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Resumen

Estudio in silico de la interaccidn entre la insulina glarginay el receptor hibrido
IR/IGF1R

Introduccion: La insulina glargina se une a receptores de la familia IR-IGF1R, incluyendo
al receptor de insulina (IR) y de IGF1 (IGF1R) que regulan metabolismo, division y
diferenciacion celular. Las células también expresan receptores hibridos IR/IGF1R que se
han asociado con efectos mitogénicos in vitro. Aunque existe bastante informacién de la
estructura y mecanismo de activacion de los receptores IR e IGF1R, se conoce muy poco
del reconocimiento y activacion de los receptores hibridos. Objetivo: Mediante
acercamiento In silico, proponer un hipotético modelo estructural del receptor hibrido
IR/IGF1R vy estudiar la interaccién glargina-receptor en dicho modelo. Metodologia: Se
utilizaron herramientas bioinformaticas (Swiss-model, ClusPro, LZerD y HADDOCK) para
construir modelos computacionales del receptor hibrido. Resultados: Se obtuvo un total
de 182 modelos computacionales del receptor hibrido IR/IGF1R, seleccionado finalmente
un modelo del receptor libre (sin glargina o Apo-receptor) y otro del receptor con glargina
unida (Holo-receptor), y se analizaron las interacciones ligando-receptor involucradas. Las
afinidades tedricas calculadas (Kd) para el complejo glargina-receptor presentaron valores
de 1.4 y 7.0 nM para los protémeros IR e IGF1R, respectivamente, lo que concuerda
relativamente bien con datos experimentales reportados por otros autores. Conclusiones:
Se proponen dos modelos computacionales de la estructura 3D del receptor hibrido
IR/IGF1R, uno en su estado apo-y otro en su estado holo-receptor, describiendo las
interacciones ligando-receptor encontradas.

Palabras clave: Glargina, Receptor Insulina, Receptor IGF1R, Docking molecular.

Receptores.
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Abstract

In silico study of the interaction between insulin glargine and the hybrid IR/IGF1R
receptor

Introduction: Insulin glargine binds to the IR-IGF1R family of receptors, which include the
insulin receptor (IR) and the IGF1 receptor (IGF1R) governing cell metabolism, cell division,
and differentiation. Cells also express hybrid IR/IGF1R receptors that have been
associated with mitogenic effects in vitro. Although there is considerable information on the
structure and activation mechanism of IR and IGF1R receptors, very little is known about
the recognition and activation of the hybrid receptors. Aims: Using an in-silico approach,
to propose a hypothetical structural model of the hybrid IR/IGF1R receptor and to study the
glargine-receptor interaction in this model. Methods: Bioinformatics tools (Swiss-model,
ClusPro, LZerD and HADDOCK) were used to build computational models of the hybrid
receptor. Results: A total of 182 computational models of the hybrid IR/IGF1R receptor
were obtained, finally selecting a model of the free receptor without glargine (Apo-receptor)
and another of the receptor with glargine bound (Holo-receptor), and the ligand-receptor
interactions involved were analyzed. The calculated theoretical affinities (Kd) for the
glargine-receptor complex presented values of 1.4 and 7.0 nM for the IR and IGF1R
protomers, respectively, which agrees relatively well with experimental data reported by
other authors. Conclusions: Two computational models for the 3D structure of the hybrid
IR/IGF1R receptor are proposed, one for its apo-and the other for its holo-receptor state,
and the ligand-receptor interactions are described in the occupied receptor.

Keywords: Insulin glargine, Insulin receptor, IGF1R receptor, Molecular Docking,

Receptors.
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Introduccidén

Los receptores tirosina-quinasa (RTK) constituyen una familia de proteinas
transmembrana (TM) involucradas en la regulacion de importantes procesos bioldgicos,
incluyendo metabolismo, desarrollo, divisién y diferenciacién celular. Desde el punto de
vista estructural, los receptores RTK consisten en un dominio N-terminal extracelular
seguido de un dominio transmembrana (TM) y de un dominio intracelular con actividad
tirosina quinasa (TK) que se activa por cambios conformacionales inducidos por unién del
ligando al dominio extracelular. Dentro de la familia de receptores RTK, la subfamilia IR-
IGF1R comprende al receptor de insulina (IR), el receptor del factor de crecimiento similar
a la insulina tipo | (IGF1R) y la proteina relacionada con el receptor de insulina (IRR). Esta
subfamilia IR-IGF1R se caracteriza porque los receptores se expresan en la membrana
plasmatica en forma de heterotetrameros (a232) donde cada fragmento (af) deriva del
mismo gen y actua como una unidad monomeérica (af) que interactua con otro monémero
idéntico formando homodimeros IR/IR para el receptor de insulina o IGF1R/IGF1R para el
receptor de IGF1R. En dicho contexto, cada mondémero (af) tiene una subunidad o
extracelular que contiene el sitio de union de ligando, y una subunidad 3 conteniendo los
dominios TM y TK. Ademés de los homodimeros IR/IR e IGF1R/IGF1R, se ha descrito que

las células también expresan receptores hibridos IR/IGF1R.

Por otro lado, la glargina es un analogo de la insulina que se utiliza para el tratamiento
farmacoldgico de la diabetes mellitus. Diferentes estudios con lineas celulares muestran

que la glargina presenta actividad mitogénica in vitro, y esta actividad seria dependiente
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del receptor IGF1R (dimero IGF1R/IGF1R) y del receptor hibrido IR/IGF1R.
Experimentalmente, se han determinado las afinidades de interaccién de glargina con los
receptores diméricos IR/IR, IGF1R/IGF1R y con el hibrido IR/IGF1R). Sin embargo, se
desconocen las bases estructurales de dicha interaccién, lo que se debe al hecho de que
no se han determinado las estructuras 3D de estos receptores hibridos, ni tampoco con el
ligando glargina unido a ellos. En el presente trabajo se utilizaron métodos
computacionales para proponer una hipotética estructura del receptor hibrido IR/IGF1R y
del complejo formado entre este receptor hibrido y el ligando glargina. Adicionalmente, se
realizé6 un andlisis de los hipotéticos residuos involucrados en la interaccién ligando-

receptor.
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Planteamiento del problema

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronica que se desencadena cuando el
pancreas deja de producir suficiente insulina o cuando el organismo no responde
eficientemente a la insulina producida (Organizacion Mundial de la Salud, 2020). El efecto
de la diabetes no controlada es una hiperglucemia, que con el tiempo dafia gravemente
muchos 6rganos y sistemas, especialmente nervios y vasos sanguineos (Organizacién
Mundial de la Salud, 2020).

En el afio 2019 la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés),
informé que 537 millones de adultos a nivel mundial con edades entre 20-79 afios padecen
de diabetes lo que representa un 9.3% de la poblacién dentro de este segmento etario
(International Diabetes Federation, 2019). Asimismo, se prevé un aumento de la incidencia
en la proxima década. En 2019 la organizacion mundial para la salud (OMS) report6 que
las enfermedades no transmisibles como neumopatias crénicas, enfermedades
cardiovasculares, cancer, afecciones de salud mental y la diabetes son responsables del
71.0% de las muertes en el mundo (Organizacién Mundial de la Salud, 2020), y la diabetes
fue la causa directa de 2.0 millones de defunciones (Organizacion Mundial de la Salud,
2022b). En Colombia, para el periodo comprendido entre el 1" de julio del 2019 y el 30 de
junio del 2020, la organizacion Cuenta de Alto Costo (CAC) mediante su informe anual
report6 de 168.778 casos nuevos de DM con una incidencia cruda de 3.38 nuevos casos
por cada 1000 habitantes. No obstante, en este informe se menciona que se presentaron
17.790 casos menos que en el afio 2019 (Costo, 2020). Cabe resaltar que las edades

comprendidas en el reporte se clasifican de la siguiente manera: el 69.0% de los casos
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nuevos de DM se encuentran entre los 50 y 74 afos; el 15.2% representa el rango de edad
entre los 60 y 64 afios, ademas el 3.5% del total de los casos fueron menores de 35 afios
(Costo, 2020). En consecuencia, durante este periodo se calculé en Colombia una tasa de
mortalidad general para DM de 63 casos por cada 100.000 habitantes.

Entre las aproximaciones terapéuticas para el control de la diabetes se encuentra el uso
de agentes farmacolégicos que modulan los niveles de glucosa sanguinea, entre los cuales
estd la insulina y sus andlogos. La insulina puede administrarse por via intravenosa o
intramuscular, y se utiliza mayormente para tratar pacientes con DMT1 y en algunos casos
con DMT2. Los anélogos de la insulina son derivados sintéticos de la insulina que se
obtienen al modificar ciertos aminoacidos de la cadena peptidica de la insulina humana, lo
que modifica sus caracteristicas farmacocinéticas. Se han descrito analogos de accion
rapida, intermedia y prolongada (de Luis & Romero, 2013). Dentro de analogos de accion
prolongada se encuentra la glargina, que se diferencia de la insulina humana en tres
aminodcidos: dos residuos de arginina (Arg) en el C terminal de la cadena B y una
sustitucion de la Arg21 por glicina (Gly) en la cadena A (Nagel et al., 2019).

La insulina y su analogo glargina se unen al receptor de insulina (homodimero IR/IR), al
receptor de IGF1 (homodimero IGF1R/IGF1R) (Drejer, 1992; Varewijck & Janssen, 2012;
Pierre-Eugene et al., 2012; Singh et al., 2013) y también a los receptores hibridos IR/IGF1R
presentes en las células (Li et al., 2019a; Xu et al., 2018). Mientras que la activacion del
receptor de insulina se relaciona mayoritariamente con regulacion de vias metabolicas
(Backer et al., 1992; de Meyts & Whittaker, 2002; White & Kahn, 2021), la activacion del
receptor de IGF1 se asocia mayoritariamente con vias mitogénicas (Xu et al., 2018). Los
estudios con lineas celulares sugieren que la glargina posee actividad mitogénica in vitro,

la que seria dependiente del receptor IGF1R (Sciacca et al., 2012; Varewijck & Janssen,
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2012), y mas especificamente del receptor hibrido IR/IGF1R (Ciaraldi & Sasaoka, 2011;
Pierre-Eugene et al., 2012; Sciacca et al., 2014, 2018; Sommerfeld et al., 2010a; Varewijck
et al., 2010). Aunque se conocen las afinidades de interaccion de la glargina con los
receptores IR, IGF1R y el receptor hibrido IR/IGF1R, se desconocen las bases
estructurales de tales interacciones. Dicho desconocimiento se debe al hecho de que no
se ha descifrado la estructura tridimensional de dichos complejos ligando/receptor, lo que
requiere tecnologia no disponible en nuestro medio. En este sentido, pensamos que los
métodos de prediccion computacionales podrian servir como una estrategia preliminar
para plantear modelos estructurales hipotéticos. Asi, en este trabajo se utilizaron métodos
computacionales para predecir la estructura del complejo entre glargina y el receptor
hibrido IR/GF1R, y se analizaron las posibles interacciones involucradas en la interaccion

ligando-receptor.

Con este trabajo se buscé responder la pregunta:

¢ Qué caracteristicas estructurales presenta un hipotético modelo estructural del complejo

ligando/receptor formado por glargina y el receptor hibrido IR/IGF1R?
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Objetivos

Objetivo general.

Proponer y analizar, mediante acercamiento in silico, un hipotético modelo estructural para

la interaccién entre la insulina glargina y el receptor hibrido IR/IGF1R.

Objetivos especificos.

1) Proponer un modelo estructural del complejo glargina-receptor hibrido IR/IGF1R.

2) Analizar las interacciones ligando-receptor involucradas en el modelo propuesto.
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1.Marco Teorico

1.1 Diabetes Mellitus

Como se indico previamente, la Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad crénica debida
a la insuficiente produccion endogena de insulina o a un fenébmeno de resistencia a la
insulina en los tejidos periféricos. El diagndstico de la DM se sustenta en los siguientes
parametros: glucosa plasmatica en ayunas = 7.0 mmol/L (126 mg/dL); Glucosa plasmética
postprandial = 11,1 mmol/L (200mg/dL) tomada al cabo de dos horas después de ingerir
una carga oral de glucosa (75 g); Hemoglobina glicosilada (HbA1c) = 6.5%. La diabetes
mellitus (DM) se divide en tres tipos principales: Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), Diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2) y Diabetes mellitus gestacional. La DMT1 también llamada diabetes
insulinodependiente, juvenil o de inicio de infancia se caracteriza porque el pancreas deja
de producir insulina, por lo cual estos pacientes son completamente dependientes de
insulina exdgena (DHHS, 2020). Usualmente, por mecanismos inflamatorios autoinmunes
las células B pancreaticas son destruidas, con lo cual el pancreas deja de sintetizar la
insulina enddgena (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2020). Sin la administracién diaria

de insulina exdgena, este tipo de diabetes lleva rapidamente a la muerte.

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) se caracteriza por el hecho de que las células y tejidos
se vuelven resistentes a la accién de la insulina (DHHS, 2020). Se reconoce como diabetes
no insulinodependiente o de inicio en la edad adulta (Organizacion Mundial de la Salud,
2020). La DMT?2 representa el 80-90% de los casos mundiales de diabetes, y se asocia
con factores modificables (obesidad, niveles de colesterol, estilo de vida, dieta y actividad

fisica) y factores no modificables (antecedentes de hiperglucemia, prediabetes y/o diabetes
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gestacional, genética, raza/ etnia y edad). La DMT2 se presenta en personas con grados
variables de resistencia a la insulina (Bello et al., 2016). La resistencia a la insulina induce
una mayor secrecion de esta por parte de las células B pancreaticas para compensar su
accion disminuida, llevando a que dichas células fallen por la sobrecarga que eso significa,
lo que se traduciria en una serie de alteraciones metabdlicas representadas inicialmente
por intolerancia a la glucosa seguida de hiperglucemia en ayunas (Egan & Dinneen, 2014).
La Diabetes gestacional se caracteriza por el hecho de aparecer durante el embarazo, y
consiste en una glucemia superior a la normal, pero inferior a la que justifica un diagnéstico
de diabetes (Organizacion Mundial de la Salud, 2022; Parodi & José, 2016). La diabetes
gestacional aumenta el riesgo de sufrir complicaciones durante el embarazo y el parto, y
puede generar secuelas tanto en la madre como en el neonato (National Institute of

Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2022; Parodi & José, 2016).

No existen marcadores clinicos claros que permitan indicar con precision cual de los dos
defectos primarios predomina en los pacientes diabéticos, pero el exceso de peso sugiere
la presencia de resistencia a la insulina, mientras que la pérdida de peso sugiere una
reduccion de la insulina a nivel sistémico (Bello et al., 2016). Segun la OMS, las estrategias
para la prevencion y el tratamiento de la diabetes se basan en tres objetivos esenciales
(Organizacion Mundial de la Salud, 2020): (1) mejorar la utilizacion de glucosa y demas
nutrientes a nivel celular; (2) controlar los niveles de glicemia, y (3) prevenir, los efectos
nocivos causados por un control deficiente en el paciente tratado (Organizacion Mundial
de la Salud, 2020). La DM agrupa un conjunto de alteraciones, a la que en general se

asocian, en grado variable, un conjunto de complicaciones micro, macrovasculares y
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sistémicas. Por ende, el tratamiento de la DM sigue diversas estrategias con el fin de aliviar

los sintomas, mejorar la calidad de vida y prevenir las complicaciones agudas y/o cronicas.

1.2 Insulina

La insulina es una hormona peptidica de 51 aminoacidos (aa) formada por dos cadenas
peptidicas: una cadena A de 21 aa y una cadena B de 30 aa unidas por dos puentes
disulfuro entre las cisteinas 7-7 y 20-19 (Jarosinski et al., 2021; Menting et al., 2013) (Figura
1-1 A). La insulina posee un peso molecular de 5.8 KDa y es secretada por las células B
de los islotes pancreéticos en respuesta a un aumento de la glucemia. Su principal funcién
es mantener la concentracién de glucosa sanguinea en un rango entre 80—100 mg/dL,
permitiendo la entrada y almacenamiento de este nutriente en las células sensibles a la
hormona (de musculo y tejido adiposo) (Alberto et al., 2008; Sanchez r Ana; Islas Maria C,

2016).

La insulina se sintetiza como un precursor inactivo de 110 aminoacidos denominado
preproinsulina, el cual se procesa proteoliticamente en su extremo N-terminal generando
la proinsulina de 87 residuos, que posteriormente se sigue procesando en el aparato de
Golgi donde se retira el péptido C para generar la insulina madura. Esta como el péptido
C son empaquetados en vesiculas secretoras y son liberados a la circulacion sistémica

(Figura 1-1) (Hedeskov,1980; Lawrence, 2021; Sanchez e Islas, 2016).
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Figura 1-1: Estructura y procesamiento de la insulina humana. A. Insulina cadenas Ay B
de la insulina. B. Proceso de maduracién del precursor de insulina. Imagen tomada de
(Sanchez e Islas, 2016).

La estructura 3D de la insulina se muestra en la Figura 1-2 y fue resuelta por Menting et
al. (2013). La insulina forma complejos oligoméricos (dimeros y hexameros). Los
hexdmeros, son estabilizados en presencia de iones de zinc y los cambios entre estos
estados oligoméricos son usados para el control de la actividad farmacoldgica de este
bioldgico; asi, existen andlogos de insulina que se clasifican en analogos de accion rapida,
intermedia o prolongada, donde la formacién de hexameros, nos indica mayor accion y

estabilidad (Adams et al., 2018).
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Figura 1-2: Estructura 3D de la insulina humana. La cadena A representada en color
amarillo y la cadena B en color gris oscuro. Imagen tomada de (Menting et al., 2013).

1.3 Acciones de lainsulina

Las acciones de la insulina son mediadas por el receptor de insulina (IR), el cual se
autofosforila en residuos de tirosina (Tyr) localizados en la parte intracelular del receptor,
lo que gatilla la cascadas de fosforilacion dependientes de proteinas quinasas
intracelulares. En consecuencia, estas quinasas son las responsables de regular los
eventos metabdlicos, expresion de genes, diferenciacion y crecimiento celular (figura 1-3)

(Hubbard, 2013; Saltiel & Kahn, 2001; Saltiel & Pessin, 2002; Sanchez; Islas, 2016).
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Figura 1-3: Via de sefializacion de la insulina. Imagen tomada de (Rhoads, 1999; White &
Kahn, 2021).

Como se observa en la figura 1-3, existen dos principales vias de sefalizacién activadas
por la insulina: 1) via metabdlica, la cual depende de las enzimas PI3K (o p85/p110 en la
figura 1-3) y 2) la via mitogénica la cual depende de la quinasa activada por mitdgenos
(MAPK) (Sanchez e Islas, 2016; White & Kahn, 2021). La via metabdlica regula la captacion
de glucosa y otros nutrientes en la célula, mientras que las via de la MAPK, se caracteriza
por participar principalmente en la regulacion de la expresion genética en érganos diana,
pero no en la regulacién del transporte de glucosa (Sanchez e Islas, 2016; White & Kahn,

2021). Los eventos caracteristicos de la via metabolica se presentan en la tabla 1-1.
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Tabla 1-1: Efectos metabdlicos de la insulina mediados por la via PI3BK/AKT.

Organo diana

Efecto metabolico

Tejido adiposo

1 Transporte de glucosa

1 Glucdlisis

1 Sintesis de glucégeno

1 Transporte de amino&cidos

1 Sintesis de acidos grasos

| Gluconeogénesis

| Lipolisis

1 Transporte de glucosa

1 Sintesis de acidos grasos

Musculo esquelético

1 Transporte de aminoacidos

1 Sintesis de glucégeno

1 Glucdlisis

1 Gluconeogénesis

| Glucogendlisis

| Sintesis de proteinas

Higado

1 Glucdlisis

1 Sintesis de 4cidos grasos

1 Lipogénesis de Novo

1 Sintesis de proteinas

| Glucogendlisis

| Gluconeogénesis

| Cetogénesis

| Transporte de glucosa

Tabla realizada con base en (Joshi et al., 2007; Alberto et al., 2008)

1.4 Analogos de lainsulina

Los andlogos de insulina son moléculas de insulina que han sido

modificadas
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estructuralmente, a las cuales se les ha adicionado, sustituido, intercambiado o eliminado
algunos residuos de aminodcidos. Estas modificaciones modifican las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas de la molécula de insulina.

Las modificaciones estructurales de la insulina tienen por objeto imitar la actividad basal
y/o el pico de actividad de la insulina, de forma semejante a lo que ocurre con la hormona
enddgena en pacientes sanos. Asi, los analogos se clasifican como: analogos de accién
rapida, ultrarrapida y analogos de accién prolongada, tabla 1-2.

Tabla 1-2: Tipos de insulina 'y cémo funcionan.

Tipos de Tipo de Inicio de la Accion maxima (h) Duracion de la
insulina accion accion accion (h)
Lispro Ultrarrgpida 5-15min 1-2 2-4
Aspartica Ultrarrapida 5-15min 1-3 3-5
Glulisina Ultrarrgpida 5-15min 1-2 4-6
Humana Rapida 30-60min 2-4 5-7
regular
NPH Intermedia 1-2h 5-7 12 -13
Glargina Prolongada 1-2h Sin pico pronunciado de 20-24
accion maxima
Detemir Prolongada 1-2h 12-24

NPH: Neutral Protamin Hagedorn o isofana. Tomado de (de Luis & Romero, 2013).
La figura 1-4, muestra los diferentes analogos de la insulina, sus respectivas

modificaciones estructurales. Los analogos de insulina en colores distintivos.
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Figura 1-4: Estructura primaria de la insulina y sus anélogos. Las modificaciones de los
residuos, se presentan adyacentes a la cadena A y cadena B, tanto en sentido N-terminal
como C-terminal, segun sea el caso. Imagen tomada de Nagel et al.(2019).

Para efectos del presente proyecto es importante destacar los analogos de accion
prolongada, entre ellos la insulina detemir y la insulina glargina, de la cual ahondaremos
en la siguiente seccién. Los analogos de larga duracion simulan la liberacién de insulina
basal, para mantener un control preprandial conveniente. Estos analogos se caracterizan
por tener un inicio de accién lento (1-2 h) y una duracién de la accibn mucho mas

prolongada (~12—24 h) (de Luis Romero, 2013; Nagel et al., 2019).

1.4.1 Insulina Glargina

La glargina es el primer analogo de insulina de accién prolongada que se obtuvo por
tecnologia de ADN recombinante introduciendo el gen que codifica la proinsulina en la
bacteria Escherichia coli (Wang et al., 2003). Esta insulina, se obtiene al afiadir 2 residuos

de arginina en la region C terminal de la cadena B (Arg B31 y Arg B32) y ademas tiene una
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sustitucion de la arginina A21 por glicina (Bolli et al., 1999)(figura 1-4). Estas
modificaciones generan dos nuevas cargas positivas en la molécula, cambiando el punto
isoeléctrico de 5.4 a 6.7 y hace que la molécula sea menos soluble al pH fisiologico del
tejido subcutaneo, provocando la formacion de microprecipitados que se van absorbiendo
lentamente, proporcionando un perfil farmacocinético de concentracion/tiempo que no
presenta picos maximos y genera una accién prolongada (Heise et al., 2004). En el tejido
y en sangre, los microprecipitados de glargina estan expuestos a la accion proteolitica, lo
gque genera metabolitos solubles y completamente activos, denominados IM
(intermediario), metabolito M1 y metabolito M2, los cuales circulan en el plasma sanguineo
y son los responsables de ejercer accion sobre los 6rganos diana (Kuerzel et al., 2003;

Sommerfeld et al., 2010).

1.5 Familia de receptores tirosina-quinasa (RTKSs)

Los receptores tirosina-quinasa (RTK) forman una superfamilia de proteinas que esta
presente en todas las células eucariotas. Estos receptores son proteinas transmembrana
gue regulan procesos claves tales como el ciclo celular, migracion celular, metabolismo,
supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular (Grassot et al., 2003). Los miembros
de esta familia de receptores presentan un dominio extracelular (ectodominio), seguido por
un dominio transmembrana hidrofébico y un dominio intracelular conteniendo actividad
enzimatica del tipo tirosina quinasa (Du & Lovly, 2018; Grassot et al., 2003; Hubbard,
1999). En humanos se han identificado 58 genes que codifican RTKs (Du & Lovly, 2018;
Manning et al., 2002; Robinson et al., 2000). Estos receptores se subclasifican en 20
subfamilias segun su homologia de secuencia, estructura modular del dominio extracelular,

y ligando que se une al receptor (Lemmon & Schlessinger, 2010). En la figura 1-5, se
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muestra una representacion de la topologia de las diferentes subfamilias de receptores
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Figura 1-5: Representacion topolégica de las 20 subfamilias de RTK. Imagen tomada de

(Scioli et al., 2014).

1.5.1 Subfamilia IR - IGF1R

Esta subfamilia contiene tres miembros: el receptor de Insulina (IR), el receptor de factor

de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF1R) y la proteina relacionada con el receptor

de insulina (IRR). Esta subfamilia de receptores presenta una estructura modular por

dominios. Esta estructura involucra dos secuencias homologas largas ricas en leucina

Ros
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(dominios L1 y L2), separadas por un dominio rico en cisteina (CR), seguido de tres
dominios de fibronectina tipo lll (Fnl, Fn2, Fn3), un dominio en Fn2 (ID), un dominio

transmembranal (TM), un dominio juxtamembrana (JM) y un dominio tirosina quinasa (TK).

Receptor de insulina (IR)

El receptor de insulina (IR) es una proteina transmembrana cuyo gen en humanos se
localiza en el cromosoma 19 y es codificado por 22 exones. El exon 11 codifica 12
aminodcidos, y mediante splicing alternativo este exén da origen a dos isoformas del
receptor: (i) la isoforma A (IR-A) que carece del exén 11 y (i) la isoforma B (IR-B) que
contiene los 12 residuos codificados por el exén 11 (region a-CT) la isoforma IR-A consta
de 1370 aa y la isoforma IR-B es de 1382 aa, y ambos receptores estan constituidos por
dos subunidades a y dos subunidades 3, sin embargo, la isoforma IR-B presenta mayor
afinidad por la insulina. Como se indicé en la introduccion la subunidad a contiene el
ectodominio del receptor, mientras que la subunidad 8 contiene el dominio TK intracelular
(figura 1-6). En la membrana celular estos receptores estan en forma dimerica como
IRA/IRA e IRB/IRB, como también en forma de receptores hibridos IR/IGF1R. Estos
receptores hibridos contienen un protomero IR y otro IGF1R (Belfiore et al., 2009; Knudsen

et al., 2011).

En la figura 1-6 se muestran los dominios L1, CR, L2, Fnlll- (1-3), los cuales estan
interrumpidos por un dominio de insercion (ID) de 120 aminoacidos que contiene el sitio de
escision de furina que permite la separacion de las subunidades a y B de cada dinero del

receptor IR (White & Kahn, 2021). A su vez, la porcién intracelular de la subunidad B
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contiene el dominio tirosina quinasa (TK), el cual esta rodeado por dos regiones
reguladoras, la region juxtamembrana (JM) que antecede el dominio quinasa, y esta
involucrada en el acoplamiento de los sustratos IRS y Shc, y posteriormente se encuentra
el extremo C-terminal (Sparrow et al., 1997; de Meyts & Whittaker, 2002). Esta subfamilia
de receptores se considera heterotetrAmerica ya que su ectodominio, se caracteriza por
tener dos subunidades a y dos subunidades 3 (a2f2), donde las dos subunidades ay 3 de
IR estan unidas por enlaces disulfuro, mediados por la interaccion de los residuos Cys524
(Fnlll-1); Cys647, Cys682, Cys683 y Cys685 (Fnlll-2) y Cys860 (Fnlll-3) (figura 1-6) (de
Meyts & Whittaker, 2002). Al mismo tiempo, las subunidades a y B estan conectadas
covalentemente por un Unico puente de disulfuro entre la Cys647 del dominio Fnlll-2 y la

Cys860 del dominio Fnlll-3 (Ye et al., 2017).
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Figura 1-6: Dominios extracelulares del receptor de insulina. Representacion espacial del
dimero de IRB/IRB en la membrana celular. A) Esquema topoldgico del receptor IRB/IRB;
las lineas horizontales representan enlaces covalentes (puentes disulfuro) entre las
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subunidades. B) EI monémero derecho se representa en forma de superficie y el izquierdo
en forma de estructura secundaria. Imagen tomada de (Ye et al., 2017).

En la membrana celular, el ectodominio del receptor IR se encuentra en un estado
autoinhibido, el cual se pliega en una conformacion en “V” invertida simétrica (figura 1-7).
Y al ser interrumpida esta conformacion por la interaccién con insulina, se reordena de
manera estructural y rotacional, de tal manera que el ectodominio del receptor cambia su
forma a una T (T-Shaped), la cual es su conformacién activa (Gutmann et al., 2017; Yang

et al., 2021).

Figura 1-7: Conformacion en “V” invertida del ectodominio de IR. Imagen tomada de PDB
4ZXB.

El reordenamiento del receptor IR en su conformacion activa, permite que los ligandos
interactden con los cuatro sitios de union del receptor (figura 1-8). Estos cuatro sitios de
union se distribuyen en un sitio de alta afinidad y otro de baja afinidad, para cada subunidad
a del ectodominio dimérico, el sitio 1, se encuentra entre los dominios L1y aCT, y el sitio
2 se encuentra entre los residuos de Fnlll-1’ y FNIII-2’. La unién de la insulina a los sitios

de unién 1 y 2 ocurre con una afinidad (Kd) de 6.4nM y de 400nM respectivamente
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(Williams et al., 1995). Como caracteristica de este receptor IR es que la unién del ligando
a estos dos sitios se da con cooperatividad negativa, lo que implica la comunicacion entre
los dos sitios, de tal manera que la unién del ligando al sitio 1 disminuye la afinidad por el

segundo sitio de unién (de Meyts & Whittaker, 2002).

Figura 1-8: Identificacion sitio 1 (1') y 2 (2°) en el ectodominio del receptor IR (T-shaped).
Uno de los dimeros del receptor IR/IR se encuentra en diagrama de superficie y en el otro
en forma de sticks. Los dominios se encuentran segmentados por color: dominio L1
(amarillos); dominio CR (naranja); dominio L2 (magenta); dominio Fnlll-1 (lila); dominio
Fnlll-2 (verde claro), dominio Fnlll-3 (aguamarina) e insulina (verde) (Turvey et al., 2022).
Imagen tomada de Cryo-EM Structure (PDB: 6PXV).

Receptor de factor de crecimiento similar alainsulina (IGF1R)

El receptor de factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF1R) tiene 1367

amino&cidos y posee un porcentaje de identidad del 57% con IR (Adams et al., 2000; Li et
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al., 2019). El gen de este receptor esta localizado en el cromosoma 15, el cual, es similar
en tamafo y en organizacion estructural al gen que codifica IR en el cromosoma 19
(Ullrich et al., 1986). En cuanto al receptor IGF1R, este es una glicoproteina
transmembrana, codificada por un gen que tiene 21 exones (10 exones que codifican la
subunidad a y 11 exones que codifican la subunidad B). El receptor IGF1R presenta una
estructura similar al receptor IR tanto en su ectodominio como en su region intracelular,
por lo que, esta conformado también por dos subunidades a y 8 extracelulares, unidas por
puentes disulfuro, y un dominio TK intracelular. Este receptor esta implicado en el

crecimiento y desarrollo celular (Abbott et al., 1992).

En la figura 1-9 se presenta la organizacion de dominios y la estructura tridimensional del
receptor IGF1R similar al receptor de IR. La subunidad a esta conformada por los dominios
L1 y L2 separados por una region rica en cisteinas (CR que contiene 22 residuos de
cisteina), los dominios FNIII-1, FNIII-2 e ID (a-CT) y la subunidad B esta conformada por
los dominios ID, Fnlll-2, FnllI-3, TM, JM, TK y C-terminal (Ward et al., 2013). El dominio
intracelular esta compuesto por un dominio juxtamembrana (JM), seguido de un dominio
TK conteniendo varios residuos de tirosina que representan sitios de fosforilacion del
receptor; finalmente le sigue la regién C-terminal (Hubbard, 1999). Del mismo modo que
el receptor de IR. Los heterodimeros de IGF1R, estan unidos por puentes disulfuro a través
de los siguientes residuos Cys514 de cada subunidad a con los residuos de cisteina en las
posiciones 669, 670 y 672; L1:Cys3-Cys33 y Cys120-Cys148; L2: Cys302-Cys323 y

Cys425-Cys458 (Schéffer & Ljungqvist, 1992; Sparrow et al., 1997; Ward et al., 2013).
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Debido a la similitud estructural entre los dimero de los receptores de IR e IGF1R no solo
se unen a su respectivo ligando con alta afinidad, sino también presentan unién cruzada
con ligandos de otros receptores de esta misma subfamilia, aunque con menor afinidad.
Los ligandos pueden ser IGF1, IGF2 e insulina y sus analogos (Adams et al., 2000; Ward

et al., 2013; Xu et al., 2018).
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Figura 1-9: Estructura del receptor de factor de crecimiento similar a la insulina tipo |
(IGF1R). A) Organizacion de los diferentes dominios de IGF1R clasificados en cddigo de

colores. B) Estructura 3D en forma de cinta del receptor IGF1R. Imagenes tomadas de
(Blyth et al., 2020; Xu et al., 2018).

El receptor IGF1R posee cuatro sitios de unién al ligando, localizados en el ectodominio
del receptor y a diferencia del receptor IR en donde el sitio 1 unién, se encuentra formado
por los dominios L1 y CR de un protémero de IGF1R, el a-CT y dominio Fnlll-1 del

protdbmero adyacente (Xu et al., 2018; Li et al., 2019). Por otra parte, se conoce que el
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receptor IGF1R posee un segundo sitio de unién, el cual ejerce su accion a través de un
mecanismo de ajuste inducido, el cual no se ha determinado (Xu et al., 2018; Li et al., 2019;
Turvey et al., 2022). Més, sin embargo, el sitio 1 de unién es de mayor afinidad que el sitio

2 (figura 1-10) (Shooter et al., 1996; Xu et al., 2018).

Analogo a lo observado con el receptor IR, la unién del ligando a IGF1R presenta
cooperatividad negativa (de Meyts, 1994; Xu et al., 2018). En relacién con IGF1R, este
interactta con los ligandos insulina, IGF1 e IGF2 con valores IC50 de 289, 0.89 y 6.68
nmol/L respectivamente, por lo que IGF1 posee mayor afinidad a este receptor
(Sommerfeld et al., 2010). En la figura 1-10, se observan las modificaciones
conformacionales, que sufre el receptor IGF1R interactuando en complejo con el ligando y
a su vez, estas modificaciones se dan en el receptor IR, aunque los cambios
conformacionales son diferentes entre el receptor IR e IGF1R, ya que IR presenta una
activacion mediada por las regiones intra-homodimericas lo que conduce una interacciéon
entre los homodimeros, mientras que la activacion de IGF1R se produce por la separaciéon

de sus homodimeros (Kavran et al., 2014; Lee et al., 2014).
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Reconstruccion espacial en 3D de la union de IGF1 en el sitio 1 del ectodominio de IGF1R,
el receptor IGF1R fue generado por la técnica de microscopia electronica criogénica de
particula unica (Cryo-EM), los dimeros del receptor se encuentra representado de color
verde y azul. B) Interaccion espacial del ligando entre los dimeros del receptor. C)
Esquematizacién del cambio conformacional mediado por IGF1 sobre el receptor
(activacion). Imagen tomada de (Li et al., 2019).

IGF1 es un péptido de 70 aminoacidos compuesto por una cadena Unica de aminoacidos
estabilizada por tres puentes disulfuro, y es sintetizado en su mayoria en el higado. IGF1
comparte un 48% de identidad con la insulina (Annunziata et al., 2011). IGF2 también es
sintetizado por el higado y posee una estructura tridimensional similar a IGF1, pero este
tiene 67 aminoacidos, por lo que su porcentaje de identidad respecto a la insulina es menor

gue él reportado para IGF1 (de Pagter-Holthuizen et al., 1986). La principal diferencia
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estructural entre los IGF e insulina es que los IGF conservan el péptido C mientras que la
insulina, pierde dicho fragmento durante el procesamiento proteolitico involucrado en la

maduracion (Annunziata et al., 2011).

Receptor hibrido (IR/IGF-1R)

Como se dijo mas arriba, las células también expresan receptores hibridos, los cuales
estan constituidos por dos protdmeros uno del receptor IR (dimero af3) y uno de IGF1R
(dimero ap). Por lo tanto, se expresan los receptores hibridos funcionales del tipo
IRA/IGF1R o IRB/IGF1R (figura 1-11) (Soos et al., 1990, 1993; Yamaguchi et al., 1993).
Estos receptores hibridos promueven en su mayoria sefiales mitogénicas inducidas
principalmente por IGF1 (Belfiore et al., 2009; Soos et al., 1993), aunque se ha evidenciado
gue insulina y sus analogos, incluyendo la insulina glargina, interactian con los dos tipos
de receptores hibridos dimerizados con valores EC50 de 18.0+/-8.54 nM para IRA/IGF1R
y 7.6+/-2.99 nM para IRB/IGF1R, siendo este ultimo, el que desencadena principalmente
la activacion de rutas mitogénicas (Federici et al., 1999; Pierre-Eugene et al., 2012; Slaaby,

2015; Slaaby et al., 2006).
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Figura 1-11: Esquema de interaccién ligando-receptor para distintos miembros de la
familia de receptores Tirosina quinasa (TRKs). Imagen tomada de (Puche & Castilla-
Cortazar, 2012).

Los receptores hibridos IR/IGF1R han sido identificados en musculo esquelético, corazén,
arteria coronaria, endotelio, tejido adiposo, fibroblastos, bazo, glébulos rojos, glébulos
blancos y placenta (Chisalita & Arnqvist, 2005; Dekker Nitert et al., 2005; Pierre-Eugene et
al., 2012). Se ha sugerido que estos receptores se expresan de manera variable en células
malignas, donde la insulina actiia como un factor de proliferacién, pero los antecedentes
biologicos de la célula maligna también deben influir en la respuesta de crecimiento general
mediada por la insulina, u otros factores (Dekker Nitert et al., 2005; Sciacca et al., 2014;

Vigneri et al., 2020).

La formacion de los receptores hibridos es posible, debido a que los ectodominios de IR e
IGF1R comparten un porcentaje de identidad del 57%, lo cual permite que estos receptores
puedan interactuar entre si e incluso entre dimeros unidos por enlaces covalentes (puentes
disulfuro), y de esta manera, comparte dominios caracteristicos de IR e IGF1R (Kim &

Accili, 2002; J. Whittaker & Whittaker, 2005; Malaguarnera & Belfiore, 2011).



42 Estudio in silico de la interaccion entre la insulina glargina y el
receptor hibrido IR/IGF1R

El dominio tirosina quinasa (TK) intracelular es la region o dominio mas conservado en IR
e IGF-IR, mostrando aproximadamente un 84% de similitud a nivel de la secuencia de
aminoacidos, mientras que la region estructural y funcionalmente mas divergente entre los
dos receptores es la regién C-terminal de las subunidades B intracelulares (de Meyts, 2004;
Denley et al., 2005; Malaguarnera & Belfiore, 2011). La figura 1-12 muestra lo que seria la
conformacion espacial del receptor hibrido IR/IGF1R. La existencia de estos receptores
hibridos ha sido mostrada mediante técnicas de Western blot (Benyoucef et al., 2007;

Pandini et al., 2002) e inmunofluorescencia (Blanquart et al., 2008).
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Figura 1-12: Esquemade la orgamzamon espacial del receptor hibrido IRB/IGF1R. Imagen
tomada de (Malaguarnera & Belfiore, 2011).

A la fecha no se conoce la estructura 3D del ectodominio completo de los receptores
hibridos IR/IGF1R; solo se ha cristalizado una porcion muy parcial de este, el cual
contempla los dominios de L1-CR de IRy aCT de IGF1R (4XSS) (Menting et al., 2015).
Por lo que este trabajo presenta un primer intento en proponer una estructura 3D hipotética

para este complejo.
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1.6 Modelamiento por homologia

El modelamiento por homologia y/o modelado comparativo de proteinas es una técnica
gue permite predecir la estructura 3D de una proteina que se desconoce, partiendo de una
secuencia de aminoécidos conocida (Baker & Sali, 2001; Waterhouse et al., 2018). De tal
manera, el modelado por homologia se basa en dos observaciones. 1) La estructura
tridimensional de las proteinas viene determinada en particular por su secuencia de
aminodcidos y 2) la estructura 3D de las proteinas estd mas conservada y el cambio se
produce a un ritmo mucho mas lento en relacion con la secuencia durante la evolucion.
Como resultado, secuencias similares se pliegan en estructuras idénticas e incluso
secuencias con poca relacion adoptan estructuras 3D similares (Fiser, 2010; Muhammed
& Aki-Yalcin, 2019). Hoy por hoy, existen diferentes herramientas informaticas que utilizan
servidores web para automatizar el modelamiento por homologia, reduciendo el gasto
computacional. Entre los servidores disponibles estan, SWISS-MODEL, I-TASSER,
MODELLER, FAMS, y otros (Fernandez-Fuentes et al., 2007; Fiser, 2010). Cada uno de
los servidores, poseen como caracteristica la automatizacion del proceso, el cual se basa

en diferentes etapas (Figura 1-13) (Muhammed & Aki-Yalcin, 2019; Werner et al., 2012).
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Figura 1-13: Automatizacion para el desarrollo del modelamiento por homologia. Imagen
tomada de (Haddadid et al., 2020; Muhammed & Aki-Yalcin, 2019; Waterhouse et al.,
2018).

El reto més importante de esta metodologia es refinar los modelos para que se parezcan
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mas a la estructura nativa de las proteinas blanco que a la de sus moldes iniciales
(Vega Castro & Reyes, 2020). Asi mismo, con un modelo de buena calidad generado se
puede determinar la interaccién con compuestos presentes en librerias de ligandos o
compuestos activos y, de esta manera, ser util en el disefio de farmacos basados en
estructura (Prieto Martinez et al., 2018; Roy & Zhang, 2012). Existen varias formas de
realizar la evaluacion de calidad, entre las cuales se cuentan herramientas estadisticas
como el Z-score o topologicas como el diagrama de Ramachandran, entre otras
(Fischer, 2006; Muhammed & Aki-Yalcin, 2019; Saxenda et al., 2013; Vega Castro &

Reyes, 2020; Waterhouse et al., 2018; Zhang & Sonic, 1998).

1.7 Acoplamiento molecular

El docking molecular o acoplamiento molecular es una herramienta de simulacion
computacional que tiene en tres objetivos principales: prediccién, deteccién virtual y
estimacion de la afinidad de unién; este ultimo objetivo predice energias y modos de enlace
entre ligandos y proteinas (Guedes et al., 2014; Ferreira et al., 2015). Existen dos tipos de
Acoplamiento molecular: proteina—ligando, y proteina—proteina. Los métodos de
acoplamiento, se basan en tres estrategias que consideran la flexibilidad de las moléculas
interactuantes: 1) La proteina se considera rigida y el ligando se considera rigido y no se
contemplan los grados de libertad internos; 2) La proteina se considera rigida y se exploran
todos los grados de libertad del ligando (traslacional, rotacional y conformacional); 3) la
proteina se considera total o parcialmente flexible, y también se estudian todos los grados
de libertad del ligando (Chen et al., 2020; Ferreira et al., 2015; Guedes et al., 2014). Las
interacciones proteina—ligando o proteina—proteina se miden con campos de fuerza,

mediante atracciones electrostaticas y fuerzas débiles como las de Lennard-Jones y Van
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der Waals, determinadas mediante las ecuaciones de Coulomb (Pagadala et al., 2017)

(figura 1-15).

A Rigid
|+ ——
—

Receptor Ligand
B
A , Flexible i
-« «
Receptor Ligand

Figura 1-14: Esquema general de los métodos de interaccion del acoplamiento molecular.
A) Docking rigido proteina-ligando. B) Docking flexible proteina-ligando. Imagen tomada
de (Fan et al., 2019).

1.7.1 Acoplamiento proteina-proteina

La interaccion entre las biomoléculas es fundamental y de gran importancia debido a que
se dan con frecuencia procesos en los sistemas vivos; ejemplos son la de receptores, la
activacion de enzimas, el transporte de nutrientes y otros (Marsh & Teichmann, 2015;
Nooren & Thornton, 2003). Bastard et al. (2011) menciona que se deben explorar al menos
seis grados de libertad, tres traslacionales y tres rotacionales, del complejo proteina—
proteina, los cuales permiten una optimizacién de la funcion de puntaje para clasificar las

predicciones.

1.7.2 Puntaje de las predicciones

Durante el proceso de Acoplamiento, segun el algoritmo de bisqueda, se presenta un gran

namero de conformaciones de ligandos, por lo que el puntaje de las predicciones nos
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permite evaluar la calidad de los acoplamientos relevantes; asi mismo, permite comparar
las predicciones y/o acoplamientos reportados de manera experimental, asociandolos con
valores de energia libre de union de todas las poses y formando un paisaje (Guedes et al.,
2014; Leis & Zacharias, 2011). Adicionalmente, las funciones de evaluaciéon (scoring
functions) permiten clasificar apropiadamente los ligandos (Virtual screening) y permite la
prediccion de las constantes de afinidad (Kd) (Guedes et al., 2014). Estas predicciones se
realizan mediante la evaluacion de los fenémenos fisicoquimicos mas importantes
involucrados en la unién ligando-receptor, incluidas las interacciones intermoleculares, la

solvatacion y los efectos entropicos (Jain, 2006).

Una funcion de puntaje 6ptima (E) deberia tener caracteristicas similares a lo dispuesto en
la siguiente ecuacion:
E = WoEint + w1 Evw + w2 EsoW [op + w3Eny + waEny + wsEsoW[sy+ weEconfig

Donde:
e woEn:: sumas energias electrostaticas y de van der Waals
e w: Evw: energia potencial por las interacciones de Van der Waals
e w Esov[,. energia potencial electrostatica corregida por la superficie accesible al
solvente
e wsEny: energia potencial debido a los puentes de hidrogeno
e wsEn, energia potencial hidrofébica dependiente de la superficie hidrofobica
e wsEsov/gy. energia de solvatacion superficial

e wsEonfig: €Ntropia para la cadena lateral.

1.7.3 Refinado del acoplamiento

El refinamiento del docking se realiza con el fin de obtener una caracterizacion mas

confiable de los valores de energia libre de unién de las predicciones seleccionadas en el
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software, ya que frecuentemente se generan sesgos en el puntaje, produciendo modelos
de falso positivo. El refinamiento puede tener varias estrategias, tales como: incrementar
la resolucién, contabilizar los cambios conformacionales de la cadena lateral y la
solvatacion explicita. La etapa de refinamiento se realiza para lograr un acuerdo con la
geometria nativa y para reconocer soluciones de acoplamientos casi nativas (Agrawal et

al., 2019; Siebenmorgen & Zacharias, 2020; Yuriev & Ramsland, 2013).

1.7.4 Evaluacion de los métodos de acoplamiento molecular

Para el afio 2017 en su sexto informe, la comunidad de cientificos CAPRI (Critical
Assessment of Predicted Interactions), la cual funciona desde junio del 2001 (Janin et al.,
2003; Bonvin & CAPRI, 2021). Evalu6 el rendimiento de los métodos para predecir el
comportamiento de las estructuras proteicas, partiendo de estructuras obtenidas por
técnicas de cristalografia de rayos-X y por resonancia magnética nuclear, las cuales se
encuentran reportadas en bases de datos (Lensink et al., 2017). Los objetivos de este
informe fueron identificar y evaluar las predicciones proteina-proteina, proteina-péptido y
la prediccién de interacciones mediante puentes hidrégeno en la superficie del ligando-
receptor; asi mismo, evaluar el desempefio de los programas implementados en el
desarrollo de este informe (Lensink et al., 2017). Los resultados se pueden ver en la

tabla 1-3.
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Tabla 1-3: Evaluacién de desempefio de los servidores en linea utilizados para docking
proteina-proteina en el informe CAPRI sexta edicion.

Docking server performance ranking
ClusPro 5/2**
LzerD 3/1***[1
Swarmdock; Haddock 2%*
PyDockWeb 2/1**
GalaxyPPDock 1**
Gramm-x; PatchDock-FiberDock; Dock/PIERR 1

**Medium quality ***Hiigh quality

Tabla tomada de (Lensink et al., 2017).

La evaluacion de desempefio planteada por CAPRI, indic6 que todos los servidores,
generaron al menos un modelo de calidad aceptable o mejor. ClusPro se acerc6 a un nivel
de buen desempefio de los grupos de predictores, con cinco modelos aceptables, incluidos
dos de calidad media. Ademas, LzerD arrojé con tres buenos modelos, y uno de calidad

aceptable (Lensink et al., 2017).
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1.7.5 Servidores en linea mas utilizados para la realizacion de

acoplamiento.

ClusPro

ClusPro es un servidor web (https://cluspro.org) ampliamente utilizado para el
acoplamiento proteina-proteina, este fue desarrollado por los grupos VajdaLab y ABC
Group, pertenecientes a la Universidad de Boston y la Universidad Stony Brook,
respectivamente (Comeau et al., 2004a, 2004b). Este servidor se encuentra parametrizado
para realizar el acoplamiento en tres pasos: 1) docking de cuerpo rigido mediante el
muestreo de miles o millones de conformaciones, 2) clister de estructuras, basados en el
RMSD de las 1000 estructuras de energia mas bajas y 3) refinamiento de estructuras,

usando minimizacion de energia (Kozakov et al., 2017).

Esta herramienta bioinformatica implementa dentro de su matriz el algoritmo PIPPER
(Kozakov et al., 2006), el cual tiene un enfoque de correlacion basado en la transformada
rapida de Fourier; en este método una de las proteinas se dispone como una estructura
rigida, dentro del sistema de coordenadas y una segunda proteina se coloca en una
cuadricula movil y la energia de interaccién se escribe en forma de una funcion de
correlacion (Kozakov et al., 2017). De tal manera, que introduce funciones de puntuacion
mas complejas y precisas, en donde se incluyen interacciones electrostaticas o
contribuciones tanto electrostaticas como de solvatacion (Chen & Weng, 2002; Mandell et
al., 2001). Los resultados son evaluados y segmentados en cuatro categorias diferentes

de interaccion molecular: 1) balanceado, 2) favorecido electrostaticamente, 3) favorecido
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Hidrofobicamente, 4) fuerzas electrostaticas y de van der Waals (vdW+Elec) y por ultimo

enviados via correo electrénico (Kozakov et al., 2017).

LzerD

El programa LzerD (Local 3D Zernike Descriptor-based protein docking program) se
encuentra disponible en el sitio web del laboratorio Kihara, en el enlace:
http://www.kiharalab.org/proteindocking. Esta herramienta otorga la posibilidad de ser
trabajada directamente en el sitio web o descargada para ser ejecutada en el ordenador
(Esquivel-Rodriguez et al., 2014). Al igual que la herramienta ClusPro, se requiere dos

archivos en formato PDB, donde uno regird como receptor y el otro como ligando.

El acoplamiento proteina-proteina, se realiza en tres pasos: 1) acoplamiento de cuerpo
rigido, partiendo de las estructuras proteicas en formato PDB cargadas en la plataforma,
estas entradas crean decenas de miles de conformaciones de acoplamiento, 2) los
modelos generados se agruparan con un limite de cluster definido por el usuario donde el
valor predeterminado de RMSD es 4 Angstroms (A), por lo que se reduciran los modelos
de generados, 3) Los modelos restantes se clasifican teniendo en cuenta la suma de tres
descriptores generados por el servidor, descriptores se denominan 3D Zernike (3DZD).
Estas funciones de puntuacion verifican las interacciones atémicas en un modelo, teniendo
en cuenta la distancia y dngulos similares a los observados en estructuras proteicas ya
determinadas experimentalmente (Christoffer et al., 2021; Esquivel-Rodriguez et al., 2014;
Venkatraman et al., 2009). Este servidor utiliza el algoritmo hashing geométrico,
permitiéndole realizar la respectiva exploracion conformacional de las predicciones

obtenidas, asi mismo permite realizar la busqueda exhaustiva de restricciones de distancia
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entre residuos, descartando los modelos que no cumplan la informacion suministrada en

la interfaz (Christoffer et al., 2021; Esquivel-Rodriguez et al., 2014).

HADDOCK

El servidor HADDOCK (High Ambiguity Driven biomolecular DOCKing) se considera la
herramienta bioinformética pionera en el acoplamiento integrativo (Dominguez et al.,
2003). El cual permite el acoplamiento de proteinas, moléculas pequefas, acidos
nucleicos, péptidos, péptidos ciclicos, glicanos y proteinas glicosiladas (Honorato et al.,
2021). Este servidor utiliza célculos de acoplamiento, basados en restricciones de
interaccion ambigua (AIR), con el fin de reducir el espacio de la blusqueda conformacional.
Las restricciones se derivan de datos de interaccion bioquimicos y/o biofisicos, en los que
se encuentran el desplazamiento quimico, datos de experimentos de titulaciéon de RMN,

datos de mutagénesis o de predicciones (Dominguez et al., 2003; Saponaro et al., 2020).

Los AIR se clasifican en dos categorias: Residuos activos y pasivos. Donde los residuos
activos se definen como los residuos expuestos al solvente directamente involucrados en
la interaccion proteina-proteina y los residuos pasivos, se caracterizan por ser los
expuestos al solvente que estan préximos a los residuos activos (Saponaro et al., 2020).

El acoplamiento proteina-proteina, parte del cargue de dos archivos en formato PDB, que
corresponde a las estructuras del receptor y del ligando; la prediccién de conformaciones
se realiza en tres pasos: 1) Se genera una minimizacion de energia de la molécula rigida,
2) Refinamiento semiflexible por simulated annealing (recocido simulado) en el espacio de

torsion, 3) refinamiento de solvatacion (Dominguez et al.,, 2003; Koukos et al., 2018;
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Saponaro et al., 2020). Durante el proceso, se optimizan los cambios generados sobre las
estructuras y al mismo tiempo producen una mejora energética de la interfaz, por lo que
las estructuras finales se agrupan utilizando el RMSD, teniendo en cuenta la interaccion
promedio (suma de Eeiec, Evaw, Ear) Y SU area media de superficie (Dominguez et al., 2003;

Koukos et al., 2018).
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2.Materiales y métodos

Materiales

Equipos y software:

Este estudio se llevd a cabo en un equipo tipo laptop con la siguiente configuracion:
Computador hp Intel(R) Core (TM) i7-7500 de séptima generacién, CPU @ 2.70 GHz, GPU

NVIDIA GeForce 940MX, RAM 8GB y sistema operativo Windows10 x64 Byte.

Servidores Online utilizados:

En este trabajo se utilizaron los siguientes servidores online, todos los cuales son de
acceso libre.

e CLUSPRO
URL: https://cluspro.bu.edu/login.php
Desarrolladores: Boston University and Stony Brook University
Gratuito (Comeau et al., 2004b, 2004a).

e EMBOSS Water
URL.: https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/
Desarrolladores: European Molecular Biology Laboratory (EMBL-EBI).
Gratuito (T. F. Smith & Waterman, 1981).

e HADDOCK
URL: https://wenmr.science.uu.nl/haddock2.4/
Desarrolladores: Duke University
Gratuito (Dominguez et al., 2003).

e LzerD
URL: https://kiharalab.org/proteindocking/lzerd.php
Desarrolladores: KIHARA Bioinformatics LABORATORY.
Gratuito (Esquivel-Rodriguez et al., 2014).

e MOLPROBITY
URL.: http://molprobity.biochem.duke.edu/
Desarrolladores: Duke University.
Gratuito (Williams et al., 2018).
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e PRODIGY
URL.: https://bianca.science.uu.nl/prodigy/
Desarrolladores: Computational Structural Biology group — Utrecht Universit.
Gratuito (Xue et al., 2016).

e SWISS - MODEL
URL.: https://swissmodel.expasy.org/
Desarrolladores: Swiss Institute of Bioinformatics/ Biozentrum.
Gratuito (Waterhouse et al., 2018).

Softwares utilizados:

En este trabajo se utilizaron los siguientes software de acceso libre, excepto Pymol y

Maestro, los que se usaron bajo licencia académica.

e DISCOVERY STUDIO® VISUALIZER
URL: https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
Desarrolladores: Dassault Systémes
Descarga gratuita.
(BIOVIA, Dassault Systemes, Discovery Studio®, V21.1.0.20298, San Diego: Dassault Systemes,
2023).

e MAESTRO, Version 13.1
URL:https://www.schrodinger.com/products/maestro
Desarrolladores: Schrodinger
Licencia Académica.
(Schrodinger Release 2022-1: Maestro, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2023).

e PYMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
URL: https://www.pymol.org/
Desarrolladores: Schrodinger

Licencia Académica
(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrédinger, LLC).

Métodos

2.1 Seleccion de las secuencia de aminoacidos y
verificacion del porcentaje de identidad

Se descargaron las secuencias en formato FASTA de las proteinas IR (P06213) e IGF1R

(P08069) seleccionadas en la base de datos uniprot. Se realiz6 una verificacion del
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porcentaje de identidad para confirmar que las secuencias tengan un porcentaje de
identidad >25 % (Ma et al., 2002 Rice et al., 2000), lo que se hizo mediante la suite The
European molecular biology open software suite (EMBOSS), médulo water, en el siguiente

enlace https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/.

2.2 Modelado por homologia

Modelado del receptor hibrido IR/IGF1R libre y en complejo con

glargina

Para realizar el modelamiento por homologia se utilizé6 el servidor Swiss Model
(Waterhouse et al., 2018).
En este caso del modelado del receptor hibrido libre (Apo receptor o receptor sin ligando
unido), el servidor se alimenté con las siguientes secuencias de aminoacidos (Anexo 1)

e Target: secuencia del ectodominio del receptor IR (1327 aa)

e Hetero target: IGF1R (1337 aa)
Como molde (template) el servidor se alimenté con el modelo del receptor IGF1R en
complejo con glargina, cuya estructura 3D fue recientemente propuesta por nuestro grupo
(Gonzalez-Beltran & Gomez-Alegria, 2021).
Para modelar el receptor hibrido en complejo con glargina (Holo receptor), se aliment6
el servidor Swiss Model con las siguientes secuencias (ver secuencias en Anexo 2)

e Target: secuencia proglargina (71 aa)

e Hetero-target: secuencia del ectodominio del receptor IR (1327 aa)



Capitulo Il 57

e Hetero-target: secuencia del ectodominio del receptor IGF1R (1337 aa)
En este caso, se usdé como template la estructura del modelo del receptor IGF1R en
complejo con glargina (Gonzalez-Beltrdn & Gomez-Alegria, 2021). También se utilizé la
secuencia de aminoacidos de Glargina a la cual se le adicionaron 21 amino&cidos
correspondientes al péptido C del precursor proinsulina (de 71 aa). La inclusion de estos
21 aminoacidos fue necesaria porque todo intento de modelado utilizando solo la
secuencia de glargina resultaba en modelos incompletos que carecian de la cadena A de
este andlogo. Es importante aclarar, sin embargo, que en todos los modelos mostrados en

este trabajo, estos 21 aminoacidos del péptido C fueron retirados.

El modelado por homologia es mas preciso cuando hay disponible una plantilla homéloga
cercana con una identidad mayor o igual al 50% (Larsson et al., 2008; Moult, 2005),
mientras que otras técnicas de modelamiento como el threading se utilizan cuando las
secuencias no superan el 30-40% de identidad. Asi, la técnica de threading es mas
susceptible a generar modelos de menor calidad y limitaciones a nivel estructural (Larsson
et al., 2008; Moult, 2005). En nuestro caso, las secuencias de interés presentan un 53%
de identidad, razo6n por la cual se escogié el modelamiento por homologia. Sin embargo,
no ignoramos que el modelado por homologia presenta importantes limitaciones como la
prediccion de la disposicion espacial de loops y a su vez, la disposicion espacial de las

cadenas laterales (sidechains) de los modelos obtenidos (Bordoli et al., 2009).

La figura 2-1 muestra un esquema general del procedimiento seguido para realizar los

modelamientos mediante el servidor Swiss-model.
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Los modelos seleccionados del complejo receptor hibrido libre o en complejo con glargina
fueron refinados mediante la eliminacion de secuencias de aminoacidos presentes en

regiones que en bases de datos aparecen descritas como desordenadas.

Modelamiento por

IR Homologia
(1327 aa) Swiss Model
A4 v
IGF1R Adicion de Interfaz Adicién de Template
(1337 aa) secuencias aa Swiss Model Template IGF1R-Glargina
A
A 4
Proglargina B
(71 aa) Construccién de modelo
A4

Qualitative Model
Energy Analisys DisCo

(QMEANDiIsCo)

Evaluacién y validacién del
modelo

Figura 2-1: Esquema general del procedimiento seguido para el modelamiento por
homologia del receptor hibrido en complejo con glargina imagen disefiada por el autor del
presente trabajo.

2.3 Evaluacion de la calidad estructural de los modelos
obtenidos por homologia

Con el fin de obtener las mejores estructuras posibles, en primera instancia se
contemplaron como estimadores de la calidad de los modelos obtenidos por homologia los
parametros Global Model Quality Estimate (GMQE) (Benkert et al., 2009) y Qualitative
Model Energy Analisys DisCo (QMEANDiIsCo) (Studer et al., 2019) que entrega el servidor
Swiss Model. Ademas de lo anterior, la calidad estructural global y local de los modelos
obtenidos se evalud con la herramienta MolProbity (Williams et al., 2018). Esta herramienta

realiza el andlisis partiendo de la adicion de atomos de hidrégeno, el analisis de contactos
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entre todos los &tomos y por ultimo un andlisis geométrico. La adicion de hidrogenos brinda
la vision mas confiable del efecto estérico y los enlaces de hidrégeno permiten el analisis
geométrico, identificando posibles valores atipicos de Ramachandran y/o rotAmeros que
pueden marcar conformaciones inusuales en el esqueleto polipeptidico (backbone) o en
las cadenas laterales (sidechains). Debido a esto, fue de suma importancia diagnosticar y

corregir este tipo de errores en los modelos obtenidos.

La evaluacion de los modelos se basé en un andlisis estereoquimico, considerando como
eje principal los angulos diedros psi y phi proporcionados por el diagrama de
Ramachandran y el puntaje Z-score (L. I. Zhang & Skolnick, 1998). El Z-score es un
pardmetro que se relaciona con la capacidad de tener un plegamiento nativo de la cadena
peptidica, y un resultado 6ptimo debe ser < 2. Por otra parte, se implemento un analisis de
la geometria de los modelos evaluando los rotameros y la desviacion del CB

(Williams et al., 2018).

2.4 Acoplamiento

El modelo del receptor hibrido libre (Apo-receptor) obtenido mediante modelado por
homologia y refinado, fue empleado para generar nuevos modelos del receptor hibrido
IR/IGF1R en complejo con glargina. El acoplamiento molecular fue dirigido al sitio 1 de
union de cada protdbmero del receptor hibrido IR/IGF1R. Como ligando, se utilizé la
estructura tridimensional (3D) en formato PDB de Glargina (5VIZ) reportada en el protein
data bank (PDB) (Reyes, 2017). El acoplamiento proteina-proteina se realiz6 en los
servidores ClusPro, LzerD y Haddock los cuales son mas eficientes segun la comunidad

de expertos CAPRI (Lensink et al., 2017). Para la aplicacion de esta metodologia, y con el
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fin de preparar la estructura del receptor hibrido IR/IGF1R, se realizé una asignacion de
atomos, atomos de hidrogeno, enlaces faltantes por distancia y cargas formales, del mismo
modo se procedio a eliminar posibles moléculas de agua y iones presentes, con el fin de
mejorar la calidad y precisién de las coordenadas de partida. A continuacién, se describe
la metodologia seguida para el analisis en cada servidor:

ClusPro:

En la interfaz del servidor, se procedié a cargar como input los archivos en formato PDB
del modelo hipotético del receptor hibrido IR/IGF1R previamente preparado y el ligando
glargina (5VIZ) (Reyes, 2017) por separado. El analisis se realiz6 implementando un
acoplamiento dirigido, por lo que se hicieron las anotaciones de atraccion y de restriccion
de residuos involucrados en la interaccion del sitio 1 por cada protomero del receptor
hibrido IR/IGF1R, descritos en la seccién 2.2.6. Los resultados obtenidos fueron evaluados
y segmentados por la categoria balanceado, ya que este contempla el menor coeficiente
de ponderacién, nos permite evaluar una aproximacion del modelo esperado, mas sin
embargo, se debe complementar su analisis con una verificacion visual (Kozakov et al.,
2017).

LzerD:

Para esta plataforma, el acoplamiento proteina-proteina, se realiz6 en tres pasos: (1) Se
cargan como input los archivos en formato PDB del modelo hipotético de receptor hibrido
IR/IGF1R previamente preparado y del ligando glargina (5VIZ) (Reyes, 2017) por
separado. Como restricciones se colocaron los amino&cidos que son parte del sitio 1 de
union de los respectivos receptores IR e IGF1R, descritos previamente (seccion 2.2.6). (2)
Se adicionan los parametros Clustering Cutoff (A) de 4.0 y Surface Reduction Cutoff de 1e-

3, Por ultimo, el servidor genera los resultados de los modelos agrupandolos por clasters,
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los que se evaluaron mediante el descriptor ITScore, que es una puntuacioén general de

los resultados obtenidos por el servidor.

HADDOCK:

En la interfaz del servidor, se cargan en formato PDB el modelo hipotético del receptor
hibrido IR/IGF1R vy el ligando glargina (5VIZ) (Reyes, 2017). A su vez, se cargaron los
datos de las atracciones aminoacidos-aminoacido y restricciones aminoacido-aminoacidos
gue se presentan en el sitio 1 de unidn de los respectivos receptores IR e IGF1R,
mencionados en la seccion 2.2.6. Los resultados generados se recopilan en cllster de 4
estructuras, donde se agrupan utilizando el valor RMSD, teniendo en cuenta la interaccién
promedio (suma de Eeec, Evaw, Eair) ¥ SU area media de superficie. A su vez cada clUster
se evalla utilizando el z-score, el cual indica a cuantas desviaciones estandar de la media
se sitla este conglomerado en términos de puntuacion, por ende, el clister mejor

clasificado siempre tendra la puntuaciéon z mas negativa.

2.5 Criterios de seleccion de los modelos finales

Para la seleccion de los modelos finales receptor-ligando obtenidos por acoplamiento

molecular, se aplicaron los siguientes criterios de seleccion:

1. Orientacion (posicionamiento) del ligando en el receptor. Asumimos que la interaccién
glargina-receptor debe presentar una orientacion similar a la que adquiere insulina en el

sitio 1 de unién de los receptores IR e IGF1R (seccién 1.5.1 del marco teérico).

2. Residuos interactuantes conservados tanto para el ligando como para el receptor (en

este caso, los residuos descritos en el sitio 1 de union de cada protémero (IR e IGF1R).
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En el caso del ligando glargina, se utilizaron los residuos conservados que participan en

la interaccion insulina-IR e insulina-IGF1R.

Para el receptor IR (Interaccion con insulina):
Residuos del dominio L1: Leu36, Leu37, Phe39, Phe64 y Arg65.
Residuos del Dominio aCT: His710, Asn711, Phe714 y Val715

(Hua, 2010; Menting et al., 2013, 2014).
Para el receptor IGF1R (Interaccién con el ligando IGF1):

Residuos del dominio L1: Tyr28, His30, Leu33, Tyr54, Phe58, Arg59, Leu8l, Phe82,
Tyr83, Asn84, Phe90, Argl12.

Residuos del dominio CR: Phe241, lle255, Ser260, Ser261, Glu264, Gly265, Phe266,
GIn275, Glu276.

Residuos del dominio aCT: Phe701, Val702, Arg704.

(Whittaker et al., 2001; de Meyts & Whittaker, 2002; Whittaker et al., 2008; Xu et al., 2018;
Li et al., 2019).

2.6 Afinidades tedricas de los complejos receptor-
glargina

Las afinidades tedricas (Kd) de los modelos obtenidos (complejos glargina-receptor
hibrido) fueron calculadas mediante el software PROtein binDIng enerGY prediction
(PRODIGY) a una temperatura estandar de 25 °C, de acuerdo con la formula AG=RT(InK)

(Vangone & Bonvin, 2015; Xue et al., 2016)
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2.7 Visualizacidon de estructuras
Las estructuras proteicas se visualizaron en el programa PyMol 2.5.2 edu (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 2.5.2 Schrddinger, LLC), Maestro, V. 13.1. y

Discovery Studio® Visualizer (Accelrys Software Inc, 2007).
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3.Resultados

3.1 Modelado por homologia

Modelado del receptor hibrido libre (Apo-receptor)

Para proponer un modelo estructural 3D del receptor hibrido IR/IGF1R, primero se recurrié
a la aproximacion de modelamiento por homologia utilizando el servidor Swiss- model.
Para ello, el servidor se alimenté primero con las secuencias target y heterotarget descritas
en la Tabla 3-1 y cuyas secuencias de aminoacidos se presentan en el Anexo 1, como se
indic6 en Materiales y métodos. Como template se evaluaron todas las opciones que
sugirio el servidor, y se generaron varios modelos. Sin embargo, ninguno de estos modelos
correspondia a un receptor hibrido IR/IGF1R. En vista de esto, se decidi6 emplear como
template un modelo 3D correspondiente al complejo Glargina-IGF1R propuesto
recientemente por nuestro grupo de investigacion (Gonzalez-Beltran & Gomez-Alegria,
2021).

Tabla 3-1: Matriz de disefio del receptor hibrido modelado por homologia.

Hetero . MEAN
Target? Templatec | Resultado | Observaciones Q .
target® DisCo
IR IGFIR Glargina- Se obtiene esl’:)r:,lecstigade 0.66
(1327) (1337) IGFIR modelo receptor hibrido

a b | os valores en paréntesis representan el nimero de aminoacidos de la respectiva secuencia
utilizada (Anexo 1).
¢complejo Glargina-IGF1R reportado por (Gonzalez-Beltran & Gémez-Alegria, 2021).
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Usando dicho template se logré generar un modelo para el receptor hibrido IR/IGF1R libre
(Apo receptor o receptor sin ligando unido), lo que se confirmé mediante revision visual
con PyMOL, donde se observan ambos protomeros (IR e IGF1R), por lo que efectivamente
corresponde al receptor hibrido IR/IGF1R (Figura 3-1 A). Los parametros de calidad
entregados por el servidor Swiss Model para este modelo, GMQE y QMEANDIsCo, fueron
de 0.47 y 0.66 +/- 0.5 respectivamente. Esto indicé que el modelo no tenia muy buena
calidad, por lo cual fue necesario refinarlo. El refinamiento consistié en eliminar regiones
qgue en el modelo se ven estructuradas (aminoécidos 656-690;717-753y 672-707;731-774)
pero que en la base de datos UNIPROT se describen como regiones desordenadas debido
a que no se encuentran bien resueltas en las estructuras 3D descritas para los receptores
IR (6PXV) e IGF1R (6JK8). Por lo tanto, con PyMOL se eliminaron dichas secuencias de
aminodcidos, lo que llevd a tener un modelo refinado que consta de 1591 aminoacidos
totales, con 790 aminoacidos del protomero IR y 801 del protébmero IGF1R. Este modelo

refinado se presenta en la Figura 3-1 B.

Este modelo de receptor hibrido consiste Uinicamente de la porcién extracelular del receptor
(ectodominio) pues el molde o plantilla empleada correspondia s6lo a dicha porcién; esto
explica la diferencia entre el nimero de aminoécidos introducidos a la plataforma de
modelamiento (input de 2664 aminoacidos para IR e IGF1R) y el nUmero de aminoacidos
en el modelo de salida (1591 aminoacidos). La porcion del ectodominio modelado abarca
los dominios L1, CR, L2, Fnlll-1, Fnlll-2 y parte de Fnlll-3 de IR, asi como los dominios L1,
CR, L2, Fnlll-1, Fnlll-2 y parte de Fnlll-3 de IGF1R. El receptor presenta una conformacion
en forma de T (T-shaped), sugiriendo que el modelo podria corresponder a uno de los

cuatro estados conformacionales descritos para esta subfamilia de receptores.
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Modelo 1

RMSD: 0.124

Figura 3-1: Modelo del ectodominio del receptor hibrido IR/IGF1R en ausencia de ligando.
A) Modelo sin refinar. B) Modelo refinado. El modelo fue obtenido mediante modelamiento
por homologia utilizando el servidor Swiss model. La estructura se representa en forma de
cintas, con el protomero IR de color dorado y el protémero IGF1R de color azul.

La calidad del modelo refinado se evalué a nivel local y global utilizando dos
aproximaciones: (i) el modulo “Structure Assessment” del servidor Swiss Model y (ii)
Molprobity. EI médulo de Swiss Model mostré valores de calidad global y local como

QMEANDIsCo y IDDT que se muestran en la tabla 3-2.
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Tabla 3-2: Parametros de calidad, analisis geométrico y de torsién del modelo 1.

Evaluacion Modelo 1 % Meta
N° aa 1591 - -
QMEANDIsCo 0.73+- 05 - )
IDDT 0.71 - )
Z-Score -1.99 +/- 0.18 S E195

(Z score) <2

Ramachandran Metal: <
o 20 1.28%
valores atipicos 0.05%
Ramachandran
91.50
valores 1432 Meta: = 98%

] %
Favorecidos

Rotameros

pobres 6 0.42% | Meta: = 0.3%

Rotameros

j 1387 89.59% | Meta: = 98%
favorecidos

CpB deviation > 0.25

A 16 1.07% Meta: 0

Los parametros QMEANDIsCo e IDDT muestran valores cercanos a 1, indicando que son
valores aceptables. En cuanto al analisis realizado con MolProbity, se identificd que el
gréfico de Ramachandran (Figura 3-2) muestra un 91.50% (1432/1565) de los residuos en
regiones favorecidas (siendo la meta un 98%), mientras que 98.70% (1545/1565) de los
residuos se encontraron en regiones permitidas (meta: >99.8%). Ademéas de lo anterior, se
hizo un analisis local que incluyd la evaluacion de rotameros con el fin de detectar posibles

residuos que no cumplen con la calidad aceptable. El analisis geométrico y de torsion de
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rotameros mostro que 6 residuos (0.42%) tienen una configuracion espacial atipica (Asn90,
Thr524, Asp654, Leu841, Leu861 y Val924). Por ultimo, las desviaciones del Cp de 1.07%,
muestran que no existe un error considerable en la geometria del modelo. De acuerdo con
lo anterior, los analisis de calidad en general demuestran que la calidad del modelo es

aceptable.

Psi —|

Figura 3-2: Grafico Ramachandran del modelo. En azul claro se muestran las regiones
favorecidas y en azul oscuro las regiones permitidas. Fuera de eso son regiones no
permitidas. Gréafico Obtenido de MolProbity.

En resumen, de los resultados anteriores se logré obtener un modelo del receptor hibrido

IR/IGF1R libre (Modelo 1).

Modelado del receptor hibrido con glargina (Holo-receptor)
Con el fin de explorar la posibilidad de tener un modelo con el ligando glargina unido al

receptor, se decidio evaluar una secuencia target extra. Para ello, se utilizé la secuencia
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“proglargina” descrita en metodologia (Anexo 2). Para el modelamiento del receptor hibrido

IR/IGF1R con glargina, se utilizaron las moléculas que se muestran en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Matriz de disefio del modelo por homologia con ligando modelado por
homologia.

Hetero
Hetero . MEAN
Target 2 target . Template® Resultado | Observaciones Q .
b target DisCo
Presenta
i . estructura
Proglargina IR IGF1R Se obtiene uctu
modelo completa de 0.65
(71) (1327) | (1337) Receptor hibrido
en complejo
Glargina-
IGF1R/IGF1R Presenta
estructura
Proglargina IR IGF1R . completa de
anzzgfge Receptor hibrido 0.64
(71) (1327) | (1337) en complejo con
un gap del aa
1le670 - Thr684

a b.c | os valores en paréntesis representan el nimero de aminoacidos que contiene la respectiva
secuencia utilizada en el servidor Swiss Model (secuencias en Anexo 2)
d Complejo Glargina-IGF1R reportado por (Gonzalez-Beltran & Gémez-Alegria, 2021).

Como resultado de este nuevo round de modelado con Swiss Model, se obtuvieron dos
modelos del receptor hibrido IR/IGF1R en interaccién con glargina (holo-receptor). Estos
modelos se refinaron como se describié antes, y los modelos refinados finales se muestran

en la Figura 3-3, donde se aprecia también el ligando unido (en color rojo).
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Figura 3-3: Modelos hipotéticos del receptor hibrido en complejo con Glargina. Los
modelos obtenidos se presentan en forma de cintas, donde la protémero IR se representa
de color dorado, y el protémero IGF1R de color azul. En todos estos modelos, el ligando
glargina se representa con su cadena A de color rojo claro y la cadena B de color rojo
oscuro.

El modelo 2 consta de 1.695 aminoacidos de los cuales 790 residuos corresponden al
protbmero IR y 801 al protbmero IGF1R. En este modelo, el ligando glargina de 52
aminoacidos (color rojo en la Figura 3-3) se encuentra ocupando el sitio 1 de cada
protomero. Ademas, la pose del ligando es la que se esperaria observar. Los pardmetros
de calidad geométrica y de torsién del modelo 2 se muestran en la tabla 3-4, donde
QMEANDiIsCo e IDDT muestran valores cercanos a 1, indicando que son valores
aceptables. En cuanto al analisis realizado con MolProbity, se identificé que el gréfico de
Ramachandran (Figura 3-4) muestran que el 91.10% (1513/1661) de los residuos estan en

regiones favorecidas y 98.70% (1639/1661) en regiones permitidas. Por otro lado, en el

andlisis local que incluyé la evaluacién de rotdmeros, se presentan 9 residuos (0.59%) que
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poseen una configuracion espacial atipica, tres de los cuales estan localizados en el sitio
de unidon de ligando (sitio 1) del receptor hibrido. Uno de ellos (GIn69), es parte del
segmento aCT de IR. En este mismo sitio de union esta el residuo GInA15 de glargina. El

mismo residuo GInA15 se localiza también en el sitio 1 de unién del protébmero IGF1R.

Tabla 3-4: Evaluacion de calidad, andlisis geométrico y de torsion del modelo 2.

Evaluacion Modelo 2 % Meta
N° aa 1.695 - -
OMEANDisCo | 072+ -
0.5 -
IDDT 0.79 - -
Meta: abs
- -1.46 +/- 0.
Z-Score 1.46 +/- 0.19 (Z soore) =2
Meta:
varotos mipicos [ 22| 1.32%
<0.05%
Ramachandran
valores 1513 91.09% | Meta: = 98 %

Favorecidos

Rotameros

; 1468 96.07% | Meta: =2 98 %
favorecidos

CpB deviation >

0.95 A 15 0.94% Meta: O

Por ultimo, las desviaciones del CB de 0.94% evidencian que no existe un alto error en la
geometria del modelo. De acuerdo con lo anterior, los andlisis de calidad en general

demuestran que la calidad del modelo es aceptable.
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Figura 3-4: Gréafico Ramachandran del modelo 2. En azul claro se muestran las regiones
favorecidas y en azul oscuro las regiones permitidas. Fuera de eso son regiones no
permitidas. Gréafico Obtenido de MolProbity.

En cuanto al modelo 3, este tiene un total de 1696 aminoacidos, con 791 aminoacidos del
protdmero IR y 801 aminoacidos del protomero IGF1R. En este modelo, el sitio 1 de cada
receptor ocupado por glargina, de 52 aminoacidos. Para este modelo, el protomero IGF1R
del dimero presenta un gap de 14 residuos (lle670-Thr684), los cuales son parte del
dominio de fibronectina Il (Fnlll-2) y a su vez, el segmento aCT de este protdmero se
encuentra parcialmente resuelto, de tal manera que no posee la similitud estructural del
segmento aCT a lo reportado experimentalmente. En consecuencia, este modelo se

excluye del andlisis geométrico y de torsion del modelo.

Los datos anteriores, en su conjunto, nos permiten disponer de un modelo computacional
del receptor hibrido IR/IGF1R (Modelo 1), y de dos modelos estructurales para el receptor

hibrido IR/IGF1R en interaccién con glargina (Modelos 2 y 3).
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Modelamiento del complejo Glargina-Receptor hibrido mediante
acoplamiento molecular

Se utilizé el modelo del receptor hibrido IR/IGF1R obtenido mediante Swiss Model (Modelo
1), con el fin de construir un modelo con el ligando glargina unido, mediante la aplicacion
de un método alternativo como es el acoplamiento molecular. Para tales efectos, y de
acuerdo con lo descrito en materiales y métodos (seccion 2.2.5), se emplearon tres
herramientas bioinforméaticas (ClusPro, HADDOCK y LZerD). El andlisis de acoplamiento
arrojo un total de 179 modelos, 42 modelos con ClusPro y 137 modelos con HADDOCK.
No se obtuvieron modelos con LZerD. Con el fin de limitar el nimero de modelos, se
aplicaron criterios de seleccion que fueron descritos previamente (Seccién 2.2.6). Con
base a esto, se llegd a un Unico modelo final que cumple con todos los criterios de
seleccion, descartando 178 de los 179 modelos generados con esta aproximacion. Este
modelo final con glargina unida al receptor se logré con el servidor HADDOCK y se

presenta en la figura 3-5.
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Modelo 4

{ RMSD: 0.611

Figura 3-5: Modelo del receptor hibrido IR/IGF1R con glargina unida (modelo 4). Obtenido
por acoplamiento molecular. El protémero IR del receptor se representa de color dorado, y
el protomero de IGF1R se representa en color azul. El ligando glargina se representa en
color rojo claro (cadena A) y rojo oscuro (cadena B).

Este modelo 4 esta conformado por un total de 1.691 aminoéacidos, de los cuales el
protébmero IR contiene 790 aminoacidos, el protdmero IGF1R 801 aminoacidos y el ligando
glargina 50 aminoacidos. Los resultados del analisis estructural y conformacional del
modelo 4 se reportan en la tabla 3-5, donde QMEANDIsCo e IDDT, no se determing, ya
gue el servidor Swiss Model, no permite el andlisis del modelo por las coordenadas, que
posee el formato y un Z-score de -3.28 +/- 0.17. En cuanto al andlisis realizado con
MolProbity, se identific6 que los valores de Ramachandran muestran que el 88.40%
(1457/1649) de los residuos estan en regiones favorecidas y 98.80% (1629/1649) en

regiones permitidas. Por otro lado, en el andlisis local que incluy6é la evaluacion de

rotameros, 119 residuos (7.82%) poseen una configuracién espacial atipica segun el
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analisis de geometria, y por ultimo las desviaciones del CB de 0.94% evidencia que existe

un alto error en la geometria del modelo.

Tabla 3-5: Evaluacién de calidad, analisis geométrico y de torsién del modelo 4.

Evaluacion Modelo 4 % Meta
N° aa 1691 - _
Z-Score
Ramachandran

valores atipicos

Ramachandran
valores Favorecidos

Rotameros
pobres

Rotameros
favorecidos

CpB deviation > 0.25

A 15 0.94%

Estos resultados nos llevan a descartar el modelo 4 obtenido por acoplamiento molecular.

Los resultados anteriores, en su conjunto nos lleva a proponer como modelo final del holo-

receptor (complejo glargina-receptor hibrido) al modelo 2 descrito previamente. Por dltimo,
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la Tabla 3-6 muestra las afinidades (constantes de disociacion, Kd) para el modelo 2 del

complejo glargina-receptor hibrido obtenido y presentados mas arriba.

Tabla 3-6: Valores de AG y Kd del modelo final propuesto para el complejo glargina-
receptor hibrido IR/IGF1R

Afinidades segun Modelo AG Kd *
Protdmero
(kcal/mol) (nM)
Protomero IR Modelo 2 -12.1 1.4x10-°
Protdmero IGF1R Modelo 2 -11.1 7x10-°

*Los valores mostrados fueron calculados mediante el servidor PROtein binDIng enerGY
(PRODIGY) a una temperatura estandar de 25 °C

Estos valores de las afinidades tedricas para el modelo hibrido propuesto se calcularon
con la herramienta bioinformatica PRODIGY, la cual se basa en la evaluacion del nimero
de contactos interfaciales observados en el complejo. Estas afinidades fueron
determinadas con el unico fin de tener alguna forma de comparacion de nuestro modelo
tedrico con datos reales obtenidos experimentales para este sistema ligando-receptor,
pues las afinidades experimentales si han sido determinadas experimentalmente. Con
base en esto, en la seccion Discusion del trabajo se incluy6 un pérrafo donde se tocé este
punto. Estos valores tedricos se asemejan a valores experimentales descritos por otros

autores, como se presenta mas adelante.
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Los resultados anteriores, en su conjunto, nos permiten cumplir con el objetivo 1 de este
trabajo, permitiendo proponer por primera vez dos modelos del receptor hibrido IR/IGF1R
tanto para el apo-receptor (en ausencia de ligando) como para el holo-receptor unido a

glargina, ambos de los cuales se desconocen a la fecha.

Con base en los criterios de seleccion se decide excluir los modelos 3 y 4, ya que, luego
de su caracterizacion y evaluacién, presentan condiciones menos favorables respecto a
su conformacioén, calidad y/o geometria. En el caso del modelo 3 este no presenta
totalmente resuelto el segmento aCT del protdmero IGF1R como ya sé menciond
anteriormente, respecto a su analogo del receptor IGF1R (apo y/o holo-receptor) a otros
modelos y/o el receptor IGF1R, a su vez presenta un gap 14 residuos (lle670-Thr684), en
el dominio de fibronectina Il (Fnlll-2) de este protémero; El modelo 4 en su andlisis
estereoquimico presentd un Z-score de -3.28 y en el diagrama de Ramachandran, se
presentan unos valores atipicos de 1.21%. Por otra parte, en el andlisis de geometria, se
presentaron 119 residuos (7.82%) que poseen una configuracion espacial no permitida,
por ende, este modelo presenta un alto error en la geometria de su estructura. Con base
a la calidad, geometria y su conformacion estructural, se propone el modelo 2 como el

hipotético modelo estructural del complejo glargina-receptor hibrido IR/IGF1R.

3.2 Analisis de las interacciones entre el ligando
glarginay el receptor hibrido IR/IGF1R

El analisis de las interacciones ligando-receptor para el sistema glargina-receptor hibrido
IR/IGF1R se enfoc6 Unicamente en el modelo 2 y, mas especificamente en el sitio 1 de

union de ligando, que es el sitio de mayor afinidad de ambos protémeros.
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En la Figura 3-6 se muestra la glargina posicionada en el sitio 1 del protdmero IR en el
receptor hibrido (Panel A) y se observan también algunos residuos interactuantes entre

glargina y el receptor (Panel B).
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Figura 3-6: Interaccion de glargina con el receptor hibrido IR/IGF1R (protomero IR). La
imagen corresponde al sitio 1 de union del protémero IR del receptor. (A) Glargina (en rojo)
posicionada en el sitio 1 del protdbmero IR del receptor hibrido (modelo 2), el cual se
representa en forma de superficie. (B) Residuos involucrados en la interaccién entre la
glargina y el receptor hibrido. Glargina se representa en forma de cintas y los residuos que
interactian en forma de palos y bolas. Las lineas discontinuas de color azul presentan
enlaces tipo puentes de hidrégeno.

En la Tabla 3-7, por su parte, se presenta un detalle de todas las interacciones entre la
glargina y el receptor hibrido en el sitio 1 del protébmero IR. Estas interacciones se

distribuyen entre interacciones de tipo electrostatico (cuatro interacciones) y enlaces de
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hidrogeno (doce interacciones). Las interacciones de tipo electrostatico involucran a
residuos de los dominios L1 y CR de IGF1R que también forman parte del sitio 1 del
protomero IR, especificamente los residuos Asp292, GIn294, y Asp38, que interactian

Tabla 3-7: Resumen de la Interaccion glargina- sitio 1 de unién protémero IR del receptor
hibrido (modelo 2).

LysB29:HZ2 - CR(IGF1R): .
Asp292:0D2 1.7211 Electrostatico
ArgB31:HH12 - CR(IGF1R): »
GIu294:0E1 2.50515 Electrostéatico
ArgB31:HH22 - CR(IGF1R): f
GIu294:0E1 1.72968 Electrostéatico
Fnlll-I(IR):Arg576:HH12 - ThrA8:0 | 2.33874 | Huentede
hidrégeno
Fnlll-I(IR):Arg576:HH22 - ThrA8:0 | 2.03967 | ~uentede
hidrégeno
aCT(IR):Asn711:HD21 - GluA4:0E1 | 233208 | Fuentede
hidrégeno
. . . Puente de
aCT(IR):Arg717:HN - AsnA18:0 2.10055 hidrogeno
L1(IGF1R):Arg40:HH11 - PheB25:0 | 2.60686 | LJentede
hidrégeno
lleA2:HN - aCT(IR):Asn711:0D1 226479 | Puentede
hidrégeno
ValA3:HN - aCT(IR):Asn711:0D1 | 2.40889 E.“er,“e de
idrégeno
OCT(R)YPro716:HA - ASNALB:0 | 2.48708 | | oo 9°
idrégeno
ArgB31:HD1 - CR(IGF1R): Puente de
Asp292:0D1 2.58739 hidrogeno
GyAL:HAL - aCT(IR):Asn711:0D1 | 3.03868 | Fuentede
hidrégeno
TyrA19:HA - aCT(IR):Val715:0 28776 | Puentede
hidrégeno
L1(IGF1R):Ser65:HG - TyrB16 321483 | Puentede
hidrégeno
L1(IGF1R): Asp38:0D2 - TyrB26 3.53131 | Electrostatico
PheB24 - L1(IGF1R):Leu63 451965 | Hidrofobico
PheB25 - aCT(IR):Arg717 4.25407 Hidrofébico
TyrA19 - aCT(IR):Pro716 4.1748 Hidrofébico
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con LysB29, ArgB31 y TyrB26, respectivamente. En esta superficie de contacto también
se identificaron los residuos GlyAl, lleA2, TyrAl9, TyrB16, PheB24, PheB25 y TyrB26 de
glargina, y los residuos Asn711 y Val715 del segmento aCT del protomero IR, todos los
cuales han sido reportados experimentalmente en el complejo insulina-IR (Menting et al.,

2013).

La Figura 3-7 muestra la glargina en el sitio 1 del protbmero IGF1R del receptor hibrido

(Panel A) y algunos residuos interactuantes con este protbmero (Panel B).

La Tabla 3-8, por su parte, detalla todas las interacciones encontradas entre la glargina y
el sitio 1 del protbmero IGF1R. En este caso, solo se observaron interacciones de tipo
hidrofébico y puentes de hidrégeno. De manera interesante, ninguna de las interacciones
observadas ha sido reportada experimentalmente en complejos relacionados con este
sistema. En cuanto a residuos interactuantes, encontramos los residuos lleA2, TyrB16 y
PheB24 de glargina, quienes interactian, respectivamente, con los aminoacidos Asn728
(aCT de IGF1R), Lys40 (dominio L1 de IR) y Leu37 (Dominio L1 de IR). Los residuos
equivalentes de insulina (lleA2, TyrB16 y PheB24) han sido descritos como parte de la

interaccion insulina-receptor IR (Menting et al., 2013).
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Figura 3-7: Interaccion de glargina con el receptor hibrido IR/IGF1R (protémero IGF1R).
La imagen corresponde al Sitio 1 de union en el protémero IGF1R del receptor. (A) Glargina
(en rojo) posicionada en el sitio 1 del protomero IGF1R del receptor hibrido (modelo 2), el
cual se representa en forma de superficie. (B) Residuos involucrados en la interaccién
entre la glargina y el receptor hibrido. Glargina se representa en forma de cintas y los
residuos que interactian en forma de palos y bolas. Las lineas discontinuas de color azul
presentan enlaces de tipo puente de hidrégeno.
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Tabla 3-8: Resumen de la Interaccion glargina- sitio 1 de unién de la protbmero IGF1R
del receptor hibrido (modelo 2).

Puente de

L1(IR):Lys40:HZ3 - GlyB20:0 1.851 hidrégeno
Puente de

L1(IR):Arg42:HH11 - TyrB16:0H 2.29145 hidrégeno
Puente de

Fnlll-I(IGF1R):Tyr517:HH - SerB9:0G | 2.32383 hidrégeno
aCT(IGF1R):Asn728:HD21 - Puente de
GluA4:0E1 2.13581 hidrégeno

Puente de

TyrB16:HH - L1(IR):Lys40:0 2.1377 hidrégeno
Puente de

lleA2:HN - aCT(IGF1R):Asn728:0D1 2.54413 hidrégeno
ValA3:HN - a- Puente de
CT(IGF1R):Asn728:0D1 2.28985 hidrégeno
GlyB8:HA2 - Fnlll- Puente de
I(IGF1R): Tyr517:0OH 2.90977 hidrégeno

TyrB16 - L1(IR):Lys40 4.46327 Hidrofébico
PheB24 - L1(IR):Leu37 4.44809 | Hidrofébico

En resumen, estos resultados presentados nos permiten proponer por primera vez un
modelo del receptor hibrido unido a glargina, y describir las hipotéticas interacciones

encontradas en dicho complejo.
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4.Discusion

Este proyecto tuvo como propdsito realizar un acercamiento in silico a la interaccion
ligando-receptor observada entre la insulina glargina y el receptor hibrido IR/IGF1R. Esto
partié por proponer un modelo estructural 3D del receptor hibrido unido a glargina, para lo
cual se disefié un estudio In silico de modelado molecular y de acoplamiento molecular.
Como resultado final se logré proponer un modelo final de la estructura 3D del apo-receptor
(receptor libre) y otro modelo para el Holo-receptor (complejo receptor glargina), y se
analizaron las interacciones del complejo glargina-receptor hibrido. Aunque se trata de un
modelo hipotético, el presente trabajo representa un estudio pionero en el campo, y se
constituye en el primer documento en proponer una hipotética estructura para este
complejo ligando-receptor y para el receptor hibrido IR/IGF1R, cuya expresiéon en las
células se encuentra reportada. Desde este punto de vista, este trabajo es novedoso y se
constituye en el primer documento en proponer un modelo 3D de la porcion extracelular

del receptor hibrido IR/IGF1R.

A diferencia de los receptores diméricos clasicos bastante estudiados, como son el
receptor de insulina (dimero IR/IR) y el receptor de IGF1 (dimero IGF1R/IGF1R), el
receptor hibrido IR/IGF1R es muy poco conocido tanto a nivel de su estructura
tridimensional como de su mecanismo de activacion (McKern et al., 2006; Smith et al.,
2010; Menting et al., 2013, 2014; Croll et al., 2016; Scapin et al., 2018; Gutmann et al.,
2018, 2020; Weis et al., 2018; Xu et al., 2018, 2020; Uchikawa et al., 2019; Li et al., 2019;
Zhang et al., 2020). Menting et al. (2015) realiz6 una aproximaciéon de algunas porciones

de los dominios del receptor hibrido como es el dominio L1 y CR de IR, y una minima
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib30
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib31
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib61
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib60
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib55
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib24
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9364964/#bib63

84 Estudio in silico de la interaccion entre la insulina glargina y el
receptor hibrido IR/IGF1R

porcion del segmento a-CT de IGF1R en complejo con el ligando IGF1 (Menting et al.,
2015). De modo similar, Xu et al. (2022) presentd un modelo estructural 3D del receptor
hibrido en complejo con IGF1, seccionado en dos partes (Head y Legs) (Xu et al., 2022) el

cual presenta la conformacion activa en forma de r-Shaped.

Nuestro trabajo constituye una aproximacién complementaria para el entendimiento de
este complejo proteico. Con base en dicho estudio estructural, Xu et al. (2022) han
sugerido que la activacion del receptor hibrido involucraria un reordenamiento
conformacional de IGF1R, desde una conformacion Apo-state en reposo a una
conformacion activa en forma de r o -Shaped (Xu et al., 2022). Debido a la identidad de
secuencia del 57% entre los ectodominios de IR e IGF1R (Kim & Accili, 2002;
Malaguarnera & Belfiore, 2011; J. Whittaker & Whittaker, 2005), es posible que cambios
conformacionales similares afecten al protémero IR (Kavran et al., 2014; Lee et al., 2014).
En nuestro estudio se encontr6 que el receptor hibrido muestra una conformacién en forma
de T, la que podria representar una conformacion activa alterna de IR (Gutmann et al.,
2017; Yang et al., 2021). Estas discrepancias, mas que invalidar los resultados obtenidos,
podrian representar informacion complementaria para este sistema. Se requieren estudios

experimentales para explorar este punto.

Al revisar las distancias de los extremos C-terminales de cada unidad del dimero en
nuestro modelo propuesto del receptor hibrido IR/IGF1R, se observa una distancia de
38.03 A, mientras que los protémeros del receptor hibrido en forma de -Shaped (Xu et al.,
2022), presentan una distancia de 35.18 A. Las distancias de los protémeros en la
estructura disponible del receptor IR/IR (6PXV) el cual se encuentra en una conformacion

de T-Shaped presenta una distancia de 43.42 A (Uchikawa et al., 2019). Solo a modo de
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especulacion, quizas el modelo hipotético propuesto para el receptor hibrido IR/IGF1R
presenta una posible reorganizacion estructural de uno de los estado activos, lo cual se ha
propuesto previamente para IR (Yang et al., 2021). Esta suposicion esta respaldada por la
estructura cristalogréafica de la porcion parcial del receptor hibrido (PDB 4XSS) (Menting et
al., 2015), que tiene los dominios L1-CR de IR en complejo con la region aCT de IGF1R.
Por tanto, esta estructura indicaria que los protomeros IR e IGF1R del receptor hibrido
IR/IGF1R se ensamblan de forma analoga a la observada en los receptores diméricos IR/IR

e IGF1R/IGF1R en su apo-conformacién (Turvey et al., 2022).

Aunque no se haya mostrado en los resultados presentados, en el modelo del receptor
hibrido propuesto aqui, entre los protomeros IR e IGF1R se observan interacciones de tipo
puentes salinos, donde participan los siguientes residuos interactuantes de IR e IGF1R,
respectivamente, Arg372-Glu590, Asp404-Arg480, Lys460-Asp424. Estos residuos se

localizan en los subdominios L2 y Fnlll-1 de cada una de las porciones del hibrido.

El modelo obtenido del receptor hibrido sin ligando se utilizé para buscar otros modelos
mediante el método alternativo de acoplamiento molecular. Por medio de esta
aproximacioén se obtuvieron 179 modelos computacionales del complejo glargina-receptor
hibrido IR/IGF1R, y después de aplicar criterios de seleccion se llegdé a un modelo final de
este complejo. Sin embargo, este modelo fue descartado por su baja calidad estructural.
Los criterios se basaron en la hipotética alta homologia estructural que debe existir para la
union del ligando (insulina, glargina e IGF1) al sitio 1 de unién en los receptores IR e IGF1R,
de los cuales se tiene bastante informacion de tipo estructural (Whittaker et al., 2001; de
Meyts & Whittaker, 2002; Whittaker et al., 2008; Hua, 2010; Menting et al., 2013, 2014; Xu

et al.,, 2018; Li et al., 2019). Cabe resaltar que los modelos hipotéticos del complejo
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glargina-receptor hibrido IR/IGF1R, fueron sometidos a una evaluacion de calidad
estructural y conformacional con el fin de validar nuestros supuestos. Por Ultimo, se evalué
el root mean square deviation (RMSD) realizando una superposicion del modelo del
receptor hibrido IR/IGF1R en ausencia y/o presencia del ligando frente a la estructura
plantilla utilizada en la seccion 2.2, obteniendo valores RMSD de 0.124 y 0.156
respectivamente. Estos valores indican que existe similitud de las estructuras
tridimensionales a las coordenadas atomicas de los cuerpos rigidos, respecto a la plantilla
utilizada y ésta, a su vez, presenta similitud respecto a la estructura PDB: 6PXV usada
como estructura base para llegar a la plantilla propuesta por nuestro grupo (Gonzalez-
Beltran & Gémez-Alegria, 2021). Asi mismo no podemos descartar la posibilidad que los
modelos hipotéticos propuestos difieran a lo que se observa a nivel celular en el ambiente
nativo en el cual sucede esta interaccién, por lo que se requeriran nuevos estudios

experimentales que nos permitan descifrar esto.

La caracterizacion y evaluacién de los modelos hipotéticos propuestos nos permitio
clasificar el modelo 2 como el mas acorde a nivel tedrico. El cual presentd interacciones
de diferente tipo entre el ligando glargina y el sitio 1 de unién en cada protomero del
receptor hibrido. Para el protbmero de IR del modelo de receptor hibrido IR/IGF1R la
interaccion ligando-receptor involucraria los siguientes aminoacidos interactuantes de
glargina: GlyAl, lleA2, TyrAl9, TyrB16, PheB24, PheB25 y TyrB26. Smith et al. (2003) y
De Meyts (2004) sugieren que los amino&cidos GlyAl, lleA2, TyrA19, TyrB16, PheB24,
PheB25 y TyrB26 en su anélogo insulina en interaccion con IR, son parte de la superficie
cldsica de unién (Smith et al.,, 2003; De Meyts, 2004; Menting et al., 2013). Los

aminoacidos PheB24 y PheB25 aumenta la afinidad del ligando por el receptor y junto a
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TyrB26 se consideran esenciales para la cooperatividad negativa observada en la unién
del ligando a esta familia de receptores (Smith et al., 2003; De Meyts, 2004; Menting et al.,
2013, 2014 Lawrence, 2021). En el protémero IR del receptor hibrido IR/IGF1R estan los
aminoacidos Asn711, Val715, Pro716 y Arg717. Otros autores trabajando con el receptor
IR, han mostrado que los aminoacidos Asn711 y Val715 se ven involucrados en el
reordenamiento del segmento aCT del receptor IR al unir su ligando insulina. En la
interaccion entre glargina y el sitio 1 del protdmero IGF1R en el modelo de receptor hibrido,
glargina mostré los siguientes residuos interactuantes: lleA2, ValA3, GlyB8, SerB9, TyrB16
y PheB24. Los mismos residuos del ligando insulina se ven involucrados en el complejo
homologo insulina-IR (Smith et al., 2003; De Meyts, 2004; Menting et al., 2013). En este
complejo, los residuos ValA3, GlyB8 y SerB9 de insulina estan también involucrados en el
reordenamiento del segmento aCT de IR en el sitio 1 de unién (Smith et al., 2003; De
Meyts, 2004; Menting et al., 2013, 2014; Lawrence, 2021). En el protémero IGF1R del
modelo de receptor hibrido IR/IGF1R, se encuentra el aminoacido Asn728 del segmento
aCT el cual interactia con glargina, y la interaccion de este aminoacido no ha sido

reportada previamente (Xu et al., 2018).

Las interacciones intermoleculares reportadas para los protomeros IR e IGF1R como parte
de la superficie clasica de unién, estan respaldadas por diferentes estudios experimentales
(Smith et al., 2003; De Meyts, 2004; Menting et al., 2013). Mas aln, recientemente, Viola
et al. (2023) comparé la sefializacion de insulina e IGF1 mediada por IR de Drosophila 'y
humanos, determinando el involucramiento de la superficie clasica de unién tanto del
ligando como del sitio 1 del receptor. Esto indica que las interacciones de tipo puente de

hidrégeno reportadas se forman de manera habitual en este sistema de sefalizacion de
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insulina con esta subfamilia de receptores TRKs. Realizando un andlisis de las
interacciones presentes entre glargina y cada porcion del receptor hibrido, se evidencia
gue las interacciones mas prominentes e importantes para estabilizar el complejo receptor-
ligando son de tipo puentes de hidrogeno. De acuerdo con esto, llama la atencién algunas
interacciones por puentes de hidrégeno con aminoacidos como valina y prolina. En este
respecto, es necesario aclarar que el concepto original de enlace de hidrégeno X-H---Y,
donde X es un atomo altamente electronegativo (como N, O o F), se ampli6 en el afio 2000
para incluir también al carbono (C-H---Y) (Hobza & Havlas, 2000). Tras mas
investigaciones al respecto, Yu y colaboradores reportaron que la valina puede formar
enlaces de tipo puente de hidrogeno debido a que los grupos funcionales de la valina de
acuerdo con su cambio estérico pueden comportarse como un aceptor o donador en la
formacion de enlaces tipo puente de hidrégeno, todo esto fue demostrado utilizando como
base criterios energéticos, geométricos y de densidad electrénica (Yu et al., 2006). Por
otro lado, aunque la Prolina no es un donante de enlaces de hidrégeno tradicional, se ha
reportado que los hidrégenos del anillo de prolina son estéricamente accesibles y permiten
enlaces C-H polarizados en Ha y Hb que pueden utilizarse como sitios alternativos para el
reconocimiento entre proteinas (Daniecki et al., 2022). De acuerdo con lo anterior, se
confirma que las interacciones encontradas en nuestro estudio son interesantes y dan

cuenta de la complejidad de la interaccion entre glargina y los receptores IR e IGF1R.

En cuanto a las afinidades de union tedricas calculadas (Kd) para nuestro sistema glargina-
receptor hibrido, estas resultaron tener valores de 1.4 y 7.0 nM para los protébmeros IR e
IGF1R, respectivamente. Estos valores teodricos concuerdan con los valores

experimentales descritos por Sommerfeld et al. (2010), quienes reportaron afinidades de
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union experimentales (Kd) de 1.10 y 63.2 nM para los protomeros IR e IGF1R,
respectivamente, mientras que Pierre-Eugéne et al. (2012) describe que a nivel general el
receptor hibrido al interactuar con glargina este presenta una EC50 de 6.28 nM. Esta
concordancia en cierta medida le proporciona algun grado de validez al modelo propuesto
y al presente estudio tedrico computacional. A pesar de esto, reconocemos las limitaciones
de nuestro estudio, y somos conscientes de que los datos tedéricos propuestos aqui deben
ser validados experimentalmente, mas aun considerando el hecho de que para modelar el
receptor hibrido fue necesario utilizar como plantilla un modelo predictivo porque ninguna
de las plantillas propuestas por el servidor dio resultados positivos. Aunque esto no es lo
mas indicado, el uso de modelos predictivos como plantilla ya ha sido descrito en la
literatura (Kundrotas et al.,2012), de manera que decidimos explorar dicha posibilidad, y
fue esta innovacion lo que nos permitié obtener los resultados positivos mostrados en esta
tesis. Tenemos claro que esto, evidentemente, representa una clara limitacion de este
trabajo. De no haber sido asi, nos hubiésemos visto obligados a iniciar una nueva tesis. Y
todo esto en plena pandemia de Covid-19, cuando ni siquiera era posible ingresar al
laboratorio para realizar algun trabajo préctico.

En cuanto a la estrategia de modelamiento empleada en este trabajo (modelamiento por
homologia), es importante sefialar que nuestro sistema de estudio es bastante complejo
pues involucra a tres proteinas interactuantes, dos de ellas forman el ectodominio del
receptor (dimero IR e IGF1R) y la tercera corresponde al ligando glargina. De las diferentes
estrategias posibles para realizar el modelamiento, nos dimos cuenta de que el servidor
Swiss Model (Waterhouse et al., 2018) al momento de iniciar el trabajo era el Unico que

permitia realizar modelamientos por homologia para complejos proteicos oligoméricos.
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Aunque los estudios In silico tienen limitaciones respecto de los estudios experimentales o
de laboratorio humedo como la Difraccion de rayos X o la Crio microscopia electrénica, no
por ello dejan de ser validos y son cada vez mas frecuentes. En paises en vias de
desarrollo, donde los recursos y la disponibilidad de equipos robustos representa una
limitante importante, este tipo de estudios In silico constituyen una herramienta que ayuda
a disminuir la brecha de generacion de nuevo conocimiento con respecto a los paises
desarrollados. Y aunque las técnicas experimentales sean el gold standard en la
determinacion de la estructura 3D de proteinas, ho contamos con equipos de este tipo ni
con la experticia profesional requerida para estos abordajes de alta complejidad en nuestro
medio. Sumado a lo anterior, el receptor estudiado en el presente trabajo es de por si un
sistema complejo, pues a la complejidad que representa el trabajo con proteinas de
membrana en cuanto a las dificultades de solubilizacion (Seeger, 2017), se suma el hecho
de que los receptores de esta subfamilia presentan, ademas, una estructura cuaternaria
compleja que implica la asociacién de dos protémeros diferentes (IR e IGF1R) y con
formacion de enlaces covalentes entre ellos para generar el receptor hibrido IR/IGF1R,
donde cada protdmero esta constituido a su vez por dos subunidades (a y B) unidas
covalentemente (Benyoucef et al., 2007; Blanquart et al., 2008; Pandini et al., 2002). Asi,
en sistemas estructurales complejos como el tratado en el presente trabajo, los métodos
de prediccidn computacionales pueden proporcionar una ayuda valiosa para descifrar
aspectos estructurales (Karaca & Bonvin, 2013; M. T. J. Smith & Rubinstein, 2014; Lensink
et al., 2020).

En este trabajo se uso el servidor Swiss Model debido a su facilidad de uso, y a que es
una de las herramientas mas utilizadas en la prediccibn de estructuras proteicas

(Waterhouse et al., 2018; Haddadid et al., 2020). Esta plataforma tiene la ventaja de que
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se pueden utilizar secuencias de mas de dos mil residuos de aminoacidos en formato
FASTA, tanto en la opciéon del target como del heterotarget de su interfaz. Para
comparacion, el servidor Protein homologY Recognition Engine V 2.0 (Phyre?) (Kelley et
al., 2015), permite cargar un maximo de mil quinientos residuos en formato FASTA y el
servidor Robetta (Kim et al., 2004) permite cargar un maximo de dos mil y un residuos.
Para obtener el modelo del receptor hibrido en complejo con glargina utilizamos un total
de 2735 aminoécidos y como template el modelo de IGF1R en complejo con el metabolito
M1 de glargina publicado previamente por nuestro grupo (Gonzélez-Beltran & Gémez-
Alegria, 2021). Durante el desarrollo de este estudio, se intenté utilizar la herramienta de
prediccion AlphaFold, pero no se obtuvieron resultados. AlphaFold es considerada la
herramienta méas exacta para la prediccion de estructuras proteicas, segun la comunidad
CAPRI (Wodak et al., 2023). Esta herramienta permite cargar un maximo de 4000 residuos
en formato FASTA, pero no permite la adicién de algun tipo de template, lo que si permite
la herramienta Swiss-Model. AlphaFold utiliza algoritmos de prediccién de estructuras
basados en inteligencia artificial y técnicas de simulacion molecular mediante una red
neuronal (Evans et al., 2022).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion propuso por primera vez dos modelos
predictivos: uno para el complejo entre el receptor de insulina en complejo y glargina y otro
para el complejo entre el receptor de IGF1 y glargina. A la fecha de hoy, la estructura 3D
de ninguno de dichos complejos se conoce. En ambos casos, el dominio extracelular de
estos receptores es un homodimero, esto es, IR/IR (para el receptor de insulina) o
IGF1R/IGF1R (para el receptor IGF1R). Sin embargo, en nuestras células y tejidos, no solo
tenemos estos receptores homodiméricos; también se expresa el receptor heterodimérico

IR/IGF1R, cuya estructura 3D se desconoce tanto en su forma apo (sin ligando) como en
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su forma holo (en complejo con ligando). El presente trabajo se enfoc6 exclusivamente en
el receptor heterodimérico (IR/IGF1R), proponiendo un modelo predictivo de la estructura
3D del dominio extracelular del receptor hibrido en su forma y en su forma holo (en
complejo con glargina). Con base en esto, los resultados de este trabajo describen algo
totalmente nuevo y representan generacion de nuevo conocimiento cientifico, pues estas
estructuras se desconocen se desconocen hoy en dia. Asi, el presente trabajo no solo da
continuidad a los trabajos previos del grupo, sino que los extiende, y genera nuevo

conocimiento, esta vez en relacion con el receptor hibrido.

Finalmente, pensamos que este trabajo aporta al entendimiento de los aspectos
estructurales, funcionales y bioquimicos del sistema glargina-receptor hibrido IR/IGF1R, y
podria ayudar al disefio de nuevos analogos de insulina en el futuro. Esto porgue el sistema
glargina-receptor hibrido IR/IGF1R ha sido relacionado con mitogénesis inducida por este
farmaco en diferentes modelos celulares (Pierre-Eugene et al., 2012; Sommerfeld et al.,
2010) y otros autores han sugerido que el uso prolongado de este farmaco en pacientes
diabéticos estaria relacionado con riesgo de desarrollar cancer (Mannucci et al., 2010;
Ruiter et al., 2011; Sciacca et al., 2012; Vigneri et al., 2020) lo que ha generado cierta

controversia en la comunidad cientifica.
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5.Conclusiones

1. Se propuso un hipotético modelo estructural para el ectodominio del receptor

hibrido IR/IGF1R tanto libre como unido al ligando glargina.

2. Se analizaron las interacciones entre la insulina glargina y el receptor hibrido

IR/IGF1R en el modelo propuesto.

3. Las constantes de afinidad (Kd) calculadas tedricamente para nuestro modelo
glargina-receptor hibrido concuerdan con los valores determinados
experimentalmente por otros autores, proporcionando cierta validez al presente

estudio.

6.Recomendaciones

1. Disefiar estudios experimentales para corroborar la informacién hipotética
obtenida en el presente trabajo. Se sugiere usar herramientas bioinformaticas

bajo licencia comercial para realizar este tipo de estudios.

2. Enfocar la informacién teorica y experimental futura hacia el disefio de nuevos

farmacos anélogos de insulina.

3. Se sugiere usar herramientas bioinforméticas bajo licencia comercial para

realizar este tipo de estudios.
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ANEXOS

Anexo 1. Secuencias usadas para la construccion del modelo de receptor hibrido

IR/IGF1R libre (sin ligando).

Secuencia target IR (1327 aa):

VIEGHLQILLMFKTRPEDFRDLSFPKLIMITDYLLLFRVYGLESLKDLEFPNLTVIRGSRLEFNYALVIFEMV
HLKELGLYNLMNITRGSVRIEKNNELCYLATIDWSRILDSVEDNYIVLNKDDNEECGDICPGTAKGKTNCPA
TVINGQFVERCWTHSHCQKVCPTICKSHGCTAEGLCCHSECLGNCSQPDDPTKCVACRNEFYLDGRCVETCPP
PYYHFQDWRCVNEFSFCODLHHKCKNSRRQGCHQYVIHNNKCIPECPSGYTMNSSNLLCTPCLGPCPKVCHLL
EGEKTIDSVTSAQELRGCTVINGSLIINIRGGNNLAAELEANLGLIEEISGYLKIRRSYALVSLSFFRKLRL
IRGETLEIGNYSFYALDNONLRQLWDWSKHNLTITQGKLFFHYNPKLCLSEIHKMEEVSGTKGRQERNDIAL
KTNGDQASCENELLKEFSYIRTSFDKILLRWEPYWPPDFRDLLGEFMLEYKEAPYQONVTEFDGQDACGSNSWTV
VDIDPPLRSNDPKSONHPGWLMRGLKPWTQYATFVKTLVTEFSDERRTYGAKSDIIYVQTDATNPSVPLDPIS
VSNSSSQITILKWKPPSDPNGNITHYLVEFWERQAEDSELFELDYCLKGLKLPSRTWSPPFESEDSQKHNQSEY
EDSAGECCSCPKTDSQILKELEESSFRKTFEDYLHNVVEVPRPSRKRR : SLGDVGNVTVAVPTVAAFPNTSS
TSVPTSPEEHRPFEKVVNKESLVISGLRHFTGYRIELQACNQDTPEERCSVAAYVSARTMPEAKADDIVGPV
THEIFENNVVHLMWQEPKEPNGLIVLYEVSYRRYGDEELHLCVSRKHFALERGCRLRGLSPGNYSVRIRATS
LAGNGSWTEPTYEFYVTDYLDVPSNIAKIIIGPLIFVFLEFSVVIGSIYLFLRKROPDGPLGPLYASSNPEFLT
ASDVEFPCSVYVPDEWEVSREKITLLRELGQGSFGMVYEGNARDIIKGEAETRVAVKTVNESASLRERIEFLN
EASVMKGFTCHHVVRLLGVVSKGQPTLVVMELMAHGDLKSYLRSLRPEAENNPGRPPPTLOQEMIQMAAETAD
GMAYLNAKKFVHRNLAARNCMVAHDFTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKGLLPVRWMAPESLKDGVETTSS
DMWSFGVVLWEITSLAEQPYQGLSNEQVLKEFVMDGGYLDQPDNCPERVTDLMRMCWQEFNPKMRPTFLEIVNL
LKDDLHPSFPEVSFFHSEENKAPESEELEMEFEDMENVPLDRSSHCQREEAGGRDGGSSLGFKRSYEEHIPY
THMNGGKKNGAAATAPRSNPSLESSGLEVLEQ

Secuencia Heterotarget IGF1R (1337 aa):

EICGPGIDIRNDYQQLKRLENCTVIEGYLHILLISKAEDYRSYRFPKLTVITEYLLLFRVAGLESLGDLEPN
LTVIRGWKLEYNYALVIFEMTNLKDIGLYNLRNITRGAIRIEKNADLCYLSTVDWSLILDAVSNNYIVGNKP
PKECGDLCPGTMEEKPMCEKTTINNEYNYRCWTTNRCQKMCPSTCGKRACTENNECCHPECLGSCSAPDNDT
ACVACRHYYYAGVCVPACPPNTYRFEGWRCVDRDFCANILSAESSDSEGEFVIHDGECMQECPSGEIRNGSQS
MYCIPCEGPCPKVCEEEKKTKTIDSVTSAQMLOGCTIFKGNLLINIRRGNNIASELENFMGLIEVVTGYVKI
RHSHALVSLSFLKNLRLILGEEQLEGNYSEFYVLDNONLOQOQLWDWDHRNLTIKAGKMYFAFNPKLCVSEIYRM
EEVTGTKGROSKGDINTRNNGERASCESDVLHFTSTTTSKNRIIITWHRYRPPDYRDLISEFTVYYKEAPEFKN
VITEYDGOQDACGSNSWNMVDVDLPPNKDVEPGILLHGLKPWTQYAVYVKAVTLTMVENDHIRGAKSEILYIRT
NASVPSIPLDVLSASNSSSQLIVKWNPPSLPNGNLSYYIVRWORQPODGYLYRHNYCSKDKIPIRKYADGTI
DIEEVTENPKTEVCGGEKGPCCACPKTEAEKQAEKEEAEYRKVFENFLHNSIFVPRPERKRR : DVMQVANTT
MSSRSRNTTAADTYNITDPEELETEYPFFESRVDNKERTVISNLRPFTLYRIDIHSCNHEAEKLGCSASNEV
FARTMPAEGADDIPGPVTWEPRPENSIFLKWPEPENPNGLILMYEIKYGSQVEDQRECVSRQEYRKYGGAKL
NRLNPGNYTARIQATSLSGNGSWIDPVFEFYVQAKTGYENFIHLIIALPVAVLLIVGGLVIMLYVEFHRKRNNS
RLGNGVLYASVNPEYFSAADVYVPDEWEVAREKITMSRELGQOGSFGMVYEGVAKGVVKDEPETRVAIKTVNE
AASMRERIEFLNEASVMKEFNCHHVVRLLGVVSQGQPTLVIMELMTRGDLKSYLRSLRPEMENNPVLAPPSL
SKMIQMAGEIADGMAYLNANKEFVHRDLAARNCMVAEDEFTVKIGDEFGMTRDIYETDYYRKGGKGLLPVRWMSP
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ESLKDGVFTTYSDVWSFGVVLWEIATLAEQPYQGLSNEQVLRFVMEGGLLDKPDNCPDMLFELMRMCWQYNP
KMRPSFLEIISSIKEEMEPGFREVSEFYYSEENKLPEPEELDLEPENMESVPLDPSASSSSLPLPDRHSGHKA
ENGPGPGVLVLRASFDERQPYAHMNGGRKNERALPLPQSSTC

Anexo 2. Secuencias usadas para la construccién del modelo de receptor hibrido
IR/IGF1R en complejo con glargina.

Secuencia Target:

Proglargina (74 aa):

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGEFFYTPKTRREAEDLQGSLOPLALEGSLOKRGIVEQCCTSICSLYQLENY
CG

Cadigo de colores:

Rojo subrayado: glargina (Cadena A)
Rojo: glargina (Cadena B)

Sin color: péptido C de insulina

Secuencia target IR (1327 aa):

VIEGHLOQILLMFKTRPEDFRDLSFPKLIMITDYLLLFRVYGLESLKDLEFPNLTVIRGSRLFFNYALVIFEMV
HLKELGLYNLMNITRGSVRIEKNNELCYLATIDWSRILDSVEDNYIVLNKDDNEECGDICPGTAKGKTNCPA
TVINGQFVERCWTHSHCQKVCPTICKSHGCTAEGLCCHSECLGNCSQPDDPTKCVACRNEFYLDGRCVETCPP
PYYHFQODWRCVNEFSFCODLHHKCKNSRRQGCHQYVIHNNKCIPECPSGYTMNSSNLLCTPCLGPCPKVCHLL
EGEKTIDSVTSAQELRGCTVINGSLIINIRGGNNLAAELEANLGLIEEISGYLKIRRSYALVSLSEFFRKLRL
IRGETLEIGNYSEFYALDNONLRQLWDWSKHNLTITQGKLEFFHYNPKLCLSEIHKMEEVSGTKGRQERNDIAL
KTNGDQASCENELLKFSYIRTSFDKILLRWEPYWPPDFRDLLGFMLEYKEAPYQONVTEFDGODACGSNSWTV
VDIDPPLRSNDPKSQONHPGWLMRGLKPWTQYAIFVKTLVTFSDERRTYGAKSDIIYVQTDATNPSVPLDPIS
VSNSSSQIILKWKPPSDPNGNITHYLVEFWERQAEDSELFELDYCLKGLKLPSRTWSPPFESEDSQKHNQSEY
EDSAGECCSCPKTDSQILKELEESSFRKTFEDYLHNVVEVPRPSRKRR : SLGDVGNVTVAVPTVAAFPNTSS
TSVPTSPEEHRPFEKVVNKESLVISGLRHFTGYRIELQACNQDTPEERCSVAAYVSARTMPEAKADDIVGPV
THEIFENNVVHLMWQEPKEPNGLIVLYEVSYRRYGDEELHLCVSRKHFALERGCRLRGLSPGNYSVRIRATS
LAGNGSWTEPTYEFYVTDYLDVPSNIAKIIIGPLIFVFLESVVIGSIYLFLRKROPDGPLGPLYASSNPEFLT
ASDVFPCSVYVPDEWEVSREKITLLRELGOGSFGMVYEGNARDI IKGEAETRVAVKTVNESASLRERIEFLN
EASVMKGFTCHHVVRLLGVVSKGQPTLVVMELMAHGDLKSYLRSLRPEAENNPGRPPPTLQEMIQMAAETAD
GMAYLNAKKEVHRNLAARNCMVAHDFTVKIGDEFGMTRDIYETDYYRKGGKGLLPVRWMAPESLKDGVETTSS
DMWSEFGVVLWEITSLAEQPYQGLSNEQVLKFVMDGGYLDQPDNCPERVTDLMRMCWQFNPKMRPTFLEIVNL
LKDDLHPSFPEVSFFHSEENKAPESEELEMEFEDMENVPLDRSSHCQREEAGGRDGGSSLGFKRSYEEHIPY
THMNGGKKNGAAATAPRSNPSLESSGLEVLEFQ
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Secuencia Heterotarget IGF1R (1337 aa):

EICGPGIDIRNDYQQLKRLENCTVIEGYLHILLISKAEDYRSYRFPKLTVITEYLLLFRVAGLESLGDLEPN
LTVIRGWKLEYNYALVIFEMTNLKDIGLYNLRNITRGAIRIEKNADLCYLSTVDWSLILDAVSNNYIVGNKP
PKECGDLCPGTMEEKPMCEKTTINNEYNYRCWTTNRCQKMCPSTCGKRACTENNECCHPECLGSCSAPDNDT
ACVACRHYYYAGVCVPACPPNTYRFEGWRCVDRDFCANILSAESSDSEGFVIHDGECMQECPSGFIRNGSQS
MYCIPCEGPCPKVCEEEKKTKTIDSVTSAQMLOGCTIFKGNLLINIRRGNNIASELENFMGLIEVVTGYVKI
RHSHALVSLSFLKNLRLILGEEQLEGNYSEFYVLDNONLOQQLWDWDHRNLTIKAGKMYFAFNPKLCVSEIYRM
EEVTGTKGRQSKGDINTRNNGERASCESDVLHFTSTTTSKNRITIITWHRYRPPDYRDLISFTVYYKEAPEFKN
VTEYDGQDACGSNSWNMVDVDLPPNKDVEPGILLHGLKPWTQYAVYVKAVTLTMVENDHIRGAKSEILYIRT
NASVPSIPLDVLSASNSSSQLIVKWNPPSLPNGNLSYYIVRWOQROPODGYLYRHNYCSKDKIPIRKYADGTI
DIEEVTENPKTEVCGGEKGPCCACPKTEAEKQAEKEEAEYRKVFENFLHNSIFVPRPERKRR : DVMQVANTT
MSSRSRNTTAADTYNITDPEELETEYPFFESRVDNKERTVISNLRPFTLYRIDIHSCNHEAEKLGCSASNEV
FARTMPAEGADDIPGPVTITWEPRPENSIFLKWPEPENPNGLILMYEIKYGSQVEDQRECVSRQEYRKYGGAKL
NRLNPGNYTARIQATSLSGNGSWIDPVFFYVQAKTGYENFIHLITIALPVAVLLIVGGLVIMLYVFHRKRNNS
RLGNGVLYASVNPEYFSAADVYVPDEWEVAREKITMSRELGQGSFGMVYEGVAKGVVKDEPETRVAIKTVNE
AASMRERIEFLNEASVMKEFNCHHVVRLLGVVSQGQPTLVIMELMTRGDLKSYLRSLRPEMENNPVLAPPSL
SKMIQMAGEIADGMAYLNANKFVHRDLAARNCMVAEDEFTVKIGDEFGMTRDIYETDYYRKGGKGLLPVRWMSP
ESLKDGVFTTYSDVWSFGVVLWEIATLAEQPYQGLSNEQVLRFVMEGGLLDKPDNCPDMLFELMRMCWQYNP
KMRPSFLEIISSIKEEMEPGFREVSEFYYSEENKLPEPEELDLEPENMESVPLDPSASSSSLPLPDRHSGHKA
ENGPGPGVLVLRASFDERQPYAHMNGGRKNERALPLPQSSTC
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