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Resumen

Las proteinas de la familia Csr se encuentran presentes en el 75% de las especies
bacterianas, y se estima que el 15% de los genes codificados en Escherichia coli son
regulados por éstas. Su rol bioldgico esta asociado a su capacidad de unirse a las regiones
no traducidas (UTR) 5’ de ARN mensajeros (ARNm), modificando asi su tasa de traduccion.
Entre los ARNm blanco de RsmE se destaca el gen hcnA, el cual codifica para una de las
subunidades de la enzima responsable de sintetizar HCN en Pseudomonas protegens.
Dicho metabolito actia como un inhibidor natural frente a patégenos del suelo, por lo que
las bacterias capaces de sintetizarlo proveen una proteccion natural a las plantas cuyas
races habitan. Las homologas de la familia Csr en el género Pseudomonas son nombradas
con el prefijo “Rsm”. Estas impiden la accesibilidad de la unidad ribosomal 30s al gen
objetivo, de manera que la presencia de la proteina implica una represion en la expresion
del ARNm. La familia Csr/Rsm es a su vez regulada por moléculas de ARN no codificantes
y de secuencia corta (ARNp), capaces de capturar a la proteina y liberar al gen sobre el cual
ejercen una funcién regulatoria. Los ARNp en cuestién poseen la misma secuencia
consenso de unién que los ARNm capturados por Csr/Rsm, actuando asi como inhibidores
competitivos. Entre estos ARNp, RsmZ es el Unico cuya estructura ha sido caracterizada
experimentalmente. En dichos trabajos a su vez se determino que RsmE se une
cooperativamente los distintos bolsillos de union de RsmZ siguiendo un orden definido.
Contrariamente, estudios experimentales previos demuestran que RsmE se une a hcnA de
manera anticooperativa. El objetivo de esta tesis es explicar dichos aspectos del sistema.
Para esto, se presenta un analisis basado en simulaciones de Dinamica Molecular (DM) que
explora la diversidad conformacional tanto de RsmZ como de los complejos RsmE-RsmZ y
RsmE-hcnA. Los resultados revelan un patrén definido de exposicion secuencial de los
diferentes motivos de union de RsmZ causado por la captura de las sucesivas unidades de
RsmE. En conjunto, estas simulaciones brindan una explicacién simple y consistente para
el orden de unién observado experimentalmente, y cuyas bases moleculares no habian sido
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develadas hasta el momento. Ademas, se presentan modelos estructurales para los
complejos RsmE-RsmZ parcialmente ocupados que no habian sido descritos de forma
experimental al momento de realizarse esta tesis. Por otra parte, se implementaron
simulaciones de Umbrella Sampling que describen el mecanismo de union entre RsmE vy el
sitio de union de RsmZ situado en una region simple cadena. El estudio estuvo enfocado en
dilucidar cuales son las interacciones mas relevantes del proceso, estimando la energia
involucrada en el evento de unién. Se observé que el motivo estudiado de RsmZ adquiere
una estructura simil stem-loop durante el evento, y que para poder llegar a esa conformacion
es necesario que el segmento de simple cadena contenga al menos nueve nucleétidos.
Asimismo, y mediante un Analisis de Componentes Principales (PCA) de ambas moléculas
en su forma libre, se determind que sus principales coordenadas colectivas tienden a
generar las conformaciones propicias para la union, sugiriendo fuertemente que la
flexibilidad de la region monocatenaria de RsmZ afecta de manera crucial su capacidad para
capturar a RsmE. Finalmente, se presentan resultados preliminares realizados para dilucidar
el mecanismo de unién entre RsmE y el gen hcnA. Las simulaciones de Umbrella Sampling
presentadas reproducen cabalmente los resultados experimentales y, por lo tanto, pueden
ser luego aplicados a su racionalizacion. En conjunto, este trabajo presenta las primeras
simulaciones reportadas tanto para el sistema de regulacidon post-transcripcional RsmE-
RsmZ como para el complejo RsmE-hcnA, y se suma a los escasos antecedentes de
técnicas de DM aplicadas al estudio de moléculas de ARNp.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Universidad
Nacional
¥ de Quilmes

&

Bases moleculares del

mecanismo de regulacion
post-transcripcional asociado
al sistema RsmZ/RsmE

Un estudio computacional

Tesis doctoral Agustin Ormazabal
Doctorado en Ciencia y Tecnologia Direccion: Juliana Palma
Universidad de Quilmes, diciembre 2023  Co-direcciéon: Gustavo Pierdominici-Sottile




Bases moleculares del mecanismo de
regulacion post-transcripcional asociado al
sistema RsmZ/RsmE: un estudio
computacional

Por Agustin Ormazabal
Direccion: Juliana Palma

Codireccion: Gustavo Pierdominici-Sottile

UNIVERSIDAD NACIONAL DE QUILMES
DICIEMBRE DE 2023



BASES MOLECULARES DEL MECANISMO DE REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL ASOCIADO
AL SISTEMA RSMZ/RSME: UN ESTUDIO COMPUTACIONAL

TESIS DOCTORAL - DOCTORADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA - UNIVERSIDAD NACIONAL DE
QUILMES

CANDIDATO Agustin Ormazdbal

DIRECCION: Juliana Palma

CO-DIRECCION: Gustavo Pierdominici-Sottile

Diciembre de 2023

ARTE DE TAPA: PAULA ALBIN

Esta tesis se basa en una investigacion realizada entre 2018 y 2023 en la Universidad Nacional de
Quilmes. Dicha investigacion fue financiada tanto por la Universidad como por el Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) y la Agencia Nacional de Promocion Cientifica
y Tecnoldogica (AGENCIA). El primer borrador de esta tesis comenzé a escribirse en 2020 durante la
pandemia del SARS-CoV-2, en Bernal, al sur del Conurbano Bonaerense. Termino de bosquejarse en
Julio de 2023 en San Bernardo, Partido de la Costa, y volvi a Bernal para terminar de corregirse en
Diciembre de 2023.



Solo se escribe lo que no estd,
lo que ya no queda,

lo que es necesario apuntar
porque se olvida.

- Gata Cattana -



Dedicada al Conurbano Bonaerense,
a la Educacion Publica,
v a la memoria de quienes ahora escriben a través de mi.






[.1.1
[.1.2
[.1.3

1.2
1.3

I1.1

.11
1.1.2
.1.3
1.2

11.2.1

RsmE como reguladora de la expresion génica ... |
La familia Csr/Rsm de proteinas reguladoras en bacterias 2

Proteinas homaologas de CsrA . ..o e e e 3
Mecanismos de regulacion mediados por CSrA ... e i 5
Caracteristicas estructurales de CsrA .. ... 7
La familia de ARNp reguladores de Csr/Rsm 9
RsmE como regulador en la sintesis de HCN 16
Estructura y dindmicadelos ARN ..................... 21
Caracteristicas estructurales de los ARN 22
Estructuras secundarias de los ARN . ... ..o 25
Estructuras terciarias de los ARN . .. .o 31
Modularidad de ensambles y jerarquias estructurales de los ARN . ........... 33
Ejemplos de estudios computacionales sobre el ARN 41

Antecedentes sobre ARN pequenos (ARNDR) . ... i 43



.1
1.2

1.3

1.3.1
1.3.2

.4

.5

I11.5.1
11.5.2

V.1
V.2

V.3

V.3.1
V.3.2
V.3.3

V4

Vi

V.2
V.3

V.4

V4.l
V4.2

Conceptos bdsicos de Dindmica Molecular (DM)

Fundamentos 48
El modelo y las trayectorias 49
Los campos de fuerza (CF) 54
Campos de fuerza para ARN ... 57
Las etapas de una simulacion . ... .. . 60
Umbrella sampling 63
Andlisis 65
Andlisis de Componentes Principales ......... ... . i i 66
Clusterizacion basada en densidad . ... 69

Sobre el mecanismo de captura RsmE de por RsmZ

Construccioén de los modelos computacionales 79
Simulacion del complejo en distintos estados de ocupaciéon 80
Comportamiento de RsmZ y de los complejos RsmZ-RsmE 81

Clusterizacion y caracterizacion estructural ... ... oo o 87
Caracterizacion estructural de RsmZ y sus complejos ConRsSmME ............. 91
Accesibilidad de los motivosde unidn enRSMZ ... ..o Q3
Conclusiones del capitulo 102

Sobre el reconocimiento y unién de RsmE por RsmZ

Construccion de los modelos y simulaciones de DM estandar
108

Simulaciones de Umbrella Sampling 111
Mecanismo de unién entre RsmE y RsmZ 113
Cambios conformacionales durante el proceso de unién 118
Deformaciones de RSME .. i e 118

Deformaciones de RSmMZ-(RSME), .. .o oo i 120



V.5

V.5.1
V.5.2

V.6
V.7

VI.1

VI.2
VI.2.1

VI3
V1.4
VL5
VIL.6

VIl.1

Deformaciones de RsmE y RsmZ-(RsmE), aisladas 122
Andlisis de Componentes Principales ........... ... i 125
Movimientos esenciales de RsmZ-(RSmE), YyRSME . .......... ... . L, 127
Conclusiones del capitulo 129
Anexo 132

Perspectiva: Mecanismo de uniéon de RsmE a hchA

Construccion de modelos 142
Simulaciones de Umbrella Sampling 142
Perflesde Energia Libre . ... .. 145
Mecanismo de unién entre RsmE y sus ARN objetivo 147
Racionalizaciéon de resultados experimentales previos 148
Conclusiones del capitulo 149
Anexo 150

Discusion y Conclusiones generales
Agradecimientos 166

Bibliografia



Preambulo

Esta tesis esta dividida en dos partes, cada una de las cuales cuenta con tres
capitulos. El criterio por el cual estableci esta division es distinguir el marco tedrico,
plasmado en la primera parte, de la implementacién metodolégica propiamente
dicha, que se presenta en la segunda parte. La segunda parte incluye ademas las
conclusiones generales del trabajo, la bibliografia empleada, y una tabla que resume
las siglas utilizadas a lo largo del texto.

El primer capitulo introduce al sistema estudiado en este trabajo, el cual se
trata de un tindem de regulacién post-transcripcional que opera sobre la expresion
de ciertos genes bacterianos. Este sistema se conoce como RsmE-RsmZ, y esta
implicado en la sintesis de metabolitos secundarios que proveen una proteccion
natural a las plantas cuyo entorno habitan las bacterias que lo contienen. Una de
las principales motivaciones de este trabajo ha sido dilucidar las bases moleculares
del funcionamiento del sistema RsmE-RsmZ, asi como de los genes sobre los que
ejerce una funcion de regulacion, a sabiendas de que el conocimiento generado
podria contribuir al desarrollo de factores de biocontrol naturales para un enfoque
ecoldgico de agricultura sustentable. Aun en los pasajes de este trabajo en los que
esa motivacion no sea explicita, fue siempre ésta la que impulso la eleccion del
sistema y sus posteriores etapas de estudio.

El segundo capitulo se centra en las caracteristicas dinamicas y estructurales de
las moléculas de ARN. EI motivo por el cual se dedica un capitulo entero a este
aspecto radica en que, por un lado, este tipo de moléculas no son las mas ampli-
amente estudiadas mediante técnicas de simulacion computacional, pero ademas
porque los fendmenos mas detenidamente estudiados en este trabajo se relacionan,
precisamente, con esas caracteristicas propias de los ARN. El tercer capitulo discute
los fundamentos tedricos de las simulaciones de Dinamica Molecular, siendo ésta la
técnica sobre la que se baso este trabajo. Habiendo introducido ya las caracteristicas
del ARN, se discute como éstas afectan a la aplicacion de técnicas de Dindmica
Molecular, y a los métodos de andlisis generalmente aplicados a proteinas. Parte
de los temas discutidos en estos dos capitulos fueron recientemente incluidos en el
libro “Bacterial Regulatory RNA: Methods and Protocols” de Springer Nature [1],



en el cual participd nuestro grupo.

Los tres capitulos de la segunda parte estan divididos de manera que cada uno
de ellos aborda objetivos generales y especificos distintos, asi como hipdtesis difer-
entes. Esta segunda parte comienza con el Capitulo IV, el cual explica como se
aplicaron las técnicas de Dindmica Molecular, Anélisis de Componentes Princi-
pales y métodos de clusterizacion para hallar un patrén estructural y dindmico que
permitiera explicar el cardcter secuencial y cooperativo a través del cual RsmE se
une a RsmZ. Los resultados presentados en dicho capitulo fueron publicados en
The Journal of Physical Chemistry B en 2021 [2].

El quinto capitulo aborda la simulacién del evento de union entre RsmE y
RsmZ propiamente dicho. Asimismo, también se describieron las principales
deformaciones sufridas por el sistema durante el proceso de union, los residuos que
juegan un papel critico en ese mecanismo, y el perfil de energia asociado al evento.
El andlisis revel6 que la longitud del segmento de ARN al que se une RsmE cumple
un rol fundamental para posibilitar esa union. Los resultados presentados en dicho
capitulo fueron publicados en Journal of Chemical Information and Modeling en
2022 [3].

El sexto capitulo describe un nuevo proceso de unién, pero esta vez protago-
nizado por RsmE y un segmento de uno de los ARN mensajeros sobre los que
ejerce una funcion regulatoria: el gen icnA. Este gen codifica una de las unidades
de la enzima responsable de sintetizar 4cido cianhidrico, uno de los metabolitos
secundarios de Pseudomonas protegens que actian como inhibidores de crecimiento
para patogenos de plantas. Dicho capitulo plantea la perspectiva de continuidad para
esta linea de investigacion, describiendo mediante técnicas de muestreo mejorado el
caricter anti cooperativo en el tindem RsmE-/icnA y dejando sentadas las hip6tesis
que permitirian explicar dicho comportamiento.

Finalmente, las conclusiones generales de este trabajo aunan los resultados
obtenidos en cada una de sus etapas, aportando una mirada integral de los mismos
en el contexto del conocimiento previo sobre el sistema, e intentando relacionar
diversas observaciones experimentales que hasta el momento aparecian como in-
conexas. Los trabajos reportados en esta tesis implican los primeros antecedentes



de simulaciones abocadas al estudio del sistema de regulacion post-transcripcional
RsmE-RsmZ.

El documento es interactivo, de manera que tanto las referencias, como los titulos
de las secciones y las menciones al material complementario, estan hipervinculadas
como enlaces. De esta manera, presionando sobre cada una de estas menciones
en el cuerpo del texto se redirige al elemento referenciado, sea dentro del propio
documento como fuera de €l. En este sentido, cabe mencionar que la tesis cuenta
con modelos estructurales disponibles en el repositorio https://sketchfab.com/
aormazabal, y a lo largo del texto se proveen codigos QR que, al escanearse,
permiten visualizar las estructuras en Realidad Aumentada. A su vez, se puede
acceder a videos con animaciones de los procesos simulados a través del enlace:
https://www.youtube.com/Qagusin.ormazabal/playlists.

Cabe destacar que, en paralelo a esta investigacion, realicé una estancia de
investigacion de seis meses en el Instituto Europeo de Bioinformatica de Cambridge
(EMBL-EBI) bajo la direccion de Alex Bateman. Durante este periodo, trabajé en
la caracterizacion de proteinas repetitivas humanas con capacidad de unién a ARN.
En particular, el trabajo estuvo centrado en distinguir las propiedades de dichas
interacciones segun si el tipo de repeticiones de las proteinas involucradas era de
caricter secuencial o estructural. Si bien la tematica es tangencial a la abordada
durante mi doctorado, me permitié ampliar mi vision sobre las interacciones del tipo
proteina-ARN, lo cual fue esencial para la escritura de este trabajo. Los resultados
de dicha investigacion fueron publicados en PLOS ONE en el afio 2023 [4].

Respecto a la historia de esta tesis, la misma se remonta al afio 2017. Todo
empez6 cuando nos encontramos con el que seria el sistema a estudiar, gracias a
la gentileza de Claudio Valverde, docente e investigador de nuestra Universidad,
quien nos puso al tanto de la reciente obtencion de la estructura tridimensional
del complejo RsmE-RsmZ. Durante el desarrollo de esta tesis se produjo un punto
de inflexioén en el campo de la biologia y la biofisica computacional, como fue el
advenimiento de las inteligencias artificiales para predecir estructuras de proteinas a
partir de sus secuencias. Esas herramientas hoy empiezan a dar, con las dificultades
del caso, sus primeros pasos en lo que respecta a la prediccion estructural de acidos
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nucleicos, y en etapas posteriores (probablemente mds fatigosas), seguramente
hagan lo propio para los complejos formados por ambos tipos de moléculas. No
obstante, esa perspectiva parecia muy lejana cuando este trabajo tuvo comienzo, por
lo que contar con la estructura del complejo RsmE-RsmZ fue un insumo esencial
para su estudio.

Para nuestro grupo avanzar con esta investigacion implicé inaugurar una nueva
linea de investigacion sobre la que no teniamos experiencia. Implicé acostumbrarse
a comprender que el ojo a través del cual hay que observar una simulacién que
involucra moléculas de ARN es completamente distinto al necesario para observar
la dindmica de una proteina. Implico adaptar las técnicas que hasta ese momento
nos resultaban habituales a un nuevo contexto biolégico. Y sobre todo, implicé
mucha artesania, paciencia y trabajo en equipo.

Podria decirse que la apuesta por investigar este tema fue, ante todo, bastante
inconsciente. Nos gan6é completamente el entusiasmo del momento, y creo hablar
tanto por mi como por quienes dirigieron este trabajo al decir que, con los matices
propios del paso del tiempo, esa motivacion nos acompafié hasta el momento en el
que cay¢ el ultimo punto sobre esta tesis. Y hasta después, también.

Juliana, Gustavo y yo somos un equipo pequeio. Pero sin ese constante trabajo
en equipo no existiria ninguno de los capitulos que suceden a esta pequeia intro-
duccidn. Si bien me toca ser quien narra la historia de estos cinco afios y medio
de investigacion, el rol que cada quién asumi6 para el desarrollo del trabajo es
intercambiable. Sobre todo, a nivel personal. Esas tres dimensiones del equipo son
la identidad del resultado final de ese trabajo que es esta tesis.



PARTE I

Marco tedrico y estado del arte
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|. RsmE como reguladora de la expresion génica

Resumen de este capitulo Las proteinas de la familia Csr se encuentran presentes en
el 75% de las especies bacterianas, y se estima que el 15% de los genes codificados en
Escherichia coli son regulados por éstas. Su rol bioldgico estd asociado a su capacidad
de unirse a las regiones no traducidas (UTR) 5" de ARN mensajeros (ARNmM), modificando
asi su tasa de traduccion. Las homdlogas de CsrA de la familia Csr en el género
Pseudomonas son nombradas con el prefijo “Rsm”. Estas impiden la accesibilidad de la
unidad ribosomal 30s al gen objetivo, de manera que la presencia de la proteina implica
una represion en la expresion del ARNm. La familia Csr/Rsm es a su vez regulada por
moléculas de ARN no codificantes y de secuencia corta (ARNp), capaces de capturar
a la proteina vy liberar al gen sobre el cual ejercen una funciéon regulatoria. Los ARNp
en cuestion poseen la misma secuencia consenso de unidn que los ARNm capturados
por Csr/Rsm, actuando asi como inhibidores competitivos. Entre estos ARNp, RsmZ es
el Unico cuya estructura ha sido caracterizada experimentalmente. Esta informacion
estructural constituyd un insumo fundamental para la realizacion de esta tesis. En este
capitulo se infroduce el sistema de regulacion post-transcripcional RsmE-RsmZ, y se



.1

2 Capitulo I. RsmE como reguladora de la expresion génica

exponen los principales interrogantes que se abordardn en la segunda parte de esta
tesis. Por ultimo, se describe codmo la sintesis de estos ARNp es también regulada en
funcién de factores de contexto, y la influencia que éstos tienen sobre la fraduccién de
metabolitos secundarios relevantes por su rol ambiental. Asi, se infroduce a la familia de
genes hcnABC, de particular interés para este trabagjo.

En las siguientes secciones se describen los aspectos esenciales del complejo de
regulacion post-transcripcional RsmE-RsmZ, asi como de los ARNm regulados por
el mismo. También se presentan las principales incognitas que existian al momento
de iniciarse este trabajo. Los capitulos que conforman la segunda parte de esta tesis
buscan, precisamente, dar respuesta a algunas de esas preguntas.

La familia Csr/Rsm de proteinas reguladoras en bacterias

Durante décadas, la adaptacion de las bacterias a los cambios en su entorno fue
asociada a factores de regulacion sobre la transcripcion de determinados genes
[5-7]. En particular, la mayoria de los estudios hasta principios de siglo coincidian
en asociar esta regulacion al control sobre el inicio de la transcripcion y, en menor
medida, con su terminacion [8]. Sin embargo, los ultimos afios trajeron impor-
tantes avances en términos de la informacion fisioldgica, bioquimica, genética y
Omica disponible. En particular, se identificaron etapas de regulacién que ocurren
a posteriori de la transcripcion [9], generando un gran auge de investigaciones
referidas a los mecanismos de regulacion post-transcripcional durante las tltimas
dos décadas. Si bien, en la mayoria de los casos, los mecanismos de regulacion
post-transcripcional estdn asociados al control fino de la expresion de ciertos genes,
existen ejemplos en los que su rol es determinante para el ajuste de rutas metabolicas
asociadas a factores contextuales [9]. Tal es el caso de la familia de proteinas Csr.

CsrA (por sus siglas en inglés Carbon storage regulator A) fue la primera
proteina de la familia en ser identificada. Su descubrimiento se dio en el afio 1993,
como consecuencia de una serie de estudios basados en mutagénesis dirigida que
tenian como objetivo la identificacion de proteinas de Escherichia coli capaces de
unirse de forma secuencia-especifica a dcidos ribonucleicos (ARN) [10]. En ese
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mismo trabajo se reportd que CsrA se trata de un polipéptido de 61 aminoécidos.

Al momento de descubrirse esta proteina, su secuencia no se correspondia con
ninguna otra conocida. Por este motivo, no era posible inferir su funcion especifica
basandose en la secuencia. No obstante, en esos experimentos se observo que la
delecion del gen codificante para CsrA (csrA) tenia consecuencias fenotipicas en
las vias de flujo del Carbono de las bacterias [10]. El nombre de la proteina se debe
precisamente a esa observacion. En un estudio posterior realizado ese mismo afio,
se encontrd que los mutantes deletéreos de csrA sufren alteraciones en su forma
celular y su capacidad de adhesién a superficies, entre otros efectos pleiotropicos
[11]. Hasta la fecha se ha reportado que CsrA participa de mecanismos involucrados
con un espectro amplio de funciones bioldgicas que incluyen la motilidad celular,
la virulencia, la sintesis de glucégeno, el quorum sensing y las respuestas a estrés,
entre otras [8, 12—17].

El descubrimiento de CsrA abri6 la puerta a nuevos estudios abocados a su
caracterizacion bioldgica. En el afio 1996 se abordo por primera vez la distribucion
filogenética de la proteina a partir de la bisqueda de homologias secuenciales
por Southern Blot, partiendo de amplificaciones por PCR (por Polymerase Chain
Reaction) [18]. Aunque esta metodologia alcanz6 un nimero limitado de genomas
bacterianos, arrojaron un primer indicio sobre la amplia distribucion de esta proteina
entre eubacterias.

Proteinas homologas de CsrA

La primera homodloga de CsrA fue descubierta en la y-proteobacteria Pectobac-
terium carotovorum, y se denomindé RsmA por sus siglas en inglés Repressor
of Secondary Metabolites A [19]. Su nombre se debe a su efecto represor en
hospedadores patogénicos través de la regulacion de enzimas liticas y del mecan-
ismo de quorum sensing. Si bien la subfamilia Rsm presenta a grandes rasgos
diferencias importantes desde el punto de vista de sus secuencias, posee una alta
similitud estructural con el resto de la familia Csr [9, 20]. Por simplicidad, las
proteinas de la familia Csr y la subfamilia Rsm serdn mencionadas en adelante
como la familia “Csr/Rsm”, dado que a fines de esta tesis representan un conjunto
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de proteinas estructuralmente equivalentes.

Estd descrito que la distribucion filogenética de estas proteinas no es homogénea,
sino que se encuentran ausentes en especies que poseen ciclos de vida intracelulares,
como Rickettsia, Chlamydia y la y-proteobacteria Francisella [9]. En ese mismo tra-
bajo se muestra que incluso dentro de la rama proteobacteria algunas clases carecen
de homoélogos de Csr/Rsm, mientras en bacterias tales como las -proteobacterias
su presencia se limita a las especies Bordetella petrii y Burkholderia pseudomallei
(cepa TSV202). Este mismo estudio destaca que Bordetella petrii no cumple un rol
patogénico, sino que ejerce una funcién ambiental. Este es un aspecto compartido
con Pseudomonas aeruginosa, siendo esta ultima una de las especies que expresa
esta familia de proteinas.

Las homologas de CsrA en el género Pseudomonas son de particular interés para
este trabajo. Entre dichas homdlogas, RsmA es la mis ampliamente distribuida
[9]. Casi todos los genomas del género Pseudomonas presentan un alelo para el
gen rsmA. En segundo lugar, se ubica la subfamilia RsmE, presente en las especies
chlororaphis, corrugata, fragi, koreensis, lutea, mandelii, putida, syringae y, de
particular relevancia para este trabajo, protegens. RsmC y Rsml son las otras dos
homologas de CsrA muy extendidas dentro del género Pseudomonas, mientras
el resto de las subfamilias (RsmN, RsmM, RsmD, RsmL y RsmH) tienen una
distribuciéon mucho mas restringida [9]. La tabla I.1.1 resume los nombres de CsrA
y sus homologas en diferentes organismos del género Pseudomonas.

Al dia de hoy, se estima que CsrA y sus homologas interactuan con el 15%
de los genes de Escherichia coli [21-23] y que las mismas estan presentes en
el 75% de las especies bacterianas [13]. Esto equivale a alrededor de 16.000
secuencias polipeptidicas asociadas a CsrA, las cuales se encuentran almacenadas
en las bases de datos de Pfam e InterPro, abarcando cerca de 2900 especies [9].
Estas observaciones muestran la relevancia de las funciones ejercidas por la familia
de proteinas Csr. Puede verse ademds que, entre estas funciones, su participacion
en mecanismos de regulacion supera con creces al alcance inicialmente asignado a
la proteina.
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Tabla I.1: Resumen de los nombres adoptados por las proteinas homélogas de CsrA segtin la especie.
Informacién recopilada de la Referencia 9.

Especie Homodloga de CsrA
Acinetobacter baumannii CsrA
Azotobacter vinelandii RSMA
Erwinia amylovora RSMA
Escherichia coli CsrA
Halomonas anticariensis CsrA
Legionella pneumophila CsrA
Pectobacterium carotovorum RsmMA
Pseudomonas aeruginosa RsMA, RSmN (RsmF)
Pseudomonas brassicacearum RSMA, RsmE
Pseudomonas chlororaphis RSMA, RsmE
Pseudomonas donghuensis RSMA, RsmE, Rsm3
Pseudomonas entomophila RsmMAT, RsmA2, RsmA3
Pseudomonas fluorescens RSMA, RsmE
Pseudomonas protegens RsmA, RsmE
Pseudomonas putida RsMA, RsmE, Rsml
Pseudomonas syringae CsrA1-5, (Rsml, RsmA, RsmE)
Salmonella enterica serovar Typhimurium CsrA
Serratia mascescems CsrA
Vibrio cholerae CsrA
Vibrio fischeri CsrA
Vibrio tasmaniensis CsrA

I.1.2 Mecanismos de regulacion mediados por CsrA

La enzima ADP-glucosa pirofosforilasa, responsable de la sintesis de glucégeno,
estd codificada por el gen glgC. Este gen fue uno de los primeros en ser identificado
como blanco de CsrA [24]. Para esto se us6 un constructo entre glgCy lacZ, y se
observo que su regulacion no dependia de que existiera un promotor nativo para
glgC. Esto sugiri6 que la regulacioén debia ocurrir de manera post-transcripcional.
Afos después esta suposicion fue demostrada, encontrandose que la unién de CsrA
a la secuencia leader de glgC bloquea el acceso del ribosoma al Sitio de Union al
Ribosoma (RBS, por sus siglas en inglés), inhibiendo asi su traduccion [25].
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Posteriormente se encontr6 el mismo efecto en otros genes de E. coli [23, 26, 27].
También se han descrito contextos dentro de los cuales CsrA actua estabilizando
la formacion de estructuras secundarias en el ARN blanco que luego impiden su
traduccion [28]. Un caso interesante es el del gen pgaA, necesario para la sintesis
de la adhesina y la posterior formacion del biofilm. En este caso, se observo que
CsrA altera la estructura secundaria del ARNm, permitiendo el acceso del complejo
Rho que eventualmente producira el fin de la transcripcion [29]. Este fue el primer
caso descrito en el que CsrA regula la transcripcién de manera directa.

También se han encontrado casos en los cuales CsrA actia como activador
positivo de la traduccion. Se ha demostrado que el gen moaA, necesario para la
biosintesis del cofactor de Molibdeno (MOCO), es regulado positivamente cuando
dos sitios de unién a CsrA ubicados en su Region no Codificante 5° (UTR 5°, por
sus siglas en inglés) son ocupados por dicha proteina. Esta interaccion hace que el
gen adopte una estructura Optima para la accesibilidad al ribosoma, activando asi
su traduccidn [30]. Asimismo, se ha descripto que CsrA regula positivamente la
traduccion de flhDC, responsable de controlar 1a motilidad de Escherichia coli, al
evitar la degradacion del ARN en cuestion [31, 32].

Los mecanismos mediante los que Csr/Rsm regula la expresion génica se re-
sumen en el siguiente listado [9]:

* Represion de la traduccion por unidén competitiva al RBS.

* Activacion de la traduccion por rearreglo estructural de la UTR 5’ y exposicion
del RBS.

* Regulacion traduccional por replegamiento de la UTR 5°, favoreciendo el
ingreso de otras moléculas reguladoras de la traduccion.

* Modulacién de la concentracion de ARNm por control del acceso de ribonu-
cleasas.

* Modulacién sobre la terminacion de la transcripcion.

Una caracteristica que tienen en comun todas las proteinas de la familia Csr/Rsm
es la secuencia de consenso que reconocen en sus ARNm objetivo, asi como también
las estructuras que tienen los sitios de interaccion con estas secuencias. La siguiente
seccion aborda esta tematica.
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Caracteristicas estructurales de CsrA

Las primeras caracteristicas estructurales descritas de CsrA y sus homologas se
basaron en predicciones de su estructura secundaria [33]. Las estructuras asi
predichas indicaban la presencia de cinco laminas-f3 consecutivas y antiparalelas,
seguidas de una hélice-& corta y una regién C-terminal desestructurada. Recién en
el ano 2005 fue resuelta la estructura de CsrA [34], y al afio siguiente, se obtuvo la
de RsmA de Yersinia enterocolitica. En ambos casos se pudo observar que CsrA es
un homodimero cuyos mondmeros estdn entrelazados a través de las laminas 3 que
forman un centro hidrofébico, con dos hélices a extendiéndose hacia las regiones
C-terminal. Dicha forma de ensamblado es transversal a toda la familia Csr/Rsm
[9]. La Figura I.1 muestra una representacion pictorica de esta estructura.

: v
Y
°

Figura I.1: Representacion de la estructura de CsrA. Se resalta en verde a la 1dmina 1 de una
de las cadenas, asi como en rojo y amarillo a las ldminas 4 y 85 de la cadena complementaria,
respectivamente. Dichas regiones de la proteina son las que establecen las principales interacciones
con sus ARN objetivo.

En estudios posteriores que utilizan la técnica de mutagénesis por barrido de
Alanina (en inglés alanine-scanning mutagenesis), se determind que cada dimero
puede interactuar con hasta dos moléculas de ARN a través de la superficie for-
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mada por la ldmina 1 de una de las cadenas, y las laminas 34 y 5 de la cadena
complementaria [35]. Esto se debe a la presencia de residuos cargados positiva-
mente en dichas laminas. Entre estos residuos, se ha determinado que la Arginina
altamente conservada en la interfaz entre 85 y la hélice HI es fundamental para el
reconocimiento del primer residuo G en motivos GGA del ARN objetivo [26, 36].
Estos fueron los primeros indicios de una secuencia consenso de union para los
miembros de la familia Csr/Rsm.

Dado que CsrA forma un dimero simétrico, en su momento ya se habia especu-
lado con que seria capaz de unir simultineamente dos sitios de una misma molécula
de ARN, o bien dos moléculas distintas al mismo tiempo. En 2007 fue dilucidada
la estructura de la proteina homologa de CsrA en la cepa CHAO de la rizobacteria
Pseudomonas protegens, unida a dos fragmentos de la secuencia RBS del ARNm
hcnA [26] (Ver Seccion 1.3). Esta estructura ratificé que el esqueleto de la proteina
reconoce al ARN a través de una secuencia de tres nucléotidos (GGA) dentro de un
loop con la secuencia consenso A(X)GGAX. En esta secuencia, la letra “X” indica
que cualquier nucleétido puede ocupar ese lugar, mientras que el paréntesis implica
que ese nucledtido puede estar presente o no.

Estudios posteriores de Evolucion Sistemdtica de Ligandos por Enriquecimiento
Exponencial (SELEX, por sus siglas en inglés) permitieron identificar moléculas
de ARN candidatas a poseer zonas de unioén a CsrA, el 100% de las cuales tenian
al menos una secuencia compatible con la secuencia de consenso reportada en la
Referencia 26 [37]. Se encontrd que el 92% de dichos motivos estaban en regiones
de simple-cadena, generalmente ubicados sobre los extremos de stem-loops (Ver
Seccion II.1.1 para mds informacidn sobre este tipo de estructuras del ARN). De
hecho, mutaciones sitio dirigidas que modifican la estabilidad de los stem-loops
mostraron una disminucion en la afinidad de CsrA por los ARN identificados.

Las concentraciones citosOlicas de CsrA aumentan entre 10 mil y 30 mil dimeros
por célula durante el estadio de crecimiento en batch [38]. Esto da cuenta de
la necesidad de un mecanismo de control que permita mantener o modificar los
niveles citosdlicos de CsrA en funcion del contexto metabolico del organismo. La
estructura del dimero puede servir como andamio para interacciones proteina-ARN
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o proteina-proteina, ambas impactando en la expresion génica. Por ejemplo, en
ciertos linajes, CsrA coexiste con FliW, un regulador de la expresion génica flagelar
y primera proteina en describirse como antagonista de CsrA [39].

En la bacteria Gram-positiva Bacillus subtilis, FliW esta implicada en el mecan-
ismo de regulacion para la sintesis de flagelina, de manera que controla tanto sus
niveles en citoplasma como su organizacion dentro del mismo [40, 41]. Esto se
debe a que FliW puede unirse a CsrA de forma no competitiva, inhibiendo su accion
represora sobre la sintesis de flagelina [42]. En 2016 fue resuelta la estructura
cristalografica de CsrA unida a FliW [43]. Este trabajo demostré que una region de
FIiW rica en aminoacidos de carga negativa se ubica proxima a la region de CsrA
que interactia con sus ARNm objetivo. A raiz de esta observacion se especula con
que la unién de FIiW a CsrA desfavorece su interaccion con el ARNm objetivo,
debido a la repulsion provocada por la region negativamente cargada de FIiW hacia
el esqueleto del ARN.

En el estudio de la Referencia 43 se demuestra que la extension de la secuencia
C-terminal de CsrA, involucrada en la interaccion con FliW, estd sujeta a co-
evolucion con dicha proteina. De esta manera, esta region de CsrA sélo estd
presente en las bacterias que expresan FliW. Esto evidencia que otras moléculas
fueron seleccionadas por el curso evolutivo para ejercer el rol de FliW. Estas
moléculas fueron, precisamente, de ARN.

La familia de ARNp reguladores de Csr/Rsm

El reemplazo de una proteina por un ARN para asumir el rol de controlar la accion
de Csr/Rsm implica un ahorro en términos tanto de tiempo como de la energia
requerida para el proceso de sintesis de la molécula reguladora. Ademas, supone un
aumento de la eficiencia de la unioén a su antagonista, porque admite la posibilidad
de sumar mas sitios de interaccion a Csr/Rsm. Estos sitios mimetizan a aquellos
presentes en los ARNm objetivo dado que poseen las mismas secuencias consenso
de union a la proteina, lo que les permite actuar con un mecanismo de inhibicién
competitiva [27, 30, 44—46]. Una unica molécula de ARN puede poseer varias
secuencias consenso, capturando asi un nimero mayor de unidades proteicas que
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su version ancestral FiW.

Los ARN que ejercen funciones de regulacion sobre las proteinas Csr/Rsm
son de secuencia corta o “pequenos” (ARNp) y de tipo no codificante (es decir,
que ejercen su funcién per sé sin ser traducidos) [15]. CsrB fue el primer ARNp
caracterizado como regulador de CsrA [47, 48]. Se ha demostrado que mutaciones
realizadas sobre csrB afectan la expresion de genes dependientes de CsrA, y que su
delecidn tiene efectos pleiotrépicos en la fisiologia de Escherichia coli [8].

El descubrimiento de CsrB permiti6 identificar las caracteristicas que debe tener
un ARNDp para reconocer a las proteinas Csr/Rsm: Utilizando un algoritmo estocas-
tico de plegamiento de ARN, se estableci6é que la estructura de CsrB contenia 15
stem-loops, 1a mayoria de los cuales tenia un motivo GGA ubicado en las regiones
simple-cadena en el extremo de cada loop [49]. Estos motivos se encontraban flan-
queados por nucleotidos conservados, siguiendo la secuencia consenso presentada
en la seccién anterior.

Los ARNp CsrC y McaS aportan regulaciones adicionales sobre CsrA cuando
los niveles intracelulares de la proteina aumentan, de manera que los tres actian de
manera concertada para ejercer su mecanismo regulatorio en el organismo que los
expresa [50, 51]. Si bien esto podria interpretarse como una redundancia, estudios
realizados en la ultima década demuestran que condiciones distintas de crecimiento
in vivo y factores regulatorios como la proteina Hfq inciden de forma diferente
sobre la expresion de CsrB, CsrC y McaS. Esto sugiere que cada uno de estos ARNp
tiene ademads distintos roles regulatorios [52—-541].

Los mecanismos de regulacion de las proteinas Csr/Rsm basados en ARNp estin
altamente conservados en y-protobacterias [12]. En estos organismos, los nombres
de estos ARNp llevan también el prefijo “Rsm”, y su interaccion con RsmE conduce
al “secuestro” de la proteina. Esto posibilita la traduccion del gen en cuestion por
permitir el ingreso de la subunidad ribosomal 30s [31, 32, 55-62]. La Figura 1.2
presenta un esquema de este mecanismo. Si bien las concentraciones citosdlicas
de estos ARNp suelen ser relativamente bajas, las mismas se compensan por su
capacidad de capturar varias proteinas de manera simultdnea. La Tabla [.2 resume
cudles son los ARNp reguladores de las proteinas Csr/Rsm segun la especie en la
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que se encuentran.

En ausencia de RsmZ  En presencia de RsmZ

L TTETrre e e rrrres

No hay traduccion Se inicia la traduccion

Figura 1.2: Representacion pictérica del comportamiento de RsmZ como activador de la traduccion.
En el panel izquierdo se muestra como en ausencia de RsmZ, RsmE (celeste) es capaz de unirse
al ARNm objetivo (bordd) e impedir el ingreso de la unidad ribosomal 30s (violeta), inhibiendo la
traduccién del gen. En el panel derecho se muestra el caso contrario, donde la presencia de RsmZ
(rojo) implica el secuestro de RsmE y la posibilidad de acceso para la subunidad ribosomal 30s al
ARN objetivo, activando su traduccién.

En las y-proteobacterias, RsmX, RsmY y RsmZ son los los ARNp que estan
mejor caracterizados. Estos actian de manera concertada para la regulacion de las
proteinas Rsm [63]. En la cepa CHAO de Pseudomonas protegens se determin6 que
el complejo RsmE-RsmZ suprime la expresion de genes que codifican para factores
de biocontrol [64—71]. De la misma manera, estd descripto que este mecanismo
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Tabla 1.2: Resumen de los ARNp reguladores de las proteinas Csr/Rsm segtin la especie en la que
se encuentran. Informacion recopilada de la Referencia 9.

Especie ARNp regulador de CsrA
Acinetobacter baumannii RsmMX, RsmY, RsmZ
Azotobacter vinelandii RsmZ1-7, RsmY1-2
Erwinia amylovora RsmB
Escherichia coli CsrB, CsrC
Halomonas anticariensis Desconocido
Legionella pneumophila RsmY, RsmZ
Pectobacterium carotovorum RsmB
Pseudomonas aeruginosa RsmY, RsmZ, RsmW,
Pseudomonas brassicacearum RsmX, RsmY, RsmZ
Pseudomonas chlororaphis RsmX, RsmY, RsmZ
Pseudomonas donghuensis RsmY, RsmZ
Pseudomonas entomophila RsmY, RsmZ
Pseudomonas fluorescens RsmY, RsmZ
Pseudomonas protegens RsmX, RsmY, RsmZ
Pseudomonas putida RsmY, RsmZ, RsmX?
Pseudomonas syringae CsrA1-5, (RsmX1-5, RsmY,Rsm2)
Salmonella enterica serovar Typhimurium CsrB, CsrC
Serratia mascescems CsrB, CsrC
Vibrio cholerae CsrB, CsrC, CsrD
Vibrio fischeri CsrB, CsrC, CsrD
Vibrio tasmaniensis CsrB1-4

regulatorio juega un rol esencial en los factores de virulencia de numerosas plantas y
mamiferos [8]. RsmZ es el unico ARNp de Pseudomonas protegens cuya estructura
se conoce. En primer lugar se resolvio la estructura de los complejos formados por
RsmE y cinco porciones de RsmZ de la cepa CHAO de Pseudomonas protegens
[72], cada una de las cuales contenia un motivo de unién diferente. El estudio
demostro que tanto la secuencia como las variaciones en el contexto estructural de
los motivos de union modulan la afinidad de dichos fragmentos por RsmE, pudiendo
cambiar su constante de asociacion/disociacion en hasta cinco érdenes de magnitud
[72].

Posteriormente, se emple6 un enfoque combinado basado en espectroscopia de
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Resonancia Paramagnética de Electrones (EPR) y Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) para caracterizar el mecanismo de unidn de varios dimeros de RsmE a
RsmZ. Esto permiti6 dilucidar la estructura de los primeros 72 nucledtidos de RsmZ
unidos a tres unidades de RsmE [73]. A su vez, se describié que RsmZ forma un
empalme de cuatro vias (ver Seccion II.1.1) capaz de adoptar dos conformaciones,
denominadas L y R. La Figura [.3 muestra la estructura secundaria de RsmZ y
compara las estructuras terciarias de sus dos conformaciones. Las estructuras
secundarias fueron determinadas haciendo uso del programa DSSR[74], mientras
la aplicacion VARNA fue empleada para graficarlas [75].

En cuanto al mecanismo de formacion del complejo, el estudio pudo dilucidar
que los motivos de unién de RsmZ se ocupan siguiendo un 6rden especifico. El
primer dimero de RsmE se adhiere a los motivos ubicados en los stem-loops (SL) 2
y 3. El segundo es capturado por los motivos ubicados en SL.1 y SL4, mientras que
el tercero se une al motivo situado en la region de cadena simple que conecta SL2
con SL3. Por lo tanto, en el complejo cuya estructura pudo ser resuelta, el tercer
dimero estd unido por un solo lado. El motivo de RsmZ que captura el lado restante
se encuentra mas alla del nucledtido 72, y su estructura no fue resuelta en dicho
trabajo. La Figura .4 ilustra el orden que sigue RsmE al unirse a la conformacion
R de RsmZ. El mismo orden es seguido por la conformacioén L.

Dado que el orden seguido por RsmE para ocupar los sitios de unién de RsmZ
es siempre el mismo, se postulé un mecanismo de accidn cooperativo. De esta
manera, la unién de la primera unidad aumenta la afinidad del segundo bolsillo de
unidn, y asi sucesivamente hasta que se ocupan todos los sitios del ARNp. Ese
aspecto en particular es retomado en el Capitulo I'V. Otro resultado interesante de
ese trabajo fue la evaluacion de las constantes de disociacion desde los sitios de
union de RsmZ, las que resultaron diferentes entre si y distintas de lo que cabria
esperarse de acuerdo a las constantes de disociacion de los fragmentos de RsmZ
que fueron reportadas en la referencia 72.

Recientemente se descubrieron dos nuevos ARNp con capacidad de unién a CsrA
en Pseudomonas aeruginosa: RsmV [76] y RsmW [77]. No obstante, se desconocen
aun los detalles sobre su estructura tridimensional y las bases moleculares de su
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Figura 1.3: Panel superior: estructura secundaria de RsmZ, comtn a ambos conférmeros. Panel
inferior: Estructura terciaria de los conférmeros L y R. El esqueleto de la conformacion L esta
mostrado en azul, excepto por el residuo U1l que aparece en rojo. El conférmero de la conformacién
R estd coloreado en rojo, excepto el residuo U1, que aparece en azul. En ambos casos, los motivos
GGA estédn destacados en amarillo. La imagen estd adaptada de la Referencia 2.
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Figura 1.4: Representacion pictérica del orden seguido por RsmE (celeste) al unirse secuencial
y cooperativamente a los motivos A(X)GGAX (amarillo) de RsmZ (cuyo esqueleto se marca en
rojo). Esta representacion corresponde a la conformacion R del ARNp. Los nombres de cada motivo
de unién se muestran en la estructura de RsmZ sin la proteina. La imagen estd adaptada de la
Referencia 2.

interaccion con RsmE. El ultimo hito ligado al sistema RsmE-RsmZ ocurrié en
el afio 2023, cuando dos nuevas estructuras de este complejo fueron reportadas
[78]. Las mismas fueron obtenidas por criomicroscopia electronica (Cryo-EM),
y constituyen el primer antecedente de una estructura que contiene la secuencia
completa de RsmZ, unida a dos y tres unidades de RsmE. Este trabajo coincide
con el de la Referencia 73 respecto a cudl es el primer sitio de RsmZ ocupado por
RsmE, pero difiere en el orden de ocupacion de los sitios siguientes. Este aspecto
en particular es retomado en los Capitulos IV 'y VI.

Los estudios computacionales del sistema RsmE-RsmZ son mas bien escasos
en comparacion con los experimentales. Calculos de Dindmica Molecular (DM)
fueron implementados para evaluar la contribucidn de los diferentes nucle6tidos
de cada motivo GGA a la Energia Libre de union del complejo [79]. Asimismo,
estrategias de docking combinadas con simulaciones de DM fueron empleadas para
estudiar los modos de unién de inhibidores de RsmE [80]. Sin embargo, hasta el
inicio de este trabajo, no existian antecedentes de simulaciones sobre las estructuras
completas del complejo RsmE-RsmZ.

Las concentraciones citoplasmaticas de los ARNp reguladores de las proteinas
Csr/Rsm deben ser también controladas. En y-proteobacterias, la expresion de estos
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ARNp depende de la respuesta a estimulos ambientales censados por proteinas de
membrana [8]. Asi, el efecto inmediato es la fosforilacion de un factor transcrip-
cional asociado, que regula la expresion del gen o genes que codifican el ARNp en
cuestion [9]. Este sistema de dos componentes se denomina GacS/GacA en bacte-
rias del género Pseudomonas [8]. Gac (por sus siglas en inglés Global Antibiotic
and Cyanide control) fue descubierta de manera simultdnea con la ort6loga RsmA
de CsrA [81]. Mientras la quinasa sensora GacS responde a sefiales quimicas del
entorno relacionadas con la densidad celular (al momento, quimicamente descono-
cidas), GacA actia como el factor intermediario para activar la transcripcion de
RsmX, RsmY y RsmZ [9]. La expresion de estos ARNp regula positivamente la
sintesis de metabolitos secundarios como el dcido cianhidrico (HCN). La siguiente
seccion aborda el efecto de este sistema de regulacion sobre el cluster hcnABC,
responsable de la sintesis de dicho acido.

RsmE como regulador en la sintesis de HCN

En bacterias del género Pseudomonas, GacA ejerce una funciéon de regulacion
positiva sobre la sintesis de HCN, asi como de otros metabolitos secundarios y
exoenzimas [82, 83]. Esta funcién se ve favorecida en contextos de alta densidad
celular. Particularmente, en la bacteria Pseudomonas protegens, la sintesis de HCN
brinda proteccion a las plantas de tabaco frente al mal de la podredumbre negra
por prevenir la presencia de Thielaviopsis basicola, un patdgeno fungico de suelo
[82]. Se ha propuesto que esta especie de bacterias beneficia a las plantas cuyas
raices habita, lo que indica que la sintesis de sus metabolitos secundarios puede
utilizarse como factor natural de biocontrol de cultivos [65]. Asi, el uso de bacterias
productoras de HCN como bioplaguicidas ofrece un enfoque ecoldgico para una
agricultura sostenible.

La sintesis de HCN estd asociada a la familia de genes hcn. Esta familia
estd representada por el paquete de genes hcnABC, donde los subgenes A, B y
C codifican para cada una de las unidades de la enzima HCN sintasa [84]. En
particular, el ARNm de icnA codifica la subunidad A de ese complejo trimérico, y
es el mejor caracterizado de la familia. En parte, esto se debe a que en el afio 2007
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fue reportada la estructura tridimensional del complejo formado entre RsmE y dos
segmentos de hcnA [26], fijados a cada uno de los sitios de union de la proteina.
Asi, “hcnAsrg—mer” €s un constructo de 20 nucléotidos de longitud, formado por
una secuencia de 12 bases provenientes de hcnA y 4 pares de bases flanqueantes
que estabilizan su conformacién para posibilitar su elucidacion estructural. La
secuencia de 12 nucleétidos contiene al motivo A(X)GGAX mas proximo al codén
de inicio de la traduccion en la UTR 5° de hcrnA. Trabajos posteriores sugieren que
este es el primer motivo de la UTR de AcnA en unirse a RsmE [72].

La estructura reportada en la Referencia 26 muestra que el motivo A(X)GGAX,
que en este caso adopta la secuencia especifica ACGGAU, se encuentra en el
extremo de un stem-loop al unirse a RsmE. Esto promueve que los 3 nucledtidos
a un lado y otro del motivo ACGGAU se encuentren formando pares de bases.
La estructura obtenida muestra que sicnAzg_ e S€ une a una superficie altamente
cargada positivamente de RsmE, formada por las laminas 314, B4p y B5p en una de
las caras de la proteina, asi como a las laminas B1p, 44 y B54 en la cara contraria.
Participan también de dicha interaccion los loops entre B3/f4 y B4/B5 de cada
sitio. Por lo tanto, RsmE interactia con todos los nucleotidos tanto del stem-loop
como los pares de bases C7-G14 y U6-A135. Esta caracteristica es consistente con
las demads estructuras reportadas para los ARNp que se unen a RsmE [72, 73]. La
Figura 1.5 muestra una representacion pictorica para la secuencia de union entre
RsmE y hecnAjg_per, asi como del complejo final reportado por la Referencia 26.

Estudios complementarios indican que la union entre RsmE y hcnAjg_ ., OCurre
con un mecanismo alostérico de cooperatividad negativa [79]. Se postula que este
fenémeno puede deberse a la distorsion del segundo sitio de unién de RsmE como
consecuencia de la unién del primer oligémero. Esta hipétesis fue planteada en un
trabajo que utilizé simulaciones del tipo MM-GBSA (por sus siglas Molecular Me-
chanics - Generalized Born Surface Area) para estimar la contribucion de diferentes
residuos a la Energia Libre de unién. Estas mismas observaciones se desprenden
también de las constantes de afinidad para cada paso de unidn, reportadas en la Ref-
erencia 72. Tanto el mecanismo de cooperatividad negativa como la contribucion
de nucledtidos individuales a la energia de union entre RsmE y AcnAsg_j,er, SON



18 Capitulo I. RsmE como reguladora de la expresion génica

Figura 1.5: Representacion pictérica del orden seguido por hcnAsg— e, al unirse a RsmE. Se destaca
en verde al motivo ACGGAU de hcnAsg—mer, mientras el resto de su secuencia estd representada en
azul. Las laminas B de RsmE resaltadas son las que participan de la unién directa de hcnAsg_per-

dos fendmenos retomados con enfoques alternativos en esta tesis (Ver Capitulo VI).

En este capitulo se presento al sistema investigado en esta tesis. El mismo tiene
a la proteina RsmE actuando como pivote central entre dos moléculas de ARN. Por
un lado, se encuentra el ARNm sobre el que RsmE ejerce una funcién regulatoria
a través de la union a su segmento UTR 5°. Del otro lado se encuentra RsmZ, un
ARNDp capaz de evitar dicha interaccion al unirse competitivamente a RsmE. La
idea central de la tesis es que las caracteristicas dindmicas, tanto de RsmE como de
los ARN estudiados, determinan el mecanismo de su union. Para arrojar luz sobre
estas caracteristicas, empleamos técnicas de DM. Estas técnicas fueron utilizadas
con éxito, durante muchos afios, en el estudio de la dinamica de proteinas. Sin
embargo, su aplicacion a los ARN es mds reciente y tiene, por lo tanto, un grado de
desarrollo menor. En virtud de lo expuesto, en los siguientes capitulos se discuten
las propiedades estructurales y dindmicas de los ARN, asi como las implicancias
que las mismas tienen en las simulaciones de DM.
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. Estructura y dindmica de los ARN

Parte del desarrollo sobre los temas presentados en este Capitulo fueron inclu-
idos en el libro “Bacterial Regulatory RNA: Methods and Protocols” de la serie
“Methods in Molecular Biology” en el aiio 2023 [1].

Resumen de este capitulo Los dcidos ribonucleicos (ARN) poseen caracteristicas
dindmicas y estructurales que los diferencian marcadamente del resto de las biomolécu-
las. El reconocimiento de estos atributos es relativamente reciente, por lo que su estudio
es actualmente un campo en constante crecimiento. Para ilustrar este punto, cabe
mencionar que los primeros trabajos que reportaron estructuras cristalograficas del ARN
datan de los anos 70°, casi dos décadas después de publicarse la primera estructura de
una proteina. La gran diversidad estructural de estas moléculas desafia tanto los abor-
dajes experimentales como computacionales, dado que es necesario observar al ARN
con una mirada que difiere de la habitualmente utilizada para el estudio de proteinas
globulares, haciendo hincapié en que su comportamiento estd determinado por un
ensamble de posibles conformaciones. Esta es, precisamente, el drea de incumbencia
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sobre la cual las técnicas computacionales pueden realizar su aporte. En este capitulo
se infroducen los conceptos bdsicos sobre estructura y dindmica de las moléculas de
ARN, describiendo sus motivos estructurales secundarios y terciarios mds recurrentes.
A su vez se desarrolla el concepto de "modularidad de ensambles” (por su nombre
en inglés “ensemble modularity”), enfatizando cudles de los procesos involucrados en
sus distintos niveles de jerarquia pueden ser observados por técnicas de DM. El capi-
tulo finaliza mencionando algunos reportes previos de simulaciones computacionales
abocadas al estudio del ARN, y sus limitaciones.

Los ARN poseen propiedades que los distinguen de otras moléculas mas amplia-
mente estudiadas en el campo de la biofisica y la biologia computacional. Estas
caracteristicas implican desafios tanto para quienes abordan su estudio con técnicas
experimentales como tedricas. En buena medida, esos desafios se deben a la enorme
flexibilidad de estas macromoléculas, en virtud de la cual es necesario dilucidar un
conjunto de estructuras representativas y sus respectivas ponderaciones en lugar
de una unica estructura predominante. A nivel tedrico, debido a que los tiempos
caracteristicos de sus cambios estructurales abarcan rangos mayores que en las
moléculas mas cominmente estudiadas en el area (como es el caso de las proteinas
globulares), es necesario adaptar las técnicas de andlisis desarrolladas para proteinas
al contexto particular de los ARN.

A continuacion, se abordardn aspectos basicos sobre las estructuras de los ARN,
para luego introducir los conceptos de “modularidad de ensambles™ y “jerarquias
estructurales”.

Caracteristicas estructurales de los ARN

El conocimiento que actualmente se dispone sobre las estructuras de los ARN estd
mayormente basado en la informacidn obtenida por métodos experimentales, siendo
la cristalografia de rayos X y RMN las técnicas a partir de las cuales se obtuvo la
mayor parte de este conocimiento. En los dltimos afios, se produjeron importantes
avances en el uso de Cryo-EM para la determinacion estructural de moléculas
de ARN libres de proteinas [85]. Esto necesariamente implica un sesgo en la
informacién estructural disponible ya que sobre-representa a aquellos ARN que se
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pliegan de manera funcional y bien definida, en desmedro de los mds flexibles [86].
No obstante, muchos ARN no pertenecen a este tltimo grupo. En esos casos, resulta
esencial caracterizar su diversidad conformacional para comprender como llevan
a cabo su funcién [87]. Por ello se hace necesario complementar la informacion
obtenida por métodos experimentales con el aporte de estudios computacionales.

La primera estructura de un ARN que pudo ser resuelta data del afio 1974, y
corresponde al ARN de transferencia (ARNt) de la levadura, del aminodcido Alanina
[88]. Es necesario destacar que este hito se hizo esperar nueve afos tras haberse
logrado el aislamiento de la molécula y la determinacion de su estructura primaria
(es decir, de su secuencia oligonucleotidica) [89]. Mds aun, ocurri6 dieciséis afos
después de haberse determinado la primera estructura cristalografica de una proteina
[90]. Esto retrata las dificultades propias de los estudios estructurales del ARN,
lo cual impacta directamente sobre las simulaciones computacionales de estas
biomoléculas debido a su efecto sobre los Campos de Fuerza (CF) empleados para
dichas simulaciones [91] (Ver Seccién 111.3.1).

El primer aislamiento y posterior determinacion estructural del ARNt permitio
romper con las nociones previas que circunscribian la funcién biolégica de los ARN
a ser meros intermediarios entre el almacenamiento de la informacién genética y su
expresion [92]. Esto inaugurd una nueva etapa en la comprension sobre los ARN
que impulsé un gran nimero de estudios, destacandose aquellos que profundizaron
sobre la existencia de ARN auto-plegados capaces de catalizar reacciones biologicas
y acelerarlas en magnitudes comparables con las enzimas proteicas [93, 94]. A
este tipo de moléculas se las denomino ribozimas, y su descubrimiento permitié no
sOlo expandir el Dogma Central de la Biologia Molecular, sino también reforzar la
hipétesis del "mundo de ARN", la cual establece que que los sistemas basados en
esta molécula fueron las primeras formas de vida [95-97].

El ribosoma, molécula responsable de la traduccion del ARNm a proteinas,
puede considerarse de hecho un caso particular de una ribozima [98]. Dicha
molécula, de relevancia para el sistema abordado en esta tesis, fue objeto de una gran
cantidad de estudios abocados a la determinacion de su estructura tridimensional.
La informacion asi obtenida permitié incrementar enormemente los conocimientos
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actuales sobre los ARN en general, ya que buena parte de los motivos estructurales
que hoy se entienden como tipicos de estas moléculas surgen a partir de estudios
sobre el ribosoma [86].

Para comenzar a hablar de los motivos tipicos de los ARN, los cuales estdn
fundamentalmente dictados por sus estructuras secundarias y terciarias, es necesario
mencionar en primer lugar a su estructura primaria. La misma est4 definida, como
ocurre con las proteinas, por la secuencia (en este caso, oligonucleotidica). En
la naturaleza, la secuencia de los ARN estd definida por la combinacion de los
nucledtidos Adenina (A), Uracilo (U), Citosina (C) y Guanina (G) [89]. Cada una
de estas bases definen la identidad de su nucledsido correspondiente, el cual se
completa con un anillo de ribosa unido a la base en su posiciéon C1’ y un grupo
fosfato unido a su carbono C4’. Asi, las cadenas de ARN se construyen a través de
enlaces fosfodiéster entre estos residuos azucarados, de manera que cada carbono
ubicado en el extremo 3’ se une al carbono del extremo 5’ anterior. En consecuencia,
las cadenas de ARN son asimétricas, por lo cual poseen un sentido de lectura. El
extremo 5’ se considera el inicio por ser la posicion en la que comienza su sintesis
en los organismos vivos [86]. La figura II.1 resume los conceptos introducidos en
este parrafo.

La estructura primaria tiene una incidencia crucial para el ordenamiento del
ARN en su estructura secundaria, la cual queda determinada por el apareamiento de
bases durante el plegamiento de la molécula. La mayoria de estos apareamientos se
rigen por el patron candnico de Watson-Crick, en el que A interactia con U, y C con
G [95]. Estos pares son particularmente estables y poseen energias de interaccion
asociadas que oscilan entre 1 a 3 kcal /mol dependiendo del contexto estructural
[99-101]. Otro tipo relevante de apareamiento entre bases son las interacciones de
Hoogsteen, las cuales utilizan la cara C6-N7 de las purinas (es decir, de los residuos
Ay G) para formar puentes de hidrogeno con la cara N3-C4 de las pirimidinas
(que incluye a los residuos U y C) [102]. Los apareamientos inversos de Hoogsteen
involucran un giro de 180° de una de las bases en relacion a su apareamiento
original. La figura II.2A compara los apareamientos del tipo Watson-Crick con
las interacciones de Hoogsteen. Otra interaccion frecuentemente encontrada, y
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Figura II.1: Representacion pictérica de las bases que determinan la estructura primaria del ARN
y de la manera en la que los nucle6tidos se ensamblan entre si a través de enlaces fosfodiéster.
Se distingue en cada nucledsido de la cadena a su base unida a la ribosa, destacando al carbono
interviniente en dicha union.

relevante por sus implicancias en la estructura de los ARN, es la interaccion G/U
[103].

Estructuras secundarias de los ARN

La estructura secundaria de los ARN estd formada por arreglos ordenados pequeiios,
sostenidos por interacciones canonicas y no canonicas entre pares de bases. Una
interesante consecuencia de lo dicho es que los motivos estructurales tipicos de los
ARN estdn sujetos a restricciones basadas en secuencias consenso, de manera que
cambios en un nucledétido dentro del motivo suelen estar acompafiados por modifi-
caciones de su region complementaria para preservar la estructura del motivo y, por
ende, su funcién [104-111]. Este aspecto, también conocido como "isoestericidad",
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Figura I1.2: Representacion pictérica de apareamientos y estructuras secundarias tipicas de los
ARN. Panel A: Representacion de los apareamientos del tipo Watson-Crick y Hoogsteen entre
una Guanosina (color violeta) y una Citosina (color naranja). Los puentes de Hidrégeno entre
ambas moléculas se representan con lineas punteadas Panel B: Representacion pictdrica para las
estructuras secundarias de un stem-loop, un pseudonodo, y un empalme de tres vias. Las regiones
apareadas se representan en verde, mientras las regiones de simple cadena correspondientes a loops,
burbujas, uniones de pseudonodos y empalmes se representan en azul, verde claro, rojo y amarillo,
respectivamente.

es fundamental para comprender el desarrollo evolutivo de los ARN y sus patrones
de covariancia.
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Algunas de las principales caracteristicas de los motivos estructurales de los
ARN se resumen a continuacion [86]:

* Son unidades modulares, discretas, e indivisibles. Esto implica que afec-
tar alguna de sus interacciones de puente de Hidrogeno individuales o de
apilamiento generalmente causa la disrupcion del motivo completo.

* Normalmente son autonomos, es decir, el mismo plegamiento o motivo
puede ocurrir en diferentes entornos moleculares porque estan dictados casi
exclusivamente por su secuencia.

* Son de caracter recurrente, es decir, que son transversales a la totalidad de
los ARN independientemente de su historial evolutivo.

* Tienen multiples y diversos roles biolégicos. Esto implica que si bien el
plegamiento ocurre independientemente de su contexto estructural, éste tltimo
influye sobre su comportamiento una vez plegado.

Las estructuras secundarias mds tipicas se encuentran representadas pictorica-

mente en la Figura II.2. A continuacion se describe a cada una de ellas.

Hélices dobles y stem-loops

Las hélices dobles son uno de los motivos més conocidos entre las moléculas de
ARN vy tienen el rol de proveer estabilidad estructural a la molécula. Aquellas
dictadas por apareamientos candnicos suelen ser cortas, con no mas de 12 pares
de bases consecutivos [86]. Para ilustrar su importancia, basta con mencionar
que estos motivos contribuyen a la estabilidad estructural de los ARN atin més
que las estructuras secundarias andlogas de las proteinas [99—101]. Las hélices
muchas veces presentan una alternancia entre regiones de nucledtidos apareados
y no apareados. A las regiones no apareadas comunmente se las conoce como
"loops" y en ciertas ocasiones son capaces de formar pares no canénicos [112]. Por
simplicidad, me referiré a partir de ahora al motivo estructural completo, formado
por regiones apareadas en forma de hélice que finalizan en un segmento de simple
cadena, como "stem-loops". Los stem-loops estabilizan otros motivos dentro de la
misma molécula a través de las interacciones que son capaces de establecer (ver
Seccion 11.1.3).

Mas alla de su rol estructural, las hélices dobles y los stem-loops cumplen
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también funciones relacionadas con la accion bioldgica de la molécula. Un ejemplo
de particular relevancia para este trabajo es la participacion de los stem-loops
en la interaccion con otras macromoléculas. Estudios recientes sugieren que los
stem-loops de estructura estable estdn casi siempre asociados a algin tipo de
interaccion con proteinas [113]. Dichas interacciones estan generalmente, pero no
exclusivamente, mediadas por los segmentos de simple cadena en los extremos de
los stem-loops.

Otro de los procesos comunmente regulados por interacciones mediadas por stem-
loops es, precisamente, la traduccién del ARNm [114]. A su vez, se ha reportado
que el efecto que tienen estos motivos sobre la tasa traduccional del ribosoma
fluctiia dependiendo de la extension del stem-loop, la presencia de burbujas (ver
Figura I1.2B), y su composicion GC (es decir, de pares de base entre Guaninas y
Citosinas) [114, 115]. En contrapartida, existen ejemplos de moléculas de ARN
que, al interactuar con el ribosoma a través de uno de sus stem-loops, favorecen la
traduccion de un determinado gen [116]. En el Capitulo I se describié un sistema
donde el ARNp RsmZ es capaz de secuestrar a la proteina RsmE, inhibiendo la
accion represora de esta ultima sobre la traduccion del gen hcnA. Dicho mecanismo
se produce, precisamente, a través de las interacciones formadas entre la proteina y
los stem-loops tanto de los ARNp que la regulan como del gen en cuestion [73].

Pseudonudos

Los pseudonudos (en inglés pseudoknots) son motivos estructurales muy recurrentes
en moléculas de ARN. El primer reporte de este motivo data del afio 1982, cuando
es detectado en la estructura del ARNt del patogeno de plantas conocido como virus
del mosaico amarillo [117]. Este primer reporte se constituy6 en una referencia
a partir de la cual se pudo detectar el mismo motivo en un mayor nimero de
moléculas, estableciéndose como un principio general del plegamiento del ARN
[86].

Los pseudonudos son estructuras que se componen minimamente de dos hélices
conectadas por regiones de simple cadena (Ver Figura I1.2B). Si bien existen di-
versas topologias asociadas a este motivo, la mas ampliamente extendida y mejor
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caracterizada es la de tipo “H”, que se forma cuando las bases del segmento de
simple cadena de un stem-loop forman pares intramoleculares con bases fuera
del tallo [118]. Ese caso es, precisamente, el que se muestra en la Figura I1.2B.
Como consecuencia de esas interacciones, se forma un segundo stem-loop, dando
como resultado un pseudonudo con dos hélices y dos regiones de simple cadena
[119]. Es importante destacar que el tamafo de los stem-loops implicados en la
formacion de un pseudonudo altera las caracteristicas estructurales de los mis-
mos. A modo de ejemplo, las regiones helicoidales de los stem-loops que forman
un pseudonudo pueden establecer interacciones con otras regiones helicoidales,
formando ramificaciones de pseudonudos [120].

El contacto con otros pseudonudos es una de las interacciones mas frecuentes de
este motivo [118]. Dicha interaccion estd mediada por los segmentos de simple ca-
dena de hélices adyacentes, las cuales forman puentes de hidrogeno que estabilizan
al motivo. Esto implica que una de las principales funciones bioldgicas asumidas
por los pseudonodos sea del tipo estructural a nivel intramolecular. No obstante,
ellos pueden asumir otras funciones biolégicas asociadas a su interaccién con otras
moléculas.

Entre las funciones bioldgicas mds relevantes de los pseudonodos, se destacan el
formar parte del nucleo catalitico de varias ribozimas [121] y del propio ribosoma
[122], participar en el auto-splicing de intrones [123], establecer interacciones fun-
damentales en el mecanismo de accion de la telomerasa [124, 125] y desempefiar un
papel fundamental en la alteracion de la expresion génica por induccién de cambios
en el marco de lectura ribosomal en virus [118, 119, 126—-128]. Recientemente, se
reportd que un pseudonudo presente en el extremo 5° del genoma de SARS-CoV-2

afecta la replicacion de su ARN, por provocar el corrimiento en su marco de lectura
ribosomal [129].

Empalmes (junctions)

Los empalmes (en inglés, “junctions”) son segmentos de simple cadena que unen
motivos estructurales con forma de hélice [130]. Se distinguen de las cadenas
simples presentes en stem-loops y pseudonudos porque no forman parte de una
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estructura secundaria mayor, sino que son un motivo estructural en si mismo. La
figura I1.2B muestra un ejemplo de empalme entre tres hélices (siendo esa la minima
cantidad de regiones de doble cadena unidas por este motivo para ser definido como
tal [86]), donde dos de ellas pertenecen a su vez a stem-loops. La base de datos
RNAJunction (disponible en: https://rnajunction.ncifcrf.gov/) recopila
informacion de motivos estructurales de este tipo.

Debido a estar formados por segmentos de simple cadena relativamente largos,
de longitud variable y generalmente asimétricos [131], los empalmes generalmente
son regiones de alta flexibilidad dentro del ARN [132]. No obstante, se trata de
estructuras bien definidas que contribuyen significativamente a la arquitectura de
la molécula dentro de la cual estan presentes [130]. Por ejemplo, los empalmes
influyen sobre las conformaciones adoptadas por las hélices unidas a ellos, de
manera que éstas tienden a adoptar patrones estructurales similares incluso cuando
estan aisladas del contexto molecular original [133]. Asimismo, los empalmes
tienden a aproximar entre si a las hélices que emergen de ellos, de manera que se
ven favorecidas interacciones tales como los apilamientos coaxiales que forman
una pseudo-hélice continua o motivos A-menores (ver Seccion I1.1.2) [134—137].

El criterio de clasificacion mas habitual de los empalmes es el nimero de vias
que emanan de los mismos. Los tipos mas ampliamente estudiados son los de tres
y cuatro vias, que desempefian funciones bioldgicas mas alla de su rol estructural
[131, 138]. Los empalmes de tres vias forman el centro catalitico de ribozimas,
estabilizando su estructura y aumentando asi la eficiencia de las mismas [139-141].
Por su parte, interacciones de apilamiento entre hélices unidas a empalmes de tres
vias determinan las conformaciones holo y apo de ciertos riboswitches [142]. Tanto
los empalmes de tres vias como los de cuatro estdn presentes en la arquitectura del
ARN ribosomal (ARNr) 23S, comprendido dentro de la subunidad 50S [138]. Se
ha reportado que los empalmes de cuatro vias aceleran el plegamiento de ribozimas
inducido por iones [143] y, en determinados contextos, participan en la regulacion
traduccional [144].

El caracter polimorfico y dindmico de los empalmes de cuatro vias implica, a
su vez, un alto nivel de diversidad estructural, con conformaciones generalmente
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estabilizadas por interacciones terciarias adicionales, o bien por su unién a pro-
teinas. Como se mencioné en el Capitulo I, el ARNp del sistema de regulacion
post-transcriptional RsmE-RsmZ posee un empalme de cuatro vias, que no sélo
determina la conformacién del ARN estudiado sino su capacidad de unién a la
proteina sobre la que ejerce una funcion regulatoria.

Estructuras terciarias de los ARN

De la misma manera que la interaccion entre los oligonucleétidos que forman la
estructura primaria del ARN determina su estructura secundaria, la interaccion
entre los motivos secundarios define su estructura terciaria. Tipicamente, dichas
interacciones involucran puentes de Hidrogeno a través de grupos 2’-OH [86].
Los tiempos caracteristicos para la ruptura y formacion de estas interacciones las
convierte en un blanco ideal para ser observadas en simulaciones de DM. Sobre
este aspecto en particular se ahondard en la Seccion I1.1.3.

A continuacién se mencionan algunas de las interacciones terciarias mas tipi-
cas de los ARN. La Figura II.3 presenta, con una representacion pictorica, a las
estructuras terciarias aqui descritas.

* Ribose zipper: Este motivo se caracteriza por varias interacciones consecutivas
con al menos dos puentes de hidrogeno base-esqueleto entre el &tomo N3 de
una purina o el 4&tomo O2 de una pirimidina en el extremo 5, y el grupo 2’-OH
de una ribosa en el extremo 3’ del lado opuesto. Estos contactos terciarios
también implican interacciones tanto entre bases, como de las bases con el
esqueleto del ARN. Se ha reportado la existencia de al menos once tipos de
ribose zippers, 1a mayoria de los cuales son observados en los ARNr [145].
Estos motivos tipicamente implican interacciones entre segmentos de simple
cadena y estan habitualmente ligados a interacciones con proteinas. En la
Seccion 1V.3.2 se discute como una interaccion de este tipo podria ser relevante
para la union de RsmE a RsmZ.

* Kissing loops: Es una estructura formada por la interaccion entre dos stem-
loops a través de sus segmentos de simple cadena. En general implican el
contacto entre regiones distantes en una molécula de ARN, y estan mediadas
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por nucledtidos que interactian entre si a través de pares de bases complemen-
tarios del tipo Watson-Crick [146]. Se ha encontrado este tipo de interacciones
en la unidad ribosomal 23S de E. coli, asi como en moléculas de ARNm y
ARNt [112, 147], y estd ampliamente estudiado su rol en el reconocimiento de
proteinas [148]. Por otra parte, se ha descrito que los retrovirus utilizan inter-
acciones de este tipo para dar inicio a la dimerizacion del ARN gendmico. El
virus del VIH presenta un ejemplo de este fendmeno [147]. Las interacciones
entre regiones desapareadas de stem-loops se discuten en la Seccién 1V.3.2 por
su importancia para definir estados accesibles u ocluidos de RsmZ a la hora de
unir a RsmkE.

* Motivo A-menor: Este motivo involucra a un nucledtido de Adenina insertado
en el surco menor de una hélice de ARN. Es un motivo abundante y esta
involucrado en interacciones que estabilizan la estructura terciaria de los ARN.
Existen cuatro tipos de motivos A-menor que se diferencian en las posiciones
adoptadas por los dtomos O2’ y N3 del residuo de Adenina, respecto al dtomo
02’ de la base receptora de la hélice [86]. Estos motivos son comunes en
interacciones con stem-loops, contactos con empalmes, y secciones donde
ocurren cambios en la direccion del esqueleto del ARN. La estabilidad de
los motivos A-menor, particularmente los del tipo I, esta dada por la estrecha
interaccion entre la Adenina y los pares G-C dentro del surco menor de la
hélice. El alto grado de conservacion filogenética tanto de las Adeninas
como de los pares G-C con los que interactuan, particularmente en el ARNET,
dan cuenta de su importancia estructural y biologica [149]. Las Adeninas
involucradas en motivos A-menor muchas veces se encuentran apiladas en
lo que se conoce como "parches de Adeninas". Rara vez son mas de tres
los residuos de Adenina que forman este motivo y como regla general, las
interacciones de este tipo disminuyen a lo largo de la direccién 5* a 3’ [150].

Dada la marcada diversidad conformacional de los ARN en comparacién con
otras macromoléculas, resulta necesario caracterizar un conjunto amplio de estruc-
turas representativas para comprender de qué manera ejercen su funcion bioldgica.
En la siguiente seccion se detallaran las caracteristicas tipicas de dicha diversi-
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N R
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Ribose zipper Kissing-loop Motivo A-menor

Figura I1.3: Representacion pictdrica para las estructuras terciarias mas comunes entre las moléculas
de ARN. Asi, se presenta un motivo del tipo ribose zipper entre un segmento helicoidal y un
fragmento simple cadena antiparalela; un motivo del tipo kissing loop mediado por un apareamiento
de Watson y Crick entre una Guanina (violeta) y una Citosina (naranja); y un motivo A-menor entre
una Adenina (verde) y el surco menor de una hélice.

dad conformacional, asi como de las escalas de tiempo en las que ocurren las
transformaciones estructurales susceptibles a ser observadas por DM.

Modularidad de ensambles y jerarquias estructurales de los ARN

Un concepto fundamental para explicar/describir la diversidad conformacional de
los ARN es el de las Superficies de Energia Libre (SEL). Este se desarrolld y resulto
util en los estudios de plegamiento y cambios conformacionales de las proteinas.
Si bien existen diferencias marcadas entre el comportamiento de las proteinas
plegables y los ARN, las mismas pueden ser racionalizadas por las diferencias en
sus SEL.

A una cierta temperatura 7', un sistema con N particulas que ocupan un volumen
V' y que estd en equilibrio, tiene una energia libre definida A(N,V,T). De acuerdo a
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los fundamentos de la termodindmica estadistica, para un sistema cuyo potencial no
depende de las velocidades este nimero puede evaluarse mediante,

A(N,V,T) = —kgTIn(Z(N,V,T)) +C(T) (IL1)

En esta expresion, C(T') es una constante que depende de la temperatura, mien-
tras que Z(N,V,T) es la integral configuracional,

Z(N,V,T) = / / / e VKT gy (I1.2)

donde V(x) es la energia potencial de una determinada configuracién x (la cual
depende de multiples variables), y la integral multiple debe realizarse sobre todos
los grados de libertad del sistema contenidos en I1.2.

Una vez fijados N, V' y T, la Energia Libre de un sistema en equilibrio es
un nimero. No obstante, en el campo de la Quimica, Bioquimica y Biofisica
computacional se ha hecho una extension de la expresion I1.1 que consiste en obtener
una “Energia Libre” en funcion de una, o unas pocas coordenadas cuidadosamente
elegidas.

Si estas coordenadas estuvieran entre las variables de integracion de la ecuacion
II.1, el célculo consistiria simplemente en realizar todas las integrales requeridas
en II.2 excepto las que involucran a las variables seleccionadas. Sin embargo,
esta situacion es atipica ya que generalmente las variables relevantes dependen de
manera relativamente compleja de las variables de integracion. Por este motivo
es necesario introducir dentro de la integral a la funcion de delta de Dirac. Esta
funcién proyecta la integral sobre la o las coordenadas seleccionadas. Por ejemplo,
para dos coordenadas generalizadas & y &, la integral a evaluar es,

ZVV. 16 6) = [[[ 86 - 8ix)8(E ~ e VT ax. @13

Utilizando una integral configuracional como la de la Ecuacién II.3 en la
Ecuacion I1.1, se evalia una SEL A(N,V,T,&;,&,). En cambio, si solo se proyecta
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sobre una coordenada el resultado es un Perfil de Energia Libre (PEL), también
llamado Potencial de Fuerza Media (PMF, por sus siglas en inglés), mientras que si
se proyecta sobre mds de dos variables se obtiene una hipersuperficie. La Figura
II.4 muestra una representacion pictdrica de esta clase de superficies.

Figura I1.4: Representacion pictdrica de una SEL para una molécula de ARN. Los minimos de
la superficie corresponden a las estructuras que constituyen un mismo conjunto conformacional.
Imagen adaptada de la Referencia 1.



36 Capitulo II. Estructura y dindmica de los ARN

La eleccion de las coordenadas sobre las cuales conviene calcular la SEL debe
evaluarse para cada caso en particular. A veces, la eleccion puede realizarse en base
al conocimiento de lo que ocurre en el proceso que se quiere estudiar. Por ejemplo,
en este trabajo de tesis, se estudio el proceso de disociacion de un dimero de RsmE
desde un complejo formado entre RsmZ y RsmE. En tal caso, resulta claramente
conveniente definir la coordenada de reaccion como la distancia entre dos puntos,
uno de los cuales es el centro de masa de una region de RsmE y el otro es el centro
de masa de una regién de RsmZ. En otras ocasiones, la eleccién no es tan obvia y
es necesario recurrir a herramientas més sofisticadas para la definicion.

A modo de ejemplo, en la Seccion I11.5.2 se describe como los primeros compo-
nentes principales de un sistema pueden utilizarse como coordenadas para evaluar
sus SEL. Por el momento, basta con decir que estas coordenadas describen las
fluctuaciones de mayor amplitud del sistema y que, por lo tanto, son apropiadas
para identificar los cambios conformacionales mas significativos captados por la
simulacién. Recientemente, se han reportado diversos algoritmos que hacen uso de
la Inteligencia Artificial (IA) para definir las coordenadas colectivas Optimas que
describen un dado proceso [151]. Si bien estas propuestas parecen prometedoras en
este momento, su verdadera utilidad va a ser demostrada con el paso del tiempo.

En cualquier caso, una vez que se identificaron las variables relevantes {&;} y
se calcul6 la SEL en funcién de las mismas, A(N,V, T, {&;}), la funcion obtenida
permite comprender diversos aspectos del funcionamiento del sistema. Para ello, es
necesario notar la relacion que existe entre esta funcién y la probabilidad de hallar
una configuracion determinada. La misma esta dada por,

A({&i}) = —ksTIn(p({&i})) (IL.4)

donde deliberadamente se omitié explicitar la dependencia de A con N, V
y T para simplificar y para destacar su relacion con la Funcion de Densidad de
Probabilidad (FDP) p ({&;}) de las variables seleccionadas. En virtud de la Ecuacién
I1.4, se observa que las regiones de alta probabilidad del espacio configuracional,
correspondientes a estructuras estables o metaestables, corresponden a minimos en
la SEL mientras que las estructuras mas improbables corresponden a los maximos.
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De esta manera, las barreras ubicadas entre minimos adyacentes determinan la
dificultad para pasar de uno al otro. En resumen, el conocimiento de la SEL del
sistema provee la informacion necesaria para comprender tanto su comportamiento
termodindmico como cinético.

La estabilidad relativa de dos conformaciones X y Y es medida por la diferencia
de Energia Libre entre las mismas,

AUER) A& = ko (EHLE1D) 15)
’ l EERVIERIVA |

Asi, la velocidad para pasar de un pozo a otro depende de la barrera de Energia
Libre que los separa de acuerdo con una relacién tipo Arrhenius.

Las consideraciones realizadas hasta este punto permiten describir las jerarquias
estructurales de los ARN [152], las cuales deben su existencia a la rugosidad de
las SEL de estas moléculas. Esta rugosidad abarca tres escalas diferentes, como se
ilustra en la Figura. 11.5. Existe un nivel més bésico, también llamado Nivel 1, en
el que las diferentes conformaciones estables estan separadas por grandes barreras
de energia. Estas conformaciones son, por ende, muy estables. Al amplificar la
vista sobre cualquiera de los pozos de este primer nivel, se observa que el mismo
también es rugoso, con barreras de Energia Libre menores que las del Nivel 1. Por
lo tanto, la estabilidad de las diferentes conformaciones del Nivel 2 es menor que la
del 1. Finalmente, haciendo zoom sobre alguno de los pozos del Nivel 2, también se
observa que el mismo es rugoso, con barreras de Energia Libre aun mds bajas que
las del nivel anterior. Por este motivo, interconversiones entre los pozos del nivel 3
son las més frecuentes de todas.

En los ARN, el primer nivel jerdrquico corresponde a los motivos estructurales
que estin involucrados en la arquitectura secundaria. Por lo tanto, la interconversion
entre conformaciones de este nivel implica la alteracion tanto de estructuras tercia-
rias como secundarias, con altos costos de energia y tiempos largos de transicion
que van desde los milisegundos hasta varios segundos, e incluso horas, dependiendo
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Figura I1.5: Representacion pictérica para la jerarquizacion de un ensamble conformacional y de
los tiempos involucrados para la transicién entre las conformaciones de cada nivel. Imagen adaptada
de la Referencia [1].

Nivel 1

de las interacciones interrumpidas [ 152, 153]. Algunos ejemplos de procesos que
se encuentran este nivel son la disrupcion de pares de bases, el reacomodamiento e
1somerizacion entre estas y los cambios conformacionales que involucran desplaza-
mientos de gran amplitud mediados por regiones flexibles. Estas interacciones
usualmente involucran la exposicién alternada de diferentes motivos funcionales,
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de manera que estan implicadas en procesos de reconocimiento a otras moléculas
[152].

Para ilustrar los tiempos caracteristicos de las transiciones en este primer nivel,
cabe mencionar que la disrupcion de pares de bases ocurre en escalas que van
desde los 0.1 a 50 ms, dependiendo de la naturaleza de los residuos involucrados
en las interacciones de apilamiento. En el caso de reacciones de catélisis mediadas
por moléculas de ARN, ocurren cambios estructurales globales en escalas que
comprenden desde los nanosegundos a los minutos, para posicionar adecuadamente
a los residuos participantes de la reaccion en el nicleo catalitico [154]. Muchos
de estos tiempos estan fuera de lo permitido para un normal funcionamiento de
la homeostasis en organismos vivos. Por este motivo, existen proteinas del tipo
chaperonas abocadas al correcto plegado del ARN, que aceleran los cambios en la
arquitectura de los mismos en respuesta a determinados estimulos. Asi, se reducen
los tiempos implicados hasta el rango de los milisegundos [155, 156].

Dado que las simulaciones de DM para las moléculas de ARN alcanzan al dia
de hoy escalas de microsegundos (excepcionalmente, de milisegundos) [157, 158],
el estudio de los eventos comprendidos dentro de este nivel de jerarquizacion esté
mayormente fuera de su alcance. No obstante, algunos eventos en particular, como
el rearreglo de apilamientos en el par G-A o la isomerizacion de bases, pueden
ocurrir més frecuentemente que las transiciones de estructuras secundarias, siendo
mas factible su observacion en simulaciones de DM [153]. Por otra parte, existen
adaptaciones de la DM estandar que permiten explorar transiciones entre estados
separados por altas barreras de energia libre de la SEL. Estas se discutirdn con mas
detalle en la Seccion I11.4.

El segundo nivel de jerarquia en las estructuras de los ARN comprende transi-
ciones entre conformaciones con diferencias menores desde el punto de vista de sus
estructuras secundarias. Dichas transformaciones tipicamente involucran la ruptura
de pares de bases individuales que no requieren de la asistencia de chaperonas [146].
Se incluye también en este nivel a las transiciones alternadas entre apareamientos
de bases ubicados en stem-loops, la ruptura y formacion de pares de bases no
canonicos, y las alteraciones de la estructura terciaria que no involucran grandes
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desplazamientos.

Ejemplos tipicos de las interacciones comprendidas en este nivel son los kissing-
loops, los apilamientos de bases entre motivos estructurales cercanos, union a
cationes, tripletes de bases y los motivos A-menores [146]. Estas interacciones son
bioldgicamente relevantes para la estabilizacion de la estructura tridimensional del
ARN, dado que permiten la oclusion o exposicion de residuos involucrados en el
reconocimiento de otras moléculas o la alternancia entre conformaciones activas e
inactivas [152]. En particular, la unién de proteinas a segmentos de simple cadena
en los extremos de los stem-loops suelen estabilizar conformaciones que favorecen
la uni6n de una segunda proteina. Asi, los contactos mediados por motivos de
este nivel a menudo se relacionan con procesos de unidén cooperativos [159]. El
complejo RsmZ-RsmE es un ejemplo de este fendmeno [73], como se describié en
el Capitulo [ y se profundizara en el Capitulo I'V.

Dado que este nivel de organizacion implica diferencias mas sutiles respecto
al primero en cuanto a la arquitectura secundaria del ARN, presenta una mayor
preponderancia de conformaciones iso-energéticas, es decir, igualmente estables
[152]. Cuando las barreras que separan a dichos estados son lo suficientemente
bajas, la interconversion entre estructuras es mas rapida que en el primer nivel,
quedando en el rango de los microsegundos a los milisegundos [153]. Por lo tanto,
algunas interacciones de este nivel se acercan al limite superior alcanzado por
técnicas de DM clésicas.

En el tercer nivel jerarquico se encuentran las transiciones entre conformaciones
que tienen estructuras secundarias iguales, o muy similares, pero que difieren
principalmente en como estas se disponen respecto al resto de la molécula. O
sea, los cambios conformacionales de este nivel estan asociados a movimientos e
interacciones menos dependientes de la secuencia y mds fuertemente ligadas a su
estructura tridimensional [133, 160].

Las escalas de tiempo de este nivel van desde los picosegundos a los microsegun-
dos, por lo que son susceptibles de ser observadas en simulaciones de DM. Algunos
ejemplos de eventos de este nivel son la alternancia en la exposicion de regiones
de simple cadena, el reacomodamiento de bases desapareadas, las reorientaciones
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de fosfatos, y los movimientos colectivos de hélices [152], los cudles ocurren en
escalas de tiempo comprendidas entre los nanosegundos a los microsegundos [161—
163]. La excepcion a esta tendencia general ocurre con los empalmes de cuatro
vias, dado que los mismos presentan transiciones en escalas de los milisegundos al
segundo como consecuencia de las interacciones de apilamiento cooperativo [138].

Por ultimo, teniendo en cuenta las jerarquias estructurales de los ARN, cabe
discutir el concepto de “modularidad de ensambles”. El mismo tiene su origen en
numerosos estudios que han firmemente establecido que las estructuras de los ARN
estan constituidas por “moédulos”, que pueden ser sustituidos unos por otros sin
afectar el plegamiento global [164]. Por ejemplo, una hélice puede ser sustituida por
otra de diferente secuencia, siempre y cuando tengan aproximadamente el mismo
tamafo. Asimismo, diferentes tipos de interacciones terciarias entre regiones
distantes pueden ser sustituidas unas por otras, si sus caracteristicas estéricas y de
conectividad son compatibles [165]. Claramente, estos modulos intercambiables
corresponden a estructuras que se forman en el nivel mas bajo de la jerarquia.
Dado que mdédulos alternativos de igual tamafio son compatibles con un mismo
plegamiento, el numero de plegamientos o clases estructurales de un ARN formado
por N nucléotidos es muy inferior al niimero de secuencias posibles (N*) [166]. Por
lo tanto, cada clase estructural estd formada por numerosas secuencias alternativas,
las cuales constituyen el “ensamble” [152]. La modularidad de ensambles es una
herramienta valiosa para comprender la evolucion de los ARN y por lo tanto es
invocada en muchos estudios filogenéticos [86].

Ejemplos de estudios computacionales sobre el ARN

La literatura sobre simulaciones de DM aplicada al estudio del ARN cubre multiples
aspectos que incluyen: flexibilidad intrinseca, impacto de mutaciones especificas,
catalisis enzimatica, formacion de complejos de ARN/proteina, modos de accion
de antibidticos, prediccidn de estructuras y mecanismos de inhibicion, asi como el
rol de las moléculas de agua y los diferentes iones sobre su estructura y dindmica
[91]. La primera simulacion de una molécula de ARN se report6é en 1984 [167].
Desde ese hito, los pardmetros utilizados en las mismas fueron continuamente
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reexaminados para mejorar su capacidad predictiva (Ver Seccion I11.3.1) [168, 169].
Con este fin se emplearon modelos de ARN pequefios [170-174]. Entre los modelos
estudiados se incluyen tetra-loops, stem-loops y empalmes [175—-182]. Conforme la
técnica empezo a consolidarse, crecid también el nimero de simulaciones enfocadas
en modelos de mayor tamano [183—187]. Entre los aspectos explorados en dichos
trabajos se destacan la simulacion del impacto de sustituciones puntuales para los
procesos de plegado, la estabilidad y flexibilidad intrinseca del sistema, los procesos
de hidratacion, y la coordinacion con cationes. Estos estudios fueron algunos de los
primeros en establecer de manera tedrica los tiempos involucrados en los eventos
asociados a un nivel de jerarquizacion estructural en particular [152].

Otros elementos ribonucleicos ampliamente estudiados durante la primera dé-
cada del siglo fueron segmentos de ARN virales como el elemento trans-activador
de respuesta (TAR) o la Secuencia de Activacion de la Dimerizacion (“DIS”, por
sus siglas en inglés) del virus del VIH [187—-189]. Por su parte, existe un vasto
numero de trabajos abocados a la simulacion de ribozimas. Particularmente, sus
aspectos cataliticos, la influencia de iones, el agua, y de nucledtidos especificos,
fueron algunos de los topicos mas frecuentemente explorados por DM [190-192].
Cabe destacar que aquellos trabajos en los que se exploran reacciones cataliticas
no utilizan DM clésica, sino que requieren de un tratamiento cudntico electronico,
capaz de describir la ruptura y formacion de enlaces (Ver Capitulo III).

La maquinaria de la traduccion ribosomal fue otro de los sistemas predilectos en
estudios basados en simulaciones de DM. Asi, se implementaron diferentes modelos
que incluian parte del ribosoma para comprender aspectos clave de los procesos
de decodificacion, acomodamiento, transferencia y translocacion de péptidos [193—
196]. También se obtuvieron importantes avances en el conocimiento sobre los
mecanismos de union de antibidticos [197-199]. Por ultimo, cabe destacar que
los constantes avances en las capacidades de computo ocurridos en este siglo, han
permitido la realizar simulaciones en sistemas con millones de d4tomos. Entre
estos estudios se encuentran los que modelaron el ribosoma completo, o moléculas
enteras de ARNt [200]. Asimismo, se realizaron simulaciones que examinan las
bases moleculares de la translocacion y acomodamiento del ARNt [201-203].
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Antecedentes sobre ARN pequenos (ARNpP)

Los ARN pequefios (ARNp) tienen un rol fundamental en el control traduccional,
particularmente en bacterias [204]. La implementacion de técnicas de DM para el
analisis de ARNp reguladores comenzo en la ultima década, por lo que la cantidad
de ejemplos es relativamente escaso. Estas moléculas son de particular interés
para esta tesis, ya que uno de los sistemas estudiados incluye al ARNp RsmZ (Ver
Capitulos IV y V).

A modo ilustrativo, cabe mencionar que Hfq es una de las proteinas més am-
pliamente estudiadas por su influencia en el control traduccional de bacterias. Su
funcion estd, precisamente, regulada por moléculas de ARNp [205]. La Energia
Libre de unién entre Hfq y uno de estos ARNp llamado OxyS se evalué medi-
ante simulaciones computacionales, encontrandose un muy buen acuerdo con los
resultados experimentales previos [206]. En Pseudomonas, Hfq y la proteina de
control de la represion catabdlica (Crc) forman, junto con los ARNm blanco, un
complejo de traduccion-represion. La proteina Crc no se une a los ARN ni a Hfq
por si misma, sino a los complejos Hfg-ARN, fortaleciendo las interacciones de
Hfq con los ARNm objetivo. Las bases moleculares para la interfaz ARN-Hfq
y sus implicaciones en la unién de Crc fueron precisamente estudiadas por DM
[207], lo que permitid identificar un nuevo bolsillo de unién de Hfq y una posible
via de plegamiento para el complejo ARN-Hfg-Crc. Estudios complementarios
demostraron, ademads, que la concentracion i6nica en la célula es crucial para esta-
bilizar las interacciones de apilamiento entre aminoécidos y nucleétidos de dicho
complejo [208].

Finalmente, un estudio experimental reciente en plantas de arroz investigo las
razones para su alto rendimiento y su eficiencia en el uso de Nitrogeno. Ese trabajo
postul6 que dicho fenémeno se puede explicar por la presencia de dos proteinas
cuya traduccion es regulada por dos ARNp de 24 nucledtidos [209]. La Referencia
209 reporta simulaciones de DM sobre estos ARNp que examinan la influencia que
la temperatura tiene sobre sus estructuras, encontrando cambios en los stem-loops
que permitirian su unién a los ARNm objetivo.

Las simulaciones presentadas en esta tesis fueron las primeras reportadas para
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el estudio computacional del fragmento de 72 nucle6tidos del ARNp RsmZ [2, 3],
elucidadas por la Referencia 73.
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lll. Conceptos bdsicos de Dindmica Molecular (DM)

Parte del desarrollo sobre los temas presentados en este Capitulo fueron inclu-
idos en el libro “Bacterial Regulatory RNA: Methods and Protocols” de la serie
“Methods in Molecular Biology” en el aiio 2023 [1].

Resumen de este capitulo En este capitulo se presentan los fundamentos del con-
junto de métodos que se agrupan bajo el nombre de Dindmica Molecular (DM). En
particular, se hace hincapié en las particularidades que los mismos adquieren cuando
se aplican al estudio del ARN. El objetivo no es dar un desarrollo detallado en cuanto
a la descripcion de los algoritmos, los cudles son variados y complejos, sino presen-
tar un marco conceptual que permita evidenciar los alcances vy limitaciones de esta
metodologia. Ademads, se describe a las diferentes etapas requeridas para llevar a
cabo una simulacién de DM vy se discute la técnica de muestreo mejorado conocida
bajo el nombre de Umbrella Sampling, de particular relevancia para este trabajo. El
capitulo termina con una breve explicaciéon de los métodos de andlisis utilizados en
esta tesis, implementados para obtener informacion relevante sobre los ARN a partir de
la inmensa cantidad de datos colectados durante su simulacion.
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Fundamentos

Cada estado de equilibrio de un sistema macroscopico puede ser caracterizado
indicando los valores de un pequefio conjunto de variables tales como (N,V,E),
(N,V,T) o (N,P,T). De acuerdo a la termodindmica estadistica, a cada uno de estos
estados macroscopicos le corresponde un ensamble formado por un nimero infinito
de copias del sistema [210]. Estas poseen los mismos valores de las variables
macroscopicas, pero difieren en las coordenadas y momentos de sus particulas, que
definen su estado “microscépico”. Finalmente, se establece que el resultado de la
medicion de cualquier pardmetro observable del sistema que pueda expresarse en
funcion de las coordenadas y momentos de sus particulas, O(x,p), es igual al valor
promedio de ese observable evaluado en el ensamble, (O),

(0) = / / O(x,p)p (x,p)dxdq. (IIL1)

En esta expresion p(x,p) mide la densidad de probabilidad de las coordenadas y
momentos de las particulas X y p en el ensamble. Esta densidad es una propiedad
que depende de las variables macroscopicas fijadas.

Bajo estas suposiciones, el problema que se presenta para calcular alguna
propiedad del sistema es como evaluar la integral de la Ecuacion III.1, debido
al gran numero de variables de integracion. Para enfrentar este problema, se han
propuesto diferentes alternativas [211]. La que es relevante para la presente dis-
cusion consiste en reemplazar el promedio en el ensamble por un promedio en el
tiempo, evaluado a lo largo de una larga trayectoria del sistema por el espacio de
sus variables microscopicas,

Or = % /0 " ox(t).p(0))dr. (111.2)

En principio, tal como lo establece la ecuacion II1.2, el valor del promedio
temporal depende de la longitud de la trayectoria, 7. Sin embargo, de acuerdo con
la hipotesis ergodica [212], a medida que T tiende a infinito el promedio temporal
se vuelve independiente de T y aproxima al promedio en el ensamble,
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lim Or = (0). (I11.3)

T—oo

Tal como su nombre lo establece, la hip6tesis ergddica no tiene demostracion. Es
una hipotesis. No obstante, cabe destacar que no es s6lo una suposicion necesaria
para poder realizar los célculos, sino que también es razonable para los sistemas
moleculares como los estudiados en esta tesis [213]. Estos sistemas s6lo pueden
acceder a un volumen acotado de su espacio de coordenadas y momentos, 0 espacio
de las fases. Dado que estan encerrados en ese volumen, es plausible asumir que
tarde o temprano lo habran recorrido en su totalidad [213], visitando el entorno de
cada punto con una frecuencia acorde a su densidad de probabilidad, p (x,p).

En la actualidad, se agrupa bajo el nombre de DM a un conjunto de técnicas de
simulacién computacional que tiene su fundamento (o su origen) en la hipétesis
ergddica [214]. En un cdlculo DM se busca determinar trayectorias de las moléculas
bajo estudio mediante la implementacion de las ecuaciones de movimiento perti-
nentes. Estas ecuaciones estan basadas en las leyes de la mecanica newtoniana
[91, 215]. No obstante, en la mayoria de los casos, las ecuaciones de Newton son
modificadas para que el sistema tenga una temperatura constante en vez de una
energia constante [211, 216]. En esta tesis se utiliza la llamada “DM clésica”. En
ella, se asigna una masa puntual a cada 4tomo o 16n del sistema mientras que las
interacciones entre los mismos se evalian mediante una funcién analitica de sus
posiciones [217]. Esta funcion recibe el nombre de CF, y se discutird en la Seccion
II1.3 de este Capitulo.

El modelo y las trayectorias

Para realizar una simulaciéon DM primero es necesario definir el modelo a con-
siderar, asi como a las ecuaciones que se emplearan en la propagacion de sus
coordenadas iniciales. En simulaciones de biomoléculas, el modelo tipicamente
consiste de un cubo o un octaedro en cuyo centro se ubica la o las biomoléculas
que se quieren simular [217]. En el caso que la molécula posea una carga neta, se
agregan iones previo a la solvatacién del sistema con el fin de neutralizar dicha
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carga, con posiciones acordes al potencial electrostitico de la macromolécula. Para
el agregado del resto de los iones, que resultan necesarios para reproducir las
concentraciones fisiologicas del medio a simular, se reemplazan estocasticamente
moléculas aleatorias de solvente luego de llevar a cabo la solvatacion del sistema.

La dependencia de la simulacion con la estructura inicial es particularmente
relevante en el caso de las moléculas de ARN [218]. Debido a que el espacio con-
figuracional de las biomoléculas es de gran tamafio, si se comienza una simulacion
desde una configuracion inapropiada, la equilibracién del sistema puede demandar
un tiempo enormemente largo. Caso contrario, puede que no lleguen a observarse
nunca las configuraciones relevantes para el aspecto que se quiere analizar o que, en
el conjunto de datos colectados, tengan un peso mucho menor que el que deberian
tener. Lo ideal es contar con una estructura inicial de la biomolécula que haya sido
determinada experimentalmente, tales como las que se pueden descargar del Protein
Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/).

Las estructuras de proteinas que se pliegan de formas definidas pueden ser
predichas mediante el algoritmo Alpha Fold [219-221]. Este algoritmo resulta
eficiente dado que el 97,89 % de las 208.066 entradas del PDB, las cudles son
empleadas como set de entrenamiento para la prediccion, corresponden a proteinas
o complejos formados por ellas [222]. Para el caso particular de las moléculas de
ARN, la capacidad predictiva de este tipo de algoritmos estd limitada por el hecho de
que las estructuras determinadas experimentalmente representan solo una pequefia
porcion de la informacion disponible, pese a que el numero de moléculas de ARN
humanos supera al de proteinas en mds de un orden de magnitud [223, 224]. Dada su
baja representacion en las bases de datos estructurales mds generales, existen repos-
itorios de estructuras de dcidos nucleicos (http://ndbserver.rutgers.edu/)
y especificamente de ARN (http://rna.bgsu.edu/rna3dhub/pdby https://
rnasolo.cs.put.poznan.pl/).

El costo computacional de una simulacién de DM depende del nimero de dtomos
del sistema considerado. Por lo tanto, es claro que las dimensiones del cubo u
octaedro a utilizar son tipicamente pequenas [216]. Esto tiene como consecuencia
que la relacién entre la superficie del sistema y su volumen sea mucho mayor
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que la de los sistemas macroscdopicos que se busca emular. Debido a que las
moléculas en la interfase se comportan de manera distinta que las ubicadas en el
seno de la solucion, el pequefio tamafio de la caja tiene como consecuencia que el
sistema muestre un comportamiento artificial [225]. Para evitar este problema, las
simulaciones de DM utilizan las llamadas condiciones periddicas de contorno. En
las mismas, el sistema simulado esta rodeado en todas las direcciones por sistemas
1dénticos [226]. De esta manera, los atomos y moléculas de la caja central (que es
la que efectivamente se simula) interactian con sus vecinos mas cercanos, ya sea
de la misma caja o de las cajas adyacentes. De esta manera se evitan los efectos de
borde sin aumentar demasiado el costo computacional de la simulacion.

Como se menciond anteriormente, en DM clésica las ecuaciones de propagacion
se basan en las ecuaciones de Newton. Cuando las posiciones de las particulas
se indican a partir de sus respectivas coordenadas cartesianas, estas ecuaciones
adquieren la siguiente forma,

aa;

dt’ = Vig (I11.4)
avl‘a 1 aV

o L 115
dt m,'&OC,'7 ( )

donde o, con &x = x, y 0 z, denota alguna de las coordenadas de la particula i, v; ¢
es su velocidad en la direccion correspondiente, m; es su masa 'y V es la energia
potencial del sistema que se calcula con el CF (ver Seccion I11.3). Es importante
destacar que estas ecuaciones son validas cuando V no depende de las velocidades,
como ocurre con todas las simulaciones descritas en esta tesis y en la mayoria de
los calculos DM de biomoléculas [227].

Si las ecuaciones II1.4 y II1.5 se propagan numéricamente utilizando un paso
de integracion apropiado, la energia del sistema se mantiene constante [216]. Sin
embargo, en la mayoria de las simulaciones de DM, se busca emular situaciones
en las que el sistema intercambia calor con un foco térmico a fin de mantener
su temperatura constante. Para ello, es necesario modificar las ecuaciones 111.4
y II1.5 mediante la utilizacién de algoritmos que reciben el nombre genérico de
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“termostatos” [216]. El nimero de termostatos disponibles es muy grande y cada
uno de ellos tiene ventajas y desventajas que le son propias. En las simulaciones
reportadas en esta tesis, se utilizo el termostato de Langevin [228], en el cual se
altera la ecuacion I11.5 de cada particula mediante,

avl"a . 1 aV

— T . I1I.6

donde el término —Yv; o da cuenta de una fuerza viscosa que siempre se opone
al movimiento de la particula considerada acorde a su velocidad. En particular,
Y representa el coeficiente de friccion de esa fuerza, y determina cudn rapido se
equilibran las particulas con el bafio térmico. Asimismo, el término & representa
una fuerza aleatoria. Por un lado, & introduce esa aleatoriedad y se caracteriza por
su valor medio cero y una varianza proporcional a la temperatura. De acuerdo con
el teorema de fluctuacion-disipacion [229], las intensidades de estas fuerzas estan
relacionadas por o, tal que,

0% = 2ymikgT, (I11.7)

por lo tanto, al propagar el movimiento de una particula i con una ecuacién como
II1.6, la particula esta interactuando con un bafio cuya temperatura es 7. Este
intercambio hace que dicha particula también adquiera esa temperatura al alcanzar
el equilibrio [230]. Asi, estos términos simulan la interaccion de la particula
considerada con un bafio de particulas que, en lugar de ser tratadas explicitamente,
son incluidas de acuerdo a sus efectos macroscopicos [216, 228].

El algoritmo de Langevin tiene dos ventajas importantes. Una de ellas es que
no aumenta el costo computacional de manera apreciable [231]. La segunda y mas
importante es que efectivamente hace que el sistema reproduzca la distribucion
de velocidades de la T seleccionada [228]. En otras palabras, no solo la energia
cinética de las particulas se corresponde con la 7" requerida (esto es, que la suma
de sus energias cinéticas iguala 3/2NkpT), sino que la distribucién de velocidades
sigue una ley de Maxwell-Boltzmann [216]. Este aspecto es esencial para el estudio
de procesos activados, es decir, de procesos que para ocurrir requieren superar
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una barrera de energia. La principal desventaja de este algoritmo, es que no es
determinista porque emplea fuerzas aleatorias. Debido a los cambios aleatorios en
las velocidades de las particulas, el termostato de Langevin no es apropiado para el
estudio de propiedades dindmicas de la biomolécula, tales como el coeficiente de
difusion [216], pero no tiene mayores consecuencias para los andlisis realizados en
este trabajo de tesis.

Ademids de querer simular situaciones experimentales de 7' constante, muchas
veces se quiere emular una presion constante. Para ello se hace uso de algoritmos
que reciben el nombre de “barostatos”. Ellos modifican las dimensiones de la caja
simulada a fin de que se alcance la presion (y por ende, la densidad) buscada. De
no utilizarse un barostato, el sistema muestrea un ensamble de (N,V,T) constantes
(ensamble canodnico), mientras que si se lo aplica, muestrea un ensamble con
(N, P,T) constantes (ensamble isotérmico-isobdrico) [232]. Para simulaciones de
fases condensadas, como es el caso de las biomoléculas en solucidn, la diferencia
entre V o P constantes no son significativas, siempre y cuando la densidad del
sistema sea la misma en ambos casos. En cambio si es muy influyente el uso de un

termostato, sin el cual el sistema muestrearia un ensamble microcanénico (N,E,T)
[232].

Finalmente, otra de las modificaciones que se introducen a las ecuaciones de
movimiento y que fueron utilizadas en esta tesis, consiste en la aplicacion multi-
plicadores de Lagrange para fijar la longitud de los enlaces que involucran dtomos
de hidrégeno (ej. enlaces C-H, O-H, S-H) [216]. En cada paso de la integracion,
el método evalua qué fuerza debe aplicarse sobre los &tomos que forman el enlace
para evitar que se modifique la distancia entre los mismos. El objetivo de esta
estrategia es eliminar de la simulacién las vibraciones del sistema con mayor fre-
cuencia [233]. De esta manera, es posible aumentar el paso de integracion hasta 2
fs sin que se introduzca un error significativo a la trayectoria [234]. Al igual que
con los termostatos y barostatos, existen diferentes algoritmos que aplican estas
restricciones. En las simulaciones realizadas para este trabajo de tesis se utilizd
el algoritmo denominado “SHAKE” [235], el cual evalua el efecto de las fuerzas
virtuales de Lagrange mediante un procedimiento iterativo.
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Los campos de fuerza (CF)

Para simular la evolucion temporal de un sistema molecular, es necesario propa-
gar la ecuacion de Schrodringer dependiente del tiempo utilizando un operador
hamiltoniano que tenga en cuenta todos los nucleos y electrones del sistema, los
cuales interaccionan entre si por fuerzas de Coulomb [236]. Este tratamiento es
absolutamente general, en el sentido de que es valido tanto para una molécula de H,
como para el ARN o la proteina mds grande que se quiera estudiar [237]. Ademas,
esté libre de aproximaciones, salvo por efectos relativistas que son despreciables
para atomos del primer y segundo periodo de la tabla periddica [238]. El problema
con este tratamiento es que es inabordable excepto para sistemas muy pequefios,
compuestos por pocos dtomos de pocos electrones [217].

Para superar la dificultad mencionada en el parrafo anterior, las simulaciones
de DM utilizan una serie de simplificaciones. La primera de ellas es invocar la
aproximacion de Born-Oppenheimer para separar el movimiento electrénico del
movimiento nuclear [239]. Bajo esta aproximacion, los nucleos del sistema se
mueven sobre una Superficie de Energia Potencial (SEP) determinada por los
electrones. La segunda aproximacion consiste en simular el movimiento de los
nucleos sobre esta SEP mediante ecuaciones clasicas, como se discutid en la Seccidon
[I1.2 [240]. Finalmente, la tercera gran aproximacion consiste en calcular la SEP
sobre la que se mueven los nucleos mediante una funcion empirica y relativamente
sencilla, llamada CF [215, 241, 242].

La variedad de CF disponibles para simulaciones de DM es vasta [243]. Los
mismos tienen dos caracteristicas que deben ser claramente diferenciadas: la forma
funcional del campo y sus parametros [216]. Con una misma forma funcional,
diversos campos son posibles si se utilizan parametros diferentes. En las simula-
ciones reportadas en esta tesis, se emplearon los CF del paquete AMBER [233].
Las especificaciones de los mismos se dardn en los capitulos pertinentes, y su forma
funcional se muestra en la Figura III.1.

A cada enlace covalente del sistema, este CF le asigna un potencial armoénico
con constante de fuerza k;, y posicion de equilibrio r; .,. También se asigna un
potencial armoénico a cada dngulo entre enlaces covalentes adyacentes. En este
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Figura III.1: Forma funcional de los CF utilizados en este trabajo de tesis. Imagen tomada de la
Referencia 1.

caso las constantes de fuerza y posiciones de equilibrio estdn dados por kg y
0; ¢, Tespectivamente. Las rotaciones de dngulos diedros son tratadas mediante
expansiones de Fourier cuyos coeficientes son los parametros V; ,. Idealmente, se
requieren varios términos para una descripcion precisa de las barreras encontradas
en estas rotaciones. Sin embargo, por simplicidad, normalmente se emplea un solo
término.

Las interacciones descritas hasta aqui reciben el nombre de interacciones ligadas,
mientras que las que aparecen en las ultimas dos sumatorias de la Figura III.1 se
denominan interacciones no-ligadas [216]. Entre las no-ligadas se encuentra, en
primer lugar, un potencial de Lennard-Jones que da cuenta de las atracciones por
fuerzas dispersivas asi como de las repulsiones de Pauli. Para cada par de dtomos i
y J» los parametros correspondientes, A; ; y B; ;, se calculan a partir de pardmetros
atomicos siguiendo las reglas de combinacion de Lorentz-Berthelot [244, 245]. La
ultima sumatoria describe las interacciones electrostaticas en el sistema. Para ello,
se asigna a cada dtomo del mismo una carga parcial g;, la cual interacciona con el
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resto de las cargas parciales mediante una fuerza de Coulomb [246].

Es necesario enfatizar que, si bien todos los términos que aparecen en el CF pare-
cen intuitivamente correctos, muchos de ellos no corresponden a ninguna magnitud
fisicamente observable ni pueden ser determinados tedricamente sin ambigiiedad
[247]. Entre los parametros que si se corresponden con magnitudes observables se
encuentran los correspondientes a los enlaces y dngulos entre éstos, que pueden
determinarse a partir de informacion estructural obtenida por cristalografia de rayos
X, asi como de espectroscopia infrarroja y Raman [248]. Asimismo, los pardmetros
de Lennard-Jones se ajustan para que las simulaciones de DM tengan la capacidad
de predecir las densidades y calores de vaporizacion de diversas sustancias [249].
Sin embargo, las cargas parciales y las barreras para las torsiones no son magnitudes
directamente observables y, por ende, son mucho mds dificiles de determinar [250].
Mas aun, estas interacciones tienen una gran influencia sobre el comportamiento de
las biomoléculas en solucion.

En los CF de AMBER, las cargas parciales de los nucleos se determinan a partir
de calculos de estructura electronica [233]. En estos calculos, primero se determina
el potencial electrostdtico sobre una grilla de puntos alrededor de la molécula
considerada, sumando la contribucién puntual de los nicleos mas el efecto de la
nube electronica a su alrededor. Finalmente, se asignan cargas parciales fijas sobre
cada uno de los atomos de la molécula de manera tal que reproduzcan, con el
menor error posible, los potenciales de los puntos de la grilla [251, 252]. Esta
estrategia tiene la virtud de reproducir las interacciones electrostaticas entre grupos
moleculares de manera relativamente fidedigna para el bajo costo computacional
que implica [216].

No se debe perder de vista que cuando una molécula interacciona con otra, las
nubes electronicas de ambas se distorsionan. Por lo tanto, el potencial eléctrico que
ellas generan a su alrededor cuando estan aisladas es diferente del que producen
cuando estan interactuando entre si. Cuanto més deformable sea la molécula
(es decir, cuanto mayor sea la polarizabilidad de los 4tomos que la conforman),
mds importante es este efecto y peor es la descripcion que se obtiene mediante
la simplificacién del uso de cargas parciales [253]. Desde hace ya algunos afios,
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existen CF que tienen en cuenta los efectos de la polarizabilidad molecular [86]. Sin
embargo, la utilizacidn de los mismos aumenta enormemente el costo computacional
del cédlculo. Esto tiene como consecuencia que no se puedan alcanzar tiempos
de muestreo suficientemente largos, excepto para moléculas pequefias. En otras
palabras, la exactitud que se gana en una mejor representacion de las interacciones
intermoleculares se pierde por un pobre muestreo [253].

Los ultimos parametros de un CF en ser determinados son los correspondientes a
las torsiones [250]. Para su obtencion se pueden seguir dos estrategias. La primera
y mas obvia consiste en utilizar cdlculos cuanticos de manera de evaluar la energia
electronica para distintos valores del angulo diedro en cuestion [254]. Para los
mismos angulos, se calcula la energia del CF sin la contribucién de diedros, 1o que
hace que la diferencia entre ambas curvas sea significativa. Finalmente, se determina
el o los valores de la expansion de Fourier del diedro considerado de manera tal de
minimizar la diferencia entre ambas curvas [254]. Esta estrategia permite obtener
una primera aproximacion al valor de los pardmetros de los dngulos diedros y
funciona adecuadamente para moléculas pequefias. Sin embargo, es deficiente para
la determinacion de los diedros del esqueleto de proteinas o de los dcidos nucleicos.
Por lo tanto, para estos dngulos, los parametros torsionales se han actualizado
continuamente, de manera tal que las simulaciones de DM tengan la capacidad
de reproducir las estructuras de grandes conjuntos de proteinas o acidos nucleicos
con el menor error posible [216]. A medida que las técnicas experimentales se
desarrollaron incorporando més estructuras o estructuras determinadas en diferentes
condiciones, los pardmetros del CF para los diedros debieron ser adaptados. De
hecho, si se analiza la evolucion de los CF, se encuentra que de una version a otra,
las principales modificaciones estdn en este conjunto de pardmetros [171, 250].

Campos de fuerza para ARN

Los CF de los ARN tienen un menor desarrollo, y por ende estdn sujetos a mayores
errores y artefactos que los CF de proteinas (al menos los de proteinas plegables).
Hay dos factores fundamentales que contribuyen a este estado de situacion. El
primer gran problema que enfrentan los CF de ARN es el efecto de no considerar
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la polarizabilidad de los d4tomos [243]. Esto se debe a que el esqueleto de los
ARN esta compuesto por atomos de Fosforo, los cuales son altamente polarizables.
Por otra parte, la no polarizabilidad en los CF utilizados en esta tesis incide sobre
el modelado de correlaciones electron-electron en el apilamiento 7—7 de bases
aromaticas [255]. Esta dificultad es incluso mas marcada si la simulacién contiene
iones Mg*?2, debido a que estos son altamente polarizantes [243]. Otro problema
asociado a la incorporacién de iones Mg*? es que sus concentraciones son muy
bajas si se busca reproducir las condiciones fisiolégicas [86]. En una simulacién
DM, esta baja concentracion se traduce en un nimero muy pequefo de iones en
la caja de simulacion, lo que dificulta la equilibracion de los mismos. En general,
se sostiene la idea de que es mejor obviar la presencia de estos iones, excepto que
se sepa que alguno de ellos cumple un rol estructural importante [243]. En tal
caso, el ion Mg*t? se ubicar4 en el sitio donde estd coordinado, donde tipicamente
permanece durante toda la simulacion, sin equilibrarse con el resto de los iones de
la solucién.

El segundo problema proviene de las dificultades para determinar las estructuras
de los ARN, las cuales a su vez se originan en la mayor diversidad conformacional
de estas moléculas [218]. Asi, la falta de informacién experimental suficiente,
sumada a las dificultades para describir situaciones experimentales mas variables
y diversas, ha tenido como consecuencia que la capacidad predictiva de los CF
de ARN sea menor que los de las proteinas plegables [91]. En afios recientes, ha
habido importantes avances al respecto y diversos grupos de investigacion estan
enfocados en abordar estas dificultades, como se describe en los parrafos siguientes.

El CF de AMBER {194 introdujo las torsiones especificas del ARN [256]. Estas
se estimaron ajustando un perfil de energia QM para el fosfato de dimetilo, con el
objetivo de usarse como referencia para el esqueleto polinucleotidico [243]. Lo
propio ocurrio con el grupo ribosa, para garantizar una baja barrera de transicion
entre las conformaciones C2’ endo y C3’ correspondientes a las hélices de forma
Ay B. Sin embargo, las primeras simulaciones de DM aplicadas sobre ARN
demostraron limitaciones importantes de los CF hasta entonces disponibles [171,
172]. Esto desencadend la busqueda de mejoras y constantes refinamientos en los
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ultimos afios, los cuales contintian al dia de hoy en desarrollo [91].

Las mejoras mads recientes en las implementaciones de AMBER para la simu-
lacion de 4cidos nucleicos consisten precisamente en el refinamiento de las torsiones
a/y en el esqueleto de estas moléculas [257], asi como el posterior reajuste de las
torsiones €/¢ incluido en el CF BSC1 [258]. Con respecto al modelado de ARN, la
primera mejora significativa se produjo en 2010, cuando se realiz6 un escrutinio
sistemdtico de la torsion glucosidica ) para cada uno de los cuatro nucledsidos de
ARN en el CF ff99-y YIL [259]. Al emplear un enfoque similar, todas las torsiones
de ARN se reajustaron para una mejor reproduccion de las estructuras obtenidas
por RMN para el tetrdmero r(CCCC) [260].

La posterior revision del parametro asociado al angulo )} permitié eliminar
estructuras espurias para el ARN en su forma “A” [261]. En dicha revision se
encontr6 que descripciones defectuosas de éste dngulo tienen como consecuencia
una completa desestabilizacion de la estructura nativa de los ARN de secuencia
larga. El CF que incluye esta ultima parametrizacion es ahora el modelo oficial de
AMBER para ARN, y se conoce como ff99 bsc0, ;3 [233]. Este fue, precisamente,
el CF utilizado en esta tesis para la simulacién de RsmZ. Al dia de hoy, continia
el constante desarrollo de CF abocados a una mejor descripcion de los dcidos
nucleicos. Algunos de ellos parten de las ultimas actualizaciones de AMBER para
su refinamiento [262-267], mientras otras se desarrollan independientemente de
este paquete de simulacion en particular [268].

A pesar de que AMBER no exige el uso de ningun modelo de agua especifico, se
ha demostrado recientemente que el comportamiento de las simulaciones de ARN
depende en gran medida del modelo de agua utilizado [269, 270]. En particular, la
Energia Libre de apareamiento entre bases estd intrinsecamente ligada a la fuerza de
la interaccion que éstas a su vez establecen con el agua [243]. Para este trabajo de
tesis se empled el modelo TIP3P, en el cual el agua es representada por tres cargas
puntuales fijas correspondientes a las cargas del Oxigeno y los dos Hidrégenos [271].
Para el Oxigeno se incluyen ademds pardmetros de Van der Waals. Los pardmetros
de este modelo se desarrollaron para reproducir propiedades macroscopicas del
agua liquida tales como la densidad, el momento dipolar, la funcién de distribucién
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radial, el coeficiente de difusion, y su calor de vaporizacion. Existen otros modelos
de agua, mas sofisticados que TIP3P. Uno de ellos, que ha acaparado la atencion en
afos recientes, es el modelo OPC, que reproduce mejor que TIP3P las propiedades
electrostaticas del agua [272, 273]. Sin embargo, OPC es un modelo de cuatro
puntos. Por este motivo, su implementacion tiene un costo computacional mas
elevado. Asi, al tener que decidir sobre como implementar una simulacion de DM,
nuevamente se presenta la disyuntiva de elegir entre el CF mas exacto o el mas
eficiente (que permite realizar un mejor muestreo).

Habiendo mencionado las dificultades encontradas en el desarrollo de los CF
para simular ARN, cabe destacar que los utilizados en este trabajo de tesis han
demostrado su capacidad para reproducir las caracteristicas estructurales de un
conjunto significativo de ARN (Ver Seccion I1.2.1). Seguramente, estos campos
pueden ser mejorados o refinados. Pero esto no invalida su capacidad para clarificar
los aspectos més destacados y tipicos de esta clase de moléculas.

Las etapas de una simulacion

Aun cuando la estructura inicial para el modelo a simular parta de un experimento, es
posible que la misma tenga desperfectos relacionados con la metodologia utilizada
para su elucidacién [274]. Por otra parte, es habitual que en estas estructuras estén
ausentes algunos dtomos o residuos, los cudles son agregados in silico mediante el
uso de plantillas en las etapas de preparacion del modelo [275]. En dicha instancia,
ademas, es que se construye la caja de solvatacion y se produce el agregado de
iones. En cualquiera de los casos, esto puede producir la superposicion entre pares
de atomos o estructuras muy tensionadas que es necesario minimizar para evitar
que el sistema colapse al iniciar la simulacion.

La etapa de minimizacion es anterior a la propagacion de las coordenadas
iniciales del sistema y permite alcanzar uno de los minimos locales posibles de la
molécula en el CF elegido [241]. Para esto, el primer paso posterior a la generacion
del modelo es aplicar un algoritmo de minimizacién de energia en el que el sistema
se mueve a lo largo de la direccion definida por el gradiente de la energia potencial.
En el caso de AMBER, este algoritmo suele dividirse en dos etapas que utilizan
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métodos distintos: de descenso mds pronunciado, y de gradiente conjugado. Para el
detalle sobre ambos métodos se recomienda la lectura de la Referencia 233.

En este punto, el modelo minimizado ya posee coordenadas iniciales aceptables,
se encuentra embebido en una solucidon que contiene iones y tiene un volumen
definido. Sin embargo, como los d4tomos no tienen velocidades asignadas, la
situacion es equivalente a poseer una temperatura igual a OK en términos clasicos.
En este punto, es necesario asignar esas velocidades acorde a una distribucion dada,
y hacer uso de los ya mencionados termostatos (ver Seccion I11.2) para garantizar
que la misma se mantenga a pesar de que las particulas cambien constantemente sus
velocidades [276]. Este cambio de temperatura debe realizarse de manera gradual
para evitar que una alteracion abrupta en las velocidades del sistema desestabilice
la estructura del modelo [233].

El dltimo ajuste antes de la etapa de produccidn de la DM es la equilibracion del
sistema. Esto permite que el mismo se asemeje a las condiciones experimentales al
relajar su volumen hasta que su presion sea la deseada (tipicamente 1.0arm), la cual
se mantendra constante durante el resto de la simulacidn. Para esto, se hace uso de
los también ya mencionados barostatos, que escalan el volumen del sistema para
alcanzar la presion objetivo [277] (Ver Seccion I11.2). Este ultimo ajuste también
cambia la densidad del sistema, que deberia fluctuar alrededor de 1,0 g/mL para
simulaciones en soluciones acuosas.

Las variables configuradas para ejecutar la etapa de equilibracién no suelen
diferir significativamente de las que se emplean en la posterior etapa de produccion.
En muchos casos, incluso, esta etapa esta contemplada dentro de la misma simu-
lacion, y se determina el punto a partir del cual se considera que el sistema esta
equilibrado, empleando el resto de la trayectoria para el andlisis de los resultados.
Uno de los requisitos indispensables para considerar que el sistema se encuentra
equilibrado es que la temperatura, la densidad y la energia del mismo oscilen en
torno a valores constantes. A esto se debe agregar la constancia de los valores de
Root Mean Square Deviation (RMSD) respecto de la estructura inicial del sistema
[233]. Este parametro mide la distancia promedio entre los 4&tomos correspondientes
a dos estructuras alternativas, después de que las mismas han sido alineadas. Sin
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embargo, es importante distinguir entre estas dos etapas dado que el cambio en el
volumen del sistema puede producir perturbaciones momentaneas que no necesaria-
mente estan relacionadas a la funcion bioldgica de la molécula estudiada, por lo que
esta porcion de la trayectoria no deberia utilizarse para explicar su comportamiento
en la naturaleza.

La etapa de produccion consiste en la sucesiva integracion de la ecuacion
mostrada en la Figura III.1 con las condiciones generales del sistema ya alcan-
zadas, utilizando para cada paso las coordenadas del sistema en ese momento. De
esta forma, los movimientos del sistema son descritos como series de snapshots
con resoluciones del orden de los femtosegundos. Una vez obtenidas las nuevas
posiciones y velocidades, se actualizan los valores de la energia potencial y las
fuerzas (y, por lo tanto, de las aceleraciones) para propagar nuevamente los valores
de las posiciones y las velocidades [233].

Una vez finalizada la produccion, se obtiene una trayectoria de conformaciones
que, analizadas en conjunto, permiten inferir aspectos dinamicos y estructurales
relevantes para el rol bioldgico de la molécula estudiada. No obstante, existen casos
en los cudles una Unica trayectoria no permite describir una porcion representativa
del espacio conformacional de una molécula, sino a una porcioén reducida en torno
a un minimo. Por este motivo, se acostumbra la ejecucion de varias réplicas de la
simulacion, en cada una de las cudles se parte de velocidades iniciales asignadas de
forma aleatoria sobre cada &tomo que en conjunto describen una misma distribucién
respecto a la temperatura deseada. Si el numero de réplicas y los tiempos de
simulacién son suficientes, el conjunto de trayectorias concatenadas permitiria
describir una porcion representativa del espacio conformacional del sistema [91].
Cuando se cumple este objetivo, se dice que la simulacion es convergente.

Alcanzar la convergencia sobre un conjunto de simulaciones es una tarea com-
pleja, especialmente cuando se trata del ARN dado su vasto espacio conformacional
[278]. Por otra parte, vale recalcar que algunos cambios conformacionales asocia-
dos con este tipo de moléculas ocurren en tiempos que exceden a los alcances de las
simulaciones de DM (ver Seccion I1.1.3). Por lo tanto, es importante circunscribir
las conclusiones que emergen de los resultados de una simulacion a los limites que
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tiene la técnica, evitando inferir de manera taxativa lo que excede a sus alcances.

En este sentido, cabe mencionar que el desarrollo creciente en materia tecnolog-
ica tuvo también un impacto significativo en la capacidad de computo para el campo
de las simulaciones computacionales. Particularmente, la adaptacion del paquete
AMBER a su ejecucion en placas de video (“GPU”, por sus siglas en inglés) en el
afo 2016 permitié una reduccion sensible en los tiempos de célculo, logrando asi
obtener trayectorias mds largas, en sistemas de mayor tamafio y tiempos menores
de simulacion [279]. Esto a su vez impacta sobre la precision de los resultados, por
mejorar la muestra estadistica del sistema estudiado.

Pese a estos avances, persisten procesos a nivel molecular cuyos tiempos son aun
inabarcables por las técnicas tradicionales de DM, dado que implican barreras de
Energia Libre pronunciadas. No obstante, existen adaptaciones a esta metodologia
que permiten explorar eventos infrecuentes, como se detalla en la siguiente seccion.

Umbrella sampling

Como se describi6 en la Seccion I1.1.3, las biomoléculas en solucidn pasan la mayor
parte del tiempo en configuraciones cercanas a los minimos de los pozos de sus
SEL. Lo propio ocurre con las simulaciones de DM que intentan emular el com-
portamiento de esas biomoléculas. Tipicamente, se observa que estas simulaciones
permanecen en el pozo de la SEL al que pertenece la estructura inicial desde la cual
fueron iniciadas [91]. Esto plantea un problema cuando se intenta estudiar procesos
que requieren atravesar barreras elevadas de Energia Libre, como ocurre cuando un
sustrato sale del sitio activo de una enzima [280], o cuando la biomolécula ejecuta
un cambio conformacional [281]. A T ~ 300K, si la diferencia de Energia Libre
que hay que superar esta por encima de las 10kcal /mol, 1o mas probable es que el
evento que se quiere estudiar nunca sea reproducido por una simulacion de longitud
estandar [1]. Y en caso de ser observado, su ocurrencia seria demasiado baja como
para permitir un andlisis estadistico certero. Para enfrentar situaciones como estas,
se han disefiado un conjunto de técnicas que se conocen con el nombre de “muestreo
mejorado” [282].

Dado que los problemas de muestreo se originan en que los sistemas quedan
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atrapados en pozos de Energia Libre, es posible mitigarlos mediante dos estrategias
alternativas: o bien se incrementa la energia cinética del sistema aumentando T
[282], o se agregan nuevos términos a la funcion de la energia potencial de manera
tal que se reduzca la barrera a superar [283]. Cualquiera sea la estrategia seguida,
luego de haber conseguido el muestreo en las condiciones ficticias seleccionadas
(mayores T o potencial alterado), es necesario ajustar las ponderaciones de las mues-
tras obtenidas a fin de que provean informacion sobre el proceso en las condiciones
reales.

En este trabajo de tesis se utiliz6 la técnica de muestreo mejorado que se conoce
con el nombre de “Umbrella Sampling” [283]. El objetivo fue simular la salida de
un dimero de RsmE de uno de los sitios de unién de RsmZ, asi como del constructo
hcnAg_mer (ver Seccion 1.3). En las simulaciones Umbrella Sampling primero se
debe elegir una coordenada de reaccidn apropiada () que describa adecuadamente
el proceso a estudiar. Luego se realizan simulaciones en las que el potencial provisto
por el CF se modifica por el agregado de un potencial de sesgo,

1
Vies = hees (X = %0)?, (I11.8)

donde el efecto de este potencial es que las configuraciones del sistema oscilan (o
tienden a oscilar) en un entorno de Y. Por lo tanto, a fin de recorrer todo el rango
relevante de la coordenada de reaccion se realiza un serie de simulaciones, cada
una de las cuales tiene un valor diferente de ¥, de manera tal de cubrir totalmente
dicho rango. Cada una de estas simulaciones se conoce como ‘“ventanas”, y permite
observar el comportamiento del sistema en una pequefia porcion de los valores
posibles de ¥.

Una vez que se completaron todas las simulaciones, el rango de completo de ¥
se subdivide en un cierto numero de cajas. Tipicamente, este nimero es al menos
3 0 4 veces el nimero de ventanas. A partir de las muestras obtenidas de las
simulaciones sesgadas, es posible determinar la probabilidad pn) (xi), de encontrar
al sistema en la caja i, con centro en J;, durante la simulacion de la ventana n. El
paso final del computo consiste en desesgar estas probabilidades a fin de obtener las
probabilidades correspondientes al potencial original P(;). A partir de las mismas,
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se puede calcular el PEL mediante la aplicacion de la Ecuacién I1.4.

Lamentablemente, no es posible obtener las probabilidades no sesgadas a partir
de las sesgadas de manera analitica, sino que sé6lo se puede alcanzar una solucién
numérica. Cada solucion numérica esta sujeta a errores, tanto de convergencia como
debidas a valores inapropiados de los pardmetros de Umbrella Sampling aplicados.
Para evitar este tipo de errores, en este trabajo de tesis se emplearon tres algoritmos
alternativos para obtener las P();) a partir de las P")(;). Ellos son el Método de
Andlisis de Histograma Ponderado (WHAM, por sus siglas en inglés), el Método
de Analisis de Histograma Dindmico (DHAM, por sus siglas en inglés) y el Indice
de Aceptacion de Bennett (BAR, por sus siglas en inglés). Los fundamentos de los
mismos pueden encontrarse en las Referencias 284, 285 y 286, respectivamente.
Dado que los tres métodos utilizan estrategias distintas y son afectados de manera
diferente por la eleccidn de los parametros de Umbrella Sampling, 1a coincidencia
entre los PEL predichos por cada uno provee un reaseguro de la precision de dichos
perfiles.

Andlisis

Una vez obtenida una o varias trayectorias de DM para el sistema a estudiar, es
necesario analizar los datos obtenidos a fin de traducirlos en informacion inteligible
y relevante para el problema en cuestion. Este andlisis puede abarcar desde la
determinacion de parametros simples y directos como distancias o &ngulos entre
grupos de dtomos, hasta calculos complejos obtenidos a partir de un entramado
tedrico mas elaborado. El célculo de constantes de unidon, cambios de entropia o
perfiles de Energia Libre, son ejemplos que pertenecen a este segundo grupo. Es
importante destacar que el nivel de complejidad del anélisis no necesariamente estd
correlacionado con el impacto de las observaciones que surgen de ellos. Por citar un
ejemplo, uno de los hitos de la biologia computacional moderna fue el advenimiento
de Alpha Fold para la prediccion de estructuras proteicas a partir de secuencias
[219, 220]. Uno de los andlisis empleados para evaluar la calidad de las estructuras
predichas es el valor de RMSD entre estas estructuras y las obtenidas por técnicas
experimentales. El andlisis de RMSD es uno de los ensayos mas sencillos y mas
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asiduamente utilizados en un trabajo tipico de DM. M4s alld de su simpleza, sirvid
para determinar de manera contundente el potencial predictivo de Alpha Fold.

Entre otras técnicas de andlisis sencillas, cabe mencionar al RMSF (por sus siglas
en inglés Root Mean Square Fluctuations) como medida del desplazamiento a lo
largo de la trayectoria de un 4tomo en particular, o grupo de d&tomos, en relacion con
una estructura de referencia [287]. Otros ensayos habituales son la identificacion
de motivos estructurales y su seguimiento a lo largo de la trayectoria [74], asi como
la construccion de mapas de contactos entre residuos (Ver Seccion V.3).

Sin embargo, no siempre es posible sacar conclusiones interesantes apelando
unicamente a los métodos mas basicos de analisis. Esto se debe, fundamentalmente,
a que las dimensiones del problema que se debe analizar es muy vasta. Por este mo-
tivo, resultan especialmente utiles los métodos que permiten identificar un niimero
reducido de variables relevantes para describir el funcionamiento del sistema, como
el que se describe a continuacion.

Andlisis de Componentes Principales

El andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) es un proced-
imiento muy utilizado en la ciencia de datos, donde se aplica con diversos propositos
[288]. Tiene también un uso muy extendido en el anélisis de simulaciones de DM de
biomoléculas [289]. En este contexto, su principal objetivo es construir un espacio
vectorial de pequefias dimensiones (tipicamente menos de 20 grados de libertad),
que permite describir las deformaciones/fluctuaciones con mayor amplitud de la
biomolécula. La idea subyacente es que estas fluctuaciones son las que permiten a
la misma cumplir con su rol biolégico [288].

La primera implementacion del PCA para analizar simulaciones de DM surgi6
de la observacion de que, en una simulacion de la Crambina, las fluctuaciones
de sus atomos estaban fuertemente correlacionadas [290]. Poco tiempo después,
Berendsen y colaboradores popularizaron el procedimiento al afirmar que el mismo
permite definir el Espacio Esencial (EE) de las proteinas [291]. Este es un pequefio
subespacio que contiene (o deberia contener) todos los movimientos requeridos
para su funcionamiento. El principal punto en estos dos trabajos consistio en notar
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que solo unos pocos autovectores de la matriz de covarianza daban cuenta de la
mayor parte de las fluctuaciones observadas en la trayectoria. Por lo tanto, solo este
pequeio conjunto seria requerido para describir su dindmica “esencial”, separandola
de lo que podria considerarse el “ruido” de la simulacion.

El primer paso para realizar un PCA es calcular la matriz de covarianza de
las variables observables a incluir en el andlisis. Los elementos de la matriz de
covarianza, C, se calculan a partir de los datos colectados en una simulacién
mediante,

N
Y — )@ — (a)). (IIL.9)

En esta expresion, (x;) y (x;) son los promedios de las coordenadas x; y x; durante la
trayectoria, respectivamente, mientras que k es un indice que identifica las muestras
y N es el namero total de muestras colectadas. Las coordenadas utilizadas pueden
ser de diferentes tipos. Las mas utilizadas son las coordenadas cartesianas de
los dtomos del esqueleto de la molécula [292], pero otras opciones como dngulos
diedros o distancias de contactos tambié€n pueden aplicarse [293]. Por ultimo, cabe
mencionar que si van a usarse como variables las coordenadas cartesianas de los
atomos, el cdlculo de la matriz de covarianza debe estar precedido por la eliminacion
de los efectos de la traslacion y la rotacion sobre las mismas, de manera tal que solo
queden las deformaciones internas [289].

El paso siguiente del andlisis es la diagonalizacion de la matriz de covarianza.
Esto implica obtener la matriz R que, mediante una transformacion de similaridad,
convierte a C en la matriz diagonal A,

RTCR —A. (IIL.10)

En esta expresién R” es la transpuesta de R. Las columnas de R, r;, son los au-
tovectores de C. Estos vectores forman una base ortonormal que expande el mismo
espacio que la base cartesiana original. Si se proyecta alguno de los desplazamien-
tos originales (x¥) — (x)) sobre r;, se obtiene el valor del Componente Principal i
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en la muestra k, PCZ.(k). Las fluctuaciones de estos Componentes Principales son los

elementos diagonales de A.

En principio, la base formada por las coordenadas originales y la de los au-
tovectores de C son equivalentes. Ademads, la suma de las fluctuaciones de las
coordenadas originales es igual a la suma de las fluctuaciones de los Componentes
Principales. Esto surge del hecho de que ambas bases estan relacionadas por una
transformacion de similaridad. Sin embargo hay una diferencia importante entre
ambas que tiene consecuencias practicas: mientras que las fluctuaciones totales
estan repartidas de manera mas o menos equitativa entre todas las coordenadas
originales, las mismas estan concentradas en unos pocos Componentes Principales.
Por lo tanto, esos pocos Componentes Principales son los que se requieren para
describir los movimientos mds importantes de la biomolécula, de acuerdo a lo
observado en la simulacién [289].

El resultado de un PCA puede visualizarse de diversas maneras. Una de las mds
sencillas e intuitivas es la representacion en forma de pelicula de los movimientos
colectivos descritos por los autovectores importantes. Cuando las coordenadas
originales son cartesianas, el programa de visualizacion VMD permite generar
estas animaciones mediante la extension llamada NMWIZARD [294]. También
se pueden hacer ilustraciones de estos vectores mostrando como desplazan a los
atomos incluidos en el analisis. Ambos procedimientos fueron utilizados en esta
tesis para representar las principales deformaciones sufridas por RsmE y RsmZ
durante el proceso de union entre si (Ver Seccion V.4).

Otro uso muy extendido de PCA es el de construir SEL [288]. Para ello, y una

vez obtenido el conjunto de los {PCZ.(k)} para al menos dos vectores principales,
se divide el rango de cada uno de ellos en una grilla con “cajas” de igual tamaifio.
Finalmente, se estima la probabilidad de cada centro de la grilla dividiendo el
numero de muestras que caen en la misma por el numero total de muestras. Este
cociente es una estimacion de la probabilidad de hallar al sistema en ese punto y
por lo tanto, mediante la aplicacion de la Ecuacion 11.4, se puede calcular la Energia
Libre correspondiente.

Cabe destacar que para la determinacion de las SEL, asi como para la aplicacion
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de algoritmos de clusterizacién como los que se describen en la préxima seccion,
el uso de PCA de coordenadas cartesianas es limitado [288]. Esto se debe a que,
como se menciond anteriormente, la implementacion de estas coordenadas requiere
eliminar el efecto de la translacidn y rotacidn global de la molécula antes de calcular
la matriz de covarianza. Sin embargo, mientras que la eliminacion de la traslacion
puede realizarse de manera analitica y exacta, la eliminacion de la rotacion es solo
aproximada y debe efectuarse numéricamente [288]. Dado que la rotacion y la
vibracion son movimientos que estdn acoplados, si la molécula es relativamente
rigida (como es el caso de muchas proteinas globulares) es posible adosar a la
misma un sistema de ejes coordenados y luego considerar a la rotacion de estos ejes
como la rotacién global de la molécula [288]. Sin embargo, si la molécula ejecuta
grandes cambios conformacionales, como ocurre con la mayoria de los ARN, el
procedimiento resulta inadecuado [295]. Para esos casos, se recomienda hacer PCA
de coordenadas internas que, por su propia definicion, son independientes de las
rotaciones globales. En particular, se ha descrito que el PCA de dngulos diedros
del esqueleto, llamado dPCA, es apto para caracterizar las SEL de los ARN [296].
Dicha metodologia fue aplicada en esta tesis para el anélisis de RsmZ (Ver Seccion
IV.3).

Clusterizacion basada en densidad

El nimero de estructuras obtenidas en las simulaciones de DM es tipicamente
grande. Por este motivo, muchos andlisis comienzan por agrupar estructuras que
se consideran similares o relacionadas, ya sea geométrica o dindmicamente, a
fin de obtener un nimero méas manejable de situaciones a escrutar. Los algorit-
mos utilizados con este fin se conocen con el nombre genérico de métodos de
clusterizacion.

En este trabajo de tesis, se utilizé un método de clusterizacion desarrollado por
Stock y sus colaboradores [293]. Su implementacion es algo més compleja que
la del popular k-means [297]. Sin embargo, su mayor costo de implementacion
se justifica ya que define los clusters con un criterio fisico, no s6lo geométrico.
Asi, mientras k-means ubica la frontera entre clusters adyacentes de manera tal que
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sea equidistante de ambos centros, el algoritmo de Stock ubica (o intenta ubicar)
este limite en el maximo de la barrera de Energia Libre que separa los clusters. La
aplicacion del método tiene cuatro etapas:

1. Primero se reduce la dimensionalidad del espacio de conformaciones utilizando
PCA.

2. Luego se calculan las distancias entre todas las estructuras de la muestra en el
espacio de dimensionalidad reducida.

3. Utilizando todo el conjunto de distancias se calculan las densidades locales,
con las cuales se estiman las Energias Libres.

4. A continuacion, partiendo de las Energias Libres locales, se construyen los
clusters mediante un proceso que tiene en cuenta tanto las similitudes ge-
ométricas entre los mismos como los valores de Energia Libre.

Dado que el uso de PCA para reducir la dimensionalidad del espacio de configu-
raciones se discuti6 en la seccion precedente, en lo que sigue se discuten los puntos
2 a 4. La distancia entre la estructura i y la j en el espacio de dimensionalidad
reducida, d;;, se calcula simplemente como una distancia Euclidiana. Luego, la
densidad local en torno a cada estructura se estima mediante,

M
Pr(i) =Y 6(R—d;j), (IIL.11)
j=1

donde 6(x) es la funcion escal6n de Heaviside, M es el nimero total de muestras y
R es el radio de una hiperesfera que contiene a las estructuras que contribuyen a la
densidad local en la estructura i. Finalmente, con las densidades locales P(i) se
estima la Energia Libre de cada estructura mediante,

: Pr(i
Ggr(i) = —kgTIn (P,QS“’2> , (II1.12)
donde Pg'™* es la densidad local mas alta a la cual, en virtud de la Eq. 11112, se
le asigna una Energia Libre de cero. Esto evidencia que las densidades locales
calculadas con la Eq. III.11 dependen del valor elegido para R. Para determinar
el valor 6ptimo de este parametro se calcula el conjunto de densidades locales
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{Pg(i)} para diferentes R. Con cada uno de estos conjuntos se evaltia una densidad
de probabilidad de densidades locales. Es decir, se evalua cudntos frames hay en
los diferentes valores entre O y 1, y se divide por el ancho del intervalo utilizado.
El méximo valor de R para el cual estas densidades de probabilidad tienen forma
exponencial es el valor que debe utilizarse.

...........................................

Figura II1.2: Representacion esquemadtica del algoritmo de clusterizacién basado en densidad
propuesto por Stock y sus colaboradores [293]. Cada panel muestra la curva de Energia Libre
total para el sistema, mientras la linea punteada sefiala el valor de corte para la incorporacion de
estructuras a cada cluster. A su vez, se muestra el cladograma que denota la estructura jerarquica de
los clusters en forma de nodos. De esta manera, queda representado como el incremento gradual en
la Energia Libre de corte tiene como consecuencia la incorporacion de nuevas estructuras a cada
cluster.

Habiendo estimado la Energia Libre local para cada snapshot de la trayectoria,
los clusters se construyen mediante el siguiente procedimiento: En un primer paso
se elige un valor relativamente bajo para la Energia Libre (tipicamente < 0.1kgT) y
se seleccionan todas las estructuras con Energias Libres menores a este valor. El
resto, por el momento, son descartadas. En un segundo paso, se agrupan en un
mismo cluster todas las estructuras seleccionadas cuyas distancias sean menores
que un valor de corte, djymp. Esta asignacion es transitiva de manera tal que si
dap < dmp, ¥ dpc < diump, e€ntonces A, B'y C se asignan a un mismo cluster
aun cuando dac > diump- Asi, un cluster se define de manera recursiva como el
conjunto de estructuras con al menos un vecino cercano en el mismo conjunto.
Por el contrario, dos conjuntos de estructuras son disjuntos y forman dos clusters
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distintos si ninguna de las estructuras del primer conjunto estd mas cerca que el
umbral de agrupamiento de alguna de las estructuras del segundo. El valor de djymp
sugerido en la Referencia 293 es 4(dnn), donde dnn es la distancia entre vecinos
mas cercanos y los brackets denotan el valor promedio.

A continuacion el valor de corte de la Energia Libre se incrementa de manera
gradual. Con cada incremento, nuevas estructuras se incorporan al andlisis y
se agrupan en los clusters preexistentes de acuerdo al procedimiento descrito
anteriormente. Al contener progresivamente mds estructuras, los clusters crecen
tanto en poblacion como en el volumen que ocupan del espacio de dimensionalidad
reducida. Eventualmente, ocurre que clusters originalmente diferentes se unen
cuando la Energia Libre de corte supera la barrera entre los mismos. La Figura III1.2
muestra una representacion esquematica de este procedimiento.

Este procedimiento genera una estructura jerdrquica de nodos de clusters, con
estratos definidos por su Energia Libre, que proporciona una ilustracion concisa
de las relaciones geométricas y energéticas entre las estructuras muestreadas en la
trayectoria (ver Seccion IV.3.1). Estas estructuras de nodos estin ejemplificadas en
la Figura IIL.2.
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IV. Sobre el mecanismo de captura RsmE de por RsmZ

Esta etapa de investigacion se llevo a cabo entre los aiios 2018 y 2020. Parte de
los resultados presentados en este capitulo fueron publicados en “The Journal of

Physical Chemistry B” en el aiio 2021 [2].

Resumen de este capitulo La accion de RsmE de Pseudomonas protegens es regu-
lada por los ARNp RsmX, RsmY y RsmZ, los cuales restauran la fraduccién de los genes
reprimidos por la proteina mediante su captura. Asi, estas moléculas actdan en tdndem
como un sistema regulador de la expresidon génica. En este capitulo se presenta un andli-
sis basado en simulaciones de DM que explora la diversidad conformacional de RsmZ y
de los complejos RsmE-RsmZ. Los resultados revelan un patréon definido de exposicion
secuencial de los diferentes motivos de uniéon de RsmZ causado por la captura de las
sucesivas unidades de RsmE. En conjunto, estas observaciones brindan una explicacion
simple y consistente para el orden de unidn observado experimentalmente, y cuyas
bases moleculares no habian sido develadas hasta el momento. A su vez, se propone
una posible explicacion para las discrepancias presentadas por las referencias 73 y



77

78 respecto a cudl es el orden de unidn tras ocuparse el primer bolsillo de RsmZ. Este
capitulo, ademds, presenta modelos estructurales para los complejos RsmE-RsmZ par-
cialmente ocupados que no habian sido descritos de forma experimental al momento
de escribirse esta tesis.

Las estructuras utilizadas como punto de partida en este capitulo son las repor-
tadas en la Referencia 73. Estas contienen a los primeros 72 nucleétidos de RsmZ,
el cual se presenta en dos conformaciones denominadas L y R. Las estructuras se-
cundaria y terciarias de ambas conformaciones estdn representadas en la Figura 1.3
del Capitulo I. En el mismo estudio, se determin6 que tanto para la conformacién L
como la R, la unién de RsmE a RsmZ se produce de forma cooperativa siguiendo un
orden preciso, de manera que el ingreso del primer dimero de la proteina favorece
el acceso del segundo, y asi sucesivamente hasta que se ocupa la totalidad de los
motivos de unién del ARNp. La secuencia de union estd indicada en la Figura [.4.
La primera unidad de RsmE se une a los stem-loops 2 y 3, mientras que la segunda
unidad es capturada por los stem-loops 1 y 4. El Gltimo motivo de este fragmento de
RsmZ en ser ocupado es el segmento de simple cadena ubicado entre los stem-loops
2y3[73].

En conjunto, los motivos formados por stem-loops permiten la unién de dos
moléculas de RsmE, mientras el segmento simple cadena constituye la mitad
del bolsillo de unién para una tercera. En otras palabras, uno de los sitios del
tercer dimero de RsmE se une a la region monocatenaria del fragmento de RsmZ
aqui simulado, mientras el sitio restante se une a un motivo situado més alla del
nucledtido 72, cuya estructura no fue resuelta por la Referencia 73. Asi, la molécula
completa de RsmZ posee la capacidad de unir adicionalmente otros dos dimeros de
RsmE en sitios que no se encuentran presentes en las estructuras estudiadas en este
trabajo.

Las razones moleculares por las cuales el acceso de RsmE a RsmZ se pro-
duce en el orden antes mencionado no pudieron ser establecidas en el trabajo de
2014, aunque algunas hipotesis fueron entonces planteadas. Nuestras primeras
simulaciones sobre el sistema RsmE-RsmZ tuvieron como finalidad explicar este
fendmeno, y son descritas en el presente capitulo.
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Hipétesis trabajadas en este capitulo

La hipdtesis que origind el tfrabajo descrito en este capitulo es que la dindmica
con la que RsmZ recorre su diversidad conformacional permite explicar el orden
en el que RsmE ocupa sus sitios de union. Respecto al cardcter cooperativo de
esta union, la principal hipodtesis fue que la incorporacion de cada dimero de
RsmE induce cambios estructurales en RsmZ que favorecen el ingreso de la sigu-
iente unidad proteica. En ambos casos se asumid que los fendmenos postulados
eran susceptibles de ser analizados por técnicas de DM (Ver Secciones I1.1.3 y
1.3. 7).

Objetivos de este capitulo
Generales
« Contribuir al conocimiento integral de los mecanismos de regulacion post- tran-
scripcional mediados por la familia de proteinas Csr/Rsm.
« Aplicar metodologias novedosas para el andlisis de complejos proteina-ARN.
Especificos

» Explicar el cardcter cooperativo y secuencial de la unién de RsmE a RsmZ.

» Comprender las bases moleculares para la selectividad del primer bolsillo de
unién de RsmZ para RsmE.

« Caracterizar el comportamiento dindmico y estructural de RsmZ en presencia de
diferentes unidades de RsmE.

« Observar si existen instancias de interconversion entre las conformaciones Ly R.

En las siguientes secciones se describirdn los pasos seguidos para abordar los
objetivos de este capitulo, asi como las técnicas utilizadas para analizar los resulta-
dos. Para abreviar, a partir de ahora me referiré a los motivos de unién de RsmZ
con la sigla “MU”, mientras que los sitios de RsmE involucrados en estas uniones
seran abreviados como “SU”. Los stem-loops 1, 2, 3 y 4 seran nombrados como
SL1, SL2, SL3 y SL4, respectivamente, mientras el segmento de simple cadena
entre SL.2 y SL.3 serd mencionado como SC. Finalmente, utilizaré la nomenclatura
SLXGga (con X entre 1y 4) para referirme especificamente a la secuencia GGA de
un SL particular. Todas estas siglas estan resumidas en la Tabla VII.1.
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Construccién de los modelos computacionales

Los modelos computacionales de RsmZ y de los complejos RsmZ-RsmE fueron
directamente generados a partir de las estructuras disponibles al momento de
realizarse esta etapa de investigacion [73]. Los c6digos de entrada PDB son 2MF0
y 2MF1 para los conférmeros L y R, respectivamente.

Los modelos computacionales relacionados a estas estructuras PDB serdn nom-
brados como L3 y R3, dado que corresponden a los conférmeros L y R, y contienen
tres moléculas de RsmE cada uno. A partir de los mismos, se construyeron los
modelos L2 y R2 removiendo la molécula de RsmE unida al segmento SC. Para
esto, se eliminaron las coordenadas correspondientes a la tercera unidad de RsmE
del archivo PDB de los modelos completos. Luego, se obtuvieron los modelos L1
y R1 eliminando la unidad de RsmE unida a SL1Gg4 y SL4GGa de L2 y R2. Por
ultimo, se generaron los modelos LLO y RO, correspondientes a RsmZ en estado
libre, eliminando la dltima unidad de RsmE, unida a SL.2564 y SL3Gga. La Figura
IV.1 muestra una representacion pictorica del procedimiento seguido. Notese que
el orden de salida de las unidades de RsmE en la figura es el opuesto al orden de
union descrito en la referencia 73.

: _§|.3esn

0y

Figura IV.1: Representacion esquemdtica de los modelos estudiados en este trabajo. Soélo la
conformacion R fue graficada. Un esquema similar se utilizé para el conférmero L. Los dimeros
de RsmE estan representados en celeste, mientras el esqueleto de RsmZ estd mayormente en rojo,
con excepcion de sus MU, los cudles estan representados en amarillo. La imagen fue adaptada de la
Referencia 2.
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Simulacién del complejo en distintos estados de ocupacion

El siguiente protocolo fue aplicado para realizar simulaciones de DM de todos
los modelos del complejo RsmE-RsmZ generados como se explicé en la seccion
precedente. Los modelos fueron solvatados utilizando el médulo LEAP de AMBER
[233]. Para esto se afiadieron moléculas de agua en una caja octaédrica con paredes
fijas a una distancia de 12.0 A del dtomo més proximo del complejo. A continuacidn,
se afladieron iones Na™ para neutralizar el sistema y luego se agregaron tanto iones
Na™' como Cl~ en cantidades equivalentes, hasta alcanzar una concentracién 0.15M.
Las interacciones entre las particulas del sistema se modelaron con el campo
de fuerza ff14SB para las moléculas proteicas [298], el modelo TIP3P para las
moléculas de agua [271], y la actualizacion 199 bsc0, 13 para RsmZ [261] (Ver
Seccion II1.3.1). Para los iones se utilizo la parametrizacion frcmod.ionsjc_TIP3P
[299]. Las simulaciones fueron realizadas con los médulos SANDER y PMEMD
de AMBER 18 [233, 300].

El sistema generado con el modulo LEAP fue primero minimizado y luego
calentado durante 2 ns a volumen constante (NVT), hasta alcanzar una temperatura
de 303K. La temperatura fue controlada con el termostato de Langevin con una fre-
cuencia de colisién de 1.0 ps~! [301]. Las longitudes de los enlaces que involucran
atomos de hidrogeno fueron restringidas a través del algoritmo SHAKE. Acorde
a esto, el paso de integracion fue fijado en 2.0 fs (Ver Seccion 111.2). El método
PME, con un radio de corte de 9.0 A, fue implementado para las interacciones
electrostaticas [233], por lo que las mismas fueron evaluadas en el espacio directo
parar < 9A y en el espacio reciproco para r >9.0A [251, 252]. Un valor de corte
de 9.0 A fue también utilizado para el resto de las interacciones no ligadas.

Luego de finalizar el calentamiento, se cambiaron las condiciones de NVT a NPT,
permitiendo que el sistema relaje su densidad durante 1ns. La presion fue controlada
con el barostato de Berendsen con una constante de acoplamiento de 2.0 ps. Con la
conformacidn alcanzada al terminar esta equilibracion, se iniciaron 10 simulaciones
de DM de 200 ns en condiciones NPT para cada modelo, alcanzando un total de
2.00 us. Es importante destacar que ésto no equivale a una unica trayectoria de
2.00 us, sino que en cada simulacidn se utilizaron diferentes velocidades iniciales,



V.3

V.3 Comportamiento de RsmZ y de los complejos RsmZ-RsmE 81

las cuales fueron tomadas al azar de una distribucion de Maxwell con el fin de
reproducir diversas regiones del espacio conformacional (Ver Seccion I11.3.2). Las
estructuras adoptadas por el sistema durante las trayectorias fueron registradas cada
0.25ns, generando asi una muestra total de 8 mil snapshots por modelo.

Comportamiento de RsmZ y de los complejos RsmZ-RsmE

Para comprobar la estabilidad de los modelos y determinar el punto a partir del
cual se encuentran equilibrados, se analiz6 el perfil de RMSD entre las estructuras
muestreadas en la simulacion y su correspondiente estructura inicial. La medicion
se realizd considerando soélo los atomos de Fosforo del esqueleto de RsmZ. La
Figura I'V.2 muestra ejemplos tipicos de la evolucién de los RMSD de cada modelo.
Basandonos en el comportamiento de estas curvas, los primeros 150 ns de cada
trayectoria se consideraron como un periodo de equilibracion. De esta manera, se
defini6 que la etapa de produccion para cada sistema consiste de 10 trayectorias de
50 ns. Dado que las estructuras se registraron cada 0.25 ns, se obtuvo un conjunto
de 2000 snapshots para cada uno de los 8 modelos.

Para cada uno de estos sets de datos, se calculd la FDP de su RMSD. La
Figura IV.3 muestra este resultado. Se observa que todas las distribuciones son
multimodales, presentando varios picos. Ademas, se vuelven mas dispersas y
alcanzan mayores valores de RMSD conforme menor es la cantidad de unidades
de RsmE unidas a RsmZ. Asi, los modelos LO y RO son los que presentan las
distribuciones mas anchas y alcanzan los mayores valores de RMSD. Esa tendencia
se mitiga en los modelos con una y dos unidades de RsmE unidas, y alcanza su
mayor rigidez en los modelos L3 y R3.

La forma en la que estdn computados los valores de RMSD representa una
medida de cuénto se desvian las conformaciones muestreadas de RsmZ respecto
a su estructura de partida. Intuitivamente, se puede pensar que esta caracteris-
tica esta correlacionada con la flexibilidad de RsmZ, la cual aumenta conforme
menos unidades de RsmE se encuentran formando el complejo, o bien que presenta
estructuras de equilibrio progresivamente mas diferentes a las de los complejos
completamente ocupados. Sin embargo, los valores de este RSMD no permiten
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Figura IV.2: Evolucién temporal del RMSD de los dtomos de fésforo de RsmZ respecto de la
estructura inicial. Se muestran los resultados de las simulaciones representativas de cada modelo.
Con una linea gris se sefiala el punto a partir del cual las simulaciones alcanzaron valores estables
de RMSD. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

evaluar cudnto se diferencian las estructuras entre si. Para explorar este aspecto,
se aplico el método de PCA utilizando las mismas coordenadas que las empleadas
para calcular los perfiles de RMSD.

Todas las simulaciones de cada modelo fueron concatenadas para construir
la trayectoria que luego seria utilizada en el PCA. Se ha demostrado que este
procedimiento mejora sistemdticamente la consistencia de los autovectores del PCA
[289, 302]. Finalmente, las muestras de cada trayectoria fueron proyectadas sobre
los primeros dos autovectores del PCA para obtener los componentes principales 1
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Figura I'V.3: FDP para los RMSD de los d4tomos de P de RsmZ respecto a la primera estructura de
cada modelo. Las curvas representadas en amarillo, rojo, verde y azul, corresponden a los modelos
con 3, 2, 1 y ningiin dimero de RsmE unido a las conformaciones L (Panel A) y R (Panel B) de
RsmZ, respectivamente. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

y 2 (PC1 Y PC2) (Ver Seccion 111.5.1). Esas proyecciones se muestran en la Figura
IV.4, y permiten tener una idea de cuénto difieren entre si las estructuras de cada
modelo.
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Figura IV.4: Proyeccion de las trayectorias sobre los primeros dos modos obtenidos por PCA. La
informacién obtenida para los distintos modelos esté representada en colores diferentes. Asi, la
distribucién azul corresponde al modelo LO/RO, la verde al modelo L1/R1, la roja al modelo L2/R2
y la amarilla al modelo L3/R3. Panel A: muestra los resultados para la conformacién L. Panel B:
muestra los resultados para la conformacion R. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

Una primera observacion indica que las estructuras obtenidas a partir de las
simulaciones de L3 y R3 ocupan una region relativamente pequeiia de su respectivo
subespacio, ubicada cerca del origen del plano formado por los dos primeros
componentes principales. Sin embargo, los modelos con menor ocupacion de RsmZ
por parte de RsmE se alejan progresivamente del origen, formando distribuciones
mas dispersas de sus respectivos subespacios.

En la figura también es posible observar como las formas libres de RsmZ son
particularmente flexibles, y que los modelos correspondientes a la conformacion L
tienen una mayor flexibilidad respecto al conformero R. Una medida cuantitativa
de esta observacion estd dada por los dos primeros autovalores para cada confor-
macién. Para LO estos son 7811 A2 y 3440 AZ, respectivamente, mientras que
los correspondientes a RO son 2889 A? y 2131 A2, Si contrastamos estos valores
con los obtenidos a partir de los modelos con 3 proteinas, se observa un marcado
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descenso a 114 A2 y 40 A2 para el caso de L3, asi como a 151 A% y 85 A2 para el
caso de R3.

Tanto el analisis de RMSD como el método de PCA basado en coordenadas
cartesianas requieren poder discriminar entre las deformaciones internas de la
molécula y su rotacion global. Sin embargo, dicha separacion no es posible cuando
las deformaciones moleculares son de gran magnitud [289]. Esta limitacion se
puede evitar utilizando coordenadas internas tales como distancias de contactos o
angulos diedros. En particular, se ha demostrado que el uso de dngulos diedros es
apropiado para describir los cambios conformacionales en moléculas de ARN [296].
Este método, conocido como dPCA, fue aplicado para analizar las trayectorias de
los modelos estudiados en este capitulo, a fin de generar coordenadas apropiadas
para la clusterizacion de las estructuras muestreadas.

Los dngulos diedros utilizados para este segundo PCA fueron «, 8, 7, 0, € y
£, los cuales describen la conformacion del esqueleto del ARN (ver Figura IV.5).
Ademas, en el analisis se incluyeron soélo los nucleétidos 16-19, 36-44, y 56-59,
como se muestra en la Figura IV.5. Estos residuos corresponden a las regiones
que empalman los cuatro SL del segmento considerado de RsmZ. El motivo de la
eleccion de estos segmentos es que concentran las principales diferencias entre las
conformaciones L y R [303].

Para calcular la matriz de covarianza del dPCA, se concatenaron todas las
trayectorias de los modelos L y R correspondientes al mismo nivel de ocupacion.
Es decir, se concatend a L2 con R2, a L1 con R1, y a LO con RO. El objetivo de este
procedimiento es poder usar el dPCA para analizar si en algtin caso se produce un
solapamiento entre las estructuras generadas comenzando en ambas conformaciones.
El andlisis se completa proyectando las trayectorias concatenadas sobre el primer
autovector y luego calculando la FDP de los valores obtenidos. La Figura IV.6
muestra el resultado de dicho analisis. Asi, se muestran las distribuciones de
probabilidad para los valores correspondientes al primer componente principal.

Se observa que las distribuciones para los conférmeros de L y R en todos los
complejos RsmZ-RsmE estan separadas entre si, mientras que presentan un minimo
solapamiento en los modelos sin RsmE. Sin embargo, incluso en ese caso, hay una
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Figura IV.5: Panel A: Representacion de los dngulos diedros de una molécula de ARN. Los dtomos
de Fésforo estdn representados en amarillo, mientras los de Oxigeno y Carbono se muestran en
rojo y negro, respectivamente. Los angulos, por su parte, estdn sefialados en azul. Los dngulos
o, B, 7, 8, € y € corresponden al esqueleto del ARN, mientras el dngulo diedro y corresponde
a la base nucleotidica de la molécula, representada en gris. Panel B: Nucle6tidos cuyos angulos
diedros fueron utilizados en la definicién del dPCA para RsmZ. Los nucle6tidos seleccionados estdn
destacados en amarillo. El primer nucleétido de la secuencia estd destacado en celeste. La imagen
fue adaptada de la Referencia 2.

clara diferenciacion entre las estructuras en las trayectorias iniciadas en L y las
iniciadas en R, sugiriendo que no hubo interconversion entre ambas conformaciones
durante las simulaciones. En este punto, cabe recordar la hip6tesis planteada en la
Referencia 73, que sugiere la importancia de que coexistan dos conformaciones de
RsmZ para que éste pueda adaptar su mecanismo de captura a diferentes contextos
estructurales.

La siguiente seccidn tiene por objetivo analizar las estructuras correspondientes
a los minimos de Energia Libre de cada modelo y racionalizar sus principales
caracteristicas estructurales. Para esto, se partird del dPCA introducido en esta
seccion.
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Figura IV.6: FDP para las proyecciones sobre el primer modo obtenido por dPCA. La distribucion
obtenida para la conformacion L estd presentada en azul, mientras la correspondiente a la conforma-
cion R estd presentada en rojo. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

Clusterizacion y caracterizacion estructural

Para identificar las estructuras tipicamente adoptadas por RsmZ, tanto en su forma
libre como con diferentes grados de ocupacién por parte de RsmE, se implement6
el método de clusterizacion basado en densidad de Stock y sus colaboradores [293]
(Ver Seccion I11.5.2). Las estructuras fueron proyectadas sobre los espacios de
dimension reducida generados por los primeros 4 modos del dPCA.
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Para seleccionar el tamafio del subespacio sobre el que se va a proyectar hay
que tener en cuenta dos criterios contrapuestos. Por un lado, es preferible utilizar
un subespacio de muchas dimensiones para no generar los llamados “errores de
proyeccion”. Estos refieren a una alteracion en la conectividad de los minimos
debida a la informacion que se pierde con los grados de libertad que se descartan.
Pero, por otro lado, es necesario tener una buena estadistica del espacio considerado.
Si para describir cada dimension se requieren N p puntos de grilla y el nimero de
dimensiones es Nd, entonces la cantidad total de puntos que deben ser incluidos en
el analisis es Np™V“. Este nimero crece muy rapidamente con Nd y, como la muestra
es limitada, ocurre que muy rapidamente el cociente entre la cantidad de muestra
y la cantidad de puntos de la grilla se vuelve muy chico, generando un aumento
en el error estadistico. Para este trabajo se seleccion6 un espacio de dimension 4
(4D) porque ese es el maximo recomendable para la cantidad de muestra disponible
[293]. El error de proyeccion relacionado con esta reduccion del espacio no deberia
afectar al objetivo del andlisis, dado que éste tuvo como meta identificar estructuras
tipicas para cada modelo, sin pretender discriminar entre situaciones mas ambiguas.

Para cada punto, se estimo su densidad local contando el numero de estructuras
que se encontraban a menos de un cierto radio R, en el subespacio 4D analizado.
Luego, se selecciono el valor de Ry, computando las poblaciones para diferentes
valores de este pardmetro y analizando las distribuciones obtenidas. De esta manera,
el R, elegido fue el de mayor valor que presenta una caida exponencial en la
poblacion, como se observa en la Figura IV.7. Los valores de R, elegidos oscilan
entre 0.20 y 0.35, dependiendo del modelo.

Como se explico anteriormente, este método de clusterizacion provee ademas
una estimacion para la Energia Libre de cada estructura muestreada (medida en
unidades de kpT"). Cuanto mayor es la cantidad de puntos en torno a cada estructura
considerada, menor sera el valor de Energia Libre estimado para la misma. Asi,
el minimo global de Energia Libre seré asignado a la conformacién con la mayor
densidad de estructuras a su alrededor. No obstante, esta estimacion no es suficiente
para describir como se distribuyen estos puntos sobre la SEL de la molécula, sino
que solo asigna un valor relativo sin distinguir qué puntos con valores similares de
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Figura IV.7: Efecto del radio (R,) de la hiperesfera utilizada para estimar la Energia Libre local
al realizar la clusterizacién por densidad. Las poblaciones estdn normalizadas para que el mdximo
sea igual a 1. Los valores seleccionados estan destacados en rojo. La imagen fue adaptada de la

Referencia 2.
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energia se encuentran lejanos entre si, y cudles pertenecen al mismo minimo local.

Para abordar este aspecto, se implemento la técnica de lumping propuesta en
la Referencia 293 y discutida en la Seccion II1.5.2. Para esto se utilizé un paso
de tamizado de 0.1 kT y un radio de clusterizacion igual a dos veces la distancia
media del punto vecino mds cercano. De este modo se construyeron los cladogramas
que muestran cOmo las estructuras se encuentran organizadas de acuerdo tanto a su
proximidad en el subespacio proyectado como a su Energia Libre. En particular,
las estructuras pertenecientes a los nodos terminales de cada arbol son las més
representativas de cada subconjunto. Las estructuras tipicas asi obtenidas con cada
uno de los modelos fueron tomadas de los nodos terminales de sus respectivos
arboles. En la Figura IV.8 se muestran estos resultados.
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Figura IV.8: Cladogramas de clusterizacion basada en densidad. La longitud de cada rama cor-
responde a diferentes valores de Energia Libre, donde los nodos terminales de cada ramificacion
concentran a los minimos de Energia libre de su respectiva conformacion, y los valores maximos
estdn representados en el margen superior del grafico. Esta representacion fue realizada utilizando el
codigo disponible en https://github.com/lettis. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.
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Caracterizacion estructural de RsmZ y sus complejos con RsmE

Al observar las estructuras mas representativas de cada modelo, se not6 un primer
indicio acerca de la existencia de un patrén estructural que podria incidir sobre el
orden seguido por RsmE para unirse a RsmZ. Se pudo notar que en los modelos
LO y RO, los unicos stem-loops que se encontraban a simple vista expuestos al
solvente eran los correspondientes al primer bolsillo de unién. Los MU restantes
aparecian ocluidos, interactuando entre si o con su propia region doble cadena.
En otras palabras, RsmE no podria acceder a los MU restantes. Por su parte,
en los modelos L1 y R1, estan disponibles los MU de los SL 1 y 4, pero no se
observan estructuras en las que esté disponible el MU de la regién SC. Sélo en los
modelos L2 y R2 se observan estructuras en donde el segmento SC no se encuentra
ocluido. Es interesante destacar que las interacciones que anulan la exposicion de
un determinado MU generalmente estin mediadas por otros MU.

Para ilustrar estas observaciones, se seleccionaron dos estructuras representa-
tivas de cada estado de ocupacion. En cada par, una estructura presenta al MU
disponible para ser ocupado por RsmE, mientras que en la otra se encuentra ocluido.
Las estructuras seleccionadas pueden visualizarse en https://sketchfab.com/
aormazabal. La Figura IV.9 muestra una vista en perspectiva para estas estructuras,
asi como codigos QR que, al escanearse, permiten acceder a representaciones en
Realidad Aumentada para cada modelo. A continuacién, se describen las carac-
teristicas estructurales de cada conformacién elegida. Estas serdn nombradas de
acuerdo a su estado de ocupacion, explicitando la ubicacion del MU disponible o
indicando si todos sus MU se encuentran ocluidos.

LORO-SIL.3-accesible. En este caso, los SL ocluidos anulan su disponibilidad
entre si o se encuentran flexionados sobre si mismos. En particular, los MU de
SL1 y SL4 interactian entre si, cancelando mutuamente su accesibilidad. La
interaccion se debe mayormente al apilamiento entre los residuos G9(SL1564) ¥
C67(SL4GGa). Adicionalmente, interacciones de puente de Hidrégeno entre los
residuos G9(SL1gga) y G65(SL4Gga) contribuyen a ese comportamiento. Por su
parte, los residuos Ul1, A12 y G13 de SL1 se ubican cerca de la region SCgga,
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inhibiendo su accesibilidad. El SL.2 se encuentra flexionado sobre si mismo, por lo
que su MU interactia con los nucledtidos ubicados en el origen de su region doble
cadena, quedando impedido de capturar a RsmE. Finalmente, SL.3 se encuentra
abiertamente expuesto al solvente, pudiendo asi capturar a la proteina.

LORO-ocluido. En esta estructura, todos los MU estan ocluidos debido a las
interacciones de unos con otros. Las regiones SL15G4 y SL2GGa interactiian entre si
por apilamiento a través de los nucledtidos U11 y C30. Una situacién andloga ocurre
entre las regiones SCgga vV SL4Gg4a, que interactian a través de los nucledtidos
C42 y C67 de cada una de ellas. Finalmente, SL3 esta ocluido debido a que su MU
interactda con los atomos de ribosa de U36, asi como con la region simple cadena
de SL2 y el residuo C37 ubicado en el inicio del segmento SC.

L1R1-SL1-accesible. En este caso, se puede observar una marcada diferencia en
el comportamiento de los SL segun si estdn unidos o no a RsmE. SL4 se encuentra
ocluido, y el motivo GGA de su MU se encuentra cercano al SL3 (que junto
al SL2 estdn ya ocupados por RsmE). M4s atin, la regioén inicial de su region
apareada se encuentra proxima al segmento SCggy, dificultando también el acceso
de RsmE. Por otra parte, los residuos A41 y C42 de este MU, asi como A43 y U57,
interactdan entre si formando un motivo del tipo ribose zipper. Contrariamente,
SL1 se encuentra expuesto al solvente, con su motivo GGA disponible para unirse
a RsmE.

L1R1-ocluido. En este caso, SL.1 y SL4 estdn dispuestos de manera que sus
respectivos motivos GGA quedan cercanos entre si. Este comportamiento esta
estabilizado por las interacciones entre los residuos G9y Ul1 (SL1gga) con G65
y G64 (SL4Gga). Respecto a la region SCgga, €ste se encuentra proximo a los
segmentos de doble cadena de SL.2 (U36) y SL4 (U58). Esta observacion sugiere que
no se encuentra disponible para su union con RsmE. Los SL2 y SL3 se encuentran
por su parte ocupados en la interaccion con RsmE.

L2R2-SC-accesible y L2R2-ocluido. En estos modelos, los cuatro MU localiza-
dos en SL estédn interactuando con RsmE. Asi, el motivo SCgga es el tnico que
estd desocupado. Debido a la estabilizacion estructural generada por la union de
dos unidades de RsmE, las estructuras observadas en L2 y R2 son similares a sus




IV.3.3

IV.3 Comportamiento de RsmZ y de los complejos RsmZ-RsmE 93

contrapartes L3 y R3, excepto por el segmento SC que es el tinico que conserva atn
cierto grado de flexibilidad. Esto le permite alternar entre estados de oclusion y
disponibilidad. En las conformaciones seleccionadas para este par de modelos se
puede apreciar claramente dicha modulacién. En "L2R2-SC-accesible", las regiones
apareadas de SL2 y SL4 se encuentran distantes del segmento SCgga. Ademas,
hay un apareamiento de Wobble entre C37 y A41 en esta estructura. Debido a
dicha interaccion, los nucleotidos Gsg, Gig, y A49 quedan expuestos al solvente. La
interaccion entre C37 y A41 no existe en "L2R2-ocluido", 1o que provoca que el
residuo central G39 de la region SCsg4 quede orientado hacia el centro de RsmZ.
Por su parte, los nucledtidos C59 y C60 de SL4 se disponen proximos a SCgga,
sugiriendo que queda inaccesible para RsmkE.

Intuitivamente, estas estructuras sugieren que las conformaciones representativas
de cada modelo oscilan entre estados de disponibilidad y no disponibilidad para
la uni6on de RsmE. Este mecanismo sigue una secuencia de exposicion concer-
tada, coincidente con el orden en el que son ocupados los sitios de RsmZ segtin
reportes experimentales [73]. La siguiente seccidn tiene por objetivo racionalizar
y cuantificar las observaciones descritas para las estructuras tipicas seleccionadas,
e identificar si las disponibilidades de dichas conformaciones son sostenidas a lo
largo de las trayectorias de DM.

Accesibilidad de los motivos de unién en RsmzZ

En la seccion anterior se sugirié que el grado de exposicion al solvente de los
diferentes MU de RsmZ podria ser el determinante del orden de ocupacion de dichos
MU observado en el trabajo de Duss y sus colaboradores [73]. Para cuantificar ese
grado de exposicion, se defini6 la “accesibilidad" de cada motivo de la siguiente
manera:

Se delimitaron cinco regiones 3D en RsmZ, cada una de ellas asociada con un
MU determinado. Cada regién contiene a todos los nucle6tidos que, en la estructura
PDB original, se encuentran dentro de una esfera de radio r,, centrada en el centro
de masa del GGA del MU considerado. Se considera que estas esferas definen
una zona de exclusion para los nucledtidos que se encuentran en otras partes de
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L2R2-SC-accesible L2R2-ocluido

Figura I'V.9: Vistas en perspectiva de las estructuras representativas para las conformaciones “LORO-
SL3-accesible”, “LORO0-ocluido”, “L1R1-SL1-accesible”, “L1R1-ocluido”, “L2R2-SC-accesible”
y “L2R2-ocluido”. En rojo se sefiala el esqueleto del ARN; en verde se representan las regiones
doble-cadena de los SL estudiados; en amarillo se destacan los motivos GGA y en celeste se
indica a RsmE. Las esferas verdes y rojas indican que un dado motivo estd accesible u ocluido,
respectivamente. Escaneando los c6digos QR pueden visualizarse representaciones en Realidad

Aumentada para cada modelo.
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la molécula (es decir, los &tomos que no son parte de esa regiéon). Asi, el GGA
de cada MU se considera “accesible” cuando no hay dtomos de otras regiones
dentro de su esfera de exclusion. En caso contrario, se considera ocluido. Una
representacion animada de como funciona esta definicion se presenta en el siguiente
enlace: https://www.youtube.com/watch?v=_KwLNOe3jnI. En esa animacién
se muestra en color verde la situacion en la que la esfera considerada no posee
atomos de otras regiones en su interior, mientras el color rojo representa el caso en
el que el MU se encuentra ocluido.

Es evidente que, con esta manera de estimar la accesibilidad, los resultados van
a depender del radio de la esfera de exclusion. Sin embargo, para este trabajo,
lo importante son las disponibilidades relativas de los sitios, y no asi sus valores
absolutos. El radio elegido para las esferas de exclusién fue de 18.0 A para las
centradas en los extremos de los SL y de 14.0 A para el segmento SC, basandonos en
los volumenes necesarios para la ocupacion de RsmE en las estructuras reportadas
por la Referencia 73. La Figura I'V.10 representa como quedan definidas dichas
esferas para SL1 y la region SC. Ademads, para ver si las accesibilidades dependian
del valor dado a r,,, se hicieron pruebas con diferentes valores para este pardmetro.
Tal como se esperaba, se observo que su variacion modifica las accesibilidades
absolutas, pero practicamente no cambia las relativas. La Figura IV.11 muestra los
resultados de este ensayo.

Teniendo en cuenta los alcances y limitaciones de la definicion utilizada, se
procedio a determinar la accesibilidad de cada MU de RsmZ en todos los modelos.
Para los modelos que contienen una o dos moléculas RsmE ya unidas, solo se
aplico este andlisis sobre los MU que no se encuentran previamente ocupados. Los
porcentajes de accesibilidad estimados para cada MU se muestran en la Figura
IV.12. Al examinar la accesibilidad de los cinco MU de RsmZ en sus diferentes
estados de unién (X0 — X1 — X2 — X3), se confirma la presencia de un patrén
estructural explica el orden de unién de RsmE.

En las formas libres de RsmZ, s6lo SL2G64 y SL3Gga tienen porcentajes de
accesibilidad significativos. Para L0, los porcentajes de disponibilidad alcanzan val-
ores de 16.0% y 27.10%, respectivamente. En el caso de RO, los valores son 6.95%
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Figura IV.10: Esferas utilizadas para definir como accesibles a los motivos SL1G64 Y SCgga. Se
defini6 un radio de 18.0 A para las esferas centradas en los extremos de los SL y de 14.0 A para el
que estd en el segmento SC. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

y 18.85%. Los motivos restantes tienen accesibilidades marginales, o directamente
nulas. Cuando se analizan los resultados de los modelos L1 y R1, se encuentra que
el motivo SC;g4 permanece ocluido, pero se evidencia un marcado incremento
en la accesibilidad de SL1554 en ambas conformaciones, alcanzando valores de
21.35% en L1 y 19.70% en R1. En ésta ultima, hay también un aumento en la
disponibilidad de SL4;ga, que llega al 12.65%. La tnica excepcion a esta tendencia
ocurre en SL4564 del modelo L1. Esto podria explicarse por una limitacién del
modelo, debido a que la estructura de RsmZ utilizada no estd completa, sino que se
encuentra truncada justo después de SL4. También podria ser un resultado genuino,
aunque para corroborarlo seria necesario realizar el mismo analisis pero con un
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Figura IV.11: Sensibilidad del anélisis de accesibilidad para los MU de RsmZ cuando se cambia el
radio de exclusion. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

modelo sin la secuencia truncada.

Respecto a esto ultimo, cabe destacar que poco tiempo después de concluirse este
trabajo, se publico un articulo en el que se reportd la estructura completa de RsmZ
[78]. La misma contiene los 117 nucléotidos de la molécula, unidos a tres dimeros
de RsmE, y se determiné el orden en el que se ocuparon los sitios de unién. Al
igual que lo hallado con el fragmento de 72 nucleétidos estudiado en este capitulo,
los autores indicaron que el primer dimero de RsmE se une a los MU de SL2 y SL3.
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con el fragmento de 72 nucledtidos, el
segundo dimero se une a SL.1 y no a SL4, sino a SL5 (un SL que se ubica mas alla
del nucledtido 72). Esto muestra que el orden de unidn esta sujeto a la extension
del ARNp. Nuestros resultados son coincidentes con el patron observado en la
Referencia 73, pero para explicar el comportamiento de RsmZ nativo este mismo
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Figura IV.12: Porcentaje de disponibilidad para los distintos MU de cada modelo. Las barras
violetas representan el resultado para LO y RO, mientras las barras rojas corresponden a los modelos
L1y R1. Los modelos L2 y R2 estdn representados en naranja. Imagen adaptada de la Referencia 2.
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andlisis deberia aplicarse a la molécula completa. No obstante, el comportamiento
ambiguo observado para SL4 en el fragmento de 72 nucléotidos muestra que aun
este constructo no estd optimizado para utilizar SL4 para unir al segundo dimero de
RsmE. Esto podria explicar la diferencia entre ambas referencias por ser éste el SL
que difiere en el segundo bolsillo de unién de ambos modelos.

Completando el analisis, los tnicos casos en los que se observa accesibilidad
para el motivo SC;ga son las simulaciones correspondientes a los modelos L2 y
R2. Asi, los porcentajes de disponibilidad pasan desde valores marginales a 23.60%
y 24.10% para L2 y R2, respectivamente. Cabe destacar que estos son los mayores
porcentajes de disponibilidad en toda la serie de datos.
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L0 SL166a SL2G6a SScea SL3Gga Sldgea
SL1s64« 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

SL2::4 - 3433 0.00 1.84 0.80
SSGGa - - 0.00 0.00 0.00
SL3:GGa - - - 60.69 0O.11
SL4GGa - - - - 2.19

Tabla V. 1: Porcentajes de disponibilidad para los MU de LO. Los elementos diag-
onales se refieren a motivos individuales, mientras aquellos que estan sobre la
diagonal responden a combinaciones entre pares de motivos distintos.

Por ultimo, se analiz6 con qué frecuencia dos MU se encuentran simultdneamente
disponibles. Para ello, del conjunto de estructuras muestreadas para cada modelo,
se seleccionaron las que tenian disponible al menos uno de los MU. Luego, sobre
ese total, se observé en qué porcentaje estaba también disponible alguno de los MU
restantes. Los resultados para LO y RO se encuentran disponibles en las tablas I'V.1
y IV.2, respectivamente, mientras los de L1 y R1 estan en las tablas IV.3 y [V.4.
Los elementos diagonales de estas tablas muestran el porcentaje de estructuras que
poseen un s6lo MU disponible, mientras que los elementos por fuera de la diagonal
indican los porcentajes en los que el par de MU indicados por la columna y la fila
estan simultineamente disponibles.

RO Sllgoa SL2G6a SSgoa SL3goa Sldcea
SL1gga 0.00 000 000 0.00 0.00

SL264 - 25.49 0.00 1.98 0.00
SScca - - 0.00 0.00 0.00
SL3c6a - - - 72.53 0.00
SL4::64 - - - - 0.00

Tabla [V.2: Porcentajes de disponibilidad para los MU de RO. Los elementos diag-
onales se refieren a motivos individuales, mientras aquellos que estan sobre Ia
diagonal responden a combinaciones entre pares de motivos distintos.

La primera observacion que surge al analizar estas tablas es que la mayor parte
del tiempo, los SL que se encuentran expuestos lo hacen en soledad, es decir,
sin que el resto de los MU también estén accesibles. En el caso de LO y RO, si
bien existen estructuras en las cuales existe la disponibilidad simultanea de dos
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L1 SL1Ggoa SScca Sl4gea

SL1gsa 93.03 000 0.00
SSGGa - 0.00 0.00
SL4GGa - - 6.97

Tabla IV.3: Porcentajes de disponibilidad para los MU de L1. Los elementos diag-
onales se refieren a motivos individuales, mientras aquellos que estan sobre Ila
diagonal responden a combinaciones entre distintos pares de motivos.

R1 SL1Goa SScca Sldgea

SL1gg4 60.89 0.00 0.00
SSGGa - 0.00 0.00
SL4GGa - - 39.11

Tabla IV.4: Porcentajes de disponibilidad para los MU de R1. Los elementos diag-
onales se refieren a motivos individuales, mientras aquellos que estan sobre Ia
diagonal responden a combinaciones de pares de motivos.

SL, los porcentajes correspondientes a dichas estructuras son marginales. De
hecho, la mayor probabilidad de encontrar esa situacion se observa para el par
SL2664/SL3GGa, donde los SL se encuentran simultineamente disponibles en un
1.84% y 1.98% de los casos para LO y RO, respectivamente. Estos valores son
marginales si se los compara con las probabilidades de observar s6lo uno de estos
SL disponible.

Estas observaciones sugieren que RsmE inicia su unién a RsmZ o a complejos
RsmZ/RsmE siendo capturado inicialmente por un unico SL disponible. Necesaria-
mente, luego debe producirse un reacomodamiento intramolecular para permitir que
el SL restante se una a la proteina por el otro lado. Estos resultados sugieren una
nueva hipdtesis, segun la cual la exposicion de los distintos SL ocurre individual-
mente para evitar el escenario en que dos de ellos interactien simultdneamente con
diferentes unidades de RsmE, lo que disminuiria la efectividad de union y, por ende,
la eficiencia del mecanismo de captura. Esta hip6tesis estd a su vez reforzada por el
hecho de que MU individuales presentan constantes de disociacion més elevadas
cuando interactian con RsmE de manera aislada respecto a cuando se encuentran
en el contexto de la molécula completa [72, 73].
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Conclusiones del capitulo

En este capitulo se presentaron los resultados de las simulaciones de DM realizadas
sobre modelos computacionales de RsmZ y de los complejos formados entre RsmZ
y una, dos o tres moléculas de RsmE. Estas fueron las primeras simulaciones repor-
tadas para el sistema RsmE-RsmZ. A partir de ellas se pudo observar que, acorde
a lo esperable, la estructura de RsmZ se vuelve progresivamente menos flexible
cuanto mayor es el nimero de moléculas de RsmE unidas. En particular, las formas
libres de RsmZ presentan una enorme flexibilidad. No obstante, encontramos que
aun en las conformaciones mds flexibles (LO y RO0), las estructuras iniciadas desde L.
no muestrean el espacio de R, y viceversa. Esto muestra que la interconversion entre
estos conférmeros, aun en ausencia de RsmE, tiene una barrera de Energia Libre
demasiado alta para ser captada por las simulaciones realizadas en este trabajo.

En cuanto al orden de ocupacién seguido por RsmE, ambas conformaciones
experimentan un comportamiento similar. Es destacable que su elevada diversidad
conformacional no genera una mezcla de estructuras aleatorias. Por el contrario,
cada modelo exhibe un patron estructural consistente, en el cual los MU que deben
unir al préximo dimero de RsmE se encuentran alternadamente expuestos mientras
que el resto de los MU estan ocluidos. Asimismo, las simulaciones revelaron que
los SL que forman un mismo bolsillo de unidén no estan disponibles de manera
simultanea, sino que se exponen al solvente de a uno por vez. Esto sugiere un
mecanismo adicional de control para el sistema, dado que evita la posibilidad de
que dos SL se unan a proteinas diferentes al mismo tiempo, lo que disminuiria su
eficiencia de union.

Finalmente, los resultados presentados en este capitulo sugieren la confirmacién
de las hipoétesis planteadas al principio del mismo: Por un lado, fue posible develar
un patron estructural y dindmico que explica el cardcter cooperativo para la union
de RsmE a RsmZ. Pero ademas, se sugiere que la union de dicha proteina al ARNp
ejerceria una accion del tipo ajuste-inducido, en el cual las estructuras resultantes de
ocupar cada sitio favorecen conformaciones en las que se habilita la ocupacion del
siguiente. Este punto serd retomado en el capitulo siguiente. Habiendo también pre-
sentado adaptaciones de metodologias previas como técnicas de analisis disefiadas
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ad hoc del modelo, se concluye que los resultados son satisfactorios respecto a los
objetivos planteados inicialmente.
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V. Sobre el reconocimiento y unién de RsmE por RsmZ

Esta etapa de investigacion se llevo a cabo entre los aiios 2020 y 2022. Parte
de los resultados presentados en este capitulo, asi como de los ensayos empleados

para su obtencion, fueron publicados en “Journal of Chemical Information and
Modeling” en el aiio 2022 [3].

Resumen de este capitulo EI Capitulo IV presentd simulaciones de DM que aportan
una explicacién para el orden seguido por RsmE al ocupar los diferentes sitios de union
del fragmento estudiado de RsmZ. En este punto, lo que resta es simular el evento de
unién entre ambas moléculas. En este Capitulo se presentan simulaciones de Umbrella
Sampling que describen el mecanismo de salida de RsmE del sitio de unidén de RsmZ
situado en la regidon simple cadena. El estudio estd enfocado en dilucidar cudles son las
inferacciones mas relevantes del proceso. Los resultados proveen una estimacion para
la energia involucrada en el proceso de unidn y muestran que el motivo estudiado de
RsmZ adquiere una estructura simil stem-loop durante el evento. Cdlculos adicionales
revelaron que para poder llegar a esa conformacién es necesario que el segmento
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de simple cadena contenga al menos nueve nucledtidos. Finalmente, mediante un
andlisis de PCA de ambas moléculas en su forma libre, determinamos que sus principales
coordenadas colectivas tienden a generar las conformaciones propicias para la union.
Los resultados sugieren fuertemente que la flexibilidad de la regidon monocatenaria de
RsmZ afecta de manera crucial la capacidad de su MU para capturar a RsmeE.

En este capitulo se simula un evento de unién entre RsmE y RsmZ. Para esto,
se hizo uso de la técnica Umbrella sampling descrita en la Seccion I11.4. Con este
método se simulo la salida de RsmE desde el MU de RsmZ situado en la region
SC. Estas simulaciones se realizan en condiciones de cuasi-equilibrio, por lo que se
asume que todos los grados de libertad del sistema, excepto el movimiento a lo largo
de la coordenada de reaccion, estdn equilibrados. Debido a este cuasi-equilibrio,
el proceso observado es reversible. Por lo tanto, los datos colectados simulando
la salida del dimero proveen informacion sobre el reconocimiento entre ambas
moléculas y su posterior union, cuando son analizados en sentido inverso.

Como se discuti6 anteriormente, el dimero de RsmE que se une a la region
SC es el que ingresa en tercer lugar al constructo de 72 nucleétidos de RsmZ, y
esta unido por solo uno de sus lados. Esta situacion provee un escenario favorable
para estudiar el mecanismo de unién/separacion entre la proteina y un motivo
A(X)GGAX especifico (que en este caso adopta la secuencia AGGAC), dado que
la energia de esta union es menor que la observada cuando RsmE es sostenido por
ambos lados. Este hecho facilita la realizacion de célculos de Umbrella Sampling,
porque permite usar menores constantes de sesgo y, por ende, un menor nimero de
ventanas.

En las siguientes secciones se describe como se obtuvieron los modelos utilizados
para simular el proceso de separacion del dimero de RsmE unido al motivo SCgga
de RsmZ mediante simulaciones de Umbrella Sampling. Las siglas utilizadas en
este capitulo estan resumidas en la Tabla VII.I.
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Hipétesis trabajadas en este capitulo

La principal hipétesis de este trabajo es que la union de RsmE al motivo SCgga de RsmZ
induce cambios conformacionales en el ARNp observables por simulaciones de DM. A
su vez, se hipotetiza que los residuos previamente descritos como criticos por su rol para
la interaccion entre RsmE y RsmZ presentan interacciones sostenidas durante la mayor
parte del proceso de union.

Obijetivos de este capitulo
Generales
« Aportar al conocimiento sobre el mecanismo de uniéon entre la familia de protei-
nas Csr/Rsm y los ARNp que ejercen una funciéon de regulacion sobre ellas.
« Analizar como influye la flexibilidad conformacional de los ARNp en los mecanis-
mos de captura de RsmE mediante regiones situadas en empalmes.

Especificos
« Simular el proceso de unidén entre RsmE y el motivo SCs64 de RsmZ.
» Estimar el PEL del evento.
« Identificar los residuos claves para la interaccion entre ambas moléculas, y la
etapa del evento en la que participan.
« Caracterizar el comportamiento estructural y dindmico de las moléculas, tanto
en sus formas libres como durante el proceso de union.

Construccion de los modelos y simulaciones de DM estandar

Como se discutio en la Seccion IV.3.3, el mecanismo de exposicion al solvente
del motivo SCgia es similar en ambas conformaciones de RsmZ. Asi, tanto en la
conformacién L como en la R, este motivo se expone una vez que dos moléculas
de RsmE ya se encuentran unidas a RsmZ mediante los stem-loops SL2/SL3 y
SL1/SLA4. Por otra parte, el andlisis de las estructuras obtenidas del PDB indican
que las interacciones entre RsmE y los motivos GGA en ambos conférmeros son
equivalentes (ver Figura V.1). Sobre la base de estas observaciones, y habiendo
corroborado que los célculos de Umbrella Sampling realizados con ambas confor-
maciones arrojan resultados similares, en este capitulo se discuten los obtenidos
con la conformacién L.

La estructura correspondiente al complejo formado entre RsmZ y tres unidades
de RsmE fue tomada del modelo L3 del Capitulo IV, pero en este capitulo se de-
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nominard RsmZ-(RsmE)3. Andlogamente, el modelo correspondiente al complejo
RsmE-RsmZ antes de la ocupacion del tercer MU es el modelo L2 del Capitulo
IV, pero en este capitulo se denominard como RsmZ-(RsmE),. El modelo corre-
spondiente a RsmE en estado libre se obtuvo del archivo PDB de RsmZ-(RsmE)3,

tomando las coordenadas correspondientes a la unidad de RsmE que se une a RsmZ
en tercer lugar.

Figura V.1: Superposicion entre los motivos GGA correspondientes a estructuras de RsmZ y hcnA,
o partes de ellas, cuando dichos motivos se encuentran unidos a RsmE. En todos los casos, la
disposicion del motivo GGA presenta diferencias minimas, de manera que la orientacion adoptada
al unirse a RsmE es practicamente igual en todos los casos.

Finalmente, partiendo de RsmZ-(RsmE), se construyeron otros dos modelos con
modificaciones en la secuencia de simple cadena que contiene al motivo SCgga.
En la estructura nativa, esta region se extiende desde el nucle6tido U36 al U44 (ver
Figura 1.3). En uno de estos modelos “mutados”, al que denominamos RsmZ™!-
(RsmE),, se eliminaron los nucle6tidos U36 y U44 de la secuencia original. Simi-
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larmente, para construir el modelo denominado RsmZ™?-(RsmE); se eliminaron
C37 y A43 ademads de U36 y U44. Una version esquemética de todos los modelos
utilizados en este Capitulo se presenta en la Figura V.2.

Rst-(RsmE)3 RsmZ-(RsmE), RsmE

Figura V.2: Representacion esquematica de los modelos estudiados en este capitulo. Se remarcan
ademds los residuos que fueron sustraidos del segmento SC. Imagen adaptada de la Referencia 3.

Las simulaciones de DM de RsmZ-(RsmE)3; y RsmZ-(RsmE), fueron tomadas
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del trabajo descrito en el Capitulo IV. Con el fin de establecer comparaciones signi-
ficativas, las etapas de minimizacion, calentamiento, equilibracion y produccion
de RsmZ™ -(RsmE), y RsmZ™2-(RsmE), se llevaron a cabo utilizando las mismas
condiciones y pardmetros que en dichas simulaciones. Lo mismo aplica para RsmE
libre, con la tinica excepcion de que, por alcanzar valores estables de RMSD en
tiempos menores a los de los modelos que incluyen a RsmZ, se consider6 que soélo
los primeros 100 ns constituyen la etapa de equilibracion. En consecuencia, la etapa
de produccion para el modelo RsmE esté constituida por 10 simulaciones de 100
ns en lugar de 50 ns. Asi, los modelos RsmZ-(RsmE)3, RsmZ-(RsmE);, RsmZ™!-
(RsmE);, y RsmZ™2-(RsmE), presentan sets con 2000 snapshots, mientras que el
set de RsmE libre contiene 4000 snapshots.

Simulaciones de Umbrella Sampling

Los célculos de Umbrella Sampling se emplearon para forzar la separacion de
RsmE del MU que contiene a SCgga. Este MU estd formado por los residuos Aszg-
G39-Gyo-A41-Cyo (ver Figura 1.3). El punto de partida de estas simulaciones fue la
estructura equilibrada del modelo RsmZ-(RsmE)3;. La coordenada de reaccion
fue definida como la distancia entre dos centros de masa: Uno de ellos corresponde
a los heteroatomos de la region simple cadena de RsmZ antes mencionada. El otro
estd formado por los Cy de B14, B4y B5p de RsmE. La Figura V.3 muestra una
representacion pictorica de los dtomos utilizados para definir .

El valor de ¥ se increment6 de 19.7 A a 35.0 A utilizando un espaciamiento de
0.1 A entre cada ventana. La dltima estructura de cada simulacién fue utilizada
como la conformacion inicial de la siguiente. La constante de fuerza del potencial
armonico de sesgo fue de 300.0 kcal/molAZ (Ver Ecuacién I11.8). Cada ventana fue
simulada durante 8 ns. Sin embargo, los primeros 5 ns fueron considerados como
un periodo de equilibracion. En consecuencia, sélo los ultimos 3 ns de cada ventana
fueron utilizados para calcular el PEL del evento. Las estructuras de la trayectoria
fueron guardadas cada 40 ps. El tiempo total de simulacion, asi, alcanza los 1.22

us.
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"4

Figura V.3: Atomos utilizados para definir la coordenada de reaccién y como la distancia entre
dos centros de masa. El correspondiente al SU de RsmE fue definido por los Cg representados
como esferas azules. Por su parte, el correspondiente a RsmZ fue definido incluyendo los atomos
P representados por esferas rojas. Los esqueletos que contienen a los dtomos involucrados en la
definicion estdn resaltados en azul y rojo, respectivamente. Imagen adaptada de la Referencia 3.

Tres técnicas alternativas se utilizaron para calcular el PEL del evento a partir
de los datos muestreados en las simulaciones sesgadas: WHAM [284], DHAM
[285], y BAR [286] (Ver Seccion I11.4). En todos los casos, se emplearon codigos
propios para remover el sesgo sobre las distribuciones obtenidas en los cdlculos
de Umbrella Sampling. Para WHAM y DHAM, la coordenada de reaccion fue
segmentada en fracciones de 0.025 A.El algoritmo de WHAM requirié 200000
iteraciones para alcanzar una convergencia satisfactoria en el perfil, mientras que en
el caso de DHAM las iteraciones se aplicaron sobre dos partes solapadas de la curva,
ya que el programa falla por problemas de dimension de matrices, al ser aplicado a
todo el set de datos. Con el algoritmo de BAR, se emplearon 300 iteraciones para
computar la diferencia de Energia Libre entre distribuciones adyacentes.
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La Figura V.4 muestra el PEL para la separacion entre RsmE y el motivo SCgga
de RsmZ. En la esquina superior izquierda, se presenta una ilustracion esquematica
de las conformaciones de las moléculas interactuantes al comienzo del evento,
mientras que en la esquina inferior derecha se muestran sus disposiciones al final
del proceso de separacion. La Energia Libre de unién estimada es de 35.4+2.0
kcal/mol. En este punto cabe recordar que las simulaciones de cada ventana de
Umbrella sampling estan equilibradas en todas las direcciones, excepto a lo largo
de la coordenada de reaccién. Por lo tanto, cuando la informacion para todas las
ventanas se analiza en forma conjunta, se obtiene una descripcion del proceso
en cuasi-equilibrio. De esta manera, las simulaciones de Umbrella Sampling
del proceso de separacion entre dos fragmentos proveen informacién sobre el
reconocimiento y la unién de los mismos cuando la informacién se analiza en
sentido opuesto al simulado.

Ensayos de distinta naturaleza se realizaron para examinar la fiabilidad de los
resultados. Los mismos se encuentran disponibles en el Anexo de este Capitulo.
Las Figuras V.12 y V.15 de dicha seccién muestran la consistencia de los resultados,
dando soporte al PEL presentado en la Figura V.4 y a las observaciones realizadas
acerca del proceso simulado.

Mecanismo de unién entre RsmE y RsmZ

La animacién que muestra la uniéon de RsmE al MU de la regiéon SC de RsmZ
esta disponible en el siguiente enlace: https://www.youtube.com/watch?v=
rzm67Y_C_ul. En ella se aprecia claramente que los residuos Lys38, Metl y Leu2
de RsmE forman sus interacciones con los nucledtidos del MU de RsmZ al principio
del proceso de unidn. Por otra parte, la Tabla V.1 muestra el niimero de contactos de
los nucledtidos del segmento Azg—Cy4r de RsmZ con el SU de RsmE, tal y como se
observan en el complejo RsmZ-(RsmE)3. Estas interacciones fueron determinadas
partiendo de las estructuras disponibles en el Protein Data Bank (c6digos de acceso
2mf0 y 2mf1). Se observa que el residuo Gy es el que posee mds interacciones.
Este forma seis puentes de Hidrégeno, seguido de G3g y A4 con tres interacciones
cada uno. Cerrando la lista aparecen Asg, con dos puentes de Hidrogeno, y C4, con


https://www.youtube.com/watch?v=rzm6ZY_C_uI
https://www.youtube.com/watch?v=rzm6ZY_C_uI
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Figura V.4: Potencial de fuerza media para la separaciéon entre RsmE y la secuencia
A33G39G40A41Cyp presente en el MU de RsmZ. Una representacion esquemética de la confor-
macién inicial y final de las moléculas se encuentra también presente. Imagen adaptada de la
Referencia 3.

sOlo uno.

Habiendo identificado las interacciones mas relevantes en cada extremo del
rango de la coordenada de reaccion, queda por dilucidar lo que ocurre en etapas
intermedias. Con este fin, se hizo uso del médulo CPPTRAJ de AMBER para
detectar los contactos entre el SU de RsmE y los nucleétidos de la secuencia
Azg—Cy4o de RsmZ. Se considerd que existe un contacto entre ambos grupos cuando
la distancia entre cualquier 4&tomo del SU de RsmE y cualquiera de los nucleo6tidos
del MU de RsmZ es menor a 4.5 A. La Figura V.5 muestra la evolucion de este
numero de contactos a lo largo del proceso de separacion/unidon de ambas moléculas.

El nucleotido con mayor cantidad de contactos a lo largo del evento es Gy,
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Nucleétido Blg BS54 B4, Loop P4,-B5,
Asg Thrb Argd4 - -
Gy - Vald2, His43, Arg44 - -
Gy Met1 Vald0, Val42 Ala36, Pro37 . Lys38
Ay Metl, lled (twice) - - -
Ca - - Arg31 -

Tabla V.1: Interacciones de puente de Hidrogeno entre el SU de RsmE y el pentanu-
cledtido Azg—C4, de RsmZ observadas en las estructuras cuyos coddigos de acceso
PDB son 2mf0 y 2mfT.
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Figura V.5: Numero de contactos entre los nucledtidos del motivo Azg—Cy, con el SU de RsmE.
En la escala de colores, mientras mds amarillo sea el color, mayor es el nimero de contactos.
Los colores violeta, por su parte, indican una cantidad nula de contactos. Imagen adaptada de la
Referencia 3.

el cual se mantiene proximo al SU de RsmE hasta muy avanzado el proceso de
separacion. Teniendo en cuenta la reversibilidad de las simulaciones de Umbrella
sampling, esto indica que Gy participa de las primeras interacciones entre RsmE y
RsmZ. Cabe destacar que la posicion Gy en la secuencia AGGAC ya habia sido
senalada como una de las mds importantes para el proceso de unién, en un estudio
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realizado sobre moléculas pequeias con capacidad de inhibir la acciéon de RsmE
[80]. Los resultados de esta seccion revelan que Gyq tiene un rol fundamental en el
reconocimiento de la proteina.

Asimismo, Ay estd también en contacto con RsmE en un amplio rango de
valores de ¥, aunque presenta una cantidad significativamente més baja de contactos
que Gyqq. Esto sugiere que A4 tiene también un rol importante en el reconocimiento
entre ambas moléculas. Por el contrario, los residuos Azg y Cy3, a cada lado del
MU, presentan el menor numero de interacciones de toda la secuencia, y las mismas
se anulan para valores de y > 25 A. Finalmente, G39 tiene un nimero de contactos
significativamente mayor que A4, pero los mismos desaparecen a valores menores
de x¥ (=28 A). Esto demuestra que G3g estabiliza a las moléculas unidas, pero no
participa de las etapas iniciales del proceso de union. Al observar estos resultados, y
compararlos con el andlisis resumido en la Tabla V.1, una conclusion preliminar que
emerge es que existe una clara correlacion entre el nimero de puentes de Hidrégeno
de los nucleotidos en el estado unido, y su involucramiento en el reconocimiento de
RsmE.

La Figura V.6 completa el andlisis de la Figura V.5 mostrando las interacciones
de los residuos que componen el SU de RsmE con la secuencia Azg—C4o de RsmZ.
El panel superior muestra que el residuo Lys38, localizado en el loop entre B4p y
B5p, interactiia con RsmZ hasta el final del proceso de separacién. Esto implica
que se encuentra involucrado en los primeros pasos de reconocimiento entre ambas
moléculas. Algo similar ocurre con los residuos Metl y Leu2, localizados en
el origen de B14. Sin embargo, el nimero de contactos de Metl disminuye a
valores intermedios de ), mientras que los correspondientes a Leu2 se mantienen
elevados a lo largo de todo el rango de la coordenada. Los aminoécidos de B5p
no establecen tantos contactos como aquellos de 814 y B4p, y estos no presentan
contactos a grandes valores de . No obstante, asumen un rol mds relevante a
valores intermedios del proceso. En particular, el residuo Arg44 presenta varias
interacciones en el estado unido, mientras Val42 y His43 forman mas interacciones
en etapas intermedias del evento.
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Figura V.6: Nimero de contactos para los principales residuos del SU de RsmE con el MU de
RsmZ a lo largo del proceso de separacion. Imagen adaptada de la Referencia 3.
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Cambios conformacionales durante el proceso de unioén

La pelicula que representa la salida de RsmE de RsmZ-(RsmE); muestra que
ambas moléculas se deforman significativamente a lo largo del proceso. La de-
formacién mds importante ocurre en la region de simple cadena de RsmZ, que
se desplaza acompafnando los movimientos de RsmE. Asimismo, RsmE también
presenta deformaciones en su estructura a lo largo del evento. En las siguientes
secciones se describen las mediciones realizadas para cuantificar estos cambios
conformacionales.

Deformaciones de RsmE

Durante las simulaciones de Umbrella Sampling, las 1aminas B4 y Bsa de RsmE se
alejan del centro de la proteina en las etapas intermedias, lo que hace que aumente
el angulo formado entre Bi4 y Bra, asi como aquel formado por B4 y PBsg. Para
cuantificar estas observaciones se estimé que el dngulo entre 14 y 824 estd descrito
por aquel formado entre los Cy, de Leu4, Val8 e Ile12. De forma similar, el &ngulo
entre f4p y B5p fue calculado considerando los Cy, de Ile34, Lys38 y Argd4. La
evolucion de los dangulos formados entre B14 y B24, asi como entre B4p y B5p, se
muestran en la Figura V.7. Estos valores son comparados con el mismo parametro
calculado sobre el SU libre de la proteina.

Se observa que las laminas 14 y B4p se separan respecto del resto de la
proteina en etapas intermedias del proceso de separacion, aumentando el dngulo
entre ellas respecto a 324 y B5p, respectivamente. Cuando RsmE se encuentra
unido a RsmZ, el angulo entre B14 y B24 fluctda alrededor de 40°+ 5°. Conforme
avanza el proceso de separacion, éste valor aumenta hasta alcanzar un maximo
cercano a ¥ ~ 29 A, donde oscila en torno a 48°+ 5°. A partir de este punto, en el
rango 29 < x < 31 A, fluctda y alcanza un nuevo méximo alrededor de y ~ 33 A.
Finalmente, decae a valores cercanos al original. La misma medicion aplicada a la
cadena contraria de la proteina no muestra variaciones significativas a lo largo del
evento.

Por su parte, el angulo entre B4 y B5p fluctia en torno a los 45° al comienzo
del proceso, para luego aumentar sostenidamente hasta alcanzar su maximo en
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Figura V.7: Pardmetros que describen la deformacién de RsmE durante el proceso de salida del
complejo RsmZ-(RsmE)3. Panel superior: Variacion del dangulo entre 14 y 24, y entre Blpy
B2p, que corresponde al SU libre de RsmE (amarillo). Panel inferior: Variacién del dngulo entre
B4py B5p (azul), y entre B44 y BS54, que corresponde al SU libre de la proteina (verde). Imagen
adaptada de la Referencia 3.
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valores de ¥ por encima de %31—321&, donde oscila en torno a ~57°. Para valores
de x aun mayores, este angulo disminuye significativamente y termina oscilando
alrededor de los 50° cuando los fragmentos ya estdn casi separados. De la misma
manera que para el angulo entre B14 y B24, la cadena contraria de la proteina no
muestra variaciones significativas a lo largo del evento.

Deformaciones de RsmZ-(RsmE),

La mayor deformacién de RsmZ que puede apreciarse a simple vista en la pelicula
es que la regidon que contiene al motivo SCgga adopta una conformacion similar
a un SL durante el reconocimiento de RsmE. Esta observacion concuerda con
estudios experimentales previos que sugieren que este tipo de deformacion es
necesaria para que los segmentos simple cadena del ARN puedan ser detectados por
RsmE [26]. Ademads, el fendmeno es coherente con la conformacidn que poseen los
demas MU del sistema, y complementa los resultados referidos a la exposicion del
segmento SC;ia presentados en la Seccion IV.3.3 del Capitulo IV. Precisamente,
en ese capitulo se describe que la principal diferencia entre los modelos "L2R2-SC-
accesible" y "L2R2-SC-ocluido" es la interaccion entre los residuos C37 y A41 del
segmento SC. Esta interaccion, s6lo presente en el modelo L2R2-SC-accesible, es
una de las involucradas en la adopcién de la forma similar a un SL.

Para cuantificar esta deformacién observada en RsmZ, se midio la distancia
entre dos centros de masa: uno de ellos estd formado por los nucleo6tidos del
motivo SCgga, mientras que el otro se constituye por los nucleétidos 16-18 y 56-58,
localizados en las zonas que unen a SL1-SL2 y SL3-SL4, respectivamente. Estas
ultimas regiones definen, aproximadamente, el centro de RsmZ. Ademas, para
evaluar la torsiéon del MU, se midi6 el dngulo formado por el centro de masa entre
las bases de los residuos A3g-Gyo-Cyp. La Figura V.8 muestra la evolucién de ambos
parametros durante el proceso.

La distancia entre el motivo SCgga v el centro de RsmZ oscila en ~12-14A
cuando las moléculas estian fuertemente unidas entre si. Posteriormente, presenta
un aumento significativo mientras la coordenada de reaccion varia entre 22A y 25A,
para luego oscilar alrededor de ~23A hasta valores de x de ~32A. Al final del
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Figura V.8: Parametros que describen las deformaciones de RsmZ a medida que se separa de
RsmE. Panel Superior: Variacion del dngulo entre los nucledtidos Asg, G4o y C4;. Panel Inferior:
Variacién de la distancia entre el centro de masa del motivo SCgga y el centro de RsmZ. Imagen
adaptada de la Referencia 3.
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proceso, cuando RsmE estd practicamente separado de RsmZ, este valor decrece
nuevamente a ~18A. Por su parte, el angulo entre los nucle6tidos Azg-Gyo-Cyo
decrece de manera sostenida, desde que comienza el proceso de separacion hasta
que ¥ alcanza un valor de ~ 28A, cuando oscila entre 30-40°. En conjunto, estas
observaciones describen como el loop se cierra a medida que el evento ocurre,
adoptando la forma similar a la de un SL descrita parrafos atras.

Deformaciones de RsmE y RsmZ-(RsmE), aisladas

Una conclusion preliminar que emerge de los resultados presentados en las secciones
anteriores es que las deformaciones sufridas por RsmE y RsmZ-(RsmE), son
necesarias para las primeras etapas del proceso de unién. Por lo tanto, resulta
pertinente estudiar si cada molécula, por separado, puede adoptar conformaciones
similares a las requeridas al momento de iniciarse el reconocimiento.

Para analizar estas caracteristicas estructurales, se midi6 la distancia entre el
motivo SCgga y el centro de RsmZ, asi como también el dngulo A3zg-Gyo-Cyp en
las estructuras muestreadas a lo largo de las 10 trayectorias de RsmZ-(RsmE),. Los
mismos parametros fueron también medidos en los modelos RsmZ™!-(RsmE), y
RsmZ"?-(RsmE),, con el objetivo de poner a prueba cémo influye la longitud de
esta region en su capacidad para adoptar las conformaciones observadas durante la
unién. Por otro lado, se evaluaron los dngulos entre B14 y B24 y el que forman B4p
y B5p en las estructuras obtenidas en las 10 simulaciones de RsmE. Dichos valores
fueron utilizados para estimar las densidades de probabilidad de las distancias y
angulos considerados.

Las probabilidades para la distancia entre el motivo SCgga y el centro de RsmZ
en la estructura nativa y en las mutantes se muestran en el panel superior de la
Figura V.9. Las distribuciones para el angulo A3g-Gy9-Cy, estan presentes en el
panel inferior. La Figura V.10 muestra la superposicion de ese segmento en los tres
modelos. Dicha figura fue construida con las estructuras que presentan la mxima
distancia entre el motivo GGA vy el centro de masa de RsmZ de cada modelo.

La Figura V.9 muestra que la distribucion correspondiente a la distancia entre el
motivo SCgga vy el centro de RsmZ-(RsmE), es multimodal y significativamente
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Figura V.9: Panel superior: FDP para la distancia entre el motivo SCggy y el centro de RsmZ
en los modelos estudiados en este capitulo. Panel inferior: FDP para el dngulo A3g-Gyo-Cs2
medido en Rsmz-(RsmE); (azul), Rsmz™ -(RsmE), (amarillo) y Rsmz™2-(RsmE), (rojo). Los datos
corresponden a las 10 simulaciones de DM para el complejo Rsmz-(RsmE); y sus mutantes. Imagen
adaptada de la Referencia 3.
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Figura V.10: Superposicién de la regién SC de los modelos estudiados en este capitulo, utilizando
las estructuras que presentan el maximo valor para la distancia entre el motivo SCgg4 y €l centro de
masa de RsmZ de sus respectivas simulaciones. Azul: RsmZ-(RsmE),, Amarillo: RsmZ™!-(RsmE),,
Rojo: RsmZ"2-(RsmE),. Imagen adaptada de la Referencia 3.

amplia. Presenta un pico a ~8A, otro alrededor de ~14A, y un tercer pico en ~16A.
Pasado ese punto la probabilidad decae, aunque mantiene valores pequefios pero
significativos hasta alrededor de 21 A. Esta distribucién da cuenta de una gran
flexibilidad para este movimiento. Sin embargo, la distancia nunca alcanza los
valores observados al inicio del proceso de unidn (=26 A). De manera similar, el
panel inferior de la figura muestra que el MU del complejo RsmZ-(RsmE); libre
no llega a flexionarse tanto como se requiere al inicio del proceso de unién (/245°).
Sin embargo, las estructuras que contribuyen a la cola de la distribucién se acercan
a dichos valores. Asi, el MU requiere s6lo una minima contribucion por parte de
RsmE para lograr exponer a Gyyg.
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Las distribuciones correspondientes a los modelos mutados son marcadamente
diferentes. En las simulaciones de Rsmz”™! -(RsmE),, el angulo Azg-Gyo-Cyp nunca
alcanza valores menores a 80°, mientras que para Rsmz”?-(RsmE), infrecuente-
mente llega a valores menores a 100°. Algo similar ocurre con las distribuciones
de distancias entre el motivo SCgga y el centro de masa de RsmZ. Para el caso
de Rsmz™! -(RsmE), existe un pico a ~12 A que no se encuentra presente en el
modelo silvestre, al mismo tiempo que el pico alrededor de ~16 A se vuelve mds
infrecuente. Asimismo, el modelo Rsmz”2-(RsmE), presenta un maximo precisa-
mente a ~12 A, mientras que los picos a valores mayores desaparecen. Tanto
la imposibilidad de llegar a conformaciones con angulos A3g-Gyo-C42 menores a
80°como con distancias SCgga-centro de masa de RsmZ mayores a 18 A, indican
que los modelos mutados son menos flexibles que la forma silvestre, sugiriendo que
la region de simple cadena de RsmZ requiere una extension minima de 9 nucleétidos
para poder deformarse y exponer al nucleotido Gyy.

La Referencia 73 sefiala que la region de simple cadena entre SLL.2 y SL.3 en la
forma nativa de RsmZ no tiene la longitud 6ptima para maximizar la afinidad del
bolsillo de unién a RsmE formado por dichos stem-loops. En particular, el estudio
muestra que una mutacién de RsmZ en la que el empalme entre SL2 y SL3 se acorta
en tres nucledtidos resulta en una afinidad tres veces mayor por el primer dimero
de RsmE, y una mayor activacion de la traduccion de los genes regulados por ésta.
La hipétesis surgida de ese trabajo es que el empalme entre SL2 y SL.3 evolucion6
de manera de contener un motivo de unién adicional en lugar de maximizar la
afinidad de union. Los resultados presentados en este capitulo sugieren que esos
tres nucleotidos adicionales, que provocan una funcionalidad suboptima de RsmZ
para capturar a la primera unidad de RsmE, son requeridos para conferir al ARNp
la habilidad de capturar a la tercera unidad de la proteina.

Andlisis de Componentes Principales

Las macromoléculas suelen realizar movimientos concertados de gran amplitud. Es-
tos se encuentran dentro de un subespacio de relativamente pocas dimensiones, car-
acterizado por tener una gran flexibilidad [288]. Este subespacio se denomina como
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el EE del sistema, y contiene los movimientos necesarios para su funcionamiento
[304]. La metodologia de PCA permite determinar el EE de una macromolécula
mediante la diagonalizacion de la matriz de covarianza calculada a partir de las
conformaciones surgidas de simulaciones de DM.

En la seccién anterior se describié que, cuando RsmZ-(RsmE); y RsmE se en-
cuentran aisladas, realizan movimientos que tienden a generar las conformaciones
requeridas para el proceso de interaccion. Sin embargo, en esas simulaciones, no se
alcanzaron deformaciones equivalentes a las observadas durante las etapas iniciales
del proceso de union. Para estudiar si las direcciones de los movimientos detec-
tadas en la etapa de reconocimiento entre RsmZ-(RsmE); y RsmE se encuentran
contenidas en el EE de estas moléculas, se realiz6 un estudio de PCA para cada una
de ellas.

En el caso de RsmE, la matriz de covarianza fue computada utilizando las
coordenadas cartesianas de los atomos C, correspondientes a los residuos 1 a
44 de ambas cadenas. Esta seleccion excluye a las a-hélices de los extremos C-
terminal. Estos segmentos tienen una alta flexibilidad, pero no estdn involucrados
en el proceso de unién, de manera que su inclusion en el andlisis perjudica la
identificacion de las fluctuaciones relevantes para el evento estudiado [303]. Para el
complejo RsmZ-(RsmE),, la matriz fue calculada considerando las coordenadas
cartesianas de los dtomos de Fosforo de RsmZ. La utilizacion de estas coordenadas
cartesianas en lugar de los dngulos diedros utilizados en el Capitulo I'V responde al
hecho de que la presencia de dos moléculas de RsmE ya unidas a RsmZ le confieren
suficiente rigidez como para permitir dicho andlisis. Al igual que en el Capitulo
IV, el andlisis se realiz6 sobre la trayectoria concatenada de 10 simulaciones
independientes del sistema para mejorar la consistencia de los resultados [302].

La animacion del primer componente principal de RsmZ esta disponible en
el siguiente enlace: https://www.youtube.com/watch?v=ufBU9Jsqpug. Este
componente, 0 modo colectivo, describe un movimiento tipo bending cuyo vértice
es el centro de la molécula y sus extremos son los stem-loops SL2/SL3 por un lado
y los correspondientes a SL.1/SL4, por otro lado. La ubicacion de SL1 relativa
a SL4, asi como la correspondiente a SL2 en relacion a SL3, permanecen casi
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inalteradas ya que cada par de SLs se encuentra ocupado por RsmE (aunque las
dos moléculas de RsmE no estan representadas en la pelicula para poder observar
de forma maés clara el movimiento de RsmZ). En el siguiente enlace se muestran
los desplazamientos correspondientes al segundo componente principal: https://
www . youtube . com/watch?v=0DImLTYYRu4. Como puede verse, estos modifican
la posicion del MU en la region SC que une SL2 y SL3, la cual oscila entre una
posicion expuesta y una oculta. Asi, el modo muestra como alternativamente se
expone y oculta el MU SCgga.

Finalmente, la animacion para el primer modo de RsmE est4 disponible en el
enlace https://www.youtube.com/watch?v=ja0uTVPTKcc. Los &tomos Cg de
los residuos Leu4, Val8 e Ile12, que proporcionan una medida del angulo formado
entre B14 y B24, estan representados como esferas anaranjadas. Por su parte, los
Cgq de los residuos Ile34, Lys38 y Arg44, usados para estimar el dangulo entre B4p
y B5p, aparecen coloreados en azul. Es evidente que esta coordenada colectiva
consiste en una oscilacion concertada de ambos dngulos.

Movimientos esenciales de RsmZ-(RsmE), y RsmE

El andlisis descrito en esta seccion se empled para evaluar en qué medida los
movimientos colectivos del EE de RsmE y de RsmZ-(RsmE); son capaces de
generar las estructuras observadas en las etapas iniciales del proceso de union,
cuando se produce el reconocimiento entre ambos fragmentos y los mismos tienen
las mayores deformaciones. Para realizarlo, se tomaron las estructuras de ambos
fragmentos muestreadas para valores de y entre 27.0 y 36.0 A de las simulaciones
de Umbrella Sampling. Este conjunto estructuras serdn denominadas X! . (donde el
superindice identifica a cada estructura del sef, mientras que el subindice tar viene
del inglés rarget, ya que estas estructuras son el objetivo a alcanzar en el ajuste que
se discute a continuacién). Cabe destacar que hay un set de estructuras X', para
RsmE y otro para el complejo RsmZ-(RsmE),. El proceso descrito debajo se aplicd

separadamente a cada conjunto.

Primero, cada X7, fue alineada a la estructura de referencia empleada para hacer

el PCA correspondiente. Luego, para cada una de estas estructuras alineadas, se
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buscaron los coeficientes para calcular X}it de acuerdo con la Ecuacion V.1. X}it es

la estructura mds cercana a X!, que se puede obtener como combinacién lineal
de los vectores del EE (v,) partiendo del mismo origen, Xy, que es la estructura
promediada de la trayectoria empleada para determinar los PCA. Asi:

Ne
Xy =Xo+ Y ayva. (V.1)
n=1

Aqui n identifica los autovectores del PCA y N, es la cantidad de autovectores
incluidos en el EE. Los coeficientes de esta expansion, a',, fueron elegidos para
minimizar el valor de RMSD; entre X!, y X}iz- Cuanto menores sean los valores
de RMSD;, mayor es la capacidad del EE de las moléculas aisladas, de generar las
conformaciones observadas al momento de iniciarse el reconocimiento entre ambas
[305].

Las bondades de los ajustes se presentan en la Figura V.11, en donde se compara
el RMSD; entre X/, y X;it, con el correspondiente a Xy X (siendo éste el RMSD
previo al ajuste). Para los célculos, se consideraron los primeros 6 autovectores de
RsmE y los primeros 4 para RsmZ-(RsmE),. Este nimero de vectores presenta,
aproximadamente, un 3% del total de los grados de libertad de cada molécula, pero
dan cuenta de ~90% del total de las fluctuaciones observadas en la trayectoria
concatenada. Por ultimo, cabe mencionar que para RsmE, el ajuste no se realizo
sobre toda la estructura, sino sélo sobre uno de sus SU. Esto se debe a que los
componentes principales de RsmE libre son (casi) simétricos con respecto al plano
de simetria del dimero. Sin embargo, las estructuras obtenidas de las simulaciones
de Umbrella Sampling son perturbadas por un sélo lado.

Con fines comparativos, el mismo ajuste se realiz6é con conjuntos alternativos
de vectores. Asi, para RsmE, se utilizaron los vectores 7-12 y 20-25 del PCA.
Cabe notar que los vectores 7-12 deberian proporcionar el segundo mejor ajuste,
justo después del obtenido con los vectores 1-6. Siguiendo criterios similares, para
RsmZ, se emplearon los vectores 5-9 y 20-23. La Figura V.11 muestra que, para
cualquiera de los conjuntos alternativos, los valores de RMSD antes y después del
ajuste son casi los mismos. Este resultado ilustra la falta de capacidad de estos
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subespacios para generar las estructuras observadas al principio del evento de union.
En cambio, los EE de ambas moléculas proporcionan un ajuste considerablemente
mejor, reduciendo el RMSD inicial en mas de un 50%.

La Figura V.11 también ilustra la diferencia en la flexibilidad de cada molécula,
siendo RsmE mucho maés rigida que RsmZ. Este es un hallazgo tipico al comparar
la flexibilidad de los ARN con la de las proteinas globulares [295]. En este caso
particular, la flexibilidad observada para RsmZ se reduce significativamente en
comparacion con la del ARNp libre, ya que se encuentra unido a dos dimeros de
RsmE. Sin embargo, es mucho més flexible que RsmE. Una evaluacion cuantitativa
de estas diferencias se puede encontrar en las Tablas V.2 'y V.3, las cuales presentan
los autovalores de los componentes principales para ambos sistemas. Se observa
que RsmZ, aun unido a dos moléculas de RsmE, posee valores marcadamente
superiores a los de RsmE libre. Esto indica que sus desplazamientos son mayores
que los de RsmE.

Modo Autovalor (A2) Porcentaje acumulado

1 1129.2 59.7
2 255.3 73.1
3 169.5 82.2
4 102.3 87.5

Tabla V.2: Autovalores correspondientes a los primeros cuatro PC del complejo
RsmZ-(RsSmE), y sus porcentajes acumulados del desplazamiento total. Estos modos
representan el 3.0% del total de los grados de libertad del sistema.

Conclusiones del capitulo

En este capitulo se presenta una descripcion detallada del mecanismo de union entre
RsmE y el motivo AGGAC localizado en la region de simple cadena de RsmZ que
une a SL2 y SL.3. La misma estuvo basada en simulaciones de Umbrella Sampling
que permitieron estudiar el proceso de unidn/salida de RsmE del complejo RsmZ-
(RsmE);. Los resultados muestran que Gy, el nucleétido central de la secuencia,
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RMSD entre las estructuras target y ajustadas
RsmZ RsmE

Fit 20-23 Fit 20-25 A
Fit 05-08 Fit 07-12 :
Fit 01-04 L Fit 01-06

y=x = = y=x = =

L a) o 5 b)

RMSD tras el ajuste (A)

RMSD sin ajuste (A)

Figura V.11: RMSD entre Xj,, y X', comparado respecto al calculado entre Xj,, y Xo. X%, es el
mejor ajuste para X', deformando X en las direcciones de los vectores del EE. El panel A muestra
los resultados para el SU de RsmE, mientras el panel B hace lo propio para RsmZ. Los puntos
sefialados en naranja corresponden al ajuste realizado a partir de los vectores empleados para la
construccion del EE del sistema. Imagen adaptada de la Referencia 3.

Modo Autovalor (A%) Porcentaje acumulado

1 5.98 36.0
2 4.07 60.6
3 1.58 70.2
4 1.33 78.2
5 0.94 83.9
6 0.84 89.0

Tabla V.3: Autovalores correspondientes a los primeros seis componentes principales
de RsmE vy sus porcentajes acumulados del desplazamiento total. Estos modos
representan el 3.0% del total de los grados de libertad del sistema.

estd involucrado en las etapas iniciales del proceso, cuando las moléculas se re-
conocen entre si. Ademas, este nucledtido establece el mayor nimero de contactos
con RsmE a lo largo de todo el proceso. Por parte de RsmE, los aminoacidos que
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participan en el reconocimiento son Metl y Leu2 de 14, y Lys38 de la interfaz
entre B4 y B5p. Los residuos localizados en B5p, s6lo contactan a RsmE en
estadios intermedios o finales del proceso de union.

Las simulaciones de DM estandar fueron utilizadas para caracterizar dinimica-
mente a RsmE y RsmZ-(RsmE);. Los resultados muestran que ambas moléculas
por separado no alcanzan las conformaciones observadas al principio del proceso de
unién. Sin embargo, los estudios de PCA sugieren que RsmE y RsmZ-(RsmE); son
facilmente deformables a lo largo de coordenadas colectivas que tienden a generar
las disposiciones requeridas durante la interaccion. En el caso de RsmE, estos
movimientos consisten mayormente en la separacion entre 1y B4 con respecto
al resto de la proteina. Por su parte, para el complejo RsmZ-(RsmE),, hay dos
coordenadas colectivas importantes: Una de ellas es un movimiento tipo bending
del motivo AGGAC que ejecuta una oscilacion del tipo "entrada-salida". La otra
fluctuacién importante, que es la segunda en cuanto a su amplitud, hace variar el
angulo formado entre los residuos A3zg-Gy0-Cyo, permitiendo que la region adopte
una conformacion similar a un SL. Este movimiento permite que Gy sobresalga
mads alla de los demas nucleétidos del segmento, quedando en condiciones de re-
conocer mds facilmente a RsmE. Un comportamiento similar fue también descrito
para los motivos AGGAX y AXGGAX presentes en otros ARN objetivo de RsmE
[26]. Este resultado se condice con observaciones planteadas para los modelos
L2R2-SC-accesible y L2R2-SC-ocluido en el Capitulo I'V respecto a la alternancia
entre una disposicion expuesta y ocluida para dicha region el ARNp.

Las simulaciones de MD estandar fueron también empleadas para evaluar aspec-
tos dindmicos de la region simple cadena de RsmZ entre SL2 y SL3 en los mutantes
RsmZ"™!'-(RsmE), y RsmZ"?-(RsmE),. Estos poseen dos y cuatro nucleétidos
menos que la version nativa de RsmZ, respectivamente. Estas simulaciones reve-
laron que los segmentos acortados no son lo suficientemente flexibles como para
adoptar las conformaciones que el motivo AGGAC requiere al inicio del proceso de
union. Esto podria explicar por qué esta region es mds larga que la que minimiza la
constante de disociacion de la primera unidad de RsmE (la cual se une al bolsillo
formado por SL2 y SL3) [73].
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En relacion a las hipétesis planteadas al principio del capitulo, los resultados
permiten confirmar ambos postulados: Por un lado, se verifica que la interaccion
entre RsmE y RsmZ-(RsmE); es necesaria para que el ARNp adopte las conforma-
ciones observadas al inicio del evento de unién, sugiriendo que es necesario cierto
grado de ajuste inducido durante la unién. Por otra parte, y en relacion a la segunda
hipétesis, se comprob6 que nucledtidos y residuos que ya habian sido sugeridos
como criticos para la interaccion entre RsmE y motivos A(X)GGAX, tienen un
rol relevante durante todo el proceso de unién. Asi, y habiendo cumplido con los
objetivos planteados al principio del capitulo, se concluye que los resultados fueron
satisfactorios en esta etapa de la investigacion.

Anexo

Se realizaron diversos ensayos para estudiar la fiabilidad de los resultados obtenidos
por Umbrella Sampling. En el primero de ellos se dividi6 el set completo de datos
en tercios de igual tamafo, para luego calcular el PEL sobre cada uno de ellos.
Posteriormente se calcul6 el desvio estdndar entre los tres PEL en diversos puntos de
la coordenada de reaccion, para estimar la incerteza estadistica de la curva obtenida.
La Figura V.12 presenta los resultados de este ensayo.

También se compararon los perfiles obtenidos con WHAM, DHAM y BAR,
observando que son practicamente idénticos. Los resultados de esa comparacion se
presentan en la Figura V.13.

En otro de los ensayos, se puso a prueba la consistencia entre el PEL obtenido
y las distribuciones de probabilidad sesgadas de cada ventana a partir de la cual
ese PEL fue calculado. El ensayo compara las probabilidades sesgadas P;(x)
directamente obtenidas por Umbrella Sampling en cada ventana i, con las probabili-
dades p;(x) estimadas a partir de la distribucion desesgada obtenida con WHAM,
anadiendo el efecto del potencial sesgado. La consistencia entre las dos distribu-
ciones en cada ventana es evaluada por el Ensayo de Divergencia Simétrica de de
Kullback-Leibler,
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Figura V.12: Comparacion de los perfiles obtenidos partiendo de tres fragmentos alternativos del
set de datos, el cual fue dividido en partes iguales. Los recuadros muestran una amplificacién de las
tres curvas en dos segmentos ubicados en distintas partes del PEL para destacar la similaridad entre
los valores de cada subconjunto. Imagen adaptada de la Referencia 3.

1= 5 DBy tu) + 5 D(ti P v2)
donde,
N
f(%k))
D(f,g) = [ . V.3

En la dltima ecuacion, N representa el nimero de segmentos empleados en la
representacion discretizada de la densidades de probabilidad f(x) y g(x ), mientras
X €s el valor de la variable aleatoria en el centro del segmento k. Cuanto menor sea



134 Capitulo V. Sobre el reconocimiento y unién de RsmE por RsmZ

40

35

30

25

w B (%] o ~ ©

20 R

15

PEL (kcal/mol)

10

20 22 24 26 28 30 32 34 36

Coordenada de reaccién (A)

Figura V.13: Comparacion de los PEL calculados con WHAM (rojo), DHAM (azul) y BAR (verde).
Se muestran dos recuadros que amplifican segmentos del PEL en distintas partes del perfil para
destacar la similaridad entre los valores obtenidos por los tres algoritmos. Imagen adaptada de la
Referencia 3.

el valor de S;, mejor es la consistencia entre las dos distribuciones. La Figura V.14
ilustra la Divergencia Simétrica de KL (Eq. V.2) como funcion de la coordenada de
reaccion para la salida de RsmE del MU situado en la region SC de RsmZ.

Finalmente, se utilizo la informacién recolectada en todos los pares de ventanas
adyacentes para calcular:

P 1(AU )> AU (VA4)

fi(AU) = ln( pa0) ) T

Aqui, AU mide la diferencia entre los potenciales sesgados de las ventanas adya-
centes, U; y U1, a un dado valor de x situado entre los centros de ambas ventanas:
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Figura V.14: Divergencia simétrica de Kullback-Leibler (S;), definida en la Ecuacién V.2 como
funcion de la coordenada de reaccion. Todos los valores de (S;) estdn por debajo de 0.0058, indicando
una consistencia razonable entre los datos obtenidos mediante Umbrella sampling con respecto a los
arrojados por WHAM. Imagen adaptada de la Referencia 3.

AU =AU (%) =Ui1(x) — Ui(x), (V.5)

donde P;(AU) y Pi+1(AU) son las distribuciones de probabilidad para y obtenidas
de las simulaciones i e i + 1, respectivamente, pero expresadas como funciones
de AU. Este cambio de variables puede realizarse debido a que una vez que los
centros de distribuciones adyacentes fueron definidos, hay una correspondencia de
uno a uno entre AU y ¥. Por su parte, kp es la constante de Boltzmann, y T es la
temperatura absoluta utilizada en las simulaciones, 303 K. La funcién f(AU) debe
ser constante en la region donde las distribuciones obtenidas para las ventanas i e
i+ 1 se solapan [306]. Por el contrario, si la funcién tiene una pendiente definida,
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eso indica que las muestras de ambas ventanas no arrojan resultados consistentes
entre si. La Figura V.15 muestra representaciones tipicas para la funcién f;(AU)
(Eq. V.4).
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Figura V.15: Ejemplos tipicos de la funcién f;(AU), definida en la Ecuacién V.4 en diferentes
rangos de la coordenada de reaccion. Los valores de equilibrio para los potenciales sesgados en
ventanas adyacentes estdn indicados por lineas punteadas. Imagen adaptada de la Referencia 3.
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VI. Perspectiva: Mecanismo de union de RsmE a hchA

Esta etapa de investigacion se llevo a cabo entre los aiios 2021 y 2023. Los
resultados presentados en este capitulo se encuentran atin en etapa de desarrollo, y
trazan las perspectivas de continuidad para esta linea de trabajo.

Resumen de este capitulo En este capitulo se presentan resultados preliminares
realizados para dilucidar el mecanismo de unién enfre RsmE y uno de sus ARNm blanco.
El ARNm estudiado es un fragmento del gen hcnA, el cual codifica para una de las
subunidades de la enzima responsable de sintetizar HCN en Pseudomonas protegens.
Dicho metabolito protege a las plantas cercanas frente a patégenos del suelo. El
fragmento considerado es un stem-loop de tan sdlo 20 nucledtidos, con un solo motivo
de unién GGA. Por lo tanto, cada molécula de RsmE se une a dos moléculas de ARNm.
Los resultados obtenidos con este sistema se comparan con los de otros dos modelos,
que consisten en RsME unida a dos fragmentos de SL2 o dos de SL3. Estudios previos
sugieren que SL2 y hcnA presentan un cardcter anti cooperativo en su uniéon a RsmE,
aunque este efecto no se observa en SL3. Las simulaciones de Umbrella Sampling
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presentadas en este capitulo reproducen cabalmente los resultados experimentales
disponibles para los tres sistemas y, por lo tanto, pueden ser luego aplicados a su
racionalizacion. Al momento de presentarse este escrito nos encontramos trabajando
en esta racionalizaciéon a fin de establecer criterios para continuar con la linea de
tfrabajo originada con esta tesis.

Los primeros dos capitulos de esta segunda parte de la tesis hicieron referencia al
mecanismo molecular a través del cual RsmZ es capaz de unir varias moléculas de
RsmE. Ademas, se estudiod el evento de union entre RsmE y el GGA situado en la
porcion SC de RsmZ, y se observo que la interaccidon entre ambas moléculas induce
cambios estructurales sobre RsmZ que ajustan su conformacion para permitir la
union del siguiente dimero. Lo que resta, por lo tanto, es incluir en el andlisis a
los ARNm objetivo de RsmE, para alcanzar una descripcion global del mecanismo
regulatorio abordado en esta tesis. Asi, este capitulo busca completar la descripcion
de los tres principales actores de este sistema de regulacion post-transcripcional:
La proteina que regula la expresion de un gen a nivel traduccional, el ARNp que
impide que ésta ejerza su funcion, y el ARNm cuya traduccion depende de ese
tindem. Las siguientes secciones estaran enfocadas en el ARNm que depende de
dicho mecanismo.

Como modelo, se tomara la estructura de RsmE unida al constructo “hcnAzg_mer"
mencionado en la Seccidn 1.3, el cual contiene el MU mas cercano al codon de
inicio de la traduccion para la UTR 5° de hcnA [26]. Este ARNm codifica para
la subunidad A de la enzima HCN Sintetasa, responsable de la sintesis de acido
cianhidrico (HCN) en Pseudomonas protegens [307]. Este metabolito secundario
provee un mecanismo de proteccion natural a las plantas cuyas raices estan habitadas
por dichas bacterias [64]. Cabe notar que como cada unidad de hcnAjg_ ;. tiene
un solo MU, cada unidad de RsmE une dos fragmentos del ARNm. Se ha descrito
que la unién de la segunda unidad de hcnAg_ .- €sta desfavorecida respecto a la
primera (Ver Seccidn 1.3), pero las razones de este fendmeno son hasta el momento
desconocidas.

Con el fin de poder establecer comparaciones significativas, también se incluy6
en el andlisis a la union de segmentos de SL2 y SL3 de RsmZ a RsmE. El ingreso
de dichos fragmentos a RsmE fue estudiado, junto con el resto de los MU de RsmZ,
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en la Referencia 72. Ambos presentan estructura de stem-loop con su secuencia
A(X)GGAX en el extremo de la horquilla, tal y como ocurre con hcnAzg—_er. En la
referencia 72 se report6 que durante la union de SL.2 a RsmE se observa un aumento
significativo del valor de la constante de disociacién (Kd) asociada a la segunda
union en relacion a la primera [72]. Este comportamiento es andlogo al observado
con hcnAjg—_mer- Sin embargo, un andlisis equivalente realizado sobre el constructo
SL3 produjo las mismas Kd para las dos uniones. En conclusion, existen casos
en los que la unién de una molécula de ARN a RsmE modifica las condiciones de
interaccion del SU desocupado de la proteina, y existen casos en los que no. La
motivacion de este capitulo es abordar dicho aspecto del sistema.

Hipotesis trabajadas en este capitulo

La principal hipdtesis evaluada en este capitulo es que, tanto como ocurre con RsmZ,
existe un patrén estructural en RsmE que permite explicar el cardcter anti-cooperativo de
su unioén a henAy_,... y al constructo SL2. De esta manera, la unién de la primera unidad
del ARN induce un cambio conformacional en RsmE que explica el desfavorecimiento
en la unién de la segunda molécula. Se asume, por ofra parte, que estos cambios son
observables por técnicas de DM y Umbrella Sampling.

Objetivos de este capitulo
Generales
» Aportar al conocimiento general sobre las bases moleculares del mecanismo de
regulacion ejercido por las proteinas Csr/Rsm sobre sus ARNm objetivo.
« Racionalizar la informacién disponible referida al cardcter cooperativo o anti-
cooperativo de los ARN con capacidad de unién a RsmE.
Especificos
« Comprender las razones de las uniones anti-cooperativas de fragmentos de ARN
a RsmE.
« Estimar el costo de energia asociado al primer y segundo evento de unién en los
diferentes modelos.
+ (Como perspectiva) Identificar a los residuos que ejercen un rol critico para el
proceso de union.
» (Como perspectiva) Identificar las deformaciones estructurales sufridas por el
segundo sitio de RsmE como consecuencia de la primera unidn a hchAzo - mer-
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En las siguientes secciones se detallan los pasos seguidos en esta etapa de la
investigacion. Las siglas utilizadas en este capitulo son iguales a las de los dos
capitulos anteriores, y se encuentran resumidas en la Tabla VIIL.1.

Construccion de modelos

Los modelos estudiados en este capitulo consisten en RsmE unida a fragmentos
de ARN en forma de SL, los cudles contienen secuencias de unién A(X)GGAX
en el extremo de la horquilla. Estas secuencias provienen tanto del ARNm hcnA
como del ARNp RsmZ. El modelo correspondiente a RsmE unido a dos unidades
de hcnAro—_mer (en adelante RsmE-(hcnA),) fue construido a partir de la estructura
PDB 2JPP [26]. Los modelos que presentan a RsmE unida a los constructos de
SL.2 o SL.3 de RsmZ se generaron con las estructuras reportadas con codigos PDB
2MFE y 2MFF, respectivamente [72]. Dado que cada uno de estos modelos contiene
una unidad de RsmE y dos fragmentos idénticos de ARN, seran nombrados como
RsmE-(SLN),, donde N puede ser 2 o 3 segun si RsmE esta unida a SL2 o SL3,
respectivamente.

Partiendo de RsmE-(hcnA); y RsmE-(SLN),, se construyeron modelos que
poseen sOlo una unidad de su respectivo ARN unido a RsmE. Para esto, se elimin6
una de las cadenas de ARN de cada sistema, dando lugar a los modelos RsmE-
(hcnA); y RsmE-(SLN);. Esto representa la situacién en la que la proteina ya
captur6 su primera unidad de ARN, mientras su otro SU aun no fue ocupado.

El conjunto de sistemas aqui estudiados representa los pasos consecutivos del
mecanismo a través del cual RsmE es capaz de capturar tanto a los fragmentos de
RsmZ (SL2 o SL3), como al fragmento hcnAsg_,er. La Figura VI.1 resume estos
mecanismos y cada uno de estos modelos.

Simulaciones de Umbrella Sampling

Mediante simulaciones de Umbrella Sampling se estudio el proceso de salida del
constructo hcnAsog—_mer y de los fragmentos SL2 y SL3 de RsmZ, de los complejos
mostrados en la Figura VI.1. La coordenada de reaccién se defini6 de manera
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RsmE-(SL1),

RsmE-(SL2),

RsmE-(henA),

=< RsmE-(hend),

Figura VI.1: Representacion esquemdtica de los modelos estudiados en este capitulo. La Figura
representa ademds, el orden en que las moléculas de ARN se unen a RsmE. De esta manera,
los modelos representan los distintos estadios de ocupacién de RsmE por parte de SL2, SL3 y
henAzog—mer-

andloga a lo descrito en el Capitulo V para estudiar el proceso de unién entre RsmE
y laregion SC de RsmZ. Asi, ¥ qued6 determinada por la distancia entre dos centros
de masa: Aquel formado por los d&tomos de Fosforo de las secuencias especificas de
union de los ARN blanco, y el correspondiente a los Cy, de las regiones B14, B4py
B5p de RsmE. En la Figura VI.2 se muestra una representacion esquematica de las
regiones que definen ) para el modelo RsmE-(hcnA);. La definicion equivalente
aplica también a los modelos que presentan a RsmE unida a los fragmentos SL2
y SL3 de RsmZ. Los pardmetros utilizados para la simulacién fueron los mismos
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que los empleados para el Capitulo V. La Tabla VI.1 resume los valores iniciales y
finales para la coordenada de reaccion ) aplicada sobre cada uno de los modelos
que se estudiaron en este capitulo.

Figura VI.2: Representacion esquematica para la definicion de x. Los Ca de RsmE se presentan en
azul, rojo y naranja dependiendo de si estdn ubicados en B, B4 o Bs, respectivamente. A su lado, los
P de hcnAyg_per estan resaltados en verde. En ambos casos, los dtomos se representan como esferas,
mientras que los esqueletos se muestran como ldminas conservando el mismo color.

Modelo  inicial (A) y final (A)

RsmE-(SL2), 12.07 26.27
RsmE-(SL3), 13.07 25.17
RsmE-(hcnA), 11.60 35.6
RsmE-(SL2), 11.26 31.96
RsmE-(SL3), 12.02 26.72
RsmE-(hcnA), 11.60 35.6

Tabla VI.1: Valores iniciales y finales para las coordenadas de reaccion y utilizadas en cada uno de
los modelos estudiados en este capitulo.
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Perfiles de Energia Libre

Tres técnicas alternativas se utilizaron para calcular el PEL de cada evento de sepa-
racion partiendo de la distribucion sesgada de la coordenada de reaccion obtenida
durante el muestreo. Estas son: WHAM [284], DHAM [285], y BAR [286] (Ver
Seccioén I11.4). En todos los casos, se emplearon c6digos propios basados en Fortran
y los mismos pardmetros que los descritos en la Seccién V.2. La Figura VI.3
muestra el PEL para la separacion entre RsmE y los ARN blanco estudiados en
este Capitulo. El panel de la izquierda corresponde a la separacion entre RsmE
y hcnAjog—mer, mientras el central y el de la derecha hacen lo propio con SL2 y
SL3, respectivamente. Se emplearon, ademads, varios métodos para corroborar la
consistencia de los resultados. Los mismos se encuentran resumidos en el Anexo
del capitulo.
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Figura VI1.3: PEL para el proceso de separacién entre RsmE y tres ARN blancos. Cada curva
representa el PEL para la separacion entre RsmE y la primera (azul) y segunda (naranja) unidad
de ARN. Los resultados de hcnAzg—per, SL2 y SL3 se muestran en el panel izquierdo, central y
derecho, respectivamente. En estos dltimos dos paneles, la linea vertical sefiala el momento en el
que finalizé el proceso de separacion para la segunda unidad.

Lo primero que se destaca en la Figura VI.3 es que los eventos de separacion
de los ARN presentan dos energias de unién disimiles en los complejos formados



146 Capitulo VI. Perspectiva: Mecanismo de unién de RsmE a hcnhA

por la proteina con hcnAjg_.r Yy SL2. Especificamente, la energia de unién para
RsmE-(hcnA)>/RsmE-(hcnA); es de ~-74.0/~-42.0 kcal/mol, mientras que para el
par RsmE-(SL2),/RsmE-(SL2); es de ~-54.0 kcal/mol /~-34.0 kcal/mol, respecti-
vamente. Esto indica que el ingreso de la primera unidad tanto de AcnAjg_ e COMO
de SL2 es més favorable que el ingreso de la segunda.

Este resultado es coincidente con los estudios experimentales de las Referencias
72y 73, en las que se reportaron valores de Kd para la disociacion de los ARN de
los complejos mostrados en la Figura VI.1. Estos valores de Kd se presentan en la
Tabla VI.2. Asimismo, cabe destacar que dichos estudios a su vez indicaron que la
Kd para el primer evento de unién de SL.2 a RsmE es mayor que la de hcnAzg_per,
indicando una mayor afinidad de éste ultimo por la proteina. Este resultado también
es coincidente con nuestras observaciones, donde se ve que el costo de retirar la
primera molécula de hcnAsg_,.r de RsmE-(hcnA); es mayor que el de retirar la
primera unidad de SL.2 de RsmE-(SL2);.

Por ultimo, para la unién de los fragmentos de SL3, los resultados sugieren
que las energias de unidn para el primer y segundo evento son similares (/-30.0
kcal/mol). Esto indica que el cardcter anti cooperativo descrito para la interaccion
de RsmE con hcnAsg_ner y SL2, no se observa en este caso. Estos resultados
también concuerdan con las mediciones experimentales que muestran idénticas Kd
para la unién de la primera y la segunda molécula de SL3 [72].

Motivo Kd 1ra unién (uM) Kd 2da unién (uM) Relacién

SL1 1.9 1.9 1,0
SL2 0,016 0,185 0,086
SC 3,5 3,5 1,0
SL3 1,5 1,5 1,0
SL4 29 2,9 1,0
henAsg_per 0,002 0,13 0,016

Tabla VI.2: Valores de Kd para la unién entre RsmE y hcnAsg—pe/SL2/SL3. Se muestra ademas la
relacion entre dichas constantes. Informacion recopilada de las Referencias 72y 73.



V1.3 Mecanismo de unidn entre RsmE y sus ARN objetivo 147

VI.3 Mecanismo de union entre RsmE y sus ARN objetivo

La separacién entre la primera unidad de hcnArg_,.r Y RsmE puede verse en
la animacién disponible en https://www. youtube.com/watch?v=Nfti6mAUolc.
Lo primero que puede notarse al analizar la animacion en el sentido inverso (y
describir, por lo tanto, el proceso de union) es que el loop que contiene a la
secuencia ACGGAU es la primera porciéon del ARN en interactuar con RsmE.
Este hexanucledtido adopta una forma curva con la guanosina central (ACGGAU)
funcionando como vértice del motivo. Este comportamiento es andlogo al observado
durante la unién del motivo SC;ga de RsmZ a RsmE descripta en el Capitulo V. El
mismo comportamiento se encuentra también al mirar, en sentido inverso, la unién
de una segunda molécula de hcnAzg_ e al complejo RsmE-(hcnA)q, disponible en
https://www.youtube.com/watch?v=kbE9bEF JnCO.

Las animaciones correspondientes a los eventos de separacion de los modelos
RsmE-(SL2); y RsmE-(SL2), se encuentran disponibles en los enlaces https://
www . youtube. com/watch?v=dtrzWI9huao y https://www.youtube.com/watch?
v=6FLw-zGOEZI, respectivamente. Las consideraciones mencionadas en el parrafo
precedente aplican también a este sistema. Las regiones de doble cadena de SL2 son
las primeras en separarse de la proteina en ambos modelos, mientras los motivos
AAGGAU son los dltimos. Finalmente, los enlaces https://www.youtube.com/
watch?v=DK1r0dU9jyY y https://www.youtube.com/watch?v=DbfBKvbnYoU
presentan las animaciones correspondientes a los modelos RsmE-(SL.3); y RsmE-
(SL3), durante el proceso de separacion del complejo. Puede comprobarse que,
cualitativamente, las caracteristicas de estos eventos coinciden con la de los men-
cionados anteriormente.

Como conclusion preliminar, las simulaciones de Umbrella Sampling predicen
el caracter anti cooperativo para la unién de RsmE tanto a hcnAsg_ e, como al seg-
mento SL2 de RsmZ. Asimismo, indican que este efecto no existe en el caso de los
complejos formados con SL3. Al momento de presentar esta tesis nos encontramos
analizando los resultados de las simulaciones en busca de una explicacion plausible
para este comportamiento. Los parrafos siguientes buscan racionalizar los datos
experimentales con los resultados preliminares recién presentados. A partir de esta
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racionalizacion se pretende establecer nuevas conjeturas sobre las razones para el
caricter anti cooperativo de unién entre RsmE y los constructos hcnAsg_,er v SL2,
sentando las bases sobre las cudles disefiar futuros andlisis para comprobar estas
hipdtesis.

VI.4 Racionalizacion de resultados experimentales previos

La Referencia 72 discute el caracter anti cooperativo de la interaccion entre AcnAsg_er
y RsmE a partir de valores de Kd para las uniones correspondientes a la primera

y segunda molécula del ARN a la proteina. El mismo anélisis se da sobre los
diferentes MU de RsmZ de manera independiente (SL1, SL2, SC, SL3, y SL4).
Sélo el constructo hcnAsrg_,er v €l SL2 de RsmZ presentan dos valores diferentes
de Kd para cada uno de los eventos de union. El resto de los MU de RsmZ presentan
sOlo una constante. Estas observaciones estdn resumidas en la Tabla VI.2.

Ademas, hcnAjg_per y €l fragmento de SL2 presentan los menores valores de Kd
de todo el conjunto. Esto sugiere que podria existir una relacion entre la alta afinidad
de hcnAzg_mer y SL2 por RsmE, y el cardcter anti cooperativo de su mecanismo de
union. Respecto a esto, cabe mencionar que la Referencia 72 destaca que modificar
la secuencia A(X)GGAX de los motivos de union implica cambios significativos en
la afinidad por RsmE. En particular, el trabajo postula que la omision del nucle6tido
“(X)” anterior al motivo GGA implica variaciones de entre 10 a 1000 veces en la
afinidad del ARN por RsmE. Este es el caso de SL3 y SL4, los cudles a diferencia
de SL2 y el constructo hcnAsg—,er, N0 poseen dicho residuo. SL1 y SC, en cambio,
tienen una extension suboptima de la regién simple cadena sobre la cual se ubica el
motivo GGA que explicaria su menor afinidad por RsmE [72].

Tomando en consideracion lo discutido por la Referencia 72, y lo sugerido por
nuestros resultados, la hipdtesis que se plantea a modo de perspectiva es que la
presencia del nucledtido “(X)” en SL2 y hcnAsg— e contribuye a las deformaciones
sufridas por RsmE como consecuencia del primer evento de unién. De esta manera,
las interacciones formadas por dicho nucleétido tienen un efecto sobre el mecanismo
de unidén que no se encuentra presente para el caso de SL3. Futuros ensayos
enfocados en el rol de dicho residuo deberan implementarse para poner a prueba
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dicha hipétesis.

A modo de hipétesis a nivel bioldgico, se propone que este mecanismo de anti
cooperatividad en contextos de alta afinidad de RsmE por sus ARN objetivo podria
funcionar como una forma de autorregular su propia accion sobre dichos ARN. De
esta manera, se ve compensada su alta afinidad con una menor predisposicion a
capturar mds de una unidad de dicha molécula.

Conclusiones del capitulo

En este capitulo se estudi6 el mecanismo de reconocimiento y union entre RsmE y
un segmento del ARNm /cnA correspondiente a parte de su UTR 5” (hcnAzg—per)-
A su vez, se analiz6 el mismo fendmeno entre dicha proteina y los segmentos SL.2
y SL3 de RsmZ. Para ello, se implementaron calculos de Umbrella Sampling con el
fin de explorar el proceso de unién y estimar su costo de Energia Libre asociado.
Hasta la fecha, estas fueron las primeras simulaciones empleadas para estudiar estos
procesos.

Los resultados concuerdan con el mecanismo anti cooperativo de unién entre
RsmE y hcnAsg_,,.r previamente reportado en estudios experimentales. Asi, la
union del primer segmento del ARNm estd mas favorecida que la del segundo al
observar sus respectivos PEL. Este mismo comportamiento fue observado también
para la unioén entre RsmE y SL.2. No obstante, la unién entre RsmE y SL.3 no
muestra diferencias significativas entre el primer y segundo evento, indicando la
ausencia de un caricter anti cooperativo en este modelo. Estas observaciones
también coinciden con lo reportado de manera experimental.

Estos resultados demuestran que los cdlculos de Umbrella Sampling son ade-
cuados para captar las razones moleculares de la anti cooperatividad de la unién
de hcnAzg_mer y SL2 a RsmE, y distinguir su comportamiento de la union a SL3.
Sin embargo, resta aun identificar cudles son las causas de este comportamiento.
Cabe recordar en este punto que la principal diferencia entre SL3 y los otros dos
constructos es la presencia de un nucleétido adicional en el segmento de simple
cadena en el extremo de la horquilla. A modo de perspectiva, se propone explorar
la influencia que dicho nucledtido tiene sobre la estructura de la proteina al unirse
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la primera unidad de los ARN que lo contienen.

En relacion a la hipétesis planteada al principio del Capitulo, se refuerza la
conjetura de que existe un patron que permite explicar el cardcter anti cooperativo
para la union de RsmE a hcnAsg_ . y al constructo SL2. Este patron evidentemente
depende de la fuerza con la que la proteina une a la molécula de ARN, que a su vez
viene dada por la secuencia de esta ultima. El entendimiento de este mecanismo
particular de funcionamiento podria tener implicaciones en el disefio de alternativas
de regulacion bacteriana a nivel post-transcripcional. No obstante, resulta necesario
establecer las bases moleculares de dicho comportamiento, plantedndose asi una
perspectiva de continuidad para la linea de investigacion comenzada con este
trabajo.

Anexo

El primer ensayo aplicado para evaluar la consistencia de los célculos de Umbrella
Sampling consistié en comparar los valores obtenidos a partir de los métodos de
WHAM, DHAM y BAR. Las curvas correspondientes se muestran en la Figura
V4.

Adicionalmente, se aplico el test de Kullback-Leibler (Ver Ecuacion V.2), que
mide la similitud entre dos distribuciones. En este caso, se considera cada ventana
del célculo y se toma la distribucién sesgada muestreada directamente. Al mismo
tiempo, se construye la distribucion obtenida luego de aplicar nuevamente el sesgo
a la distribucion de datos desesgados por WHAM. Estas dos distribuciones deben
ser similares en caso que el muestreo se encuentre convergido. A menor valor de
S, mayor semejanza entre las distribuciones (Ver Ecuacion V.2). La Figura V1.5
muestra los resultados de este andlisis para los modelos estudiados en el presente
capitulo.

La Figura V1.6 muestra los resultados del ensayo definido por la Ecuacion V.4
para los modelos RsmE-(hcnA); y RsmE-(hcnA),, donde se obtienen las diferencia
de Energia libre calculadas a partir de los datos solapados entre ventanas adyacentes
del muestreo. En todos los casos, se seleccionaron pares de ventanas representativas
del comienzo (panel izquierdo), la mitad (panel central), y el final (panel derecho)
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del rango de la coordenada de reaccion. Las Figuras VI.7 y VI.8 muestran el

equivalente a la Figura VI.6, para los complejos formados por RsmE con SL2 y
SL3, respectivamente.
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de (S;) estan por debajo de 0,0073, lo que indica una coherencia razonable entre las distribuciones
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Espacio para anotaciones
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VII. Discusion y Conclusiones generales

La estructura de esta tesis tuvo hasta este punto un orden que permite a cada
capitulo nutrirse de los conceptos introducidos en sus predecesores para hacer uso
de ellos al momento de abordar nuevas consideraciones. En este ultimo apartado,
sin embargo, la idea sera brindar una perspectiva integral del conjunto de los temas
tratados y discutir sus implicancias para comprender el mecanismo de regulacion
post-transcripcional mediado por RsmE.

Esta tesis comenzo con una primera parte cuyo objetivo fue introducir las bases
tedricas sobre las que fueron construidas las diferentes etapas de la investigacion que
luego serian descritas en la segunda parte del escrito. En el Capitulo II se discutieron
las caracteristicas estructurales de los ARN, enfatizando el rol bioldgico de los
stem-loops y los empalmes. Los resultados de los Capitulos IV, V y VI demuestran
que estos motivos estructurales son clave para comprender la interaccion de RsmZ
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y hcnA con RsmE. El Capitulo V demuestra, ademads, que el rol asumido por los
empalmes en su interaccion con RsmE depende de su longitud. De esta manera, se
requiere una longitud minima que le permita adoptar una estructura simil stem-loop
para lograr unir a RsmE.

Asimismo, las interacciones entre bases desapareadas en los extremos de stem-
loops, asi como motivos del tipo ribose zipper presentados en el Capitulo II, fueron
identificados como influyentes sobre los estados de disponibilidad/oclusién discu-
tidos en los modelos explorados en el Capitulo I'V. Estos motivos ya habian sido
1dentificados por posibilitar la alternancia entre estados activos e inactivos de los
ARN [152], de manera que los resultados aqui presentados concuerdan con estas
observaciones. Cabe destacar que mientras estas interacciones terciarias fueron
observadas en determinados fragmentos de las simulaciones realizadas, los motivos
secundarios permanecieron practicamente inalterados en todo momento. Esto da
cuenta de la estabilidad de los modelos para las condiciones de simulacién em-
pleadas, lo cual demuestra que los campos de fuerza seleccionados funcionaron
adecuadamente [91]. Cabe recordar que, como se discutié en el Capitulo II, la
disrupcion de este tipo de interacciones requiere superar altas barreras de Energia
Libre, y por lo tanto, ocurre en tiempos que exceden a los alcances de la DM
clasica [153]. Asi, los eventos observados en los tiempos de simulacion que aqui se
emplearon estan dentro de los 6rdenes esperables por bibliografia.

En relacién a esto ultimo, debemos indicar que las conformaciones L y R de
RsmZ parecen representar dos minimos globales separados por altas barreras a
lo largo de la SEL de RsmZ. Incluso en los tiempos de simulacion empleados
en este trabajo, los cuales son suficientes para alcanzar resultados consistentes
respecto a otras observaciones experimentales, no se encontré evidencia de una
interconversion entre ambas conformaciones. Esto sugiere que ambas coexisten en
cuasi-equilibrio, reforzando la hipotesis planteada por la Referencia 73 respecto a
la importancia de que tanto el conférmero L como el R estén presentes en el medio
intracelular para adaptar su mecanismo de accion a distintos contextos de union.
Sin embargo, para poner a prueba esta hipotesis, deberian implementarse métodos
de muestreo mejorado que permitan determinar el camino seguido por este cambio
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conformacional, asi como estimar su costo energético.

Como se mencioné en el Capitulo III, las simulaciones computacionales sobre
ARN, tanto como de métodos de muestreo mejorado, son atn infrecuentes en la bib-
liografia sobre este tipo de moléculas. En este sentido, los computos presentados en
este escrito se suman a los escuetos antecedentes sobre abordajes computacionales
abocados a la simulaciéon de ARN pequefios y no codificantes (ARNp), como es el
caso de RsmZ. Pero ademas, implican las primeras simulaciones reportadas para el
complejo formado entre dicho ARNp y RsmE.

Ya refiriéndome concretamente al sistema RsmE-RsmZ, los resultados propor-
cionados en esta tesis exploran aspectos estructurales y dinimicos que previamente
no habian sido descritos, y suman observaciones que permiten racionalizar resul-
tados experimentales previos sobre los que se desconocian sus bases moleculares.
En el Capitulo IV se presentan estructuras tipicas para RsmZ en distintos estados
de ocupacion, las cudles no estaban hasta el momento discutidas. No obstante, es
importante no perder de vista que dichas estructuras se tratan, ante todo, de un
modelo. Por lo tanto, es necesaria la complementacion con estudios experimentales
que partan de las hipdtesis sugeridas por estos modelos y las pongan a prueba.

Los cdlculos del Capitulo I'V revelaron un patrén estructural y dindmico en RsmZ
que explica el caricter secuencial y cooperativo de su union a diferentes unidades de
RsmE. Dicha secuencia fue racionalizada observando el orden en el que se exponen
al medio los motivos de unién del primer, segundo y tercer bolsillo descritos en las
estructuras reportadas por la Referencia 73. En este sentido, es interesante destacar
que en el afio 2023 fueron reportadas dos nuevas estructuras para la secuencia
completa de RsmZ [78], las cuales coinciden con las presentadas en la Referencia
73 respecto a que los stem-loops 2 'y 3 (SL2 y SL3, respectivamente) forman el
primer bolsillo en ser ocupado por RsmE. Sin embargo, difieren en como continua
la secuencia de union. En el Capitulo IV se discute como ésto pone en evidencia
la influencia que tiene la longitud del modelo sobre los resultados obtenidos. Pero
ademads, propone que la alternancia observada en nuestras simulaciones respecto al
nivel de exposicion de SL4 podria explicar la discrepancia entre ambos estudios
experimentales.
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Otro de los resultados relevantes de esta tesis es que los segmentos de simple
cadena que contienen motivos de union para RsmE pueden adoptar estructuras de
simil stem-loop para interaccionar con dicha proteina cuando poseen la longitud
adecuada. Esto se deduce de los Capitulos IV y V. En el primero de ellos se observa
que hay una interaccion entre los residuos C37 y A41 del segmento monocatenario
que empalma a SL2 y SL3. La misma s6lo estad presente en las estructuras en las
que el MU ubicado en ese segmento aparece como accesible para la unién de RsmE.
Esta interaccion le permite al segmento adoptar una forma de vértice hacia afuera
de la molécula, en la que el residuo Gyg es el més expuesto. Por su parte, en el
Capitulo V se destaco que la adopcion de esa conformacion ocurre también durante
el proceso de su unién a RsmE.

Este fendmeno puede ser relevante porque favorece el reconocimiento entre cada
parte del tindem RsmE-RsmZ, donde los residuos participantes de las primeras
etapas del evento quedan mejor dispuestos para su reconocimiento. De hecho,
los ensayos empleados en esta tesis, que combinan tanto mapas de contactos
como Analisis de Componentes Principales (PCA), muestran que los residuos
que participan en las primeras etapas del evento de union coinciden con los que
fueron previamente reportados en bibliografia como los més influyentes para el
comportamiento normal del sistema [73, 79, 80]. G4q es, precisamente, uno de esos
residuos.

En este sentido, es interesante destacar que aunque RsmE y RsmZ son capaces de
adoptar de manera libre conformaciones similares a las formadas durante el proceso
de union entre estas, las mismas son alcanzadas de forma marginal en ausencia
de su contraparte. De esta manera, si bien la mayor flexibilidad de cada una de
estas moléculas estd precisamente concentrada en las regiones que participan del
proceso de unidn, la presencia de la molécula con la cual interactian es necesaria
para que terminen de adoptar la conformacion Optima necesaria para que el evento
se produzca. Si bien en trabajos previos se sugirié que dicha relevancia se debe a
la afinidad secuencia-especifica entre las partes, en este caso se suma ademads un
rol adicional asignado a esos residuos (particularmente, el nucledtido central de los
motivos GGA en RsmZ y hcnA, asi como del residuo Lys38 en RsmE), relacionado
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con su caracter dindmico previo al proceso de union.

En el Capitulo VI se estudid la unién de RsmE a diferentes fragmentos de
sus ARN objetivo y se encontrd que los resultados de simulaciones de Umbrella
Sampling concuerdan con las observaciones experimentales. Asi, la union de dos
fragmentos del constructo hcnAjg_ ;.- 0 dos de SL2 presentan un caricter anti
cooperativo, en el sentido de que la segunda unién es mucho més débil que la
primera. Sin embargo, en el caso de la unién a dos fragmentos de SL3, las dos
uniones tienen estabilidades similares. La concordancia entre estas observaciones y
los resultados experimentales reportados en las Referencias 72 y 73 es destacable.
Sin embargo, resta dilucidar las razones de este comportamiento.

La hipétesis que se postula es que cuando RsmE en estado libre se une a un
MU de elevada afinidad, como los que estan en los loops de hcnAog_ e 0 SL2, se
produce una distorsion en su estructura que altera su capacidad de interaccionar con
un segundo MU. Esto no ocurre cuando RsmE se une a motivos de baja afinidad,
como los del loop de SL3. De esta manera, la alta afinidad de RsmE por un dado
ARN podria verse compensada por una menor tendencia a capturar una segunda
unidad de dicha molécula. Dicho comportamiento podria sumarse a otras estrategias
de autorregulacion postuladas para RsmE en el Capitulo I. Al momento de escribir
esta tesis, estamos disefiando los experimentos para poner a prueba esta hipotesis.
Para esto se propone como perspectiva poner el foco en como influye sobre dichas
transformaciones la presencia o ausencia del nucleétido “(X)” en la secuencia
A(X)GGAX, dada la influencia comprobada que éste tiene sobre la afinidad entre
RsmE y sus ARN objetivo [72].

Si bien en su forma aislada SL2 presenta un comportamiento anti cooperativo
para su uniéon a RsmE, de manera que la unién de una segunda unidad de este motivo
se ve desfavorecida respecto a la primera [72], esta descrito que SL.3 aumenta su
afinidad por RsmE cuando esta covalentemente unido a SL.2 en la molécula completa
respecto a cuando se lo estudia de forma individual [73]. Teniendo en cuenta que
SL2 es el MU de RsmZ que reporta la mayor afinidad por RsmE [72], y que segun
nuestras observaciones en el Capitulo IV presenta una alta accesibilidad cuando
RsmZ se encuentra de forma libre, es esperable que sea uno de los primeros en unir
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a la proteina. Teniendo en cuenta que SL3 estd inmediatamente unido a este motivo,
es de esperar que se vea favorecida su posterior union a RsmE tras el ingreso de
SL2 por quedar dispuesto de manera cercana al sitio de union restante de la proteina.
Esto podria explicar que las Referencias 73 y 78 coinciden en que el par SL2-SL.3
es el primero en ser ocupado por RsmE.

Finalmente, se plantea como perspectiva el modelado de porciones mayores de
hcnA, partiendo de su secuencia conocida. En el Capitulo III se discutié que los
algoritmos que apelan a herramientas basadas en IA y Aprendizaje Automatizado
para la prediccion de estructuras 3D de ARN basadas en su secuencia ain no generan
resultados tan satisfactorios como las que hacen predicciones sobre proteinas. Por
su parte, el Capitulo II enfatiza la importancia de caracterizar al ARN no a partir
de una unica estructura, sino de un ensamble de conformaciones. Debido a que
se trata éste de un campo en constante crecimiento con algunas metodologias
prometedoras actualmente en desarrollo [308], seria interesante ponerlas prueba
para poder modelar porciones mayores de icnA a fin de describir su diversidad
conformacional y la exposicion/oclusion de sus numerosos MU, de manera analoga
a como se hizo con RsmZ.

Los principales resultados surgidos de esta tesis, asi como la racionalizacion
antes mencionada para los resultados experimentales previos, pueden sistematizarse
en un Unico modelo que describe cdmo se produce la unién entre RsmE y cualquiera
de los ARN capaces de interactuar con dicha proteina reportados a la fecha. Este
modelo se puede resumir de la siguiente manera:

* La capacidad de un motivo dado para unir a RsmE estd determinada tanto
por su disposicion en una region de simple cadena, como de su accesibilidad
medida en términos de exposicién al solvente [2, 72].

* En aquellos casos donde la region simple cadena no se encuentre en el extremo
de un stem-loop, sino en un empalme, éste deberd tener una longitud adecuada
para poder adoptar una conformacion similar al de una horquilla durante su
union a RsmE [3].

* En aquellos ARN cuya afinidad por RsmE sea baja, el mecanismo de unién
estard determinado por la identidad del residuo X en la secuencia A(X)GGAX,
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asi como por su presencia o ausencia en la posicion “(X)” [72].

* Por el contrario, si el motivo en cuestion posee una alta afinidad por RsmE, la
union de fragmentos independientes (no unidos entre si) a la proteina seguira
un mecanismo anti cooperativo, donde la unién de la segunda unidad estara
desfavorecida con respecto a la primera [72, 307].

* En el caso de que el motivo mencionado en la opcion anterior esté inmediata-
mente unido a otro, éste ultimo se verd favorecido a ocupar el segundo sitio de
RsmE por cuestiones de proximidad. Esto facilita su accesibilidad por sobre
motivos de una region distante de la molécula, o bien motivos independientes
que no estan unidos directamente al primero en ingresar.

La figura de la piagina siguiente resume estos postulados con un diagrama de
decision. De esta manera, esta tesis propone un modelo que sistematiza y racionaliza
el conocimiento estructural y dindmico sobre la familia de proteinas Csr/Rsm, y
como se produce su interaccion con los ARN capaces de unirse a ellas.

Espero que esta contribucién, més alld de los alcances personales que implicé el
hecho de haberla llevado a cabo, haga su aporte al estado del arte tanto del estudio
del ARN mediante métodos computacionales como del sistema de regulacion
post-transcripcional mediado por el tindem RsmE-RsmZ. En particular, espero
que el conocimiento asi generado pueda ser retomado por estudios posteriores
para el desarrollo de tecnologias abocadas a tener una agricultura sustentable y
amigable con el medio ambiente, haciendo uso de las caracteristicas fenotipicas
de las bacterias que contienen al sistema estudiado, y del impacto directo que éste
tiene sobre la sintesis de metabolitos con potencial biorregulador.
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Tabla de siglas
Sigla Significado
ARN Acido/s ribonucleico/s
ARNm ARN mensqjero
ARNr  ARN ribosomal
ARNp ARN pequeno no codificante
ARNt  ARN de transferencia
CF Campo/s de Fuerza
Cryo-EM Criomicroscopia electronica
DM Dindmica Molecular
EE Espacio Esencial
FDP Funcidén de Densidad de Probabilidad
1A Inteligencia Artificial
Kd Constante/s de disociacion
MU Motivo de Unidn (Para RsmZy hcnA)
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PEL Perfil de Energia Libre
RMN Resonancia Magnética Nuclear
RMSD Desviacion cuadrdtica media
RMSF  Fluctuacidon cuadrdtica media
SC Segmento simple cadena entre SL2 y SL3
SEL Superficie/s de Energia Libre
SEP Superficie de Energia Potencial
SL Stem-loop
SuU Sitio de unidén (para RsmE)



