bibliografia’ no coincide en ambas enzimas.

KatG no mutada Trpl07 Aspl37 Tyr229 Met255 Ser315
KatG W107R Trpl07 Argl37 Met255 Ser315

En la enzima KatG no mutada, las posiciones y los aminoacidos que hay en ellas
coinciden a la perfeccion, pero en la mutante W107R, en el residuo 137 se encuentra un
amino&cido de arginina en vez de un aminoacido de acido aspértico y en la posicion 229
no hay aminodcido. Se est& buscando bibliografia para observar si hay alguna diferencia
significativa comprobada en otras especies bacterianas de cambios de acido aspartico a
arginina que desfavorezca la union del farmaco respecto a la discusion final de este
trabajo, pero todavia no se ha encontrado informacion relevante.

La afinidad obtenida del docking realizado por Autodock Vina es la energia libre de
Gibbs™. La energia libre de Gibbs es un potencial termodinamico que se usa para calcular
el méaximo de trabajo reversible que puede realizarse mediante un sistema termodinamico
a una temperatura y presion constante.’? Se estudid la energia de enlace media para todas
las conformaciones en el grupo y cuanto mas grupos y cuanto mas débil es la energia
media, menos probable es que el ligando se una*. Por lo que podemos concluir que la
energia de Gibbs de la enzima mutada es menor que la energia de la enzima sin mutar,
por lo que tendrd menos probabilidades de unir el farmaco la mutante W107R.

Ademas, existe una relacion entre la energia de Gibbs y la constante de
disociacion(Kd): AG = RT In Kd”. Es decir, si despejamos la Kd, podemos obtener la
constante de afinidad de unién de cada enzima al farmaco suponiendo una temperatura
constante (cogemos como temperatura 37°C = 310°K, ya que es la temperatura idonea
para el bacilo M.tuberculosis’), cuanto mayor sea Kd, mayor seré la afinidad de unién’.

o WI107R: Kd=0,81
o KATG: Kd=0,82

Aunque no hay diferencias significativas entre las constantes de afinidad, si vemos
reducida la afinidad del farmaco hacia la enzima mutada, por lo que puede ser un primer
motivo que refleje la resistencia a antibioticos.
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Figura 48. Uniones de KatG y KatG W107R tras el docking

Si se observan las dos imagenes producidas por el programa PLIP (Figura 47), se
puede concluir que el farmaco encaja y se acerca mucho mejor en la proteina sin mutar,
que en la proteina mutada, lo que puede derivar a problemas de acoplamiento y ser un
motivo mas de la resistencia a antibidticos que presenta M.tuberculosis.

Ademas, las uniones que se producen en ambas también son diferentes (Figura 48),
sobre todo en el nimero de interacciones.

W Protein W Protein
Ligand
Water
Charge Center
Aromatic Ring Center
® Metal lon

Ligand

Water

Charge Center

Aromatic Ring Center
® Metal lon

----- Hydrophobic Interaction

\ ==+« Hydrophobic Interaction
— Hydrogen Bond

— Hydrogen Bond

-=ee T7-Stacking
(perpendicular)

Figura 49. Tipos de uniones de KatG y KatG W107R tras el docking.

En la imagen de la derecha observamos que hay bastantes uniones mediante puentes de
hidrogeno, mientras que en la imagen de la izquierda (proteina mutada) disminuyen las
interacciones mediante puentes de hidrégeno, como se puede observar en las Figuras 49
y 50, donde la proteina mutada tiene una interaccion mediante puentes de hidrégeno y la
proteina sin mutar tiene seis. Siendo los puentes de hidrogeno la interaccion no covalente
mas fuerte, la diferencia de union es significativa.
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v Hydrogen Bonds —

Index Residue AA  Distance Distance Donor Protein Side Donor  Acceptor
H-A D-A Angle donor? chain  Atom Atom
1 100B PRO 2.75 3.32 116.00 x X 11540 5941 [02]
(N3]

Figura 50. Puentes de hidrégeno de KatG W107R.

v Hydrogen Bonds —

Index Residue AA Distance Distance Donor Protein Side Donor Acceptor

H-A D-A Angle donor? chain  Atom Atom

1 107B TRP 1.87 2.83 15538 w v 7522 13453
[Nar] [02]

2 108B HIS 2.23 3.16 15115 w v 7540 13453
[NpI] [02]

3 137B ASP 2.13 2.80 12192 x v 13454 7805 [02]
[Nam]

4 228B ILE 3.05 3.75 126.31 X 8694 13456
[Nam] [N3]

5 229B TYR 2.38 3.16 13235 x X 13456 8703
[N3] [Nox]

6 230B VAL 2.93 3.69 13242 v X 8716 13456
[Nam] [N3]

Figura 51. Puentes de hidrogeno de KatG.

Ademas, también encontramos interacciones hidrofébicas (Figura 51 y 52), dos en cada
una de las proteinas, aunque los aminoéacidos cambian. La media de las distancias en las
que ocurren estos enlaces es parecida, por lo que no se ven diferencias significantes mas
alla del cambio de orientacion del farmaco.

v Hydrophobic Interactions ==

Index Residue AA Distance Ligand Atom Protein Atom
1 107B TRP 3.80 13449 7526
2 229B TYR 3.60 13449 8709

Figura 52. Uniones hidrofébicas de KatG W107R.

Index Residue AA Distance Ligand Atom Protein Atom
1 103B ILE 3.48 11533 5973
2 104B ARG 3.90 11533 5980

Figura 53. Uniones hidrofdbicas de KatG.
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Otra diferencia que llama la atencion es que en la proteina mutada encontramos una unién
pi-stacking (Figura 53) que se produce Unicamente en la proteina mutada. Este tipo de
union ocurre entre anillos aromaticos y se observan en muchas areas de la bioquimica’.
En principio, estas interacciones mejoran la union, pero son mas débiles que los puentes
de hidrégeno, por lo que, al disminuir mucho los puentes de hidrégeno, realmente la
molécula pierde afinidad y fuerza de union. Esta union podria verse causada por la
desaparicion del residuo 229 en el sitio de unidn, ya que desaparece una tirosina, que al
tener un anillo aromatico que lo convierte en un aminoacido hidrofébico, las uniones entre
la propia proteina que causa desaparecen, forzando las interacciones pi de la proteina con
el farmaco.
v 11-Stacking
Index Residue AA Distance Angle Offset Stacking Ligand Atoms
Type

1 270B HIS 4.81 8153 0.79 T 115630, 11531, 115632, 11533, 11534,
11535

Figura 54. Uniones pi-stacking de KatG W107R.
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7 Conclusiones

7.1 Conclusiones

Las conclusiones obtenidas de este trabajo son:

- Laenzima refinada disminuye los niveles de energia frente a la enzima KatG sin
refinar, por lo que aumenta su estabilidad.

- La masa de la enzima refinada y sus aminoacidos varian frente a la enzima sin
refinar, lo que conlleva a pensar que han ocurrido cambios en la estructura
primaria y secundaria, al intentar mejorar la estructura tridimensional de la
enzima.

- Laenzima KatG y la mutacién W107R presentan diferencias en su estructura de
unién, abarcando mas espacio y ocasionando por ello més distancia entre el
farmaco y la enzima mutada, que derivan en una disminucién de la interaccién
entre la Isoniazida y la enzima mutada, lo que explica las resistencias. Ademas, el
numero de interacciones encontradas entre la enzima KatG y el farmaco son
mucho méas numerosas que entre el farmaco y la enzima mutada.

- Las diferencias en los estudios de docking, pueden demostrar posibles
mecanismos de escapa de la bacteria hacia el profarmaco, pero no se encuentra
grandes distinciones que permitan afirmarlo con exactitud.

- Ladesaparicion del residuo Tyr229 en el sitio de unién (aminoacido hidrofébico),
disminuye con puentes de hidrégeno con el farmaco, lo que podria forzar las
interacciones pi de la proteina mutada con el farmaco.

- La constante de afinidad se encuentra reducida en la enzima mutada, por lo que
puede ser un primer motivo que refleje la resistencia a antibioticos, aunque es una
diferencia muy leve.

7.2 Lineas de futuro

Mas alla de lo investigado y aprendido en este trabajo, como linea futura, se podria marcar
una profundizacion en el estudio de docking, repitiendo el docking en Vina mil veces, tal
y como recomienda la bibliografia para obtener resultados mucho mas concluyentes
bioquimicamente.

Otras opciones para seguir con la linea marcada, seria intentar cristalizar la enzima en
laboratorio, para comprobar que el refinamiento de la enzima corresponde o se parece
con los resultados obtenidos por Rayos-X.
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Ademaés, también se podria seguir con la investigacion buscando como mejorar las
interacciones de la enzima mutada y el farmaco Isoniazida, haciendo un estudio
computacional mas avanzado, procesando los datos mediante modelos estadisticos y
realizando un estudio experimental quimico, donde se disefiase un farmaco parecido a la
Isoniazida, afiadiéndole méas residuos aromaticos para potenciar las interacciones pi-
stacking y puentes de hidrégeno, evitando los mecanismos de resistencia del
microorganismo al farmaco.

7.3 Seguimiento de la planificacion

En un inicio las tareas propuestos no eran exactamente las mismas que las finales, ya que
se realizaron algunos cambios durante el desarrollo del trabajo, como puede observarse
en las Figuras 55 y 56. Ademas, no se ajustd perfectamente el tiempo de cada tarea,
aunque tampoco fue demasiado distinto al tiempo definitivo empleado.

TAREAS DURACION TAREAS DURACION
1. DOCUMENTACION INICIAL 39h 1. DOCUMENTACION INICIAL 390
- - — 1.1. Bisqueda de enzimas 15h
1.1. Busqueda de enzimas 15h 2
— - 1.2 Elaboracion de proyecto 5h
1.2. Elaboracién de proyecto 5h -
1.3. Redaccién PEC 0 4h
1.3. Redaccion PEC 0 4h 14D - —
4. Documentacion programas a utilizar i
1.4. Documentacién programas a utilizar 4h 1.5. Descarga de programas b
1.5. Descarga e instalacion de programas 2h 1.6. Redaccion PEC 1 on
1.6. Redaccion PEC 1 9h 2. REFINAMIENTO ENZIMA MUTADA 1004
2. REFINAMIENTO ENZIMA MUTADA 85h 2.1 Instalacion y comprension de programas 0h
2.1 Descarga de secuencia y archivo pdb de PDB 1h 2.2 Descarga de secuencia y archivo .pdb de PDB 1h
2.2. Ajuste de estructura en el programa 60 b 23 Visualizacién ¢ 12 secuencia en PyMol 1h
— - - 2.4, Ajuste de estructura en el programa s0h
2.3. Comparacion de enzimas segin estructura 4h
_ 2.5. Comparacion de enzimas segin estructura 3n
2 4. Redaccion PEC 2 20h —
_ 2.6. Redaccion PEC 2 150
3. ESTUDIO DE DOCKING CON FARMACO ISONIAZIDA 85h . ESTUDIO DE DOCKING CON FARMAGO SONIAZIDA o
3.1. Estudio de Isomazida con enzima mutada 30h 3.1. Instalacién y comprension de programas 20h
3.2. Estudio de Isoniazida con enzima sin mutar 30h 3.2. Obtencién de Isoniazida v optimizacién geométrica 1n
3.3. Comparacion de enzimas segiun docking 5h 3.3. Estudio de Docking de Isoniazida con enzima mutada 0h
3 4 Redaccion PEC 3 0h 3.4 Estudio de Docking de Isoniazida con enzima sin mutar 0h
4. ELABORACION DE LA MEMORIA (PEC 4) 50h 3.5. Comparacién de enzimas segfin docking 5h
= z = = = 3.6. Redaccion PEC 3 20h
5. ELABORACION DE LA PRESENTACION (PEC 5%) 35h _
. . = 4. ELABORACION DE LA MEMORIA (PEC 4) S0h
6. DEFENSA PUBLICA Y PREPARACION (PEC 5b) 20h - -
_ 5. ELABORACION DE LA PRESENTACION (PEC 5% 35h
7. AUTOEVALUACION FINAL 1h 6. DEFENSA PUBLICA Y PREPARACION (PEC 3b) 20h
Ul 315k 7. AUTOEVALUACION FINAL "
TOTAL 343h

Figura 56. Planificacion inicial del trabajo

Ademas, se realizaron los siguientes cambios:

Figura 55. Planificacion final del trabajo.

- Finalmente, la version utilizada de FoldX no fue la prevista en el Plan de Trabajo

(“FoldX 4.0 Suite”), sino que se utilizd la version “FoldX 5.0” por fallos de

compatibilidad encontrados. Se utilizé la version para Windows 64.
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Ademas, finalmente se optd por utilizar FoldX dentro del entorno YASARA con el
fin de obtener una interfaz mas facil de usar que permitiese el trabajo directo sobre
la proyeccion en 3D de la enzima, lo que ha permitido utilizar FoldX en una
versién mas intuitiva y ver la estructura 3D de la enzima a cada paso.

Antes de comenzar a trabajar con la enzima, se obtuvo una previsualizacién de las
cadenas de la enzima a refinar descargada mediante el programa PyMol (Versién
PyMol 2.4 for Windows).

A la hora de redactar esta memoria para el entregable PEC 2, se ha optado por
crear un repositorio en Github donde subir los resultados obtenidos, los archivos
.pdb, FASTA vy la informacion que se crea relevante. El repositorio es:
https://github.com/mariarm23/TFM/. Se iran subiendo los archivos y se ordenaran
y nombrardn en la memoria final del TFM.

El cambio mas significativo en cuanto a la metodologia de trabajo estimada ha
sido con el programa ModelX, el cual se queria utilizar junto a FoldX, pero no se
ha conseguido instalar y poner en funcionamiento siguiendo los tutoriales
encontrados, ni en su version en Windows ni en su versidon en Linux, por lo que
se prescindira de este programa a la hora de hacer el estudio de docking.

Ademas de utilizar Autodock-Vina para realizar el estudio de docking, se instald y utilizo
AutodockTool, programa que proporciona una interfaz gréafica fuera de la terminal de
trabajo de Windows.

Finalmente se opt6 por utilizar GaussView en vez de ChemDraw para realizar la
estructura de la Isoniazida puesto que el programa utilizado nos proporcionaba el
farmaco en el formato de trabajo mas recomendado por los tutoriales: mol2.

Debido a un error del programa AutodockTool debido a cargas en la molécula de
Isoniazida, se realiz6 una optimizacion de la geometria del farmaco antes de realizar el
docking mediante el supercomputador Lusitania.

Debido a la incapacidad por un error de observar las interacciones en el programa
AutodockTool, se ha utilizado el programa web Protein-Ligand Interaction Profiler
(PLIP), donde se han podido comprobar perfectamente los tipos de enlace entre el
farmaco y las enzimas.

El cambio maés significativo en cuanto a la metodologia de trabajo estimada ha sido con
el programa ModelX, el cual se queria utilizar en un inicio, pero no se ha conseguido
instalar y poner en funcionamiento siguiendo los tutoriales encontrados, ni en su versién
en Windows ni en su version en Linux, por lo que se ha prescindido de este programa a
la hora de hacer el estudio de docking.
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8 Autoevaluacidn

En la primera parte del trabajo se han cumplido los objetivos que se habian
estipulado, se ha conocido a la perfeccion el funcionamiento de FoldX, que presentaba
el mayor problema de este apartado al no haberse usado nunca. Se ha entendido la
enzima, su funcionamiento y sus mutacionesy se ha ido adaptando el trabajo y el tiempo

a las necesidades y problemas que han ido surgiendo.

En la segunda parte del trabajo también se han cumplido los objetivos que se habian
estipulado, se ha aprendido a usar el programa Autodock-vina, que presentaba el mayor
reto a la hora de los objetivos marcados y se ha realizado correctamente el estudio de
docking, se ha conseguido ver las interacciones que tienen ambas enzimas con el
farmaco y se han podido comparar las diferencias entre ambas, tanto en estructura,

como en interaccién, sacando posibles conclusiones sobre las enzimas.

En general, creo que se ha realizado un buen trabajo, el tiempo de realizacién se ha
ajustado bien al tiempo de la asignatura, aunque ha habido que hacer un ajuste de horas
personales planificadas. Se han empleado programas y técnicas totalmente
desconocidas con éxito y sin excesiva complicacién y se han cumplido todos los objetivos

marcados.

Tal vez ha faltado un poco de tiempo para la profundizacidon en la comprension de
todos los resultados del docking, pero personalmente no encuentro ninguna pega mas

alla de ello, aunque tampoco era un objetivo real del trabajo.

A la hora de realizar la memoria, tampoco se han encontrado problemas para
introducir ningun apartado y se ha cumplido perfectamente el limite de 45 pdginas entre

introduccidn y conclusiones, siendo estas 45.

En general, he aprendido mucho con la realizacién de este trabajo y, lo mas
importante, cosas que desconocia totalmente, por lo que estoy tremendamente

satisfecha.
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La tabla 3 contiene los términos y acronimos mas relevantes utilizados dentro de la

memoria.

Tabla 3. Términos del glosario.

KatG

Enzima catalasa-peroxidasa de M.tuberculosis

katg

Gen que codifica la enzima KatG de M.tuberculosis

M.tuberculosis

Microorganismos Mycobacterium tuberculosis

PDB Protein Data Bank

MDR-TB Tuberculosis multirresistente
XDR-TB Tuberculosis extensamente resistente
INH Isoniazida

Cryo-EM Microscopia crioelectrénica

SNP Polimorfismos de un solo nucledtido
PdB Pares de bases

PLIP Protein-Ligand Interaction Profiler
Met Metionina

Ser Serina

Tyr Tirosina

Asp Acido aspartico

W107R Mutacion de KatG

1SJ2 Nombre de PDB de KatG
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