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Resumen

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica inmunomediada en la que el eje IL-23/Th17
dirige el proceso patogénico. En la regulacion del sistema inmunitario la propension al desarrollo de
la psoriasis en una poblacion colombiana se asoci6 con la variante no sindonima 1684S en TYK2. En
el estudio funcional del efecto de la variante a nivel molecular, se hizo la modelacion molecular de la
enzima a partir de su secuencia primaria, lo que permite reconocer el plegamiento tridimensional y
unificar asi el modelo con las estructuras cristalizadas de las diferentes subunidades de la enzima que
han sido reportadas como aisladas y sin conexion. Este modelo final se refind utilizando dos programas
y se selecciond el mejor para la simulacion posterior segun la puntuacion de los valores energéticos
y estereoquimicos. La simulacién molecular se hizo con el método semiempirico del programa
Spartan 18’ y el campo de fuerza del Austin Model 1 para la region vecinal que incluye la posicion
684 en donde se hizo el calculo energético y de superficie electronica bajo un enfoque mecanico
cuantico. Los resultados evidenciaron que los modelos presentaron cambios tridimensionales a nivel
topologico de la enzima TYK?2 silvestre y la mutacion 1684S en los patrones del enlace de hidrogeno
y en la estructura electronica, con un aumento de la densidad electronica en la mutacion que favorece
la fosforilacion de quinasas en la transduccion de la sefal y la desregulacion inmunoloégica.

Palabras claves: Psoriasis; Tirosina quinasa; Modelamiento molecular; Simulacion; Mecanica cuantica.

Abstract

Psoriasis is an immune-mediated chronic inflammatory disease in which the IL-23/Th17 axis
directs the pathogenic process. In a Colombian population, the regulation of the immune system
and susceptibility to the development of psoriasis was associated with the non-synonymous variant
1684S in TYK2. To understand the effect of this mutation, we used molecular modeling with the
structure predictor Phyre2, which allowed us to recognize 3D folding and, thus, unify the model with
the crystallized structures of the different subunits that have been reported as isolated subunits. This
final model was refined with two software programs and the best model scored with energetic and
stereo-chemical values was selected for subsequent simulation. The molecular simulation was done
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with the semi-empirical method of the Spartan 18’ software and the Austin Model 1 force field for the
neighborhood region that includes position 684 where the energetic and electronic surface calculation
was made under a quantum mechanical approach. The results showed that the models presented 3D
changes at the topological level in the wild TYK?2 enzyme compared with the 1684S mutation in the
hydrogen bonding patterns and the electronic structure with an increase in the electronic density of
the mutation favoring phosphorylation of kinases in signal transduction and immune dysregulation.

Keywords: Psoriasis; Tyrosine kinase; Molecular modeling; Simulation; Quantum mechanics.

Introduccion

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria de curso cronico que afecta fundamentalmente
la piel; se la considera como una de las enfermedades inflamatorias de mayor frecuencia
en este organo. Su patogenia incluye la desregulacion del sistema inmunitario y posee un
patréon de herencia compleja (Freeman et al., 2003) La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) la declaré como un problema de salud global debido a su impacto en la morbilidad
y la mortalidad de quienes la padecen (Boehncke & Schén, 2015).

La prevalencia de la enfermedad varia en las diferentes regiones geograficas del
mundo y su frecuencia es mayor en las latitudes del norte que en el tropico (Chandran,
2013; Langley & Ellis, 2004). En Europa la prevalencia de la psoriasis fluctua entre 0,6
y 6,5 %, con los porcentajes mas altos en los paises situados en el norte del continente
(Chandran, 2013). En Estados Unidos la prevalencia se ha estimado en un 3,15 %, lo que
se explica por la fuerte composicion ancestral de origen europeo de su poblacion (Kurd
& Gelfand, 2009), en tanto que en Africa varia segun la localizacion geogréfica y la etnia
(Chandran, 2013). En el este africano los porcentajes oscilan entre 2,6 y 3,3 y en el oeste
del continente los porcentajes estan entre 0,05 y 0,3 % (Farber & Nall, 1994). En el
continente asiatico los porcentajes disminuyen comparados con los de Europa; en India la
prevalencia oscila entre 0,5 y 2,3 %. No hay reportes sobre la prevalencia de la psoriasis
en ciertas culturas nativas de la region andina, lo que también es el caso de los aborigenes
australianos (Chandran, 2013). En la inmunopatogenia de la psoriasis se reconoce que el
principal eje es el [L-23/Th17 (Griffiths, 2003) y se ha establecido que las citocinas IL-17,
IL-23 y TNF-a, entre otras, estan implicadas de manera directa en la inmunopatogenia de
la psoriasis (Grillo et al., 2020; Luger & Loser, 2018).

La psoriasis tiene un fuerte componente genético seglin las evaluaciones iniciales
de estudios en los que se analizaron gemelos y familias ( Lennberg et al., 2013;
Rahman & Elder, 2005) Se ha encontrado que la heredabilidad es mayor en gemelos
monocigoéticos que en gemelos dicigoticos (2 a 3,5 veces) (Lennberg et al., 2016)
y las estimaciones de heredabilidad oscilan entre un 50 y 90 % en las poblaciones de
origen europeo (Grjibovski et al., 2007; Lennberg et al., 2013). El rol de la genética
en la enfermedad se ha confirmado mediante la evaluacion de los andlisis de ligamiento
paramétricos en familias y en estudios de asociacion. Se han identificado mas de 70
variantes asociadas, lo que representa solamente el 30 % de la heredabilidad y podria
explicarse por la acumulacion de las variantes, cuyo efecto y frecuencia son bajos, asi
como por la interacciones que se generan entre genes o entre genes y medio ambiente
(Gudjonsson & Elder, 2007; Mahil et al., 2015). Se han descrito sefiales de asociacion
en mutaciones de la region que marca la propension a la psoriasis, como la PSORS6,
ubicada en 19p13, la cual contiene el locus de la tirosina quinasa 2 (TYK2) (Lee et al.,
2000). En un estudio de casos y controles en Colombia (resultados atin no publicados)
en el que se analizo el efecto de siete variantes de susceptibilidad a la psoriasis, solo la
1512720356 en TYK?2 se asociod con la aparicion de psoriasis en un modelo de herencia
dominante (OR=3,5; p=0,0002). Al ajustar esta asociacién con cada uno de los valores
de los componentes ancestrales (europeo, nativo americano y africano) en el mismo
modelo, esta se mantuvo, pero se incrementd con el componente europeo (OR=3,68;
p=0,0001). Cuando se ajustd por los componentes ancestrales amerindio y africano, el
OR disminuy6 a 2,92 (p=0,0045).
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Esta variante ya ha sido descrita previamente como factor de riesgo genético para la
psoriasis en algunos estudios de asociacion (Kisiel et al., 2017; Maniatis, 1989; Nititham
et al., 2017; Strange et al., 2010), aunque otros autores no respaldan la importancia de la
variante rs12720356 TYK2 1684S en la propension a la enfermedad, catalogandola como
protectora (Ellinghaus ef al., 2016; Enerbiick et al., 2018; Li et al., 2013). Por otro lado,
en algunas publicaciones se asocia la variante en TYK2 unicamente a un tipo de psoriasis
(Prieto-Pérez et al., 2015). La diversidad de los resultados plantea la necesidad de seguir
desarrollando estudios de funcionalidad y asociacioén en poblaciones como la colombiana,
que es producto de mezclas, en las que la interaccion entre diversos alelos podria explicar
la diversidad de resultados que se evidencia en los estudios citados.

Desde el punto de vista estructural, en las bases de datos RCSB Protein Data Bank
(Berman et al., 2012) la enzima TYK?2 tiene una longitud de 1.187 aminoacidos y en
ella se destaca un dominio pseudoquinasa 1 que es analiticamente inactivo y comprende
la region de 589 a 875 aminoacidos, dominio que aparece cristalizado con la técnica de
difraccién de rayos X a una resolucion de 2.15 A (PDB-ID 3ZON) (EIKkins ef al., 2013).
El dominio pseudoquinasa 2 también se encuentra cristalizado e incluye el rango de 8§97
a 1.176 aminoacidos; experimentalmente este fragmento se resolvié con difraccion de
rayos X a una resolucion de 2.00 A (PDB-ID 6DBK) (Fensome et al., 2018). La porcién
estructural del dominio FERM, cuya funcién radica en la asociacion de la membrana
mediante la unidn directa a la region citoplasmatica, constituido por los aminoacidos 26 a
431 y del dominio atipico de SH2 en la enzima tiroxina quinasa para los aminoacidos 450
a 529, ambos resueltos por difraccion de rayos X a 1.99 A (PDB-ID 4PO6) (Wallweber
et al., 2014). Los fragmentos estructurales estan aislados y la estructura no se encuentra
completamente unida en un modelo tridimensional. Por ello, el objetivo de este trabajo
consistid en modelar los fragmentos faltantes en la estructura y unificar las diferentes
subunidades de la TYK2, asi como hacer un analisis estructural de la mutacioén polar en
la region 1684S, enfocandonos en la respuesta desregulada por transduccion de la sefal
celular a partir de la fosforilacion con enzimas quinasas.

Metodologia
Modelos de prediccion y refinamiento estructural para TYK2

El modelo estructural que utiliza el enhebrado para conectar los diferentes fragmentos
cristalizados en los dominios proteicos recurre al programa predictor de estructura de pép-
tidos y proteinas Phyre2 (Kelley et al., 2015), el cual pertenece al grupo de bioinformatica
estructural del Imperial College de Londres, en donde se realiza un ensamblaje por
homologia a partir de una comparacion con las estructuras cristalizadas ya reportadas y la
secuencia primaria a la que se asemejan. Este programa unifica los fragmentos encontra-
dos por homologia, concibiendo el esqueleto atomico como un sistema flexible que obe-
dece las leyes dinamicas de Newton en la conceptualizacion clasica (Kelley ef al., 2015;
Kelley & Sternberg, 2009).

La TYK2 mutada en la posicion 684 del dominio pseudoquinasa 1 utiliza la misma
metodologia de modelamiento molecular para la enzyma wilde type, que genera el archivo
en formato PDB. Como parte de su algoritmo de ensamblaje, el programa Phyre2 hace un
refinamiento previo, sin embargo, se emplean programas externos para el refinamiento de
los modelos hipotéticos, lo que evita los posibles solapamientos entre atomos y mejora
la distribucién espacial acorde con la dinamica de los campos de fuerza que afectan el
modelo, para asi constatar si sus parametros tienden a cambiar mediante interacciones no
covalentes del esqueleto carbonado en el modelo peptidico que se manifiesta en la estruc-
tura secundaria; para ello, se utilizan los programas de fragmentos guiados de dinamica
molecular Modrefiner y FG-MD (Xu & Zhang, 2011; Zhang et al., 2011).

Caracterizacion energética y estereoquimica de los modelos hipotéticos de TYK2

El modelo hipotético sin refinar obtenido cuenta con fragmentos que se crearon ab-initio,
los cuales deben adoptar una distribucion tridimensional que permita ilustrar la plausible
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funcionalidad de los dominios activos y no activos de la enzima TYK2. Para caracterizar
y evaluar los modelos hipotéticos, se hizo una caracterizacion energética y estereoquimica
que permitiera seleccionar el mejor modelo, sin refinar o refinado, con el fin de emplearlo
en el estudio funcional de las variantes contrasentido. En la caracterizacion energética
se hace uso del parametro de caracterizacion QMEANG6 (Benkert ef al., 2008), el cual
define un valor normalizado de la combinacion lineal de términos relacionados con la
estabilidad del modelo. La caracterizacion estereoquimica, por su parte, se hace con el
programa RAMPAGE (Crystallography and Bioinformatics Group, 2017), herramienta
del grupo de bioinformatica y cristalografia que permite medir los angulos diedrales Phi
(9) y Psi (v) (que conectan el esqueleto carbonado de los enlaces peptidicos) en el analisis
de la movilidad proteica.

Visualizadores estructurales - alineamiento tridimensional

Para estudiar las coordenadas espaciales y atdmicas, se utilizaron varios visualizadores
estructurales de los programas Deepview/Swiss-PdbViewer version 3.7 (Guex & Peitsch,
1997), los cuales permiten obtener un enfoque preliminar y topologico del estudio. Las
estructuras se visualizaron en el programa U.C.S.F. Chimera version 1.11 (Pettersen et al.,
2004), y cada estructura secundaria se modeld en un formato del tipo de cintas y estructura
de densidad. EI mejor modelo obtenido se aline6 con los cristales reportados en el PDB a
partir de un alineamiento tridimensional con la herramienta Matchmaker, la cual considera
la estructura de referencia y el modelo hipotético, usando el algoritmo de alineamiento
global Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUMG62 para la secuencia de aminoacidos,
con lo que se obtuvo una representacion tridimensional del modelo que permite observar
si hay coincidencias o no a nivel espacial en esa comparacion estructural, dado que en
la literatura se reportan estructuras que conservan su actividad enzimatica, por lo que se
usa este alineamiento global para entender los efectos a nivel funcional (Carter et al.,
2015; Zhao et al., 2015). Estos alineamientos se cuantificaron a partir de la medicion de la
desviacion estandar RMSD.

Analisis bioinformadtico de las variaciones en las proteinas - cdlculo de fosforilacion

La caracterizacion empleada en el seguimiento de las variantes a nivel proteinico toma
en cuenta la estimacion de la fosforilacion mediante el célculo con la secuencia de la
biblioteca nativa y la mutacion [le684Ser y considera sus puntos de fosforilacion en
el grupo hidroxilo de aminoacidos polares neutros, como la serina y la treonina, o los
hidroxilos de grupos aromaticos, como el fenol en la tirosina. Las puntuaciones en 15
quinasas, en las que se resaltan PKA, PKC, PKE, RSK, EGFR o MAPK38, se evaliian
para entender las posibilidades de fosforilacion a lo largo de las posiciones en la proteina
(Artimo et al., 2012; Blom et al., 2004).

Modelacion de las variantes con el método hibrido de mecdnica cudntica y mecdnica
molecular (QM-MM)

En el analisis funcional de la variante en la enzima TYK2, se utilizd una simulacion del
modelo tridimensional obtenido para las enzimas silvestre y mutada. En los modelos
se aplica el nivel de teoria acorde con la capacidad del hardware disponible, el tiempo
computacional, y la cantidad de nucleos y de electrones presentes en el sistema poliatdmico.
En la construccion de la simulacion se hace una parametrizacion del modelo en el archivo
de entrada, saturando con hidrogenos las regiones vecinas al sitio de mutacion, lo que en
este caso se hizo en el analisis cuantico enfocado en la posicion 684 considerando las hojas
beta desde Val640 hasta Asp645 y desde Gly680 hasta Glu688. Los cambios se monitorean
en las estructuras tridimensionales mediante la matriz topologica. Para estos sistemas
macromoleculares se utiliza el método semiempirico con la base Austin Model 1 (AM1)
del programa Spartan18 de Wavefunction de medicion de cambios energéticos, distancias
de enlace y cambios en los angulos (Foresman & Frisch, 1996; Dewar et al., 1993),
ya que la base AMI1 funciona muy bien en los métodos hibridos de estudio de sistemas
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enzimaticos (Cano et al., 2021; Cardona-Pemberthy et al., 2018; Grillo et al., 2020;
Loépez-Rivera et al., 2022; Peng et al., 2019; Soto-Ospina et al., 2021a; Soto-Ospina
et al., 2021b; Tejada-Moreno et al., 2022), que provienen de analisis cristalograficos y
experimentales que favorecen la parametrizacion.

En la simulacion se hace una optimizacion geométrica de los diversos conférmeros
energéticos y se obtiene el de menor energia, el cual sirve de base para el enfoque analitico
en una modelacion superficial de la estructura electronica utilizando la herramienta “super-
ficie” para generar diversas superficies a manera de mapas de potenciales electrostaticos
en rangos de -200kJ/mol a 200kJ/mol, y obtener la distribucion electronica y la posibilidad
de fosforilar las vecindades de la region que sufre la mutacion en escalas de ocho colores
que representan el potencial (Wavefunction, 1991). El ion fosfato considerado como el
responsable de la fosforilacion en el dominio pseudoquinasa 1 debido al aminoacido Ser
(S), se optimiz6 de manera geométrica con el método del funcional de densidad DFT en
un ambiente acuoso con la segunda esfera de solvatacion y el método wB97x-D con la
base 6-31G*. Se midieron las superficies equipotenciales, los mapas de potencial electros-
tatico y los orbitales HOMO-LUMO, con el fin de caracterizar el comportamiento del ion
considerando las escalas de distribucion del potencial.

Acoplamiento molecular

El estudio de la interaccion entre el ion fosfato y la pseudoquinasa 1 de la enzima TYK2
wild type y la mutada 11e684Ser, se hizo con el programa Autodock Vina que permite
el estudio conformacional y el acoplamiento receptor-ligando, y genera la calificacion
de la interaccion y la desviacion estandar entre los conformeros. Se usaron los modelos
construidos con los predictores de estructura y el ion fosfato se obtuvo de Pubchem en
formato .SDF para realizar la simulacion.

Resultados y discusion
Modelo tridimensional - caracterizacion energética y estereoquimica

El modelo tridimensional se realizé a partir de la secuencia primaria de aminoacidos
contemplando el total de 1.187 unidades. Esta secuencia primaria se caracterizo con el
alineamiento T-Coffee 2.0 y se obtuvo un valor de 99,92 % de identidad y una desviacion
estandar RMSD de 2.970, producto de la variante de isoleucina (I) por serina (S) en la
posicion 684, como se muestra en la figura suplementaria 1, https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1694/3341.

Con el consenso de las secuencias primarias se construyo el modelo tridimensional
utilizando el programa de prediccion de estructura Phyre2, el cual se refind utilizando
algunas herramientas de medicion de las interacciones no covalentes de los esqueletos
carbonados a partir de campos de fuerza intrinsecos en el algoritmo de cada programa
y alterando el plegamiento tridimensional para evaluar el efecto con respecto a los no
refinados. Cada modelo encontrado en el estudio se caracterizo con herramientas energéticas
y estereoquimicas, cuyos valores se encuentran reportados en la tabla 1.

Los valores reportados que se obtuvieron de la caracterizacion de los modelos
refinados y sin refinar, se lograron utilizando el QMEANG en graficos de Ramachandran de
los angulos diedrales, de los carbonos alfa y de los enlaces peptidicos; estos evidenciaron
que el mejor modelo para la enzima nativa se determind con el Phyre2 sin refinar, con un
valor definido dentro de un rango normalizado, la estimacion obtenida en QMEANG fue
de 0,666, en tanto que los de los angulos diedrales Phi (¢) y Psi (y), cuya constitucion
ubica los residuos en los cuadrantes segun su estructura secundaria, los valores generados
fueron: (95,4 %) en la region favorable, (3,2 %) en la regidon permitida y (1,4 %) en la
region prohibida, estos valores se ubican en las regiones de mayor importancia para los
residuos que constituyen el total de la quinasa.

También se desarrolld el analisis de la variante, en la cual el mejor modelo obtenido
se determin6 con el Phyre2 sin refinar, con un valor de QMEANG6 de 0,662 y un grafico de
Ramachandran con caracteristicas de (95,8 %) en la region favorable, (2,8 %) en la region
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Modelamiento molecular de TYK2

Tabla 1. Estimaciones del modelo hipotético propuesto con métodos de caracterizacion estructural

Modelo

Programa

QMEANG6

Graficos de Ramachandran

TYK2 sin refinar

TYK2 refinada

TYK2 refinada

11e684Ser-TYK2 sin refinar

I1e684Ser-TYK?2 refinada

11e684Ser-TYK?2 refinada

Phyre2

Modrefiner

FGMD

Phyre2

Modrefiner

FGMD

0,666

0,664

0,634

0,662

0,661

0,631

Region favorable:
Region permitida:
Region prohibida:
Region favorable:
Region permitida:
Regioén prohibida:
Region favorable:
Regioén permitida:
Region prohibida:
Region favorable:
Region permitida:
Regioén prohibida:
Region favorable:
Regién permitida:
Region prohibida:
Regioén favorable:
Region permitida:

Regioén prohibida:

1131 (95,4 %)
38 (3,2 %)

16 (1,4 %)
1123 (94,8 %)
45 (3.8 %)

17 (1,4 %)
1046 (88,3 %)
112 (9,5 %)
27 (2,3 %)
1135 (95,8 %)
33(2,8 %)

17 (1,4 %)
1131 (95,4 %)
38 (3,2 %)

16 (1,4 %)
1059 (89,4 %)
95 (8,0 %)

31 (2,6 %)

permitida y (1,4 %) en la region prohibida, lo que generd un modelo de caracteristicas muy
parecidas en cuanto a la prediccion estructural y la caracterizacion energética y estereo-
quimica. El predictor de estructura Phyre2 hace un refinamiento previo y las herramientas
de refinacion no mejoran los parametros energéticos y estereoquimicos, por esa razon, se
utilizan los modelos construidos por Phyre2 mejor calificados y sin refinamiento mediante
los programas Modrefiner o FGMD.

El mejor modelo silvestre (FiguralA) y el mejor de la variante (FiguralB) se
alinearon a nivel tridimensional para visualizar solo el modelo silvestre y compararlo con
las plantillas cristalizadas (FiguralC).

Luego de su caracterizacion, los modelos obtenidos a nivel tridimensional se alinearon
con las plantillas de las regiones cristalizadas, lo que mostrd poca desviacion estandar
entre ellos y mantuvo la topologia espacial, validando asi el modelo artificial al unificarlo a
partir del enhebrado para contemplar la estructura completa de la enzima TYK2. El mismo
tratamiento se aplico para la variante encontrada en el dominio pseudoquinasa 1, que tam-
bién tuvo un muy buen alineamiento tridimensional de la estructura, como se muestra en
el material suplementario (Figura suplementaria 2, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1694/3341).

Cuando se determina una variante en los exones que codifican para la enzima TYK2,
se hace una comparacion del modelo a nivel tridimensional, esto para detectar cambios en
la topologia con respecto a la variante y asi entender como se afecta la funcionalidad de la
enzima a través del algoritmo Needleman Wunschman para alineamientos globales entre
ambos modelos (Figura 2A). Asimismo, se hizo el calculo de los enlaces de hidrogeno en el
programa teniendo en cuenta los parametros de deteccion de enlaces de hidrogeno intramo-
lecular e intermolecular a lo largo de la estructura, con una restriccion de 2.7 A en la distancia
y 20° en la torsion angular; estos enlaces de hidrogeno se representan en la estructura con
lineas rojas dentro del alineamiento de los modelos y del fragmento pseudoquinasa 1 donde
se encontrd la mutacion relacionada I1le684Ser, como se muestra en la figura 2B.
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Figura 1. Representacion estructural de los modelos obtenidos por prediccion estructural. A) Modelo
hipotético de TYK2 silvestre. B) Modelo hipotético de la variante [le684Ser en la enzima TYK2. C)
Alineamiento tridimensional con plantillas cristalizadas (Inferior izquierda); Plantillas cristalizadas
(Inferior derecha)

En el andlisis cuantitativo del alineamiento estructural global, se encontré que la
RMSD del alineamiento por pares fue de 1.575 A entre los dos modelos de prediccion,
el silvestre y el mutado. Al observar la mutacion y encontrar las posibles diferencias fun-
cionales, se analizo el resultado del célculo del enlazamiento de hidrégeno para determi-
nar como al centrarse en la region pseudoquinasa 1, donde se localiza la mutacion para
la posicion Ile684Ser, se esperaba que el cambio de un grupo funcional hidrocarbonado
alifatico por un grupo hidroxilo modificara el perfil de enlazamiento de hidrégeno en las
vecindades de la posicion 684.

Los resultados permiten observar que la comparacién cuantitativa del perfil de
enlazamiento dentro de las laminas beta evidencio la aparicion de dos enlaces de hidrogeno
que no estaban en la enzima silvestre. Dichos cambios se deben a las interacciones
entre los aminoacidos N683 y S684, los cuales conciben distancias de enlace entre el
donador y los 4tomos donadores, como el nitrégeno y el oxigeno, de 4.886 A y 4.580 A,
respectivamente (Tabla suplementaria 1, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/1694/3341).

Fue posible corroborar la aparicion de dos lineas de enlace de hidrogeno que produjeron
un cambio topoldgico en la estructura secundaria del dominio pseudoquinasa 1, lo que
podria generar cambios en los diagramas de superficie de distribucion de cargas e, incluso,
en la estructura electronica, y permitiria a la subunidad pseudoquinasa 1 quedar mas
expuesta a una posible fosforilacion o interaccidén con la subunidad FERM y el dominio
atipico de SH,.
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Figura 2. Alineamiento tridimensional de los modelos predichos. A) Alineamiento estructural global
en representacion en cintas. B) Calculo de enlaces de hidrogeno (lineas en rojo) para los modelos en
representacion en cintas: la region pseudoquinasa 1 donde ocurre la mutacién para ambos modelos
se amplificd en los recuadros.

Con el fin de determinar los posibles cambios en las estructuras topologica y
electronica (Figura suplementaria 3, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1694/3341), se hizo luego una optimizacion geométrica a partir del método hibrido
de QM-MM, utilizando una metodologia semiempirica con la base Austin Model 1 (AM1)
para el calculo de la estructura optimizada, y un congelamiento a partir de una descripcion
de mecénica molecular para el resto de la region de la enzima, enfocando el célculo de
superficies y mapas de potencial electrostatico de la region seleccionada silvestre y de la
mutada Ile684Ser, con el fin de no comprometer recursos computacionales ni niveles de
teoria muy altos. Ademas, con las estructuras optimizadas se hizo el calculo de superficie
para entender como ocurre el cambio del mapa de potencial electrostatico y las regiones
de alta o baja densidad electronica. Los valores de potencial se muestran en la figura 3A.

Después de considerar los cambios en la estructura electronica, se hizo la representacion
de los modelos silvestre y mutado de TYK?2 en la superficie de densidad y la distribucion de
cargas para comparar los cambios relacionados con la variante Ile584Ser en lo que respecta
a la topologia de la enzima y el acceso a los diversos dominios funcionales. En la figura
suplementaria 4A, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1694/3341,
puede observarse que tanto la enzima wild type como la enzima mutada presentaron
cambios en la tridimensionalidad de sus dominios pseudoquinasa 1.

Ahora, con el fin de entender el posible acoplamiento entre el i6n fosfato responsable
de la fosforilacion y la region en las cercanias de la posicion 684, se hizo la simulacion de la
distribucion de su densidad electronica a partir de un método que contempla la correlacion
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electronica como teoria de densidad funcional; este método genera informacion mas
precisa y sensible que el método semiempirico, pero tiene una limitante para sistemas
poliatomicos y la infraestructura computacional, pues los tiempos de simulacién son
elevados. Se estudié también el ion en el mapa de potencial en forma de superficie s6lida
y transparente, como se muestra en la figura suplementaria 4B, https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1694/3341.

Se hizo el acoplamiento del ion fosfato y el fragmento de estructura de la pseudoquinasa
1 y se encontr6 una mejor interaccion entre el ion fosfato PO,* y el aminoacido serina en
la posicion 684, lo que podria suponer una interaccion entre ion y dipolo con el dipolo
del grupo hidroxilo, mientras en la region pseudoquinasa 1 wild type se dio una posible
interaccion con isoleucina por dispersion de London, desfavoreciendo el acoplamiento y la
plausible fosforilacion, como se observa en la figura 3B.

Losresultados obtenidos permitieron constatar la existencia de un efecto en la estructura
electronica (Figura 3A), lo que lleva a inferir que las laminas beta anti-paralelas externas
quedan expuestas a su superficie. La mutacion favorece que la distribucion electronica
en el grupo hidroxilo genere mayor exposicién para una posible interaccién con alguna
quinasa, permitiendo su fosforilacion o una eventual interaccion como la que ocurre con el
dominio FERM y el atipico SH.,,.

Con la simulacién se obtuvieron los valores energéticos de la optimizacion y se
observo que la estructura nativa tuvo un valor de -2764k J/mol y la mutacion Ile684Ser
en la region adyacente a la posicion 684 uno de -2982.,48 kJ/mol, lo que evidencid que
la mutacion generéd mayor estabilidad, por lo que su valor fue de menor energia que el
de la silvestre. En el analisis superficial con el mapa de potencial electrostatico, el grupo
funcional isoleucina en la posicion 684 de la enzima TYK2 silvestre no present6 potencial,
lo que se explica por su naturaleza hidrocarbonada, pero cuando la mutacion se produjo
por la via del aminoacido serina, esta presentd un momento dipolar neto establecido por
la diferencia de electronegatividad entre el oxigeno y el carbono al que esta enlazado, lo

Figura3. Diagramas de superficie para la estructura electronica de la enzima silvestre y mutada
[1e684Ser. A) Mapa de potencial electrostatico para la vecindad de la region 684 en la pseudoquinasa
1 (izquierda) y para la mutacion Ile684Ser (derecha). B) Acoplamiento de TYK?2 wild type con el ion
PO,* (izquierda) y TYK2 Ile684Ser con el ion PO,* (derecha)
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que produjo un aumento de densidad electronica localizado en el atomo de oxigeno del
grupo hidroxilo. Al cuantificar las propiedades de superficie se logrd obtener un valor
del volumen de distribucion de carga de 465.65 A® y un 4rea superficial electronica de
94.27 A2. Al analizar los resultados de la superficie, también se pudo evidenciar un efecto
de bloqueo por impedimento estérico dada la cadena hidrocarbonada presente, que en la
mutacion presenta menos bloqueo y una mayor porcion de acceso a la region electronica
disponible para reaccionar como una fosforilacion plausible.

Con las herramientas bioinformaticas del programa Netphos 3.1, se calculd la
fosforilacion para la enzima silvestre y para la mutada. Se encontr6 que la posicion 684 de
la silvestre no presentaba ninguna posibilidad de fosforilacion, pero al sufrir la mutacion
en Ser684, la region pseudoquinasa 1 quedd sujeta a una fosforilacion segun el orden
de probabilidad por accion de las quinasas, con un valor normalizado de (0,455) GSK3,
(0,447) CaM-I1, (0,439) CK-II y (0,431) DNAPK. Teniendo en cuenta los valores que no
superaron el umbral de 0,5, fueron cuatro los puntos que se acercaron a superar el umbral.
Al evaluar la enzima silvestre en esa posicion no hubo una respuesta importante en cuanto
a los valores de las quinasas, como se muestra en el recuadro de la figura suplementaria
5, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1694/3341.

Esto evidencia una posible hiperactivacion de la enzima que puede desencadenar la
respuesta patologica debido a la posible fosforilacion favorecida por la formacion del aducto
con el grupo hidroxilo del aminoacido serina (Ser684). En la figura suplementaria 4,
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1694/3341 se resumen los cam-
bios estructurales encontrados: la mutacion produjo una alteracion en las distribuciones de
carga y un efecto sobre el dominio FERM y el atipico de SH,, evidenciados en los cambios
en el dominio pseudoquinasa 1 y en aquellos ocurridos en la superficie de densidad, que
podrian afectar la funcidon enzimatica de la TYK2.

En la literatura no se encontraron reportes experimentales que confirmen la fosfori-
lacion de esta posicion para la enzima TYK2, pero si se sabe que la inhibicion de esta enzima
favorece el tratamiento contra la inflamacion en la psoriasis, dado que es mediadora de la
inflamacion en la produccion de IFN-y, IL-17 e IL-23. Por ello se hace una propuesta de
simulacién computacional como mecanismo de activacion desregulada de la sefializacion
de la enzima TYK?2 a partir de una autofosforilacion, lo que hasta el momento no se ha
hecho a nivel experimental, por lo que este modelo explica su hiperactivacion (Ghoreschi
etal.,2021; Zhi Li et al., 2013; Min et al., 2015).

Conclusion

En este estudio estructural y funcional de nivel teérico del modelamiento molecular
puede concluirse que con un predictor estructural este permitié unificar los dominios
pseudoquinasa y FERM a partir de su ligando utilizando la metodologia de enhebrado, asi
como reconstruir las regiones faltantes en el dominio pseudoquinasa 1 con la metodologia
ab initio para el dominio completo. Este puede ser un modelo preliminar construido
computacionalmente para los fragmentos resueltos experimentalmente que podria usarse
en un analisis mas profundo como el de acoplamientos moleculares. Desde el punto de vista
de la simulacion molecular, se puede relacionar no solo un efecto topoldégico en el cambio
del patron de enlazamiento por el enlace de hidrogeno para la mutacion 1684S comparada
con la TYK2 silvestre dentro de la estructura secundaria de laminas beta antiparalelas,
sino también cambios en la estructura electronica que favorecen anclajes de quinasas
que podrian activar vias de transduccion diferentes al metabolismo normal y ofrecer una
respuesta distinta al manejo de la psoriasis. Este modelo hipotético es un acercamiento a
la explicacion funcional en el marco de los estudios poblacionales en los que se asocia la
variante [le684Ser con la respuesta y desarrollo de la enfermedad.

Informacion suplementaria

Ver informacion suplementaria en https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1694/3341
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