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1 Introduccion



1.1 Interés general de los glicanos

De una forma amplia, podemos definir la glicobiologia como el estudio de
la estructura, biosintesis, biologia y evolucién de los sacaridos (también lla-
mados carbohidratos, cadenas de azicares o glicanos) que podemos encon-
trar en la naturaleza, asi como de las proteinas que los reconocen e interac-

tian con ellos.

Ademas de ser los compuestos organicos mas abundantes del planeta! los
glicanos juegan un papel crucial en un gran conjunto de organismos, tanto
por sus funciones estructurales (p.ej. celulosa) o de almacenamiento de ener-
gia (p.ej. almidén, glucégeno), como por codificar un lenguaje de comunica-
cién molecular. Encontramos glicanos recubriendo la superficie de cada cé-
lula, proporcionando una identidad especifica para cada una de ellas, o bien
enlazados covalentemente a diversas proteinas® modificando selectivamente
su actividad o bien proporcionandoles propiedades especificas (solubilidad,
localizacién celular, funciones biologicas especificas, etc). La glicosidacién de
moléculas organicas es también muy frecuente en productos naturales, con-
firiéndoles las propiedades biolégicas y fisicoquimicas necesarias para su fun-
cion. De esta forma, los glicanos estan directamente relacionados con proce-
sos de reconocimiento y comunicacion molecular y celular, y su estudio y
desarrollo proporciona una diana terapéutica en potencia como marcadores
de enfermedades, biosensores, farmacos e incluso vacunas de procesos infec-
ciosos, de respuesta inmunologica o bien cancerigenos®. El amplio abanico de
funciones en las que los carbohidratos se hallan involucrados incluye también
otros campos mas relacionados con la industria, como la produccién de nue-
vos biomateriales, en los que encontramos carbohidratos enlazados a poli-
meros (almidén, glicbgeno) asi como también en la pared celular de las plan-
tas (celulosa, hemi-celulosa) adquiriendo propiedades de almacenamiento
energético o permitiendo su uso como laminas de recubrimiento flexibles?. El
uso de proteinas enlazadas a carbohidratos es actualmente muy utilizado
para la modificacion de los glicanos en otras industrias como por ejemplo la
industria de la alimentacion, textil o del papel®.

Queda claro que los glicanos abarcan una gran variedad de funciones y
productos en los que juegan un papel fundamental y es por este motivo que
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su estudio y obtencién genera cada vez mas interés en el mundo cientifico.
Pero ;jqué son los glicanos? ; Cémo podemos obtenerlos?

1.2  Glicanos

El término glicano generalmente se usa para definir a los carbohidratos,
ya sean mono-, oligo- o polisacaridos, asi como sus conjugados tales como
glicoproteinas (carbohidratos enlazados a proteinas) o glicolipidos (carbohi-
dratos enlazados a un compuesto lipidico). Los glicanos presentan propieda-
des y estructuras muy complejas conforme sus unidades se unen formando
estructuras tridimensionales. Esta complejidad se entiende debido a la gran
variedad de enlaces posibles entre el carbono anomérico (carbono 1) de cada
unidad (monosacérido), el cual puede unirse formando enlaces con estereo-
quimica de tipo o o 3 con otro monosacarido via enlaces tipo 1-1, 1-2, 1-3,
1-4 0 1-6 (es decir, con cualquier hidroxilo del otro monosacéarido) (Figura
1.1), dando como resultado un complejo polimérico que puede ser lineal,
ramificado, o sustituido multiples veces por otros grupos funcionales.” Los
carbohidratos también pueden unirse a una proteina (ya sea a través de un
atomo de O o de N), con un lipido, un acido nucleico o con una molécula
organica (enlace O-glicosidico, N-, C- e incluso S-glicosidico).

HO

HO

Figura 1.1: Las lineas de puntos muestran los posibles enlaces glicosidicos entre dos glucosas.
Se destaca con el circulo rojo el carbono anomérico que puede tener el sustituyente en posicion

alfa o beta.

Ademas, a diferencia de las proteinas o el ADN; los glicanos no se forman
siguiendo un patron estdndar, sino que la reaccién de formacioén de un enlace
glicosidico entre dos monosacéridos, o entre un carbohidrato y otro sistema
organico, viene influenciada por diversos factores como por ejemplo el meta-
bolismo celular, el tipo de célula, la etapa de desarrollo y/o la disponibilidad
de nutrientes.
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1.3  Enlace glicosidico

La formacion del enlace glicosidico es entonces fundamental en la sintesis
de oligo- y polisacaridos, asi como de los glicoconjugados mencionados ante-
riormente. Esta reaccion puede realizarse in vitro, mediante métodos quimi-
cos, en la que un sustrato dador, generalmente un monosacarido que en una
de las posiciones enlazadas al carbono anomérico del azicar dispone de un
buen grupo saliente, recibe el ataque nucledfilo de un aceptor.

Aun asi, tal y como hemos visto anteriormente, la multitud de grupos
hidroxilo en los monosacaridos con una reactividad similar augmenta la com-
plejidad y la dificultad con respecto a la regio-selectividad de esta reaccion.
En la sintesis quimica in vitro del enlace glicosidico se requieren numerosos
pasos de proteccion y desproteccion de estos grupos, procedimiento laborioso
y que generalmente provoca una disminucion en el rendimiento del producto
final de la reaccion®. Aunque se han realizado avances en este método!, en-
contrar una estrategia universal para la formacion de enlaces glicosidicos
viable y efectiva en términos de control regio-selectivo es atn, hoy en dia,

un reto."’

Afortunadamente, en la naturaleza existen enzimas que catalizan la for-
macion del enlace glicosidico. El uso de proteinas es realmente ventajoso
gracias a su gran regio- especificidad ademas de que la reaccién se da en
soluciones acuosas, evitando el uso de disolventes organicos perjudiciales
para el medioambiente. Por ello, estos sistemas son extremadamente atrac-
tivos de cara a la sintesis de carbohidratos a un nivel industrial. Existen
diferentes tipos de enzimas capaces de catalizar la formacion de un enlace
glicosidico, siendo las principales las glicosiltransferasas (GTs) y, aunque
mucho menos abundantes, las transglicosidasas (TGs). Algunas glicosilhi-
drolasas (GHs) y glicosilfosforilasas (GPs), bajo determinadas condiciones,
también muestran cierta actividad de sintesis del enlace glicosidico (Figura
1.2). Esta tesis se centra en el estudio y comprension de dos casos corres-
pondientes a los tipos GTs y GH, que explicaremos mas detalladamente a

continuacion.
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Figura 1.2: Reacciones de glicosidacién catalizadas por varios tipos de enzimas activos para

carbohidratos. Figura adaptada de la publicacién de Tom Desmet et al. 8

1.4 Enzimas catalizadoras del enlace glicosidico

1.4.1 Glicosiltransferasas (GTs)

En la naturaleza se encuentran las glicosiltransferasas, que son enzimas
que catalizan la sintesis del enlace glicosidico transfiriendo un monosacéarido
de un sustrato dador activado (unido a un buen grupo saliente, que normal-
mente es un nucleétido) a un sustrato aceptor’. Mayormente, son proteinas
de membrana y se distinguen dos tipos de glicosiltransferasas en funcién de
su plegamiento, las de tipo A (GT-A) y las B (GT-B) (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Plegamientos mayoritarios de las Glicosiltransferasas, en azul la GT-A de Termus
thermophillus con pdb 2wvk, en verde la GT-B de Streptomyces antibioticus, pdb 4m83.

Las GTs también se clasifican segun la esteroquimica de la reacciéon que
catalizan. Asi pueden ser con retencién o inversién de la configuracion del
carbono anomérico, dependiendo de si el carbono anomérico mantiene o in-
vierte (respectivamente) su estereoquimica al pasar de reactivo a producto.
Distintos mecanismos se han descrito para cada caso (Figura 1.4).

Enz Enz
;g\wo@ o: icg
) H
K 0 '/\a mo/
o
R1 "R
NMP—Q 00 NMP—O, P
o\ e e
o R1 o 71
B) @é = » —_— m/o
_H i
NMp—Q_ O~ Nmp—Q_ 6 H NMP—Q._oH
p A
0"\ P 0" \p2 o\ e
M Mz'* M

Enz Enz
e o ..
9) o ;:K: o o
(0]
e Q/ —_— m/o
H

R1
)\ g
(?)/ o R
NMP/O\PgO""'H NmMp—C, 04 NMP—C oy
P P
gL P 07\ i
M7 M M

Figura 1.4: Mecanismos de las enzimas activas para carbohidratos. NMP = nucledtido monofosfatado,
R1 = aztcar o cualquier molécula organica. El metal divalente M?' inicamente se encuentra en las
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glicosiltransferasas (GTs) que dependan de él para la catdlisis, en caso de no necesitarlo, normalmente
son otros residuos los que actiian como estabilizadores de la reaccién. A} GTs con inversién de la
configuraciéon del carbono anomérico a través de un mecanismo Sx2, en el que se produce la formacién
y rotura asincrénica de enlaces a la vez que la activaciéon del nucledfilo atacante por parte del residuo
base catalitico (Asp o Glu). B) Mecanismo general aceptado para las GTs con retencién de configu-
racion del carbono anomérico, basado en un ataque frontal en el que la entrada del aceptor y la salida
del grupo saliente se dan por la misma cara del azicar transferido. El grupo fosfato involucrado en la
reaccion actiia como base catalitica, activando el nucledfilo en potencia. C) Mecanismo de doble
desplazamiento que involucra la formacién de un complejo intermedio glicosil-enzima. Este mecanismo
se ha propuesto en algunas familias de GTs con retencién de configuracién (p.ej. familia Cazy GT6).

En general, las GTs se caracterizan por ser extremadamente estereo y
regioespecificas, pero también bastante especificas para los sustratos (espe-
cialmente los dadores), lo que limita su uso. A esto cabe anadir que los
dadores nucledtidos resultan dificiles (caros) de conseguir, aunque se han
realizado varios avances en este aspecto. Ademas, son enzimas dificiles de
conseguir debido a su complicada estabilidad y solubilidad!’, y siguen sin
conocerse en profundidad algunos aspectos de su mecanismo de reaccion.
Todas estas caracteristicas provocan que pese a ser las proteinas que natu-
ralmente realizan una funcién de gran interés, sigan realizandose esfuerzos

para adaptarlas a su explotacion en campos de la sintesis glicoquimica.

En este sentido, algunas GTs que son relativamente promiscuas han des-
pertado interés para su aplicaciéon biotecnolégica. Este es el caso de una
glicosiltransferasa (GT-B) de Streptomyces antibioticus llamada Oleando-
micina (OleD), perteneciente a la familia GT1 segin la clasificacion CAZy
y de plegamiento tipo B, y que es capaz de glicosidar varios compuestos
fenolicos. La promiscuidad de su forma nativa se ve atin mas incrementada
al producirse una serie de mutaciones, expandiendo en un gran porcentaje el
numero de sustratos dadores y aceptores sobre los que puede catalizar el
enlace glicosidico. Parte de esta tesis se centra en el estudio computacional
de esta enzima, para la que no se dispone de una estructura tridimensional
en acorde con la catalisis que debe realizar y para la que los detalles del

mecanismo se desconocen.
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1.4.2 Glicosilhidrolasas

Las glicosilhidrolasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de los
glicanos, esto es, la rotura de un enlace glicosidico. Es decir, la funcién na-
tural de estas proteinas es exactamente la opuesta a la sintesis de glicanos
que aqui nos interesa (Figura 1.5). Las enzimas con actividad hidrolitica
como las amilasas o celulasas son utilizadas en la industria textil, cosmética,
de la alimentaciéon o del papel, siendo alrededor de una tercera parte de las
enzimas mas utilizadas en el panorama industrial. Aun asi, bajo ciertas

condiciones algunas GHs son capaces de catalizar la reaccién inversa.

Hidrolisis
H,0 HO
OR ———>

ROH
Transglicosilacion

Figura 1.5: Equilibrio de reaccién entre la hidrdlisis y la transglicosilacion.

Existen muchos tipos de glicosilhidrolasas que se encuentran clasificadas
en diferentes familias segin la similitud de su secuencia en la base de datos
de CAZy. También se dividen en funciéon de su mecanismo de reaccién como
inverting (Figura 1.6) (aquellas en las que el producto de la reaccién cambia
la configuracion del carbono anomérico del azicar) o bien retaining (donde
se mantiene la configuraciéon del carbono anomérico) (Figura 1.7). Los me-
canismos generales o candnicos para estas enzimas se muestran a continua-
cion, pero también existen variaciones con la intervencion de moléculas de
agua, del sustituyente N-acetil del carbono 2 del monosacarido, con forma-

cién de un intermedio epoxido y otros tipos de mecanismos mas inusuales'!
13

16



@/K O/K
o) 0 H 0
y
W o { <£\H ROH i,
R
L

Enz Enz
Figura 1.6: Mecanismo general para la reaccién de hidrélisis con inversién de configuracion del
carbono anomérico (inverting). Consta de un dnico paso a través de una sustitucion nucleéfila
Sn2, asistida por un residuo de la proteina que actiia como acido catalitico y otro como base

catalitica.
N}\z,&z,. Enz Enz
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0 +H,0 H 0
4 OH
HOSe A0S CB\ ——= HOC—\~
-ROH o H
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Figura 1.7: Mecanismo general (o de doble desplazamiento) para la reaccién de hidrélisis con
retencién de la configuracién del carbono anomérico (retaining). En la primera etapa de la reac-
cién (glicosidacion, G) el oxigeno glicosidico es protonado por el residuo acido/base, permitiendo
la salida del grupo saliente ROH y el ataque nucledfilo del residuo nucleofilico (normalmente Glu
o Asp) al aziicar, formandose el complejo covalente enzima-sustrato. En la etapa de deglicosida-
cién (D) el complejo enzima-sustrato se hidroliza por el ataque de una molécula de agua, que es
desprotonada por el residuo acido/base.

En ambos mecanismos existen dos grupos carboxilos (separados entre ellos
por una distancia de unos 5 A) en el centro activo claves para catalizar la
reaccion, que en el caso de las inverting (Figura 1.6) actian como acido y
base; el acido se encargard de protonar el oxigeno glicosidico del sustrato
dador (grupo saliente), mientras que el carboxilo base desprotonara el sus-
trato aceptor, activandolo para su ataque al carbono anomérico del mono-
sacarido. En el caso del mecanismo retaining (Figura 1.7), la reaccién sucede
en dos pasos; primeramente, uno de los grupos carboxilo actiia como acido
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mientras el otro grupo carboxilo actiia como nucleéfilo, siendo caracteristica
la formacion de un complejo covalente enzima-sustrato (CGE Covalent Gly-
cosyl-Enzyme) como intermedio. En el siguiente paso, el mismo carboxilo
que anteriormente ha actuado de acido, actuara ahora de base.

A diferencia de las GTs, las GHs son faciles de expresar y purificar, y los
sustratos con los que interactiia son mas baratos y menos especificos que los
de las GTs. Ademas, cuando se proporciona un grupo aceptor distinto de
agua, éste puede atacar a dicho complejo covalente y darse una reaccion de
sintesis de un nuevo enlace glicosidico. Al existir un equilibrio entre las reac-
ciones de hidroélisis y transglicosilacion, el principal inconveniente de estas
enzimas es que la acumulacion del producto de la transglicosilacion despla-
zaria el equilibrio hacia la reaccion de hidrolisis, conllevando bajos rendi-
mientos de reaccion. Pese a todo, se han realizado algunos avances impor-
tantes en este aspecto a lo largo de los ultimos anos!>*!*. De este modo, se
han probado distintas condiciones de reaccién (aumentar la concentracion
de sustrato aceptor, retirar el producto del medio de reaccion...), para des-
plazar el equilibrio de la reacciéon hacia la sintesis del enlace glicosidico en
procesos controlados termodindmicamente; o bien si se han utilizado sustra-
tos dadores activados para pasar a una transglicosidacion controlada cinéti-
camente®’. Aun asi, no se han conseguido buenos resultados de rendimiento
o regioespecificidad®.

También se han realizado estudios en los que se hace ingenieria (mutacio-
nes) de las GHs. El mayor avance en este campo se consigui6é con el desa-
rrollo de las glicosintasas, en las que mediante el reemplazo del residuo nu-
cledfilo catalitico por otro no nucleéfilo y el uso de dadores activados (e.g.
fluoro-derivados), la hidrélisis queda abolida."117 Pero también se han rea-
lizado mutaciones de residuos no cataliticos que han conseguido aumentar
el ratio T/H y que permiten utilizar sustratos mas sencillos de manipular.
Estos estudios de mutagénesis han tratado de entender los determinantes
moleculares para lograr que la transglicosidacion domine por encima de la
actividad hidrolitica de la enzimal>®.

En esta tesis nos centraremos en una retaining glicosilhidrolasa de Termus

thermophilus, de la familia GH1. Estudiaremos a nivel computacional los
pasos de glicosilacién (formacién del complejo covalente sustrato-enzima),
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hidrolisis y transglicosilacion. Este ultimo paso es un reto computacional,
puesto que no ha sido estudiado en este sistema con anterioridad y es im-
portante porque pocos estudios de GHs han abordado esta comparacion. El
objetivo primordial es entender qué funcién tienen los residuos que estan
involucrados en cada uno de los procesos, asi como intentar identificar dife-
rencias entre el proceso de transglicosilacion (T) y el de la hidrélisis (H) por

si esto pudiera ayudar a generar mutantes con un aumento en la relacion

T/H.

Esta tesis es computacional en su plenitud, pretendiendo constatar, entender,
justificar e incluso aportar nuevas sugerencias a los resultados experimenta-
les obtenidos hasta el momento. El tratamiento de sistemas tan complejos a
nivel computacional debe ser un equilibrio entre precision, aprovechamiento
y efectividad de los recursos computacionales, asi como del coste relativo al
tiempo de calculo, una tarea en la que se lleva trabajando desde los inicios
del campo de la quimica computacional. Sin pretender entrar en profundidad
en ellas, (ya lo hacemos en el capitulo de metodologia), en el siguiente apar-
tado presentamos algunas de esas herramientas utilizadas en esta tesis para
tratar estos sistemas.

1.5  Modelizacion molecular de sistemas proteina-carbohi-

drato

Los métodos computacionales son de gran ayuda en el estudio de los procesos
biolégicos, complementando la informacion extraida de los procesos experi-
mentales, e incluso proporcionando nuevas estrategias para con ellos. Los
recursos computacionales han experimentado un avance exponencial desde
su nacimiento, permitiendo su uso en sistemas cada vez mas complejos. Pre-
cisamente por ello, es de gran importancia conocer los recursos de los que
disponemos, asi como aprender a aplicar la aproximacion mas correcta para

cada sistema, en funcion del concepto a estudiar.

Nuestros sistemas de trabajo constan normalmente de una macromolécula,
como puede ser una proteina, y unos sustratos orgdnicos (que contienen
carbohidratos) que interaccionan entre ellos. Como punto de partida del

estudio se requiere de una estructura tridimensional aceptable de ambos
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componentes. En el caso de las proteinas, podemos obtener su estructura
gracias a la  base de datos de ProteinDataBank (PDB,
https://www.wwpdb.org/!*?), visualizarla y tratarla mediante varios pro-

gramas de visualizacion y edicién como por ejemplo VMD?* o bien UCSF
Chimera®. La estructura puede estar obtenida a una resoluciéon baja o bien
presentarse incompleta (comtinmente en las partes mas flexibles de la pro-
teina o loops), inconveniente que deberd resolverse mediante modelizacion
por homologia con otras estructuras de proteinas similares. Ademas, es ne-
cesario anadir aquellos atomos que falten, como por ejemplo los hidrégenos,
protonando el sistema en funcién de un pH adecuado (hay multitud de es-
trategias para este punto, incluso servidores web gratuitos como H-++
(http://biophysics.cs.vt.edu/H+4)* % o Propka®*.

Por otra parte, la proteina puede incorporar ligandos que pueden ser o no
de nuestro interés. Dependiendo del caso, puede utilizarse la situacion del
ligando para el estudio, modificarlo para construir el deseado, o bien elimi-
narlo mediante programas de edicion como Chimera o PyMol*. En caso de
no incorporar ningun ligando, existen estrategias que permiten predecir la
localizacién mas probable en funcién de distintos criterios (energia, volumen,

interacciones) como son el docking® o bien la bisqueda de farmacéforos.

Una vez se tiene el sistema bien preparado existen varios niveles teodricos
accesibles, y su elecciéon dependera del tipo de estudio que queramos realizar
(Figura 1.8). Distinguimos dos aproximaciones diferentes *:

- Mecanica molecular (MM)31%% estos métodos estan basados en las leyes
de la fisica clasica y utilizan un funcional parametrizado para la ob-
tencion de la energia, lo que los convierte en métodos rapidos, aunque
menos precisos que otras opciones. Entre sus ventajas, destaca la sim-
plicidad de sus ecuaciones que permite ser utilizada en multitud de
aplicaciones y en sistemas con un gran nimero de atomos. Su punto
clave es la eleccién del campo de fuerza, que es un conjunto de dife-
rentes parametros y de funciones que describen y clasifican a los dis-
tintos atomos, sus respectivos enlaces y sus interacciones. Para las pro-
teinas son populares distintos campos de fuerzas que podemos encon-
trar en paquetes de programas como CHARMM?®* AMBER, GROMOS
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y OPLS*. Para los sustratos que nos incumben en esta tesis, debemos
destacar el campo de fuerzas de GLYCAMO06*, que es especifico para
carbohidratos. Dentro de las distintas aplicaciones en donde la meca-
nica molecular es protagonista, encontramos las exploraciones confor-
macionales, especialmente de grandes sistemas, como son las simula-
ciones de dindmica molecular, las de Monte Carlo, el andlisis de modos
normales de vibracion, célculos de energia libre (MMPBSA/MMP-
BGA)*, o muchas de las funciones de score utilizadas en los calculos

de docking proteina-ligando o proteina-proteina.

- Mecénica Cuantica (QM)***37: las técnicas basadas en la mecdnica
cuantica tienen en cuenta explicitamente los electrones, y por lo tanto
las densidades electrénicas, de los atomos, siendo sus ecuaciones mu-
chos mas complejas y precisas, pero también mucho mas costosas a
nivel de tiempo de célculo. Esto limita la capacidad de muestrear am-
pliamente el espacio conformacional del sistema, especialmente si éste
es grande. Son indispensables si el estudio se basa en la reactividad,
involucrando la formacion y la rotura de enlaces. Su mayor limitacion
es el volumen del sistema a tratar, los métodos de mecanica cuantica
no son computacionalmente viables para sistemas con un gran nimero

de atomos.

Mecdnica Molecular (MM) Métodos hibridos
QM/MM

Mecanica Cuantica (QM)

Figura 1.8: Representacién esquematica de los diferentes métodos computacionales.
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Para poder estudiar la reactividad en sistemas grandes como los que traba-
jaremos, es necesario una combinacion de estos dos grandes métodos: los
métodos hibridos de Mecénica cuantica/Mecanica molecular (QM/MM)*.
Esta aproximacion separa el sistema en dos partes, una de las cuales sera
tratada a nivel MM y la otra a nivel QM. El limite entre las dos regiones lo
define el usuario en funcién del estudio a realizar, teniendo en cuenta que
cuantos mas atomos se consideren a un nivel cuantico, mas costoso sera el
calculo. Las aplicaciones de este método no difieren de las de la mecanica
cuantica (aunque si del tipo de sistemas en las que son aplicables): perfiles
de energia potencial, perfiles de energia libre, o simulaciones de dinamica

molecular?? 4,

El nacimiento y crecimiento de la modelizacién molecular y de la gran can-
tidad de recursos con los que trabajar computacionalmente, nos abrieron
una nueva ventana hacia el entendimiento de los procesos experimentales a
escala atémica. Ahora bien, la correcta utilizacion de estos recursos para
cada caso depende exclusivamente del criterio (acompanado de la experien-
cia, claro) del usuario: ;Qué método es mejor utilizar para reproducir mas
fielmente la fisica del problema?, ;Con qué campo de fuerzas?, ;Qué pro-
grama es mejor utilizar? ;Qué criterio debe cumplir la estructura de partida
de la simulacién?

Este punto abre en nuestro trabajo un capitulo de discusiéon metodologica
en el que se propone un nuevo protocolo para la obtencion de la barrera de
energia de Gibbs de una reaccién catalitica. La cuestién es que, hasta el
momento, los protocolos mas utilizados para la obtenciéon de dicha barrera
de energia de Gibbs se basan en realizar un tnico calculo de un perfil de
energia de Gibbs, utilizando el método de umbrella sampling” o bien la
metodologia conocida como free energy perturbation (FEP)®. Este célculo
de energia libre se realiza a lo largo de un tnico perfil de energia potencial
que se construye a partir de una unica estructura de partida seleccionada
bajo unos criterios especificos. Pero jes esta estructura representativa del
complejo enzima-sustrato del sistema?, jcual es la probabilidad de obtener
dicha estructura y, por tanto, la barrera de energia asociada?, ;es sensato
sacar conclusiones de un tnico calculo de energia libre en el que se realiza

una exploraciéon muy limitada del espacio configuracional alrededor del
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camino de reaccion? En el capitulo 4 de esta tesis, sugerimos un nuevo pro-
tocolo en el que se tienen en cuenta miultiples estructuras de una simulacion
de dinamica molecular del complejo de Michaelis, con el objetivo de obtener
una barrera de energia de Gibbs méds representativa y en base a célculos

mucho mas efectivos y menos costosos computacionalmente.
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2 Objetivos
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Esta tesis puede dividirse en dos grandes bloques; uno de ellos mas focali-
zado en el estudio computacional de la reaccion de glicosidacion catalizada
por dos enzimas (GH i GT, capitulos 4 y 5, respectivamente), y un segundo
bloque con caracter mas metodolégico (capitulo 6), que surge de célculos
realizados en el bloque anterior, en el que se propone un nuevo enfoque para
el calculo de la barrera de energia de Gibbs en sistemas complejos.

2.1  Objetivos generales

A grandes rasgos, el objetivo general de esta tesis se centra en el estudio
computacional de las reacciones de glicosidacion, asi como de la comprension
del mecanismo de reaccion y la validacién y/o justificacion de los datos ex-
perimentales hallados en la bibliografia.

2.2 Objetivos especificos
Para el Capitulo 4, GH:

e Realizacion de un estudio computacional, utilizando simulaciones de
dindmica molecular y calculos QM /MM, de las reacciones de glicosi-
dacién, hidrélisis y transglicosidacién de la B-Glicosidasa (GHI)
Thermus thermophillus.

e Comparacién entre las reacciones de hidrélisis y transglicosidacion
con la finalidad de encontrar las diferencias mas significativas que
favorecen una u otra reaccion.

e Propuesta de nuevos mutantes para favorecer la transglicosidacion

frente a la hidrélisis.

Para el Capitulo 5, OleD:

e Modelizacion de los sistemas solvatados, OleD WT y el mutante
P67T/S132F /A242V, en una conformacién cataliticamente activa. El
estudio se realiza para las formas apo de las enzimas y de los comple-
jos con sus sustratos naturales, UDP-Glc y OLE.

e Estudio del comportamiento dinamico de los sistemas apo y de los

complejos proteina-sustratos. Analisis de los cambios estructurales y
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de las interacciones entre residuos de la proteina, proteina-sustrato y
sustrato-sustrato a lo largo de las trayectorias de dinaAmica molecular.
Estudio QM/MM de la reaccién de glicosidacion catalizada por la
enzima Oled WT y por el mutante, si procede. Analisis de los caminos

de reaccion y de las interacciones mas relevantes.

Para el Capitulo 6, sobre multiples perfiles de energia potencial para el

calculo de la barrera de energia de Gibbs:

Anélisis y reinterpretacion de la ecuacion basada en promedios expo-
nenciales para la obtencién de la barrera de energia de Gibbs de una
reaccion catalitica.

Justificacién de la ecuacién con ejemplos préacticos (reaccién de hi-
drolisis de la B-Glicosidasa (GH1) Thermus thermophillus y reacciéon
de abstraccion de hidrégeno del acido araquidénico por parte de la

15-lipoxigenasa) basados en calculos de perfiles de energia potencial.
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3 Métodos

Computacionales
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Durante siglos se han realizado calculos, pero lo que conocemos actualmente
como “quimica computacional”; también llamado “modelaje molecular”, es

producto de la era digital.

No obstante, no fue hasta que Walter Kohn y John Pople 2 ganaron el
premio Nobel de quimica en 1998, por la teoria del funcional de la densidad
y el desarrollo de los métodos computacionales de la quimica cuantica,
cuando la quimica computacional se gan6 el derecho a distinguirse como
campo dentro de la quimica. En palabras de los mismos laureados : “Che-
mistry is already in a new era where experiment and theory can work toge-
ther in the exploration of the properties of molecular systems. Chemistry is
no longer a purely experimental science”.

Martin Karplus, Michael Levitt y Ariel Warshel ganaron el premio Nobel
de quimica en 2013 por un trabajo que realizaron en la década de los 70%4,
"for the development of multiscale models for complex chemical systems".
En dichos modelos, se combinan los principios de la mecanica clasica de
Newton con la fisica cuantica de Schrodinger, con el objetivo, por aquel
entonces, de replicar los finos detalles a nivel molecular de los procesos
quimicos. Nuevos modelos matematicos y nuevas tecnologias han ido
evolucionando rapidamente, permitiendo que la quimica computacional no
unicamente intente describir, sino también predecir comportamientos de las

particulas a un nivel teérico muy preciso y para grandes escalas de tiempo.

Segun Laplace®, “Una inteligencia que pueda, en cualquier momento,
comprender todas las fuerzas por las cuales la naturaleza esta viva y las
posiciones respectivas de los seres de los que esta compuesta, y ademas, si
esa inteligencia fuera lo suficientemente amplia como para someter esos
datos a analisis, abarcaria en esa formula tanto los movimientos de los
cuerpos mas grandes del universo como los del atomo mas ligero: nada seria
incierto, y el futuro, asi como el pasado, estarian presentes en sus ojos. Las

mentes humanas nos ofrecen un leve resquicio de esta inteligencia.”

No esta claro si la inteligencia humana podré llegar a comprender y a
abarcar tanto, lo que si es evidente, es que la computacion es de gran ayuda
para realizar esos cédlculos. En este capitulo se presentan de forma general
las bases de los métodos computacionales utilizados en esta tesis.
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3.1 Mecanica Cuantica

Tras descubrir los errores cometidos al aplicar las formulas de la mecanica
clasica a particulas de masa muy pequena, el desarrollo de nuevas teorias

llevé a un nuevo campo de la quimica: la mecanica cuantica.

Uno de los pioneros fue Schrodinger que introdujo, en la ecuacion que lleva
su nombre, la funcion de onda: una nueva forma de describir el
comportamiento y las propiedades de las particulas®. Aun asi, la complejidad
de los calculos matematicos y la incertidumbre incluida en sus expresiones,
forzaron a nuevas generaciones a intentar buscar nuevos métodos que
simplifiquen esta ecuacién, intentando a la vez no perder demasiada

precision en ello.

Fue entonces cuando aparecieron la aproximaciéon de Born-Oppenheimer”,
el principio variacional o el método de Hartree-Fock®, entre otros. En 1964
surgieron los teoremas de Hohenberg-Kohn’, en donde se propuso la substi-
tucion de la tan complicada funciéon de onda de Schrodinger por una variable
simple, la densidad. Facilmente calculable, y dependiente de tinicamente 4
variables, 3 de dimensiones espaciales y una de spin. Este fue el nacimiento
de las bases de la teoria del funcional de la densidad.

Como se explicara a continuacion, la mecanica cuantica pretende describir
de una manera precisa y completa, las propiedades moleculares de un sis-
tema. Para ello, se tratan los ntcleos atémicos y sus electrones explicita-
mente, teniendo en cuenta entonces propiedades como la distribucién elec-
tronica, indispensable para realizar calculos de reactividad quimica o de
transferencia electrénica. En los siguientes capitulos se profundizara sobre
los fundamentos teéricos de los métodos mencionados.

3.1.1 Ecuacién de Schrodinger

En la década de 1920 y tras el descubrimiento que las leyes de la mecanica
clasica fracasaban al aplicarse a transferencias de baja energia u objetos de
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masa muy pequena, nace la quimica cuantica, el reconocimiento de la
dualidad onda-particula y el nacimiento de la ecuacion de Schrodinger. En
esta tesis, solo trabajaremos con la ecuacion de Schrodinger no relativista e
independiente del tiempo:

HVU(x)= EY¥(x) (1)
Donde H es el operador Hamiltoniano independiente del tiempo para un

sistema con M ntucleos y N electrones, en ausencia de un campo eléctrico o
magnético y representa la energia total de este sistema:

1 1M N M N N 4 M M 5
H= —2» Vi—--» —V3— — —+ AZE o
2?:1 2?:1 My 4 1§=1 ;=1T’I?A 1§=1 =1 i ;=1 12>1 Rap ( )

Los primeros dos términos definen la energia cinética de los electrones y
de los nucleos respectivamente, y los tres tultimos términos, la energia
potencial nucleo-electréon, Ve, electron-electron, Ve, y nicleo-ntcleo, Vi,
respectivamente. La variable M, describe la masa del ntucleo A, Z4 su carga,
ria la distancia entre el electréon iy el nicleo A, r; la distancia entre dos
electrones iy j, Zp la carga del nicleo B, y Rap la distancia entre los dos
nicleos A y B.

Aun asi, la ecuaciéon de Schrodinger es demasiado compleja pero puede
quedar simplificada si se tiene en cuenta la gran diferencia de masa entre
cualquier nicleo y la del electrén. La consecuencia es que podemos considerar
el movimiento de los electrones mucho mas rapido que el de los nicleos.
Llegamos entonces a la aproximacion de Born-Oppenheimer.

Considerando los nucleos del sistema fijos, la energia cinética de los
nucleos en la ecuacién de Schrodinger anterior queda anulada. El potencial
nicleo-ntucleo, que ahora sera fijo dada una posicion de los nicleos, se trata
aparte y el resultado es la llamada ecuacién de Schrodinger electronica:

H

(il(a(:\Il =k v (3)

elec
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Donde el Hamiltoniano electrénico recoge todos los términos relativos a
los electrones; la energia cinética T, la interacciéon nicleo-electrén Vy,, v la
repulsion entre electrones V.

H

elec —

T, + Vy+V, (4)

Luego, la energia total del sistema se obtiene sumando la energia

electronica més el potencial ntucleo-nicleo que hemos mantenido constante:
ETOT = Eclcc + ENuc (5)

Con esta expresion se obtiene la energia potencial total del sistema
asumiendo, tal y como dice la aproximacién de Born-Oppenheimer, que los
nucleos del sistema tienen posiciones fijas. Esta energia se la denomina
superficie de energia potencial electronica (PES en inglés), y se representa
en funcion de las diferentes geometrias o disposiciones nucleares del sistema.
Aunque esta aproximacion simplifica la ecuaciéon de Schrodinger, sigue
habiendo dificultades referentes al calculo del hamiltoniano electrénico:

[como se resuelve?
Hay varias aproximaciones posibles. Esta tesis se centrard en la

aproximacion de Hartree-Fock, los métodos semiempiricos y la aproximacion

de la teoria del funcional de la densidad.

3.1.2 Principio Variacional

El principio variacional establece que cualquier energia, o valor esperado,
calculado mediante el hamiltoniano electronico, siempre sera igual o mayor
que el valor real de la energia en el estado fundamental.

(T, H| T E

p7’ueba> = prueba >

prueba EO = <\I]0‘H‘\IIO> (6)
La igualdad se cumpliré si, y tan solo si, la funciéon de onda que escogemos

es igual a la funciéon de onda exacta del estado fundamental.
Desafortunadamente, y a excepcion de un par de casos, no se conoce la

funcién de onda exacta para la mayoria de los sistemas. El principio
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variacional propone obtener una funcion de onda prueba, W .. ..,
minimizando el funcional E[¥] de nuestro sistema, del cual conocemos el

nimero de electrones, N, la carga del nicleo A, Zs y sus coordenadas Ra.
E, = min E[¥] = min(V|T, + Vy, + V,.|¥) (7)

O bien, de una forma esquematica,
N,Z,,R, — H— minE[V]—- ¥, E, (8)

Conociendo las variables especificas de nuestro sistema, podremos aplicar
el operador Hamiltoniano a la funcién de onda y minimizar la energia
optimizando la funcién de onda. Con esta nueva funcién de onda
obtendriamos la energia fundamental del sistema.

En resumen, se utiliza el principio variacional como forma de obtener la
energia fundamental de un sistema a través de la minimizacién del funcional
de energia de una funcién de onda que creemos aproximada.

Sin embargo, y dado que el nimero de funciones de onda posibles con
estas variables especificas es infinito, el objetivo ahora serd encontrar un
subconjunto de funciones de onda que ofrezcan una aproximacion fisica
razonable a la funciéon de onda exacta del estado fundamental. Una de las
opciones es la aproximacion de Hartree-Fock.

3.1.3 La aproximacion de Hartree-Fock

Ante la imposibilidad de resolver la ecuaciéon de Schrodinger para todas
las funciones de onda que podrian ser posibles de nuestro sistema, el método
de Hartree-Fock simplifica el dilema aproximando la funciéon de onda del
estado fundamental a un producto antisimétrico de funciones de onda de
cada electrén del sistema, llamados, spin-orbitales, x,,.

Este producto de funciones se describe con una matriz, y se calcula su
determinante. Esta suma de productos de spin-orbitales, con su coeficiente
para asegurar la normalizacion, se denomina determinante de Slater, ®g,.

Seguidamente aplicamos el principio variacional para cada determinante
de Slater, con el objetivo de encontrar aquél que nos conduzca a la minima

energia.
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Eyr = min E[®gp] (9)

Para saber el valor esperado de la energia de HF', deberemos aplicar el
Hamiltoniano de Hartree-Fock, H#F | en lugar del Hamiltoniano exacto, y el
determinante de Slater en lugar de la funcién de onda. Ya que la energia
minima de HF es funcional de los spin-orbitales, y estos tienen que ser

ortonormales, podemos escribir la siguiente ecuaciéon:

IXi = €xi (10)

Siendo f el operador de Fock, se define la ecuacion de Hartree-Fock que
determina los mejores N-spin-orbitales, x, , que formaran nuestro
determinante de Slater obteniendo una energia minima. €, es la energia del
spin orbital i.

La ecuacion de Hartree-Fock es analoga a la ecuacién de Schrodinger, solo
que sustituye la funciéon de onda por spin orbitales. Debido a que el operador
de fock depende de los spin-orbitales a determinar, la tnica manera de
solucionar el sistema de ecuaciones consiste en un proceso iterativo, conocido
como técnica del campo auto suficiente, (Self-Consistent Field (SFC) en

inglés).

3.1.4 Teoria del funcional de la densidad (DFT)

. Es posible remplazar la funciéon de onda de N electrones por la densidad
electronica? La aproximacion convencional de la quimica cuantica utiliza la
funcién de onda como variable central. Pero la funcién de onda es una
variable complicada que ademas no puede ser probada experimentalmente y
que depende de 4N variables, tres espaciales y una sobre el spin para cada
electron. En esta tesis, los sistemas en los que estamos interesados constan
de muchos atomos y muchos mas electrones, y en consecuencia los calculos
con la funcién de onda son complicados.

El objetivo de la teoria del funcional de la densidad pretende demostrar
que la ecuacion de Schrodinger puede rescribirse en términos de la densidad
electronica, que dependeran solo de 3 variables, en vez de 4N como se ha
visto antes, independientemente del tamano de nuestro sistema.
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La densidad electrénica puede relacionarse con las tres variables
especificas de un sistema; N, como el ntimero de electrones, Ra, la posicién
de los ntucleos en el espacio y Za la carga de los nicleos de la siguiente formas:

- [pry dr =N la integral de la densidad da el nimero de electrones

- pr tiene un maximo sélo en las posiciones Ra del nticleo y, por
consiguiente,

- la densidad en la posicién del ntcleo contiene informacion sobre la

carga del nicleo, Za.

Como vemos, la densidad electréonica nos proporciona las variables que
necesitamos para la puesta en marcha de nuestro sistema especifico
Hamiltoniano, asi que parece razonable el uso de la densidad en lugar de la
funcién de onda.

3.1.4.1 Teoremas de Hohenberg y Kohn

La teoria del funcional de la densidad, tal y como la conocemos hoy en
dia, nace en 1964 a raiz de un articulo de Hohenberg y Kohn en la revista
Physical Review’. Los teoremas que aparecen en el articulo son los pilares
tedricos sobre los cuales se basan todas las teorias del funcional de la
densidad.

En el primer teorema, se demuestra que la densidad electrénica del estado
fundamental es capaz, por si sola, de determinar el operador hamiltoniano y
todas sus propiedades.

po > {N,Z,, R} - H— V¥, — E, (11)

De esta forma la energia total del sistema puede expresarse como
Eolpyl =Tlpy| + Eeclpy] + Enelpy] (12)

En donde podemos separar los términos de energia que dependen del sistema
actual, como el funcional de interacciéon nucleo-electrén Ey, , de aquellos
que podemos llamar universales, es decir, no dependen de N, Zs o Ra: el
funcional de energia cinética (T[p,]) y el funcional de interaccion electréon-
electrén (E,.[p,]) - Entonces podemos escribir
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Eylpo] = /ﬂo 7 Ve 7 dr+ Flpy(r)] (13)

Donde Vy, es la energia potencial de la interaccién ntcleo-electréon y
F[py(r)] queda definido como funcional universal de la siguiente manera

Flpy(r)] = Tlpy(r)] + Jpo(r)] + E,lpo(r)] (14)

Donde J[p,(r)] es el conocido potencial de Coulomb y E, ,[p,(r)] es la
contribucién no clasica a la interaccion electrén—electron que contiene todos
los efectos de la correccion de auto interaccion, intercambio y la correlacion
de Coulomb. Este funcional, es el punto clave de la teoria del funcional de
la densidad. Si se conocieran sus expresiones de la energia cinética y el
potencial electrén — electron en funcién de la densidad, podria resolverse la
ecuacion de Schrodinger de una forma exacta, sin importar las variables
especificas de nuestro sistema, siendo aplicable incluso a moléculas gigantes,
como el ADN. Sin embargo, estas expresiones son completamente

desconocidas.

El segundo teorema de Hohenberg-Kohn, establece que el funcional F[p,(r)],
dard la minima energia del sistema si, y sélo si, la densidad es igual a p,.
Esta definicion no es otra que la del principio variacional, pero substituyendo
la funcién de onda por la densidad electronica.

3.1.4.2 El método de Kohn-Sham

En 1965, siguiendo los teoremas de Hohenberg y Kohn, Kohn y Sham
introducen el concepto de un sistema de referencia ficticio no interaccional,
construido en base a un conjunto de spin-orbitales (¢), en donde las
contribuciones no clasicas de la parte del potencial electréon-electron, siguen
siendo desconocidas, pero minimas, buscando asi una solucién al desconocido
funcional universal.

En este sistema no interactivo, se plantea que, si existe un potencial externo,
éste vendra definido por una densidad electronica que debe ser exactamente
la misma que la del sistema problema en su estado fundamental.

Entonces, se describe un hamiltoniano de referencia al que le anadimos un
potencial local efectivo, Vi, y que se expresa como la suma de hamiltonianos

monoelectrénicos de electrones no interactuantes.
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n
— 1
= [——V%H@ r,
. }Zl SVi+ V() (15)
Respecto a la energia cinética de este sistema artificial, Kohn-Sham basaron

la expresion en los spin orbitales de su sistema no interactuante.

=33 (elVile) (16)

Por supuesto, que esta energia cinética no es la de un sistema real e
interactivo, ni siquiera aunque estos tengan la misma densidad, cuestion que
Kohn- Sham tuvieron en cuenta al introducir una separacion en el funcional

universal F[p,(r)]:

Flpy(r)] = Ti[po(r)] + Jpo ()] + Exclpo(r)] (17)

Donde Exc el nuevo término, queda definido por
EXC[p] = T[p] - Ts* [P] + Eee[p] - J[p] = T([p] + E’ncl [p] (18)

La parte residual de la energia cinética real, T, que no contiene T, se suma
al termino de las interacciones no clésicas. Como se puede observar, E [p]
simplemente engloba todos aquellos términos del funcional que se desconocen.
Entonces ahora Ey. [p] no solo contiene términos relacionados con los
efectos no clasicos de intercambio y correlacion de la energia potencial, sino
también la parte de la energia cinética.

Es de gran relevancia constatar que en caso de que se conociera el
termino Ey[p], el método de Kohn Sham permitiria conocer la energia
exacta, el valor esperado del operador Hamiltoniano, y resolver la ecuacion
de Schrodinger. Teniendo en cuenta, ademas, que hasta el momento no se
ha hecho ningtin tipo de aproximacién. Esta se realizard cuando optemos
por dar algin tipo de forma al funcional Ey.[p] y a su correspondiente

potencial, como veremos a continuacion.

3.1.4.3 Aproximacion a la densidad Locall911
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En esta aproximacion FEyo[p] , es un funcional que depende
exclusivamente de la densidad en cada punto del espacio. La expresiéon
general del funcional de correlacién-intercambio para un sistema no
polarizado de spin es:

B3t p) = /p rexo p dr (19)

donde p es la densidad electrénica y ey es la densidad de energia de
correlaciéon e intercambio que depende tunicamente de la densidad. Las
contribuciones a la correlaciéon y al intercambio se suelen tratar
separadamente:

E%e* o] = Exlp] + Eclp] (20)

El termino de intercambio viene definido de forma analitica por el modelo
del gas de electrones homogéneo (HEG), en el cual se aproxima la densidad

. . . 1/
de energia de intercambio a p /3. De esta forma,

373

ELPA[p] = _Z<%)1/3/p(r)4/3 dr (21)

El término de la energia de correlacion sélo se conoce mediante HEG en los
maximos y en los minimos de la densidad. Son las aproximaciones a la
energia HEG calculadas por las simulaciones cuanticas de Monte-Carlo, las
que nos proporcionan unos buenos valores de la densidad de la energia de
correlacion.

Seguidamente, han surgido diferentes tipos de funcionales que aproximan
la energia a partir de estos valores de densidad de correlacién, como (VWN,
PWO92, ...).

En la aproximacion LDA se asume que los efectos de correlacion —
intercambio son locales y dependen tnicamente del valor de la densidad
electréonica en cada punto. En general, los métodos LDA proporcionan
resultados sorprendentemente buenos, sobre todo si uno considera la
simplicidad del modelo en qué se basan. Con los métodos LDA se obtienen
buenas geometrias, aunque las distancias de enlace aparecen algo
subestimadas, buenas frecuencias vibracionales, y densidades de carga

razonables, excepto en las regiones cercanas al ntucleo.
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Sin embargo, no son adecuados ni para tratar sistemas con enlaces débiles
ni para realizar predicciones termoquimicas fiables. Estos métodos tienen
una tendencia general a exagerar la fortaleza de los enlaces, sobreestimando
la energia de enlace en un 30% aproximadamente.

3.1.4.4 Correcciones de Gradiente Generalizado a la energia de correlacion
intercambio (GGA)

Otra de las opciones consiste en introducir gradientes de la densidad en la
descripcion de los efectos de correlacién-intercambio. De esta forma se tiene
en cuenta el valor de la densidad en cada punto y como varia la densidad
en cada uno. Se deberia hablar de una correccién semi local mas que no local,
en el sentido de que la energia de correlacién-intercambio por unidad de
volumen sigue dependiendo tnicamente de la densidad y de la derivada de
la densidad en cada punto. Bajo esta aproximacion, resulta:

ESG0) = [ £ % dr (22)

Se intenta en estos métodos modificar la energia de correlacion-
intercambio LDA para que esta tenga un comportamiento asintético
adecuado y también propiedades de escalamiento correctas.

La correccion de gradiente generalizado de Becke a la energia de
intercambio constituye un ejemplo interesante a analizar. Hay que decir que
la principal fuente de error de los métodos LDA se encuentra en la energia
de intercambio, que suele estar subestimada en un 10-15% aprox. La
propuesta de Becke consiste en anadir un término de correcciéon a la
expresion LDA dada por las ecuaciones para el intercambio.

La mejora de los potenciales o energias de correlacion—intercambio es un
campo de investigacion muy activo en la actualidad. Se siguen distintas vias
para conseguir este objetivo. Una posibilidad es modificar los potenciales
para que éstos y sus derivadas cumplan todas las propiedades asintéticas y
de escalamiento conocidas. También son muy prometedoras las técnicas que
a partir de una densidad exacta o muy precisa permiten determinar el
potencial de correlacion-intercambio que las genera. El estudio de potenciales
Vxc generados de esta forma puede ayudar a obtener expresiones
perfeccionadas. De igual forma se ha considerado, sin demasiado éxito, la
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posibilidad de introducir en la expresion de la energia de correlaciéon-
intercambio la laplaciana de la densidad.

3.1.4.5 Funcionales Hiper-GGA o hibridos

Los funcionales hibridos o hiper-GGA combinan los efectos de correlacién
e intercambio de los funcionales GGA con un porcentaje de intercambio de
HEF. De esta manera se consigue reducir el problema de auto interacciéon: en
el método de HF la interaccion propia queda totalmente cancelada y en DFT
esta cancelacién no es perfecta. Mediante la adicion de un porcentaje de HF
en un funcional DFT se consiguen solventar las deficiencias de ambos
métodos.

1 1
Exc = EE)[()CI‘:T + EE)I(H (23)

La ecuacion 23 muestra la expresion para la energia de correlacion
intercambio de la primera aproximacién propuesta por Becke!? en 1993, en
la que la energia de intercambio exacto HF, E¥F | estd en la misma
proporcion que la energia de correlacion e intercambio de los métodos DF'T,
EPET. Por esta razén, fue también denomiado como H&H (del inglés half-

and-half).

Otro de los funcionales hibridos méas utilizados es el BSLYP® 15, capaz de
describir muchas propiedades quimicas con especial robustez. Su expresion
de la energia de correlacion intercambio contiene tres parametros (a, b y ¢)
que fueron optimizados, a partir de los funcionales B88 y LYP, para

reproducir las energias experimentales de atomizacion molecular:
EB3YP = (1 — @)EFPA + aEF¥e°e + bAEE®® + (1 — ¢)ELSPA + cEEYP (24)

Otros funcionales hibridos reconocidos son por ejemplo, PBEO, utilizado
en esta tesis, TPSSh!, o el M05-2x'. Este dltimo ha sido desarrollado por
el profesor Truhlar en la universidad de Minnesota, y combina los
funcionales meta-GGA con la energia de intercambio HF, incorporando en
su expresion términos relacionados con la densidad electronica que mejoran

sobremanera la descripcion de interacciones no covalentes.
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3.1.4.6 Funcionales Semiempiricos

Dado que en esta tesis se trabajan sistemas biomoleculares de gran tamaio,
la existencia de funcionales semiempiricos que reduzcan el tiempo de calculo
con la precision de la aproximacion DF'T, ha sido de gran utilidad. En con-
creto, se ha utilizado el funcional con las siglas SCC-DFTB, del inglés self-
consistent charge density functional tight-binding. Analogamente a las apro-
ximaciones semiempiricas provenientes de métodos ab initio (Capitulo 3.1.5)
el funcional semiempirico neglige las integrales dobles de interaccion electré-
nica. Ademas, el tiempo de calculo es parecido. Aun asi, SCC-DFTB no debe
considerarse un método semiempirico puro ya que su método de parametri-
zacion proviene estrictamente de calculos DFT, en ningin caso de ajustes
con datos experimentales.

SCC-DFTB da resultados cercanos a los que se obtienen de DFT, como
también hereda ciertos problemas de sus aproximaciones como la sobrepola-
rizacion en sistemas conjugados que lleva a una subestimacion de las distan-
cias de enlace, o también la negligencia de las fuerzas de dispersién.

Inicialmente SCC-DFTB era utilizado mayormente en campos relaciona-
dos con el estado sé6lido, pero poco a poco se ha ido aplicando en biosistemas,
requiriendo mejoras en relaciéon con las fuerzas de interaccion débiles y las
complicadas superficies de energia potencial. Este método se ha combinado
con esquemas de mecanica cuantica/mecanica molecular (QM/MM, Capi-
tulo 3.3) con campos de fuerza como AMBER.

3.1.5 Métodos Semiempiricos

Los métodos semiempiricos son versiones simplificadas de la teoria de
Hartree-Fock que wusan correcciones empiricas extraidas de datos
experimentales con tal de mejorar y facilitar los calculos.

Los acrénimos de estos métodos suelen incluir el nombre del fundamento
tedrico en el que se basan. Los mas utilizados (MNDO, AM1, PM3) se basan
en la aproximacion integral que neglige el solapamiento del diferencial
diatémico (Neglect of Differential Diatomic Overlap, NDDO), mientras que
métodos méas antiguos utilizan estrategias més simples como CNDO e INDO.
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Las tres aproximaciones tedricas pertenecen a la clase de métodos de
Solapamiento Diferencial Zero (ZDO del inglés Zero Differential Overlap) en
el que todas las integrales de dos electrones que involucren dos centros de
distribucion de carga son negligidas. Se realizan otras aproximaciones
relativas a la aceleracion de los calculos, o bien correcciones en la
parametrizacion del método para describir mejor el modelo a nivel cuantico.
De hecho, esta parametrizacion es especifica y es lo que distingue a los

diferentes métodos semiempiricos.

La principal estrategia para reducir tiempo computacional es considerar
unicamente los electrones de valencia. La base usada en los célculos
semiempiricos son un conjunto de funciones tipo orbitales de Slater
optimizados. Cémo sélo se tienen en cuenta los electrones de valencia, los
electrones de capas mas internas se tratan conjuntamente con la carga del
nucleo, creando una nueva carga nuclear efectiva.

La gran diferencia entre los calculos semiempiricos y otros como Hartree-
Fock o bien DFT, es que los primeros han sido parametrizados para tener
en cuenta correcciones termoquimicas para obtener energias de formacion a
300K. Ademads, como la parametrizacion tiene datos experimentales de
referencia, parte de la correlacion electronica, tan dificil de calcular en
métodos ab initio, esta incluida en los métodos semiempiricos. Esto es cierto,
siempre que se tenga en cuenta el estado fundamental de las moléculas, y no
puede asegurarse para estados de transicion o estados electronicos excitados.

3.2 Mecanica molecular

La mecanica molecular es un método computacional muy tutil cuando se
trata con sistemas de gran tamano. En su procedimiento matematico, los
electrones no se tratan explicitamente, asumiendo que se distribuyen
optimamente alrededor de los niicleos atémicos del sistema, de forma que
quede descrito como un conjunto de masas que interaccionan entre ellas
mayormente a través de fuerzas armonicas (para la descripcion de las
interacciones enlazantes) y con contribuciones electrostaticas y de Van der
Waals (para las interacciones no enlazantes). Para describir estas

interacciones internucleares se utilizan un conjunto de funciones de energia
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y parametros que calculan la energia potencial del sistema, llamado el campo

de fuerza.

3.2.1 Consideraciones generales de los campos de fuerza

Precisamente, estos parametros que utilizan los campos de fuerza, tales como
constantes de fuerza, cargas atomicas o radios de Van der Waals, son el
punto clave de la mecanica molecular. Pueden obtenerse a partir de datos
empiricos o bien de célculos cuanticos. Una buena parametrizacion de un
campo de fuerzas nos llevara a una energia més precisa de un sistema, que
implicitamente contendra también las contribuciones electronicas

correspondientes.

A la vez, uno de sus puntos criticos es la transferibilidad de esos parametros
a otros sistemas, que nos ayudard a valorar la posibilidad de utilizar ese
campo de fuerzas con mayor fiabilidad. Un buen ejemplo de ello es el
concepto de tipo de atomo, que considera que las propiedades estructurales
no solo dependen de cada atomo en concreto, sino que podemos definir un
conjunto de atomos con caracteristicas similares en funcién de cual es el

ambiente quimico que les rodea.

3.2.2 Formulacién de los campos de fuerza

La energia total del sistema, Eror, puede expresarse, de forma general, como
la suma de diferentes términos divididos entre los de enlazantes y los no

enlazantes.
ET()T = E{i.’l:t—(:()’ll,t + Ea,'n,gul()s + Eto’rsi()'n,es + E'n,o enlaz (25>

Los términos enlazantes contienen las energias entre atomos directamente
conectados (una, dos o tres distancias de enlace). Entre ellos diferenciamos

entre la energia de extension y contracciéon de un enlace F,,, la energia

—cont?

asociada a la deformacion de un dngulo E,,, .., v la energia asociada a una

deformacion torsional E,

orsiones*
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E{i.’l?f?—(ﬁ()nt = } 1/2 kh (T - T())z (26)

enlaces

La energia de extension y contraccion de enlace describe la diferencia entre
una distancia de enlace r y la distancia de enlace de referencia ry de un par
de atomos covalentemente conectados.

Eangulos = } 1/2 kfl (9 - 90)2 (27)

angulos

Similarmente a la energia de extension y contracciéon de enlace, E,, .10s,

cuantifica la desviacion o deformacién de un angulo 6, respeto al valor de
un angulo de referencia, . Este angulo contendra 3 atomos, y por lo tanto

dos distancias de enlace. Ambas expresiones de E_ ;.o V E siguen

angulos
la forma de un oscilador armoénico, con su constante de fuerza, k, y k,
respectivamente, y describen un aumento de la energia del sistema cuanto

mas alejado se encuentra del valor de referencia.

Et()7‘siones/d’1lh,edros = } } kqb,n [1 + COS(TL¢ - ¢O)] (28)

torsiones n
El ultimo de los términos energéticos enlazantes, Ly, giones/dinedros »
describe la energia asociada a la rotacién del segundo enlace que contienen

4 Atomos.

Figura 3.1: Tlustracién de los principales descriptores de los términos enlazantes de los

campos de fuerza.

Las interacciones no enlazantes se dan entre atomos que no se encuentran

covalentemente conectados.
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E

no enlaz —

E(tl(ﬂ(:t'rosta,t’1',(:(1, + EVdW (29)

Distinguimos la energia electrostatica,

E{il(f(:t’r()sta,ti(:a, = } E ﬂ (30)

i G ATEOT

que se calcula a partir de la ley de Coulomb, y que describe la interaccion

entre las cargas puntuales, g, que se asignan a cada atomo en funcion de la
distancia, rj a la que se encuentren, en un medio con una constante
dieléctrica, €. La energia de Van der Waals,

o.. 12 o 6
B =4, |(72) - () &)
i ij

Tiene en cuenta las interacciones atractivas débiles y repulsivas, tales como
las fuerzas de London o las fuerzas de repulsion de Pauli. Se calcula
utilizando el potencial de Lennard-Jones 12-6. En esta aproximacion, el
parametro o es la distancia en la que el potencial es cero, r es la distancia
entre atomos, y € la profundidad del potencial.

En esta tesis se han utilizado varios campos de fuerzas, disponibles todos
ellos dentro del paquete de programas de AMBER, entre ellos el ff99SB,
parametrizado para proteinas, gaff (o generalized amber forcefield) muy til
cuando no existe parametrizacion previa de una molécula en cuestion y
GLYCAM_06j, especifico para aztcares. Como se ha comentado
anteriormente, uno de los puntos mas valorados de un campo de fuerzas es
la transferibilidad de sus parametros, es decir, que sean aplicables a
moléculas que no hayan formado parte de su parametrizacion. Sin embargo,
el hecho de que existan campos de fuerzas mas especificos para segin qué
tipo de moléculas implica que, si el sistema contiene varias de esas moléculas,
se utilicen en ese mismo sistema diferentes campos de fuerzas. Esto puede
ser una limitacion o handicap, puesto que los tipos de atomos de cada campo
de fuerza son diferentes, y en consecuencia pueden no existir parametros que
los unan. En ese aspecto, es objeto de discusién el utilizar o no un campo de
fuerza especifico para el sistema.
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3.3 Métodos Hibridos QM/MM

Pese a la gran capacidad computacional de hoy en dia, la simulacion de
complejos de gran tamano a escala atomica sigue siendo un reto para muchos.
Al mismo tiempo, cada vez hay mas interés en nanoestructuras, reacciones
en fase condensada y sistemas cataliticos, desde zeolitas hasta grandes
enzimas, y en el modelaje de la evolucion de sistemas a lo largo de un periodo
de tiempo muy prolongado que revele nuevos detalles mecanisticos. La
cuestion es: jes posible realizar calculos precisos sobre sistemas de gran
tamano que requieran largas escalas de tiempo?

La mecéanica clasica ha sido de gran ayuda al tratar todo tipo de
interacciones de una forma sencilla y se usa en gran variedad de sistemas.
Aun asi, los campos de fuerza de la mecanica molecular no son capaces de
describir cambios en la estructura electronica de un sistema por ejemplo en
el transcurso de una reaccion quimica. Tales cambios, que involucran la
formacién o la rotura de enlaces, transferencia de energia y/o excitacién
electrénica, requieren de la mecénica cuantica. Sin embargo, el alto coste
computacional de este método lo restringe a sistemas pequenos o de pocos
atomos.

La solucién al problema es, por tanto, la combinacién de la precision del
calculo cuantico con el bajo coste computacional de la mecanica clasica. Es
entonces cuando hablamos del método hibrido QM/MM (Quantum
mechanics/ Molecular mechanics), primeramente, ideado por Warshel y
Levitt en 1976, pero puesto en practica a partir de 1990 con Field, Bash y
Karplus.

3.3.1 La particién QM/MM

El sistema se divide en dos subsistemas uno tratado a nivel cuantico y el
otro a nivel clasico. Debido a la fuerte interaccion QM-MM la energia total
del sistema no puede escribirse simplemente como la suma de las energias
de ambos subsistemas. Debe tenerse en cuenta el acoplamiento entre ellos,
especialmente entre esos enlaces que separen los dos subsistemas.
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Figura 3.2: A la izquierda, sistema completo antes de realizar un célculo QM/MM.
Contiene una esfera de aguas de radio 30 A entorno de los substratos principales. La zona
marcada con una esfera es la zona activa, que se dividira en dos subsistemas o regiones. A
la derecha ampliacién de la zona activa: la zona QM, que contiene los 4tomos dibujados en
modelo de bolas y enlaces, y la zona MM que contiene los dtomos dibujados en lineas.

3.3.2 Expresién de la energia QM/MM

3.3.2.1 Esquemas aditivos y substractivos

Los esquemas substractivos en QM/MM requieren 1) un célculo MM del
sistema entero 2) un calculo QM del subsistema a tratar cudnticamente, y
3) un célculo MM del sistema a tratar cuanticamente. La energia QM/MM
total del sistema se obtendra de sumar 1 y 2 y restar 3.

Efguﬂljfs/tﬁﬁwo S = Eun S + Eou I+L —Eyy(I+L)  (32)

Donde S se refiere al sistema completo, I a la zona interna, el subsistema
a tratar cuanticamente y L a los atomos frontera entre los dos subsistemas.
La principal ventaja de esta expresion es su simplicidad, ademas de no
necesitar ningin termino explicito de acoplamiento en los 4tomos frontera.
La resta corrige los artefactos producidos por los atomos frontera, siempre
que el campo de fuerzas MM reproduzca el potencial QM de forma razonable.
La desventaja es que requiere un conjunto de parametros completos para la
zona interna, y pueden ser dificiles de hallar. Ademas, el acoplamiento entre
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ambos subsistemas es de tratamiento clasico, a cargo las interacciones
electrostaticas de la ley de Coulomb.

El esquema aditivo se describe como:

En este caso el calculo clasico se da solo en la region externa del sistema,
y hay un término explicito del acoplamiento entre el subsistema interno (I)
y la zona externa (Ext) del subsistema. Este término de acoplamiento

incluye las interacciones de enlace, Van der Waals y electrostaticas entre los
atomos QM y MM.

Hay diferentes expresiones que describen la interaccion QM/MM: 1) el
acoplamiento mecanico (mechanical embedding), que sélo considera los efec-
tos estéricos e interacciones de enlace como en el modelo clasico MM, es
decir, a modo de cargas puntuales rigidas. Es eficiente pero poco preciso,
dado que la zona MM no tiene en cuenta las densidades de carga de la zona
QM. Por tanto, es poco aconsejable aplicarlo en procesos en los que pueda
cambiar la distribucién de carga de la zona QM. 2) el acoplamiento electros-
tatico (electrostatic embedding), en el que la zona QM tiene en cuenta las
cargas de la zona MM vy las incorpora en el hamiltoniano como un término
monoelectronico. Implica un incremento en el tiempo computacional, pero
es mucho mas preciso que el acoplamiento mecanico. Aun asi, la interaccién
QM/MM puede verse afectada por la proximidad de las cargas MM en la
zona de los atomos frontera, lo que comportaria una sobrepolarizacion en la
densidad de carga QM. Por ultimo, el método méas preciso, 3) el acopla-
miento polarizable (polarizable embedding), en el que también se incluye la
polarizacion de las cargas MM por parte de los atomos QM. El tiempo
computacional aumenta considerablemente, debido a la asignacién, no solo
de cargas parciales, sino también de dipolos y momentos cuadrupolares, ade-
mas de requerir el uso de un campo de fuerzas polarizable que, mediante un
proceso iterativo actualice los campos eléctricos de ambas regiones.

3.3.3 Tratamiento de los atomos frontera
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Uno de los puntos més importantes en el método QM /MM se encuentra
en el tratamiento de los a&tomos entre los dos subsistemas o regiones, ya que
dependera del “corte” de un enlace covalente (si lo hay) y sus interacciones
estéricas y electrostaticas o efectos de polarizacion entre subsistemas.

La “rotura” de ese enlace covalente al crear las dos regiones provoca la
generacion de electrones desapareados en la zona QM, que debera
solventarse. Existen varias formas: 1) esquema de orbitales moleculares
localizados, que sitia un orbital hibrido que sature la carga de la zona QM.
2) el esquema del atomo de enlace (link atom); es el més comun y consta en
situar un atomo adicional, normalmente un hidrégeno, que no es parte del

sistema real pero que saturara las valencias libres de la zona QM.

3.3.4 Consideraciones finales

En esta tesis se han utilizado varios funcionales para la zona QM, y el
campo de fuerzas de AMBER para la zona MM. La interfaz que ha permitido
el calculo es el programa Chemshell. Las estructuras iniciales provienen en
su mayoria de una dindmica molecular previa (Capitulo 3.4) clésica, y para
facilitar los célculos la caja de aguas es recortada a una esfera de 30 A
alrededor de los sustratos principales en donde se estudiara la reaccién. Por
consiguiente, siempre se realiza una minimizacién al nivel de teoria QM /MM
(con el acoplamiento electrostatic embedding y el esquema de link atom para
la descripcién de la frontera), previa a seguir con el proceso reactivo.
Siguiendo con el objetivo de ahorrar esfuerzo computacional, se escoge una
zona activa de 15 A alrededor de los sustratos reactivos, y tnicamente se
trataran a nivel cuantico los sustratos y dos residuos que son de gran
importancia para la reaccion. Este protocolo ha demostrado ser de validez

en nuestro grupo anteriormente.

3.4 Dinamica Molecular
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3.4.1 Algoritmo DM

La dinamica molecular describe el movimiento sobre la superficie de
energia potencial (una vez asumida la separacién de Born-Oppenheimer) de

un conjunto de atomos que siguen la ecuaciéon de movimiento de Newton:
F =ma (34)

Esta ecuacién describe que la fuerza que actiia sobre un atomo (F)), se
calcula en funcién de su masa (m,), y la derivada segunda de la posicion r,
respecto del tiempo t, equivalente a la aceleracion. Esta ecuacién de
movimiento de los ntcleos como particulas clasicas, se puede reescribir

explicitando la fuerza como el gradiente del potencial cambiado de signo:

av d?r
v (35)

dr d?t
Donde % es el gradiente de la energia potencial respecto a un conjunto de
coordenadas r. Para realizar una simulacién, deben integrarse las ecuaciones
diferenciales de movimiento para obtener la trayectoria (posiciones y veloci-
dades) en funcién del tiempo de todas las particulas del sistema. No obstante,
no existe una solucion analitica a dicha integracion, por lo que para realizar
ese calculo se requiere de un procedimiento numérico de integracion de las
ecuaciones diferenciales de movimiento. El procedimiento general se basa en
dividir el intervalo de tiempo en muchos pasos muy cortos, siendo las fuerzas
constantes en cada uno de estos pasos de integracion.

Uno de los procedimientos numéricos existentes es el algoritmo de Verlet, el
cual propaga la posicion de las particulas sin tener en cuenta las velocidades.

rt+ At =2rt —rt— At + a(At)? (36)
De esta manera las posiciones del sistema a un tiempo t mas el paso de
integracion At que suele ser muy pequeno, quedan definidas en funciéon de

las coordenadas previas a t y t — At y de la aceleracion del sistema a t, que
se obtiene aislandola de las ecuaciones 34 y 35:
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F, 1
o =fi__1dV (37)

m; m, dr;

La aceleracion se calcula a partir de las fuerzas en cada paso de integracion,
permitiendo seguidamente la propagacion de las posiciones y generar la tra-
yectoria.

Entre las principales desventajas del algoritmo de Verlet, mencionaremos
que el término velocidad no aparece explicitamente. Esto supondra un pro-
blema si se generan conjuntos con temperatura constante. El algoritmo de
leap-frog, solventa parte de estas desventajas con las siguientes modificacio-

nes:
Tiy1 = Ty + Vigg 0t (38)

Vir1/2 = Vi—1y2 + G;(AL) (39)

Si se necesita calcular la temperatura se requiere un algoritmo que tenga en
cuenta las velocidades, como el algoritmo de leap-frog, aunque estas veloci-
dades no estén en este algoritmo sincronizadas con las posiciones. Este mé-
todo también presenta mas precision numérica que el de Verlet. Finalmente,
el algoritmo de velocity Verlet, que es una combinacion de los algoritmos de
leap-frog v de Verlet, permite calcular la trayectoria con las posiciones y

velocidades sincronizadas.

- - - 1 -
Tig1 =1} + UiAt + EaiAtZ (40)

- - 1 - -
Vig1 =V + E(ai + a;41)At (41)

Las velocidades calculadas permiten determinar la temperatura de una
forma mas precisa y, por lo tanto, reproducir una mejor conservacion de la

energia durante la trayectoria.
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3.4.2 Paso de integracion

. Cual es el paso de integracion adecuado que permita realizar una simu-
lacion durante el periodo de tiempo necesario y, a la vez, que la energia entre
esos pasos de integracion no se desestabilice? La elecciéon de un paso de
integracion correcto depende de la escala de tiempo en que se dan las vibra-
ciones de enlace, de los dngulos o de las torsiones de la molécula. En general,
son los enlaces de hidrogeno los que vibran mas rapidamente, y limitan el
paso de integracion a 1 fs.

Sin embargo, en sistemas biolégicos grandes como enzimas o ADN, no se
suele estar interesado en movimientos tan rapidos como las vibraciones men-
cionadas en el parrafo anterior, sino en movimientos mas complejos como
cambios de conformaciones o plegamientos, que suceden en escalas de tiempo
de 107-10*s. Con tal de poder realizar calculos computacionales més efecti-
vos de estos bio-sistemas, suelen aplicarse aproximaciones, como por ejemplo
el SHAKE, que consiste en restringir el movimiento vibracional del enlace
de hidrégeno, permitiendo asi continuar usando pasos de integracion del or-
den de los femtosegundos, pero pudiendo calcular trayectorias suficiente-
mente largas, y sin que haya peligro de desestabilizacion energética.

3.4.3 Condiciones periédicas de contorno

Por restricciones computacionales, uno se ve forzado a simular un sistema
dentro de una caja llena de particulas (estas particulas son fundamental-
mente moléculas de disolvente simulando la solvatacién de los substratos).
Estas particulas pueden dar problemas sobre todo en los limites de esa caja.
Es por ello que se utilizan las llamadas condiciones periddicas de contorno,
o PBC (periodic boundary conditions). En ellas, la caja de nuestro sistema
se replica en todas las direcciones alrededor de una caja central que sera la
de referencia. Cuando una particula se mueve en la caja central, también se
mueve en sus réplicas. Si esa particula se mueve, saliendo de la celda de
referencia, su imagen periddica hace que aparezca por el lado opuesto al que
ha salido. Esto implica que el nimero de particulas del sistema se mantiene

constante durante el transcurso de la simulacion.
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3.4.4 Condiciones Termodindamicas

En el mundo real el sistema esta sujeto a intercambios energéticos con el
medio, y por lo tanto deben tenerse en cuenta los colectivos candnico e iso-
térmico-isobarico, en los que se mantienen el volumen o la presion constantes,
a parte del nimero de particulas y la temperatura, (NVT y NPT, respecti-

vamente).

Cuando se necesita aumentar la temperatura hasta condiciones reales, la
estabilizacion de la energia durante la dinamica es numéricamente dificil.
Sin embargo, el efecto térmico puede simularse con intercambios de energia
instantaneos entre las particulas o con un termostato con tal de mantener
la temperatura deseada constante a lo largo de la dinamica. En el caso de
mantener la presion constante, las correcciones se dan permitiendo cambios
en el volumen de la caja. Este método de correcciones se realiza computacio-
nalmente con métodos como el termostato de Nose-Hoover o el baréstato de
Berendsen, entre otros. En esta tesis, estas variables macroscopicas fueron
controladas, durante la simulacion de dinamica molecular, por la dinAmica
de Langevin combinada con las cadenas de Nose-Hoover respecto a la tem-
peratura, y el baréstato de Berendsen para la presion.

3.5 Protocolo de Dindamica Molecular

En esta tesis se han realizado dindmicas moleculares con potenciales cla-
sicos y QM/MM. Ambos protocolos constan primeramente de una minimi-
zacion, con tal de relajar los contactos estéricos que pudieran darse de la
preparacion del sistema, un calentamiento progresivo hasta llegar a una tem-
peratura de 300 K, seguido de equilibraciones para estabilizar el aumento de
temperatura forzado y la posterior etapa de producciéon o analisis. En el caso
de la dinamica clasica, siempre se tienen en cuenta condiciones perioddicas, y
el calentamiento se realiza con una dindmica de Langevin y usando el algo-
ritmo de Berendsen. Una vez alcanzada la temperatura, se realizan dos equi-
libraciones, la primera en condiciones NPT, con el objetivo de ajustar el
volumen y por tanto la densidad del sistema, y posteriormente la equilibra-
cion NVT que fije el volumen de nuestra celda. La producciéon consta de al
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menos un centenar de nanosegundos, y segun el sistema se le aplican algunas

restricciones de distancias que progresivamente se liberan.

3.6  Simulaciones de Umbrella Sampling

En este método, el sistema de interés se simula en presencia de unas ventanas
artificiales sometidas a un potencial, w(§), que se introducen para mejorar
el muestreo configuracional en los alrededores de €. La idea de esta técnica
es poder muestrear zonas del espacio de las fases que en una simulaciéon de
DM normal (a temperatura ambiente) no son visitadas por ser de alta ener-
gia, por ejemplo, la zona en la que aparece un estado de transicion. Las
simulaciones sometidas a este potencial (biased simulations) se generan
usando la energia potencial U(§+ w(¢). Tipicamente, los potenciales sirven
para confinar las variaciones de la coordenada de reaccién & dentro de un
pequeno intervalo alrededor de un valor de referencia de &, lo cual ayuda a
conseguir un muestreo configuracional eficiente en esta regién. Una de las
opciones mas utilizadas para generar los colectivos sometidos a la restriccion

es el uso de potenciales armoénicos:
1 2
wi(§) = SKE—=4) (42)

Estos potenciales se centran en diferentes valores sucesivos de &; y K deter-
mina la extension del muestreo configuracional accesible alrededor de &;.**
Dado que el muestreo configuracional estda confinado a pequenas regiones
durante una region sometida a un potencial, para obtener el PMF (Potencial
de fuerza media, del inglés Potential of Mean Force) a lo largo de todo el
rango de interés definido por & (ecuacion 42), es necesario llevar a cabo si-
mulaciones de muchas ventanas centradas en los valores de ; a lo largo de
todo el rango abarcado por €. Finalmente, a los resultados de las ventanas
se les quita la contribucion debida a w(§) y se recombinan en orden a obte-
ner la estimacion final del PMF.

Algunos de los métodos mas usados para analizar los resultados del método

US son, por ejemplo; el método WHAMY (del inglés Weighted Histogram
Analysis Method), y el método UI (del inglés Umbrella Integration).?
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3.7  Protocolo de miltiples perfiles de energia potencial

Con la finalidad de obtener una barrera de energia, correspondiente a la
reaccion catalitica, lo mas comparable posible a la barrera que puede dedu-
cirse de la constante de velocidad experimental, se puede utilizar el siguiente
protocolo. Después de una simulacion de dinamica molecular, un simple
script analiza cada una de las estructuras de la simulacién, filtrandolas en
funcién de unas distancias interatomicas que el usuario escoge segtn la reac-
ci6én que se desee estudiar (normalmente se obtienen entre 100-200 estructu-
ras denominadas pre-cataliticas). Posteriormente se realiza el calculo
QM/MM del perfil de energia potencial para cada una de esas estructuras
seleccionadas, utilizando un nivel de teoria QM(SCC-DFTB)/MM, a lo largo
de una coordenada de reacciéon especifica. Este método es computacional-
mente poco costoso y muy efectivo, permitiendo discernir entre las estructu-
ras con menor y mayor barrera de energia potencial que probablemente
muestren la misma tendencia al aplicar un nivel de teoria mas preciso. Los
perfiles de energia potencial calculados para dicha seleccién de estructuras
pueden utilizarse para el calculo de una barrera de energia de Gibbs repre-
sentativa o para la realizacion de calculos de perfiles de energia de Gibbs a
lo largo de una coordenada de reacciéon determinada.

Este protocolo simple de seleccion de estructuras ha servido de punto de
partida para el planteamiento metodolégico que se explicara en detalle en el
capitulo 6 de resultados de esta tesis.

3.8 Analisis de los Modos Normales

El analisis de los modos normales (Normal Mode Analysis, NMA) es un
método muy potente para el andlisis del movimiento de variables colectivas
en biomoléculas. Su aplicacién ha llevado a una mayor valoracion de la
importancia de la dinamica de las proteinas para su funcién, y la relacion

entre la estructura y el comportamiento dinamico de dichas proteinas®?,

3.8.1 Fundamentos del analisis de los modos normales
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El andlisis de los modos normales es una de las técnicas de simulacion
usada para investigar los cambios en la estructura a gran escala de tiempo
en sistemas biologicos. Aunque esta conectado con técnicas experimentales
de espectrometria infrarroja y Raman, su aplicacion mas reciente ha sido la
predicciéon de movimientos funcionales en proteinas u otras moléculas
biologicas. Los movimientos funcionales son aquellos que estan relacionados
con la funcionalidad de la proteina, que pueden ser consecuencia (induced
fit model) o no (conformational selection model) de su unién con otras
moléculas. En los estudios de Normal Mode Analysis (NMA), se asume que
los modos normales con la mayor fluctuacién (y por tanto los modos con
frecuencias mas pequenas) son aquellos funcionalmente relevantes, porque

existen por disenio evolutivo*?,

NMA es un analisis arménico. En su forma mas pura, usa exactamente el
mismo campo de fuerzas que se usa en las dindmicas moleculares. Sin
embargo, existen evidencias de que la aproximaciéon armonica no se cumple
para las proteinas a temperatura fisiolégica; en vez de haber un tunico
minimo de la energia potencial, el sistema visita multiples minimos cruzando
barreras de energia de varias alturas. Esta es una de las limitaciones del
NMA.

El calculo NMA en el espacio de coordenadas Cartesianas requiere 3 pasos
importantes: 1) la minimizacién de la energia potencial conformacional en
funcién de esas coordenadas Cartesianas, 2) el calculo de la matriz hessiana
i 3) la diagonalizacion de la matriz para extraer los valores y vectores propios,
que seran los modos normales. El tiempo computacional de célculo
dependera esencialmente del tamano del sistema.

3.8.2 Modelo de red eldstica ( Elastic Network)? %

Debido a las dificultades del método standard NMA, no es nada
sorprendente la popularidad que ha alcanzado el modelo de red elastica. En
él, el modelo de la proteina se simplifica drasticamente. Tirion® fue el
primero en introducirlo en la investigacion de proteinas. Como el nombre
sugiere, los &tomos se consideran unidos por una red elastica de conexiones.
Esto aporta dos grandes ventajas. Una de ellas es que no hay necesidad de

minimizar ninguna energia, ya que las distancias de todas las conexiones
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elasticas se suponen en su distancia de minima energia. En segundo lugar,
el calculo de diagonalizacion se reduce considerablemente, ya que no se
tienen en cuenta todos los atomos del sistema, sino unicamente los carbono-
alfa (CA) que forman la cadena principal de la proteina.

3.8.3 eINémo webserver y sus herramientas

Como ya se ha indicado, el calculo de los modos normales se basa en la
aproximacion armonica de la funcién de energia potencial alrededor de una
conformacién de minima energia. Esta aproximacion permite una solucién
analitica. Si se diagonaliza la matriz hessiana (la matriz de las segundas
derivadas, ponderadas segin la masa, de la energia potencial) se pueden
obtener los vectores propios de esta matriz que nos dan los modos normales
de vibracion del sistema, y sus valores propios, que se relacionan con las
frecuencias vibracionales correspondientes. El movimiento de la proteina
puede ser representado como la superposicion o combinaciéon de los modos
normales, fluctuando alrededor de un minimo de energia. Para las proteinas,
los modos normales responsables de la mayor amplitud de desplazamiento
atémico se asocian a los modos normales con mas baja frecuencia. Con tal
de evitar un mayor coste de tiempo computacional en las minimizaciones de
energia, Unicamente se utiliza un parametro en el potencial de Hook, con el
que se ha probado que se obtienen modos normales de baja frecuencia tan
precisos como los calculados por otros campos de fuerza empiricos méas
detallados:

Ep = Z C(dyj — d2))? )
d

0
D:<Rc

Donde d;; es la distancia entre dos atomos iy j, d?j la distancia entre dos
atomos en la estructura tridimensional de referencia, C es la constante de
fuerza del potencial de Hook (la misma entre todos los pares que
interaccionen) y Re un cut-off arbitrario més alla del cudl no se tienen en
cuenta las interacciones. Esta aproximacion implica que la estructura de

referencia representa la conformacion de energia minima. Ademas, todas las
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masas de los atomos se establecen con el mismo valor fijo en el término de
energia cinética, ya que se demostr6 que esta aproximacion tiene poca
influencia en los modos normales de baja frecuencia. Por lo tanto, solo se

tienen en cuenta las frecuencias normalizadas.

Una aproximacion que puede introducirse es la aproximacion de bloques de
construccion, también denominada RTB (del inglés rotation-translation-
block), que agrupa varios residuos en un tnico stuper-residuo, y las rotaciones
de cuerpo rigido y las traslaciones de los stper-residuos se utilizan como un
conjunto de nuevas coordenadas en lugar de las Cartesianas. Tama y sus
colaboradores® han demostrado que esta aproximaciéon tiene muy poca
influencia en los modos de baja frecuencia. Debido a esta aproximacion, es
posible tratar proteinas muy grandes en un nivel de descripcion de todos los
atomos en un tiempo de célculo razonable (elNémo determina
automaticamente el niimero de residuos que se deben agrupar en funcién del
niamero de residuos en la proteina, pero el usuario puede anular esta
configuracién; para proteinas pequenas, cada bloque contiene un solo
residuo). Debe subrayarse, que para proteinas cada vez mas grandes, se
espera que crezca el tamano de los dominios involucrados en los movimientos
funcionales. Esto justifica, como ya se ha indicado, que cuando el sistema es
grande la agrupaciéon de varios residuos en un solo bloque tenga poco
impacto en los modos de frecuencia mas baja, los cuales dependen

principalmente de la forma general del sistema.

Los modelos perturbados de modo normal son modelos estructurales en
formato PDB (Protein Data Bank) que corresponden a la estructura de
referencia original, con una perturbacion proporcional al modo normal
correspondiente aplicado a cada atomo. Como los modos normales definen
solo la direccién, pero no la amplitud, del cambio conformacional de una
proteina, el usuario puede especificar un rango de amplitudes (en unidades
arbitrarias) que se utilizaran en el calculo. Es importante destacar que,
debido a la aproximacion de las interacciones atomo-atomo por un potencial
armonico, la aplicacion de amplitudes demasiado grandes puede producir
estructuras distorsionadas y provocar choques estéricos. Sin embargo, es
necesario especificar amplitudes mayores que las que permiten una
comparacion justa con los factores de temperatura Beta reportados para la

estructura cristalografica, porque estos tltimos reflejan movimientos
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(fluctuaciones) atémicos a temperatura ambiente, mientras que en el
contexto actual el propésito de la perturbaciéon en modo normal es capturar
movimientos de amplitud mucho mayores. Los factores B se calculan a partir
del desplazamiento cuadratico medio (R?) de los primeros 100 modos
normales de frecuencia mas baja utilizando la relacion B = (8m%/3) (R?)
y la escala lineal de los factores B observados en la estructura de referencia.
El ajuste de R. puede mejorar ligeramente tales correlaciones. Esto
probablemente refleja el hecho de que la modificacion de R. afecta los modos
de baja frecuencia®. La comparacién entre los factores B cristalograficos
calculados y observados proporciona una medida de qué tan bien se describe
la flexibilidad de la proteina en su entorno cristalino mediante los modos
normales.

Los mapas de fluctuacién de distancia resaltan los pares de residuos iy j con
la variaciéon mas fuerte en la distancia entre sus &tomos C-alfa en un modo
dado. En elNémo, las fluctuaciones de distancia de la clasificacion superior
(10%) estén coloreadas en azul (aumento) y rojo (disminucién). Los bloques
flexibles y rigidos, asi como sus movimientos relativos, se pueden identificar

facilmente en dichos mapas.

El grado de colectividad indica la fraccion de residuos que se ven afectados
significativamente por un modo dado. Para los movimientos colectivos mas
significativos, el grado de colectividad tiende a ser un valor de uno mientras
que, para los movimientos localizados, donde el movimiento de modo normal
solo involucra a unos pocos atomos, el grado de colectividad se acerca a cero.
Si bien se espera que los modos normales de baja frecuencia tengan
caracteres colectivos, especialmente los relacionados con los cambios
conformacionales funcionales de las proteinas®, los que se obtienen del
calculo a veces resultan estar localizados. En tales casos, corresponden a
movimientos de algunas partes extendidas del sistema, como se observa a
menudo en las estructuras proteicas cristalograficas para los extremos N o
C terminales. Estos movimientos generalmente no se asocian a movimientos
funcionales y pueden ignorarse, aunque es una practica comun, y
probablemente mas seguro, eliminar esas partes extendidas antes del calculo

en modo normal.
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A parte de calcular y visualizar los modos normales de una estructura de
una proteina, el servidor elNémo también permite la combinacion
automatica de estos modos normales para acercar la estructura inicial a una
conformacién diana. Esta es la funcién utilizada en esta tesis. La
superposicion mide el grado de similitud entre la direccion de un cambio
conformacional elegido (para acercarse a la conformacién diana) y la
direccion de un modo normal dado. Obtendremos, por lo tanto, qué
combinaciéon de modos normales genera un desplazamiento que, aplicado a
la estructura de referencia, resulta en una nueva conformacion lo més
cercana posible a la conformacion diana. EINémo muestra valores
acumulativos para el cuadrado de la superposicion, comenzando con el modo
normal no trivial de frecuencia mas baja. Hay que tener en cuenta que,
debido a que los modos normales forman una base, esta suma acumulada
alcanza un valor de uno cuando se calcula sobre todos los modos. Si el
cambio conformacional considerado tiene un caracter colectivo, la suma
acumulada usualmente alcanza un valor de 0.7-0.8 ya dentro de los 20-50
modos de frecuencia més baja®?!. Las desviaciones estandar medias (RMSD)
entre los modelos perturbados por combinaciéon de modos normales y una
segunda estructura diana (no necesariamente idéntica en secuencia) se
calculan mediante una superposicion de cuerpos rigidos utilizando el
software Isqman®. En los resultados (ver Figura 3.3), se muestran las RMSD
entre todos los atomos C-alfa de las dos conformaciones de proteinas, el
nimero de dtomos C-alfa que estdn més cerca de 3 A en la superposicién de
cuerpos rigidos y el RMSD entre esos atomos solamente.

Lo que hace que el método de NMA sea ttil para predecir los movimientos
de las proteinas es el hecho de que, en un gran ntmero de casos, uno o dos
modos normales de baja frecuencia combinados (los que tienen el mayor
solapamiento), seran suficientes para proporcionar una descripcion correcta

del cambio conformacional.
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Figura 3.3: Ejemplo tipico del archivo de salida de elNémo después de cada calculo. El analisis de
modos normales (arriba a la derecha) muestra las diferentes propiedades de los primeros 100 modos
de frecuencias mas bajas: son la frecuencia, el grado de colectividad del movimiento, la media de
desplazamiento al cuadrado <R*>, el solapamiento (si hay dos conformaciones disponibles) y la
correspondiente amplitud. Se muestran también las animaciones tridimensionales desde tres puntos
de vista diferentes en vista pequena y grande. Abajo a la derecha se muestra la comparacién del modo
normal de una estructura perturbada con una de referencia en términos de RMSD. Abajo a la
izquierda se presenta el andlisis de la distancia entre todos los 4&tomos CA en forma de grafico cruzado:
los puntos rojos y azules indican los residuos para los que su distancia entre pares de residuos es mas
significativa en el movimiento generado por un modo dado. La pdgina de resultados permite también
el reenvio de un cédlculo de modos normales para obtener nuevos modos variando la amplitud del
rango de movimiento. Los modos normales perturbados resultantes pueden descargarse en formato
PDB, pudiendo ser visualizados facilmente con programas como VMD.
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4.1 Introduccion

Como se ha comentado en la introduccién general de esta tesis, el papel
fundamental de los carbohidratos en diversas funciones biologicas, asi como
su relevancia en diferentes tipos de industria, hacen que su sintesis sea de
gran interés en diversos campos cientificos!. Resaltamos, también, las ven-
tajas que el uso de enzimas aporta de cara a la catalisis del enlace glicosidico.
En especial, algunas GHs no solo catalizan la reaccion de hidrolisis, sino que,
con los aceptores adecuados, son capaces de tener cierta actividad transgli-
cosidasa, en especial las GHs que actian con retencion de la configuracion.
Estas GHs siguen un mecanismo de doble desplazamiento en dos pasos con-
secutivos entre los cuales se produce como intermedio la formacién de un
complejo covalente glicosil-enzima (ver figura 1.7 del capitulo de Introduc-
cién de esta tesis). Dos grupos carboxilicos cataliticos (separados por ~5 A)
actiian como acido/base y nucleéfilo en la reaccion.

e
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H Glicosidacion (o) g NO
20— L. B
o O I

I GLU 338
GLU 338 < > N
(Nucledfilo) ®O\H J\ HE .
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'\ b e
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OH
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Hidrolisis: (®) =H  Transigicosidacion: ®) = (—
H

Figura 4.1: Mecanismo catalitico de los pasos de glicosidacion (G) y deglicosidacion (D): hidrdlisis
(H) si R es un hidrogeno y transglicosidacion (T) si R es el sustrato N-metilo-O-benzil-N-( 8-D-
glucopiranosil)-hidroxilamina) en la R-glicosilhidrolasa con retencién de configuracién (B-GHs) de

Thermus thermophillus.
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En un primer paso, (al que nos referiremos como glicosidacién, G), el nu-
cledfilo ataca al carbono anomérico del azicar mientras el carboxilo acidifi-
cado protona el oxigeno glicosidico del grupo saliente, y el complejo cova-
lente aztcar enzima se forma. En el segundo y tltimo paso, (al que llamare-
mos deglicosidacion, D) el residuo que anteriormente actuaba como acido,
ahora desprotona la molécula de agua al tiempo que ésta ataca el carbono
anomérico del azicar, formando finalmente el producto de la hidrélisis (H)
manteniendo la configuracién del carbono anomérico. Ante la presencia de
una molécula aceptora adecuada que sustituya a esta molécula de agua, al-
gunas GHs son capaces de catalizar la transglicosidacién (T).

Como se ha comentado en la Introduccion general, algunas GHs no solo
catalizan la reaccion de hidrélisis, sino que, con los aceptores adecuados, son
capaces de tener cierta actividad transglicosidasa. Este es el caso de la en-
zima B-glicosidasa de Thermus thermophilus (TtR-gly, perteneciente a la
familia GH1 segun la clasificacién CAZy), que se estudié en este capitulo.
La enzima salvaje, con 4-nitrofenil-B-D-fucopiranosa (Fuc-pNP) como sus-
trato dador y  N-metilo-O-benzil-N-(B-D-glucopiranosil)-hidroxilamina
(BnON(Me)-Glc) como sustrato aceptor, es capaz de catalizar un 36% de

transglicosidacion?.

Sobre esta enzima también se han realizado estudios de mutagénesis que han
tratado de entender los determinantes moleculares para lograr que la trans-
glicosidacién domine por encima de la actividad hidrolitica de la enzima.
Dion y sus colaboradores® aplicaron con éxito técnicas de evolucion dirigida
a TtB-gly, incrementando su habilidad para sintetizar oligosacaridos a través
de la transglicosidacion hasta un 82%. Sus resultados fueron mas tarde semi-
racionalizados tras ver que las mutaciones que daban lugar a ese incremento
de la proporcién transglicosidacion/hidrélisis en TtB-gly estaban localizadas
en posiciones altamente conservadas en la zona de la cavidad donde el mo-
nosacarido a hidrolizar es acomodado (llamado el sitio -1) *°. De esta manera,
crearon nuevos mutantes (Tyr284Phe, Asn282Thr, Phe401Ser, Asnl63Ala,
Arg75Ala) que catalizaban la transglicosidacién entre Fuc-pNP vy
BnON(Me)-Gle con un rendimiento de la reaccion de transgliosidacion in-
crementado hasta un 82% en el caso de la variante F401S (en contra del
36% antes mencionado para la forma natural de la enzima). En la tabla y
figura que siguen se dan datos de dichas mutaciones.
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Tabla 4.1: Porcentajes de transglicosidacion de la enzima salvaje y las diferentes mutaciones
experimentales de Ttp-gly.?

Enzima WT  Y284F F401S N390I N282T W120C NI163A RT75A

% T 36 76 82 73 ) o7 77 65

Figura 4.2: Representacién del sustrato Fuc-pNP (en naranja) y los residuos del centro activo
que lo rodean (en lila). Se resaltan las etiquetas en rojo de los residuos cataliticos que actiian
como nucledfilo (GLU 338) y como 4cido/base (GLU 164).

Esta estrategia ha seguido siendo utilizada con éxito para otras familias de
GHs ¢°. Los autores postularon que las mutaciones en esta zona del sitio -1
de la cavidad pueden inducir una menor estabilizacién de los estados de
transicion en el paso de deglicosidacion, siendo este efecto mayor para la
reaccion de hidroélisis que para la transglicosidacion, reflejando entonces el
incremento en la proporcién T/H medida experimentalmente y, al mismo
tiempo, la reduccién en la eficiencia catalitica (kea:/Kyu) de los mutantes.
Esto sugiere que los estados de transicion de la H y de la T deben presentar
diferentes interacciones caracteristicas y de estabilizacién. En el estudio que
se presenta en este capitulo, nos propusimos investigar estas diferencias.

Los estudios computacionales anteriores sobre GHs que retienen la confi-

guracion se focalizaban principalmente en el proceso de glicosidacion, algu-
nos pocos en la hidrolisis y muy pocos en la etapa de transglicosidacion. Y
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para las GHs de la familia GH1, que es la que se estudia en este trabajo,
tnicamente se habian realizado calculos QM /MM relativos a la glicosidacion
y a la hidrolisis catalizadas por la B-glucosidasa del microorganismo Oryza
sativa (arroz) (Osp-gly)* 2. En estos estudios se corroboré la existencia del
ion oxocarbeno en ambos estados de transicion, que se presentan después de
la rotura del enlace glicosidico entre la glucosa y el resto del sustrato dador,
y previamente a la formacion del nuevo enlace de la glucosa con el hidroxilo
proveniente de la molécula de agua. Se verific6 también la importancia de
la interaccion entre el grupo hidroxilo del C2 de la glucosa y el residuo
catalitico que actia como nucledfilo, la cual facilita el cambio conformacional
que sufre la glucosa durante la reacciéon y que contribuye a la estabilizacion
de la estructura del TS. Todo ello queda en concordancia con los datos ex-
perimentales, en donde siempre se ha destacado esta interaccion y su impor-
tancia para la estabilizacion del TS, con una contribucién de hasta
10kcal/mol™. Recientemente, se ha calculado el efecto de esta interaccién en
la barrera de energia libre de las reacciones de glicosidacion y transglicosi-
dacién de la familia CAZy GH72, mostrando una disminuciéon de 11 y 16
kcal/mol, respectivamente!.

En otros estudios se ha investigado el efecto de usar diferentes particiones
QM /MM sobre la barrera energética de la glicosidacién y la hidrélisis para
la OsB-gly. En ellos se concluia que el residuo Tyr equivalente a Tyr284 en
el sistema TtR-gly (el cual interacciona a su vez con el residuo catalitico
nucledfilo y el &tomo O5 del azicar), tiene una contribuciéon muy importante
en el perfil energético, siendo ésta mas significativa en el paso de deglicosi-
dacion. El estudio concluye entonces que este residuo debe ser incorporado
en la region QM con tal de obtener barreras de energia potencial y confor-
maciones del anillo fiables. También se analiz6 el efecto de otros residuos de
la cavidad -1*2

Como ya se ha comentado, en pocos estudios QM /MM se han comparado
las reacciones de hidrolisis y de transglicosidacién en glicosidasas que reten-
gan la configuracion del azicar y, hasta el momento, ninguno focalizado en
la familia GH1. Aunque si se realizaron calculos QM/MM con BB1K:AM-
BER en una B-galactosidasa de la familia CAZY GH2 donde se estudiaba el
mecanismo catalitico de las reacciones de glicosidacion, hidrolisis y transgli-
cosidacion, ésta ultima llevando a productos de diferente regioselectividad'®.
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Todos los TSs fueron caracterizados como disociativos y con el proton del
residuo acido/base catalitico sin enlazarse con el sustrato saliente. Desafor-
tunadamente, no se encuentra mucha mas informacién respecto a la geome-
tria de las estructuras en el TS de la transglicosidacion. La interaccion de
puente de hidrogeno entre el 2-OH del aztcar y el residuo nucledfilo es tam-
bién destacada y relacionada con la distorsion del anillo piranosil y la pos-
terior estabilizacion en la estructura del TS. Las barreras de energia de la
transglicosidacién son 2-4 kcal/mol mayores que las de la hidrdlisis, y la
regio selectividad de los productos se relaciona con motivos termodinamicos
antes que cinéticos.

En 2018, las reacciones de hidrélisis y transglicosidacion catalizadas por
una B-glucosidasa de la familia CAZy GH3 se estudiaron realizando calculos
de energia libre con el método de umbrella sampling a nivel SCC-
DFTB/CHARMM. Ambas reacciones mostraron barreras de energia libre
similares (~18 kcal/mol) pero diferencias estructurales en los TSs; el TS de
la hidrélisis difiere también de los comentados anteriormente. Para la hidro-
lisis, el T'S presenta el enlace glicosido-agua practicamente formado (1,50 +
0,04 A), lo que comporta un menor caracter ionico del azticar que, segun las
coordenadas polares de Cremer-Pople que describen las conformaciones de
los anillos, presenta una conformacion *C;. En la transglicosidacién, el TS
predicho aparece antes que en la hidrélisis (con el nuevo enlace parcialmente
formado, 1,9 + OJA), con el azicar transferido cargado mas positivamente
y en una conformacién ‘Hs. En ambos casos, el protén transferido a la base
catalitica ocurre tarde, especialmente en la hidrolisis, en donde sucede des-

pués de acercarse a la base a una distancia de 1,6 A.

En este trabajo, presentamos un estudio QM(DFT)/MM de las reacciones
de glicosidacion, hidrolisis y transglicosidacion catalizadas por la enzima
TtB-gly, con los sustratos Fuc-pNP como dador y BnON(Me)-Gle como
aceptor. Ttp-Gly cataliza la hidrolisis de derivados de p-D-galactosas, B-D-
glucosas, y R-D-fucosas, mostrando la mayor actividad con éstos tultimos.
Como hemos mencionado, ante la presencia del aceptor adecuado, puede
catalizar también la reaccién de transglicosidacion; los estudios realizados
sefialan que con el aceptor BnON(Me)-Gle se obtienen los mayores rendi-

mientos en la enzima nativa, asi como un tnico regioisémero como producto
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(N-metilo- O-benzil- N-(B-D-fucopiranosil(1->4) g-D-glucopiranosil )-hidroxi-

lamina)'?.

Nuestro objetivo principal es profundizar en la comprension y compara-
cion de los mecanismos de reaccion especialmente entre la hidrélisis y la
transglicosidacion. Se ha sugerido una mayor desestabilizacion del TS de la
hidroélisis respecto al de la transglicosidaciéon como motivo principal para
incrementar la proporcion T/H, implicando por tanto diferentes interaccio-
nes en uno y otro caso.

4.2  Metodologia

4.2.1 Preparacién del Sistema

Las coordenadas iniciales del enzima salvaje TtR-gly se extrajeron de la
correspondiente estructura de rayos X con cédigo PDB 1UG6 (resolucion
0,99 A)lg. Para la incorporacion de los sustratos en la cavidad de la enzima,
las coordenadas de 1UG6 fueron superpuestas a las de la estructura cristali-
zada de OsB-gly que contiene el sustrato no hidrolizado celotetralosa (CTT)
(c6digo PDB: 3F5], resolucién 1,95 A)Y. De esta manera, se aprovecha la
posicion del CTT y se modifica mediante el programa PyMol, construyendo
el anillo de la fucosa transformando el anillo glucosa més cercano a los resi-
duos cataliticos (Glu338 y Glul64 de la estructura PDB 1UG6). Sobre el
segundo anillo del CTT se construy6 la parte del grupo saliente p-nitrofenol
(pNP) del sustrato Fuc-pNP. Se eliminaron dos moléculas de agua cristalo-
graficas que colisionaban con el nuevo sustrato construido; el resto de las
moléculas de agua cristalizadas se mantienen en el modelo. Se anadieron los
atomos de hidrogeno necesarios en el sistema y se protonaron los residuos
ionizables usando el servidor Propka3.0* a pH=7,0, exceptuando los residuos
del centro activo Glu338 y Glu392, que fueron modelados como desprotona-
dos, Glul64 como protonado y la His119 protonada en su N&.

Todas las simulaciones de dindmica molecular (MD) se realizaron usando
el campo de fuerzas de Amber de ff14SB * para la proteina, y GLYCAMO06j*
y GAFF 2 para los tipos de atomos y los parametros de los azucares y la
parte del grupo saliente pNP, respectivamente. Ademas, algunos parametros
que no estaban especificados en la parametrizacion correspondientes a un
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enlace y algunos angulos diedros del sustrato Fuc-pNP fueron completados
buscando la correspondiente traduccion en la base de datos de los campos
de fuerzas de GAFF y GLICAMO6j (Anexo, Figura A4.1). Se anadieron tres
iones de sodio para la neutralizacién del sistema, que finalmente fue solva-
tado en una caja de aguas TIP3P preequilibradas, dejando una distancia
minima de 15 A desde el borde de la caja al &tomo més cercano de la proteina.
El sistema final contiene 70227 atomos.

4.2.2 Simulaciones de dindmica molecular

El modelo solvatado de TtR-gly/Fuc-pNP fue relajado mediante un
calculo de minimizacion de energia a nivel MM utilizando los métodos de
steepest descent y de gradiente conjugado. El protocolo de minimizacién
consta de 3 pasos: primeramente, restringiendo todos los atomos del sistema
a excepcion del ligando (Fuc-pNP), un segundo paso restringiendo tnica-
mente los d4tomos de la proteina (excepto sus hidrégenos), y un tltimo paso
sin restriccion alguna. Una vez el sistema ha sido relajado, se realiz6 una
simulacion de dinamica molecular bajo condiciones periédicas de contorno.
El protocolo de MD consistia en una fase de calentamiento (de 0 a 300 K)
durante 200 ps en condiciones NVT usando dinamica de Langevin. Seguida-
mente, se realizo un periodo de equilibracién de 400 ps. Los primeros 200 ps
se realizaron bajo condiciones NPT hasta llegar a una densidad de 1gem™ y
usando el algoritmo de acoplamiento débil isotrépico y el termostato de Be-

rendsen*

a 1 atm y 300 K. Luego, el volumen del sistema se fijo y los si-
guientes 200 ps se realizaron bajo condiciones NVT. Finalmente se realizaron
10 ns de equilibracién, mas 100ns de produccion, a 300K y bajo condiciones
NVT sin ningtn tipo de restricciones. Durante la MD, los enlaces covalentes
que contenian hidrégeno fueron restringidos usando el algoritmo SHAKE *y
el método de Ewald® se utiliz6é para tratar las interacciones electrostaticas
de largo alcance. El paso de integracion de las trayectorias de las dindmicas

moleculares es de 2 fs.

El anélisis de las simulaciones MD se llev6 a cabo usando las herramientas
estandar del paquete de programas de AMBER16* [cpptraj y VMD?¥ para
la visualizacion de las simulaciones|. Basandonos en este andlisis, se estable-
ci6 un criterio de seleccion de estructuras de la trayectoria de MD que
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sirvieron de punto de partida para los cdlculos QM/MM de la reaccién de
glicosidaciéon (G).

Para obtener las estructuras de partida de los célculos QM/MM de la
reaccion de hidrolisis (H), el producto del proceso de glicosidacién se modi-
fico eliminando los atomos del grupo saliente pNP, a excepcion del grupo
hidroxilo, que fue convertido en una molécula de agua, que sera el aceptor
en la etapa de hidroélisis, con el programa PyMol. El sistema fue re-solvatado
con una caja de aguas TIP3P y sus coordenadas fueron relajadas a nivel
MM, restringiendo todos los atomos de la proteina y la recién construida
molécula de agua (aceptor). Le sigui6é una simulacién de MD corta (210 ps)
para permitir la reordenacion de las otras moléculas de agua en el centro
activo de la proteina. La ultima estructura extraida de la trayectoria MD se
preparé para realizar un célculo de minimizaciéon QM /MM vy asi localizar el
minimo reactivo e iniciar los calculos del camino de reaccion de la reaccion
de hidrolisis.

Glicosidacién Hidrélisis

OH

OH H,0 e %
o (0] )’ HO.
0 + Enz HO. 1o
HO. :‘ Fuc
HO 0
HO'

o
NO HOONO? ﬁr ~_ BnON(Me)Gle
2 S

0y ' \\
PNP-Fuc PNP GLU 338 . OH

N / o \

——4-// | o T oo
‘ o HOk | '
HOJ / \ —~0Bn

Transglicosidacion

BnON(Me)Fuc(B81 4)Gle

Figura 4.3: Esquema de las etapas de glicosidacién (G) en negro, de la enzima con el sustrato pNP-
Fuc. Una vez formado el complejo de Michaelis, puede suceder la reaccién de hidrélisis (H) en azul,
si la molécula aceptora es una agua, o bien la transglicosidacién (T) en rojo, si la molécula aceptora
es BnON(Me)-Gle.

Para la reaccién de transglicosidacién (T), las coordenadas del anterior-
mente mencionado sustrato CTT sirvieron como referencia para construir
las del sustrato aceptor BnON(Me)-Gle, forzando la superposicién de las
coordenadas del hidroxilo 4-OH de la glucosa unida al sitio +1 con las del
grupo hidroxilo del grupo saliente pNP del paso previo de glicosidacion. Se
eliminaron 3 moléculas de agua que chocaban con el sustrato aceptor. El
sistema se relajo siguiendo los mismos pasos que en la hidrolisis.
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Todas las simulaciones fueron realizadas usando la versiéon de pmemd del
software de AMBER16 (GPU (CUDA)*51.

4.2.3 Céalculos QM /MM

Los célculos QM/MM se realizaron mediante el paquete de programas
modular ChemShell*> usando TURBOMOLE- V6.3% para obtener las ener-
gias QM y los gradientes a nivel DFT. Se usé el funcional PBE0O* ya que da
errores de menos de 0,5 kcal/mol en sistemas de este tipo, tal y como mues-
tra un estudio reciente que evaltia modelos con enlaces glicosidicos en glico-
sidasas® y donde ademads se concluye que la inclusiéon de la correccién D3 no
afecta significativamente las energias calculadas. Las energias MM y los gra-
dientes se evaluaron con DL POLY?®’, al que se accede a través de la misma
plataforma de ChemShell, usando el campo de fuerzas de AMBER anterior-
mente mencionado. Dentro de la aproximacion QM /MM se utilizé el entorno
electrostatico de electrostatic embedding scheme® con tal de permitir que
las cargas puntuales MM polaricen la densidad electrénica de la regién QM.
Para el calculo de las interacciones MM y QM/MM no enlazantes no se
utiliz6 ningtn cutoff.

En todos los célculos QM /MM, la caja de aguas se redujo a una esfera de
un radio de 30 A que envuelve toda la proteina. Todos los residuos y molé-
culas de agua dentro de un radio de 15 A a partir del centro anomérico
fueron incluidas en el proceso de optimizacién como regién activa (aprox.

2100 dtomos) mientras el resto permanecen fijos.
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Figura 4.4: Representacién del modelo enzimético usado para los calculos QM/MM. Se resalta en el
recuadro la localizaciéon de la zona QM, v en su interior se muestra un ejemplo de la orientacién de
los dtomos QM para la reaccion de glicosidacién.

Se estudiaron dos tipos de regiones QM: la menor, que contiene 84 atomos
en el paso de glicosidacion (el sustrato Fuc-pNP, cuatro aguas préximas y
las cadenas laterales de los residuos Glul64, Glu338 y Tyr284), y para la
zona mayor que contiene 138 dtomos (los especificados en la zona menor,
anadiendo las cadenas laterales de los residuos Asn282, Asnl63, Arg75,
GInl8, y Glu392). Para los pasos de hidrélisis y transglicosidacion los 4tomos
correspondientes al grupo O-pNP se sustituyen en las regiones QM por los
de la molécula de agua y el sustrato BnON(Me)-Gle, respectivamente. Para
la hidrolisis se anadieron 3 moléculas de agua en la zona QM (ademés de la
molécula de agua catalitica, WAT431), mientras que en tinicamente una fue
anadida para la reaccion de transglicosidacion. EI ntimero de atomos en las
correspondientes zonas QM menor/mayor en los pasos de hidrélisis y trans-
glicosidacion es de 67/121 y 100/154, respectivamente.
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Esquema 4.1: Representacion de las regiones QM utilizadas en los cdlculos QM/MM de la reaccién

de glicosidacion. La regiéon QM menor incluye; los dtomos de los sustratos v moléculas de agua (negro)
los residuos cataliticos (en azul) v la Tyr284 (en rojo). Para la hidrélisis y la transglicosidacién el
grupo O-pNP fue sustituido por una molécula de agua y por el aceptor BnON(Me)-Gle,
respectivamente. Tres moléculas de agua adicionales fueron incluidas en la hidrélisis y solo una para
la transglicosidacion. La region QM mayor contiene la correspondiente regiéon menor mas el resto de

los residuos representados en color verde.

La metodologia utilizada para definir las condiciones de enlace de los ato-
mos frontera (link atoms) (tres para las particiones de la zona QM /(me-
nor)/MM y ocho para QM(mayor/MM)) es la aproximacién de charge-shift®.
La carga total de ambas zonas QM es -1 en las 3 reacciones cataliticas. Las
optimizaciones QM/MM se realizaron mediante el algoritmo LBFGS (the
limited-memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno)®, combinado con el es-
quema de coordenadas internas deslocalizadas hibridas (Hybrid Delocalized
Internal Coordinate Scheme)® tal y como se encuentra implementado en
ChemShell®.

Los caminos de reaccion fueron escaneados realizando optimizaciones res-
tringidas con un potencial armoénico aplicado a una coordenada de reaccién,
propiamente definida para cada etapa quimica, que se varié en pasos de 0,2
A para llevar el sistema de reactivos a productos. Las coordenadas de reac-
cién se definieron como combinacién lineal de tres distancias principales in-
volucradas en los cambios quimicos de cada etapa, una definicion que ya fue
usada anteriormente para otras enzimas activas sobre carbohidratos*. Estas
coordenadas de reacciéon (RC) son: RC = [d(Clpuc-O4Dxp)-d(Clpuc-
OFE2crusss)-d(Heruier-O4Dpvp)]  para la  glicosidacion, RC = [d(Clruc-
OE2arusss)-d(Cleve-Owarast)-d (Hlwarasi-OE2aruies)] para la hidrélisis y RC =
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[d(Clrue-OE2¢1usss)-d(Clrre-O4ere)-d(H4O0ere-OE2¢Luies)] para la transgli-
cosidacion (ver Esquema 4.2 para la localizacién de los dtomos). Para cada
reaccion, la estructura correspondiente al maximo del perfil de energia po-
tencial es la escogida como indicativa del correspondiente estado de transi-

cion.
Aceptores
HsC
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H1~ H2
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/ \ WAT
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Esquema 4.2: Representacion esqueméatica de los nombres de los 4tomos {en rojo) de cada uno
de los sustratos utilizados en cada una de las etapas: a la izquierda el sustrato Fuc-pNP y los
residuos cataliticos Glu 338 y Glu 164 para la glicosidacion, y a la derecha los sustratos aceptores
de la hidrélisis (agua) y de la transglicosidacién (BnON(Me)-Glc).

El funcional hibrido PBEQ y dos conjuntos de bases (SVP y TZVP) fueron
las usadas para la descripcion de la region QM menor, mientras que para la
region QM mayor siempre se trat6 al nivel PBEO/TZVP. Ademds, se reali-
zaron célculos de energfa puntuales a nivel QM(PBE0/TZVP)/MM sobre
las geometrias QM(PBEQ/SVP)/MM a lo largo de los perfiles de energia
potencial de las reacciones de hidrolisis y transglicosidacion.

De los célculos QM(PBE0/TZVP)/MM se realizé un anélisis de las cargas
del tipo de poblacién natural (NPA, natural population analysis). También
se examiné la contribucion electrostatica de diferentes residuos a la barrera
de energia potencial de las reacciones de hidroélisis y transglicosidacion. Para
ello, se cambiaron las cargas puntuales de todos los atomos del residuo en
cuestion a cero en calculos puntuales de energia a un nivel de teoria
QM(PBEO/TZVP)/MM a lo largo de sus perfiles de energia potencial
QM(PBEO/TZVP)/MM.
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Para las reacciones de hidrolisis y transglicosidaciéon, se realizaron célculos
de energia libre con el método de Umbrella Sampling a un nivel QM (SCC-
DFTB)/AMBER mediante el médulo de dindmica dentro de ChemShell. Las
coordenadas de reaccion, definidas anteriormente, fueron escaneadas a inter-
valos de 0,1 A con una constante de fuerza de 300 kcal/mol - A2. La misma
constante de fuerza fue utilizada para restringir la distancia entre los atomos
OElcresss y O2pve a 2,4 A en la reaccién de hidrélisis para corregir las trans-
ferencias de protones indeseadas que ocurrian durante la simulacién, algo
que a veces pasa con el método SCC-DFTB. Aun asi, algunos datos obteni-
dos en la reaccion de hidrélisis tuvieron que ser descartados en los analisis
presentados méas adelante. Cuarenta y cinco ventanas se usaron para la hi-
drolisis y cincuenta para la transglicosidacion. En cada ventana, se corrieron
20 ps de equilibracién y 60 ps de produccién/recogida de datos, bajo condi-
ciones NVT y usando el termostato Nosé-Hoover?>*. Todos los atomos de
los residuos a menos de 20 A del 4tomo Clguc fueron congelados. Los histo-
gramas mostraron un solapamiento correcto de las ventanas para el paso de
integracion y la constante de fuerza escogidos. El método de analisis de in-
tegracion del umbrella sampling fue el utilizado para obtener los perfiles de

energia libre.

4.3 Resultados

4.3.1 Paso de Glicosidaciéon

4.3.1.1 Simulaciones de Dinamica Molecular

Para obtener una primera vision estructural de la dinamica del complejo
de Michaelis Ttp-gly/Fuc-pNP, se calculé la root-mean- square deviation
(RMSD) de la cadena principal y de los dtomos pesados del sustrato Fuc-
pNP a lo largo de los 100 ns de la trayectoria (Figura 4.5). La estructura de
la proteina se equilibra correctamente.
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Figura 4.5: Anélisis de RMSD (en A) de (A) la cadena principal de la protefna descartando los
primeros 4 y el ultimo residuo de la proteina, y (B) de los 4tomos pesados del sustrato Fuc-pNP.

El RMSD del sustrato (con un valor medio de 0,78 + 0,37 A) presenta un
patrén oscilante causado por el grupo fenilo que alterna entre dos conforma-
ciones durante toda la trayectoria. Como se detallara méas adelante, la posi-
cién del anillo de la fucosa estd mas fijo en la cavidad -1 que el grupo pNP
en la cavidad +1, ya que ésta presenta un volumen mayor y por lo tanto da
mayor libertad de movimiento a este grupo del sustrato, ademas que la fu-
cosa cuenta con un gran numero de interacciones con la enzima. Para ana-
lizar méas detalladamente las interacciones moleculares que posiblemente ten-
gan mayor importancia en el mecanismo catalitico, se realizd6 una busqueda
de los enlaces de hidrégeno mas frecuentes durante la simulacion entre el
sustrato, los residuos de la proteina y las moléculas de agua en el centro
activo. En la tabla 4.2 se presenta un resumen de estas interacciones de
puentes de hidrégeno: la fraccion de estructuras que cumplen la interaccién
a lo largo de la dindmica (la frecuencia u ocupacion con la que aparece la
interaccion) y la correspondiente distancia media entre el atomo dador y el

aceptor.
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Figura 4.6: Representacion de algunos de los posibles puentes de hidrégeno (lineas azules) establecidos
entre el sustrato Fuc-pNP, la enzima Tt 8-gly v el solvente en el centro activo del sistema, a lo largo
de la dindmica molecular de 100 ns. Se resaltan también algunos nombres de los 4tomos de los residuos
v el sustrato Fuc-pNP en azul oscuro.

TABLA 4.2: Analisis de las interacciones de enlaces de hidrégeno mds poblados entre los sustratos,
los residuos de la proteina v las moléculas de agua del centro activo, a lo largo de la simulacién de
dindmica molecular de 100ns. Las ocupaciones del enlace de hidrégeno se definen como la fraccién de
estructuras en las que el enlace estd presente. Unicamente se incluyen las ocupaciones de mas de un
10%. Se incluye la distancia media entre los atomos pesados de los dadores vy los aceptores.

Aceptor Dador Ocupacion del enlace de H % Distancia MEDIA
[A]
OO01pnp Solvente 99,6 2,79
OFElcruies ND2asnaz2 92,5 2,81
O4Depxp OE2cLui64 90,6 2,76
OE2¢Lusss OHryrass 89,0 2,76
OElcinis O3ruc 79,3 2,72
OElcruse O4ruc 62,5 2,80
O2ruc ND2asxi63 46,8 2,90
OElcrusss O2ruc 46,6 2,84
O3ruc NE2usi9 34,4 2,87
O5puc Solvente 24,0 2,85
Odpuc Solvente 20,4 2,84
O3rue NE1rtrp3os 16,6 291
OF2crusss O2ruc 16,3 2,85
OElcrusss NH1arars 13,6 2,91
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Se obtiene una ocupaciéon mayor del 90% entre el &tomo OE1 correspon-
diente al carboxilato del residuo catalitico dcido/base Glul64 y el HD22 del
residuo Asn282. Esta interacciéon ayuda a mantener (con una ocupacién del
90,6%) el puente de hidrégeno entre el proton Glul64 y el oxigeno glicosidico
(O2D) del grupo pNP. Esta es una de las interacciones mas importantes
para el proceso de glicosidacion, ya que asi el Glul64 se mantiene bien posi-
cionado (la distancia media entre los 4tomos pesados es de 2,76 A) para la
donacién del proton hacia el grupo saliente. El residuo nucleéfilo catalitico
Glu338 interacciona principalmente a través del oxigeno de su carboxilato
con la Tyr284 (88,9% de ocupacién), estabilizando de esta manera la carga
negativa del propio nucleéfilo. Ademas, este mismo grupo carboxilato del
Glu338, (a través de su oxigeno OE1) establece, durante aproximadamente
la mitad de la simulacién, otro puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo
2-OH del sustrato fucosa. Existe una oscilaciéon entre la interaccién de este
hidroxilo y los atomos OElgrLesss (con una frecuencia del 46,6%) y el dtomo
OFE2¢russs (16,3% de frecuencia). Como se ha comentado en la introduccién,
esta interaccion es clave para la estabilizacion de la estructura del estado de
transicion en el paso de glicosidacion, especialmente en las B-glicosidasas con
retencion de configuracion, ya que afecta a la formacién del oxocarbeno.
Adicionalmente, el atomo OEl¢russs interacciona también con la cadena la-
teral del residuo Arg75 y una molécula de agua. Por su parte, el grupo hi-
droxilo 2-OH del anillo Fuc interacciona también con el residuo Asn163 (con
una frecuencia del 46,8%). Su hidroxilo 3-OH establece un puente de hidré-
geno con HE2uis119 (34,4% de ocupacion) y con el dtomo OEleinis (79,3%).

Los grupos hidroxilo 4-OH y 5-OH del sustrato Fuc presentan enlaces de
hidrégeno con la misma molécula de agua (con una frecuencia de alrededor
del 20% para cada uno), y el grupo axial 4-OH ademads interacciona con el
atomo OElaLuse (62,5% de ocupacion). Esta ultima interaccién difiere es-
tructuralmente de la reportada por Badieyan et al. (2012)* cuando la celo-
biosa es hidrolizada por Osp-gly; dado que a diferencia de en la Fuc, en la
Glucosa (Glc) este hidroxilo se encuentra en posicién ecuatorial, la interac-
cion sucede con el otro oxigeno del carboxilato Glu392.

En resumen, la fucosa del sustrato Fuc-pNP se encaja en la subcavidad -

1 estableciendo una red compleja de enlaces de puentes de hidrégeno con los
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residuos de la proteina y moléculas de agua que contribuyen a su estabiliza-
cion. Es importante subrayar el hecho de que todos los residuos de la primera
y segunda capa alrededor de la subcavidad catalitica -1 de la proteina iden-
tificados en este analisis son residuos altamente conservados en la familia
GH1%4, Sin embargo, el analisis no refleja ninguno de los residuos conser-
vados alrededor de la subcavidad +1, confirmando la falta de especificidad
de la parte no glicosidica previamente observada en esta familia'®. La molé-
cula pNP tunicamente establece puentes de hidrogeno con dos moléculas de
agua a través de su grupo NO, a lo largo de toda la simulacion. Ademas de
las interacciones de puentes de hidrogeno, el anillo de la fucosa se envuelve
durante toda la dindmica por residuos hidrofébicos conservados como
Trp385, Trp393, Trpl120, y también Phe401, mientras que el grupo saliente
pNP basicamente interacciona con el Trp312.

Para iniciar el estudio QM/MM de la etapa de glicosidacién, se seleccio-
naron dos estructuras extraidas de la MD anterior del complejo de Michaelis.
Estas estructuras fueron filtradas bajo la condicion de la existencia de enla-
ces de puente de hidrégeno entre los &tomos O4Dpxp - Horvies y OE2¢Lusss -
H2Oruc, y entre los residuos cataliticos y el sustrato Fuc-pNP. La presencia
de un enlace de hidrégeno entre la Tyr284 y el Glu338 se confirmé6 en ambas
estructuras. La relevancia de esta interaccion (y de describirla a nivel QM)
ha sido demostrada por Badieyan et al. (2012)" en sus estudios QM/MM
del sistema OsB-gly mencionado anteriormente, asi como su importancia en
la descripcién energética de los pasos de glicosidacion e hidrolisis. Es por
esta razon, que el residuo Tyr284 fue incluido en nuestra particién QM (me-
nor)/MM. Finalmente, cabe destacar que ambas estructuras seleccionadas
presentan las otras interacciones predominantes presentadas en la tabla 4.2.

4.3.1.2 Cdlculos QM/MM del perfil de reaccién

A continuacién, se presentaran los resultados de los calculos QM/MM reali-
zados para la reaccion de glicosidacion. Este paso catalitico consiste en la
rotura del enlace glicosidico del sustrato Fuc-pNP para formar el complejo
intermedio covalente glicosil-enzima con el residuo Glu338. Aunque el pNP
es un buen grupo saliente, el mecanismo de este paso requiere una catalisis
acida, y se consigue gracias al protén que sera transferido por el residuo
Glul164 protonado.
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Las dos estructuras seleccionadas de la dindmica molecular (que llamaremos
GI y GII) fueron optimizadas usando las dos particiones QM/MM descritas
anteriormente y los correspondientes minimos fueron localizados y caracte-
rizados. A partir de estas dos estructuras de minima energia, se calculé el
perfil de energia potencial a lo largo del paso de glicosidacién en funcién de
la coordenada de reaccién descrita como RC=[d(Clruc-O4Dxp)-d(Clruc-
OE2¢russs)- d(Herviss-O4Dpnp)]. En la tabla 4.3 se muestran las barreras de
energia potencial asociadas a estos perfiles y las energias de reaccién (consi-
derando el producto glicosil-enzima optimizado), calculadas a los distintos
niveles de calculo y particiones mencionadas anteriormente. Se presentan
también los valores obtenidos de los céalculos puntuales de energia al nivel

PBEO/TZVP sobre las geometrias del camino de reaccion de
PBE0/SVP (menor)/MM.

TABLA 4.3. Barreras de energia potencial QM/MM (AV?#) y energias de reaccién (AVr) ambas en
kacl/mol) calculadas para el paso de glicosidacién para los dos complejos estudiados (GI y GII).

G Gu
Nivel de teoria AV# AV AV? AVRr
PBEO/SVP? 28,4 7,1 30,2 04
PBEO/TZVP//PBEO/SVP? 28,8 51 32,1 -0,1
PBEO/TZVP? 27,9 6,7 30,2 11
PBEO/TZVP" 22,0 10,9 20,4 6,7

*QM(menor)/MM. "QM(mayor)/MM. Energias expresadas en kcal /mol.

Como se puede observar, la barrera de energia potencial obtenida usando la
particiéon QM (menor)/MM resulta en valores entre 28 y 30 kcal/mol cuando
el conjunto de base usado es el mas pequeno. La correccion energética cuando
se usa la base mayor tiende a aumentar estas barreras energéticas (entre 0,4
- 2 keal/mol), especialmente para la estructura de partida GII. Pero, cuando
la optimizacion de la geometria se realiza con el conjunto de base mayor,
TZVP, no se encuentran diferencias significativas con respecto a los valores
de energia obtenidos en SVP (con la zona QM menor).

Estos valores de barrera son del orden de los obtenidos, con una particion

QM mayor, en la reaccion de glicosidacion entre la celobiosa y OsB-gly*?, y
también del de los calculados para otras hidrolasas con retencion de
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configuraciéon®*®, Aun asi, en la tabla 4.3 se puede observar que el cambio
es mayor cuando se utilizan conjuntamente la region QM mayor y la base
TZVP para la optimizacion, hallando barreras de energia potencial menores
para ambas estructuras de partida (con barreras 5,9 y 9,8 kcal/mol més
bajas, respectivamente). Dado que el pNP es mejor grupo saliente que la
glucosa de la celobiosa modelada en la reaccion de glicosidacion del sistema
OsB-gly'?, no es extrano encontrar estos valores de energia inferiores. Mas
especificamente, las barreras de energia potencial calculadas al nivel
QM(mayor)TZVP /MM y la base TZVP son de 22,0 y 20,4 kcal/mol para
las estructuras GI y GII, respectivamente. Estos valores son mucho mas
razonables cualitativamente y tienen mayor similitud con el de la energia
libre de activacion (17,1 kcal/mol), derivado de la ke experimental a 40°C*7,
Las diferencias mas significativas entre las barreras de energia potencial cal-
culadas reflejan su alta sensibilidad con respecto a la particion QM utilizada
e insintan que otros residuos no cataliticos (ademés de la Tyr284) pueden
tener un papel clave en la estabilizacion del estado de transicion.

Respecto a las energias de reaccion, el proceso de glicosidacion resulta ser
mas endotérmico para la estructura GI que para la estructura GII, con la
particién QM (menor)/MM. Sin embargo, cuando el calculo se realiza con la
particion mayor, ambas reacciones se presentan claramente endotérmicas.
Es interesante comentar que recientemente se ha sugerido que la naturaleza
endotérmica de la reaccion de glicosidacion puede ser un prerrequisito para

una transglicosidacién mas eficiente!.

Distance [A]

-4 -3 -2 -1 0 1
Reaction Coordinate [A]

Figura 4.7. Evolucién de la distancia (en A) Clruc-O4Dpxp (en azul), Clruie-OE2cLusss (en naranja),

Harvis-O4Dpre (en lila), v Heruisr-OE2artiss (en verde) a lo largo de la coordenada de reaccién del
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proceso de glicosidacién. Los resultados corresponden a la estructura GI calculada usando la particion
QM(mayor)/MM y a nivel de teoria de QM(PBEQ/TZVP) para la zona QM.

En la Figura 4.7 se representa la evolucion de las cuatro distancias interato-
micas principales involucradas en la etapa de glicosidacion (Cleuc - O4Dpxp,
Clruc - OE2¢russs, Havuvier - O4Dpxp, v Havuier - OE2cruies) para las estructuras
GI y GII, calculadas usando la particiéon mayor de la region QM, a un nivel
de teorfa PBEO/TZVP (ver también Anexo tabla A4.1).

.~ TYR284 GLU 164

GLU 338

/

347/ 1.67

%]

Figura 4.8. Estructuras representativas del reactivo (A), estado de transicién (B) y producto (C) de

la reaccién de glicosidacion. Las geometrias representadas corresponden a la estructura GI utilizando
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la particion QM (mayor)/MM y una descripcién teérica de la region QM de nivel PBEQO/TZVP. Las
distancias que se muestran se expresan en A.

En la Figura 4.8 se representan las estructuras del correspondiente reactivo,
estados de transicién y producto de la estructura GI. Se observa que la dis-
tancia Clruc-OE2¢Lusss entre el residuo nucledfilo y el carbono anomérico
disminuye gradualmente desde 3,33 A (reactivo, RC=-3,90 A), pasando por
un valor de 2,61 A en el estado de transicién (RC=-2,10 A) que corresponde
a un enlace atn sin formar, hasta finalmente tomar el valor de 1,50 A cuando
el compuesto covalente glicosil-enzima se ha formado en el producto
(RC=0,70 A). La longitud del enlace glicosidico Clpyc - O4Dpxp es de 1,41
A en reactivos, aumenta hasta 2,33 A en el TS (donde el enlace glicosidico
acaba de romperse) y finalmente 3,17 A en los productos, cuando el grupo
saliente ha sido liberado. Para la estructura GII las distancias toman valores
muy similares (Anexo tabla A4.1).

Estos resultados estructurales son coherentes con la naturaleza disociativa,
de oxocarbeno, del estado de transicion de la glicosidacion. Esto se evidencia
también en el mayor caracter de doble enlace entre Clpuc-Obruc, (la distan-
cia de enlace disminuye 0,14 A desde los reactivos hasta el TS en ambas
estructuras). Ademds, el residuo Glul64 que actiia como acido, se aproxima
gradualmente hacia el enlace glicosidico (la distancia de puente de hidrégeno
O4D,xp - Hervigs disminuye de 1,99 A (GI) y 2,02 A (GII) en los reactivos
hasta 1,82 A y 1,88 A en los respectivos TS), donde el protén atin no se ha
transferido. La transferencia del protéon sucede cuando la distancia
OE2¢Lesss-Clrve es ~2 A, y es inmediatamente seguida por la formacién del
enlace OE2¢russs-Clree. Estos resultados son consistentes con el cambio de
pKa del Glul64 que hace la transferencia proténica mas facil cuanto mas
negativamente cargado se encuentra el oxigeno del grupo saliente, mientras
que, a su vez, la carga negativa del nucleéfilo disminuye gradualmente du-
rante el proceso de la reaccion de glicosidacion.

Cuando se utiliza la region QM menor, e independientemente del conjunto
de base escogido, el estado de transicion puede también ser descrito como
disociativo (ver Tabla A4.2 del Anexo). Curiosamente, la distancia del en-
lace de puente de hidrégeno O4D,xp - Hervies en los reactivos varia 0,42 A
entre las dos estructuras GI y GII, asi como también se observa una diferen-
cia significativa en las distancias del estado de transicion diferencias que no
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se observan cuando utilizamos la region QM mayor. Con la regiéon QM me-
nor, ademas, el ataque nucleofilico realizado por el Glu338 se completa a
una coordenada de reacciéon menor que cuando se utiliza la regiéon QM mayor,
y muy poco antes de que el proton se halle completamente transferido. Por
lo tanto, la descripcion a nivel cuantico de las interacciones de puentes de
hidrégeno que los residuos Glul64 y Glu338 establecen con sus residuos ve-
cinos, parece afectar significativamente a sus caracteristicas de acido/base y
nucleofilicas. La inclusiéon de otros residuos de la proteina ademas de los
cataliticos (Glul64 y Glu338) y la Tyr284 en la region tratada mecanico-
cuanticamente (como en nuestro sistema QM (mayor)/MM) afecta también
a la estabilizacion del ion oxocarbeno y de las carga negativa del oxigeno del
grupo saliente por parte de los residuos que le rodean, lo que acaba reflejan-
dose en las diferencias de barreras comentadas.

Ademas, como se ha mencionado en la introduccién, una de las interacciones
mas estabilizadoras entre sustrato y proteina en el estado de transicion de
la glicosidacion, es la que se da entre el grupo hidroxilo 2-OH de la fucosa y
el residuo nucledfilo Glu338. Esta interaccion estabilizadora se refleja en la
reduccién de la distancia OElcruss - H20rue con unos valores de 2,09 A y
2,37 A en los reactivos, y de 1,82 y 1,85 A en el TS, para las estructuras GI
y GII, respectivamente.

La Fuc en la subcavidad -1 es estabilizada también a lo largo del proceso de
glicosidacion por la interaccion de puente de hidrégeno HD21asnies - O2ruc
ya que ésta disminuye aproximadamente 0,10 A desde las estructuras de
reactivos al T'S. La Tyr284 es un residuo clave durante la glicosidacion: a
medida que el atomo OE2q1usss pierde su carga negativa durante la formacion
del enlace Clruc - OE2¢russs, el grupo hidroxilo de la Tyr284 se separa del
residuo Glu338 con el que estaba interaccionando en reactivos y se encara
claramente al atomo Ob5ruc. El esperado caracter iénico del oxocarbeno en el
TS esta favorecido por la coplanaridad de los atomos C2, C1, O5, y C5 del
anillo de la fucosa, que adopta una conformacion sutil de silla distorsionada,
cercana a la media silla (*Hs) pero también con cierto caracter ‘E.

Llegados a este punto, es interesante destacar que se ha demostrado que las

GHs normalmente se unen al sustrato en una conformacion critica y también

distorsionada® (Davies et al., 2012). Ese cambio conformacional acerca el
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enlace glicosidico a una orientacion ecuatorial y a una estructura mucho mas
plana del anillo (cercana entonces a la encontrada en la geometria del TS),
facilitando el ataque nucleéfilo. Se han relacionado diferentes itinerarios con-
formacionales (de reactivos hacia TS y productos) en funcién de las diferen-
tes familias GHs*. En particular, para B-glicosidasas que retienen la confi-
guracion y que actiian con sustratos con glucosas se ha descrito el itinerario
1S3 — *Hs — *C, para el proceso de glicosidacién. El estudio QM /MM reali-
zado por Badieyan et al. (2012) sobre el paso de glicosidacion catalizado por
el sistema rice OsB-gly y utilizando la celobiosa como sustrato, constata este
itinerario. Sin embargo, en nuestro estudio, partiendo de nuestro sustrato
Fuc-pNP en lugar del Gle(B1-4)B-Gle, nos fue imposible caracterizar un
complejo de Michaelis en una conformacién 'S;. Recientemente ha sido pu-
blicada otra posible excepcion a esta distorsion del anillo en el reactivo en
la familia de enzimas GH3, en la que el anillo glucosa que se une en la
subcavidad -1 parece adoptar una conformacion *C; (quizas sutilmente dis-
torsionada a ‘H;) en el complejo de Michaelis, de acuerdo con los datos cris-

talograficos y los célculos QM /MM! 6%,

En el presente estudio, en el calculo QM (mayor)/MM el reactivo optimizado
se encontr6 en una conformacién *C; levementedeformada (con valores de
216° y 27° para los dngulos © y ¢, respectivamente). Los intentos para
obtener una conformaciéon distinta, manteniendo los &tomos del anillo rigidos
o fijados previamente a la optimizacién QM (mayor)/MM tdnicamente resulto
en la obtenciéon de una conformacion alternativa cercana a la ‘E (casi ‘Hs).
Esta estructura presenta un pequeno aumento en la distancia Clpyc —
O4Dpxr (1,49 A) vy una pequefia disminucién de las distancias Clruc —
OE2russs (3,29 A), Clruc — Obree (1,36 A), y Harvies — O4Dpye (1,77 A)
respecto a la estructura anterior. El perfil de energia potencial calculado a
partir de este minimo presenta una barrera de sélo 10 kcal/mol, mucho me-
nor al valor experimental. Ello sugiere que, aunque esta conformacion puede
ser posible, probablemente no sea la mas favorable que la enzima adopte
durante la reaccion y, por lo tanto, no tiene importancia catalitica.

Badieyan et al. (2012) describieron la importancia de tener el residuo Glu440
del sistema OsB-gly (que interacciona con los grupos hidroxilo 4-OH y 6-OH
de la Glc) en la region QM con tal de caracterizar la conformacién 'Ss. En
nuestro estudio, la particion QM(mayor)/MM contiene el residuo Glu392,
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equivalente al Glu440 (Osp-gly), entre otros. La gran diferencia entre estos
estudios recae en el hecho de que en el nuestro modelamos la fucosa en vez
de la glucosa. Estos dos monosacaridos difieren en la posicién del grupo
hidroxilo 4-OH, asi como en el hecho que la fucosa no contiene el grupo 6-
OH sino un grupo metilo. También debemos considerar que nuestro sustrato
no es un oligosacarido, sino un derivado fenilo que puede producir menos
impedimentos estéricos que un monosacarido en la subcavidad +1.

4.3.2 Procesos de Hidrélisis y Transglicosidacién (Deglicosidacién)

Una vez la molécula pNP sale del sitio activo de la enzima, una molécula
de agua puede competir como nucleéfilo en la reaccién de hidrolisis con el
ligando aceptor (BnON(Me)-Glc), que puede también actuar como nucleéfilo
atacando el carbono anomérico del azicar fucosa en la reaccion de transgli-
cosidacion, obteniendo el producto N-metil- O-benzil-N-(B-D-fucopiranosil(1-
4)R-D-glucopiranosil)-hidroxilamina.

La molécula de agua que ataca, asi como el ligando BnON(Me)-Gle, son
activados por la transferencia del protén al residuo Glul64, que actiia como
base durante ambos procesos nucleofilicos. Empezando por la estructura mi-
nimizada proveniente de la MD (como hemos explicado anteriormente en el
apartado de metodologia), en la que se construyé una molécula de agua
(WAT431) en el sitio activo, suficientemente cerca del carbono anomérico
del anillo de la fucosa, se calculd el perfil de energia potencial QM/MM
usando una coordenada de reaccion RC=[d(Clruc-OE2¢Lusss)-d(Clruc-
Owarast)-d(Hlwarasi- OE2¢ruies)]. Como ya hemos mencionado, para la reac-
cion de hidrélisis se anadieron en la regiéon QM tres aguas (ademés de la
catalitica WAT431), debido a la gran cantidad de puentes de hidrégeno
existentes entre ellas y los sustratos. Por otra parte, en el paso de transgli-
cosidacion, los perfiles de energia potencial calculados a partir de la estruc-
tura minimizada de la MD resultaron en barreras energéticas claramente

sobreestimadas (>34 kcal/mol), sugiriendo probables deficiencias en el mo-
delo.

Es por ello que decidimos intentar mejorarlo siguiendo una estrategia ya

aplicada con éxito anteriormente en el grupo para enzimas que catalizan
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reacciones de transferencia de aztcares® . El protocolo consiste en realizar
un célculo de dindmica QM(SCC-DFTB)/MM de, en este caso, el producto
de la transglicosidacion, seguido de un calculo de energia potencial para ge-
nerar nuevos modelos de estructuras de reactivos, que seguidamente son mi-
nimizados a nivel QM(PBEQ)/MM. Realizando este protocolo, las interac-
ciones entre dadores y aceptores (que involucra también moléculas de agua)
que son mas dificiles de capturar en una dinamica MM, parecen estar mejor
representadas.

En este sistema, los cambios estructurales observados después del protocolo
de refinamiento incluyen la reorientacion del grupo hidroxilo 4-OH del acep-
tor Glc hacia el anillo de la Fuc. Esto provoca el desplazamiento de una
molécula de agua que anteriormente estaba situada entre ellos y que, con
seguridad, dificultaba la aproximacion del aceptor durante la reaccion. En
la nueva estructura reactiva, el hidroxilo de la Glc es capaz de interactuar
mejor con la Fuc durante el proceso de transglicosidacion. Este tipo de in-
teracciones entre los sustratos han demostrado ser de gran importancia en
la transferencia de aztcar catalizada por glicosiltranferasas que retienen la
configuracién®*+%, con lo que pueden ser también de importancia en las

reacciones de transglicosidacion.

Con esta estrategia, se generaron dos estructuras (llamadas TI y TII). De
las dos estructuras reactivas optimizadas a nivel QM /MM, los perfiles de
energia potencial de la transglicosidacion correspondiente a la formacion de
un enlace glicosidico B(12>4) fueron calculados usando como coordenada de
reaccién la expresion: RC=[d(Clrrc-OE2¢Lusss)-d(Clrue-O4ere)-d(H4Oare-
OE2qrri6s)]. En este modelo, unicamente una molécula de agua es conside-
rada en la region QM. No analizamos otro tipo de enlaces glicosidicos entre
la Fuc y el aceptor BnON(Me)-Gle ya que se ha comprobado experimental-
mente que el enzima nativo no produce otro tipo de productos (regioiséme-
ros).

En la tabla 4.4, se presentan las barreras de energia potencial y energias de
reaccion correspondientes a los pasos de hidrélisis y transglicosidacion, para
las dos particiones QM/MM utilizadas y los diferentes niveles de célculo
utilizados para la zona QM.
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TABLA 4.4. Barreras de energia potencial (AV ") para los pasos de la hidrdlisis (H) y la
transglicosidacion (T y TII, correspondientes a las 2 estructuras de partida estudiadas), y las energias
de reaccién (AVR) para las dos particiones QM/MM vy los diferentes niveles de teoria utilizados.

Energias en kcal/mol.

PBEO/SVP PBEO/TZVP//P PBEO/TZVP! PBEO/TZVP"
BEO/SVPA
AV?# AVg AV? AVy AV?# AVg AV?# AVg
H 254 -16,7 22,7 -17,8 24,6 -15,8 18,3 -17.4
T 23,3 -9,7 23,4 -8,5 25,6 -8,3 19,5 -12,5
T 24,5 -8,9 23,6 -4,6 27,9 -5,8 20,9 -4,0

*QM(menor)/MM. "QM(mayor)/MM. Energias expresadas en kcal/mol.

En primer lugar, podemos observar como la barrera de energia potencial del
paso de hidrolisis es muy similar a la de la transglicosidacion, tal y como ya
esperabamos, ya que el resultado experimental para esta reaccion catalizada
por la forma nativa del enzima TtR-gly es de un 36% de transglicosidacion,
implicando una diferencia entre barreras de alrededor de 1 kcal/mol. Con la
particiéon QM menor, y un nivel de célculo PBE0O/SVP, la barrera de energia
potencial de la hidrélisis es 2,1 y 0,9 kcal/mol mayor que las barreras de
energia de la transglicosidacion TT y TII, respectivamente. De acuerdo con
este resultado, la reaccién de transglicosidacién deberia ser mas rapida que
la reacciéon de hidrélisis. Esta tendencia se invierte cuando se realizan los
calculos puntuales de energia sobre cada punto de los perfiles de energia
potencial a un nivel de teorfa mayor, QM(PBE0/TZVP), siendo la barrera
de energia de la hidrdlisis ahora sutilmente menor (unas 0,7 (TT) y 0,9 (TII)
kcal/mol). La tendencia correcta entre las barreras de hidrélisis y transgli-
cosidacion se confirma cuando se utiliza un conjunto de base mayor en las

optimizaciones QM /MM asi como cuando la particién QM usada se aumenta.

En la transglicosidacion, los valores de la barrera de energia calculados con
la particién pequena de la region QM son alrededor de 6 kcal/mol mayores
que las obtenidas cuando se utiliza una particion QM mayor. Estas diferen-
cias energéticas reflejan de nuevo que ambas reacciones son altamente sen-
sibles a las diferentes particiones QM/MM. De todas formas, la diferencia
entre las barreras energéticas de transglicosidacion y la hidrélisis son simila-
res (1,2 kcal/mol para TTy 2,6 kcal/mol para TII). Entonces, las tendencias
energéticas pueden ser reproducidas con un coste computacional mas bajo
(QM(PBEO/TZVP) con la particion pequena).

95



Respecto a las energias de reaccion, la hidrélisis es mas exotérmica que la
reaccion de transglicosidacion. Este resultado estd en concordancia con re-
sultados anteriores de Bréaa et al. (2010) en su estudio del mecanismo cata-
litico de la B-galactosidasa, ademéas del hecho de que la reaccién de la hidro-

lisis esté termodinamicamente méas favorecida que la de la sintesis™.

En la tabla 4.5, se presentan las distancias interatomicas mas relevantes
(calculadas con la  QM(mayor)/MM a un nivel de teoria de
QM(PBE0/TZVP)/MM) a lo largo de los pasos de hidrélisis y transglicosi-
dacion, y se representan los correspondientes reactivos, estados de transicion
y productos en la Figura 4.9.

En los reactivos, con la particion QM(mayor)/MM, la molécula de agua en
el proceso de hidrolisis se sittia en una posicion un tanto mas lejana del
carbono anomérico (3,45 A) que los dos reactivos del proceso de transglico-
sidacién (3,274 vy 3,35 A). Los valores de la hidrélisis de la Gle publicados
para el sistema del rice B-glucosidasa (OsB-gly) son ligeramente mayores
(3.62-3.75 A)”-li’, y mas parecidos a los que obtenemos en nuestro sistema
cuando la particion QM usada es la menor (ver Anexo tabla A4.3).

En las estructuras del TS el enlace Clprc-Oace, que esta formandose atn, es
un poco mas largo en la hidrélisis (las distancias son de 2,27, 2,11, y 2,12 A
en los estados de transicién de H, TI y TII, respectivamente), mientras que
la cadena lateral del nucledfilo Glu338 esta completamente desplazada del
azucar en ambas reacciones pero sutilmente mas cercano del Clruc en el caso
de la hidrdlisis (con distancias Clpuc-OE2arusss de 3,12, 3,42 y 3,34 A en los
estados de transicién de H, TI y TII, respectivamente). De modo que el TS
de la hidrolisis es ligeramente mas temprano que el de la transglicosidacion.
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TABLA 4.5. Distancias (en A) entre los dtomos seleccionados involucrados en cada uno de los procesos para reactivos, estados de transicién (TS) y productos de la

Hidrolisis (H), v la transglicosidacién (TI y TII correspondientes a las dos estructuras iniciales estudiadas).

Reactivos TS Productos
H Ti Tu H Ti Th H Ti Tn

d(Clrvc-OE261u335) 1,49 1,51 1,49 3,12 3,42 3,34 3,32 3,37 3,31
d(Clree-Oace) 3,45 3,27 3,35 2,27 211 2,12 1,40 1,42 1,43
d(Clriee-Odruc) 1,36 1,35 1,36 1,24 1,25 1,25 1,39 1,38 1,38
d(Hace-OE2¢Lu161) 1,81 1,80 1,74 1,48 1,48 1,42 0,96 0,96 0,96
d(Hrvras-Obrvic) 2,08 2,19 2,13 3,00 3,22 3,19 3,94 3,98 3,81
d(Hrynzs-OE2¢Lu33s) 2,46 2,46 2,48 1,90 1,86 1,87 1,82 1,83 1,82
d/Harez-OFEIcrusss) 2,19 2,25 2,25 2,09 2,27 2,10 2,05 2,11 2,08
d(H20vvc-OEloruss) 1,78 1,78 1,75 1,89 1,84 1,75 2,05 2,15 1,92
d(H4Orvc-Ocruss) 2,29 2,73 4,13 2,16 2,56 4,10 1,93 2,00 4,00
d(Haswvi6-O2ruc) 1,97 1,94 1,93 1,96 1,94 1,93 1,96 2,06 1,98
d(H30¢1c-O4ruc) - 2,86 2,83 - 2,74 3,78 - 3,11 2,35
d(H30¢Lc-O5ruc) - 3,96 4,06 - 3,43 2,75 - 1,88 2,35
d(H30c¢Lc-O4ore) - 2,34 2,33 - 2,41 2,36 - 2,53 2,57
d(O3crc-H2wariss) - 2,00 2,23 - 2,03 2,27 - 2,01 2,25
d(Owarssi-H2wats2) 1,82 - - 1,86 - - 92,77 . -

d(H2wars1-Owarss) 2,02 - - 2,19 - - 2,33 - -

d(H2waris-O5rc) 3,58 - . 3,33 . - 1,95 - -

d(HIwarse-O4 rirc) 3,58 - - 3,33 - - 1,95 - -
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En la hidrélisis de la Glc en Osp-gly, las distancias publicadas son ligera-
mente mas cortas, especialmente la de Clare-Oxy (1,89-2,14 y 2,45-2,51 A,
para Clare-Oace ¥ Clare-On, respectivamente)'2. Durante los ataques nu-
cleofilicos, el protén de la molécula de agua o del aceptor BnON(Me)-Glc se
acerca al residuo general acido/base Glul64 pero sin transferirse todavia en
el estado de transicién (distancias Ha-OE2cruies entre 1,42 y 1,48 A). Todo
ello esta en acuerdo con la descripciéon de la hidrélisis dada en anteriores

L1216 Curiosamente, la transferencia protonica se presenta mas

trabajos
avanzada en los TS de la hidrélisis y de la transglicosidacién que en los
comentados previamente en el proceso de glicosidacion (donde el protén del
Glul64 hacia el pNP presentaba una distancia Hearuiee-O4Dpxp ~1,8A). Es
importante destacar que éste es el primer trabajo donde se estudia la trans-
glicosidacion para un sistema de la familia GH1 y, por lo tanto, no es posible
comparar los resultados de este proceso con otros trabajos. Para la familia
GH2, los perfiles de energia potencial seguidos de la caracterizacion del TS
identificaron una estructura de transicion disociativa para la transglicosida-
cién, sin darse la transferencia del protén; aun asi, no se detallaba ningin
tipo de informacién estructural, como por ejemplo las distancias®®. Ademas,
en la enzima GH2 hay un ion magnesio interactuando con el residuo
acido/base y participando en la catélisis, que muy posiblemente comporta
diferencias estructurales en comparacién con nuestro sistema (la estructura
del TS de la hidroélisis muestra el carbono anomérico C1 equidistante al
nucledfilo y a la molécula de agua atacante (2,25 A), lo que difiere total-

mente con los resultados comentados anteriormente).

Ademas de la sensibilidad observada en las geometrias de los TSs respecto
del funcional DFT, el conjunto de base, la particion QM/MM utilizada, el
método de caracterizacion o los sustratos especificos de la enzima, queda
claro que ambos estados de transicion de la hidrolisis y la transglicosidacion
son muy laxos estructuralmente hablando y de naturaleza disociativa.

De las distancias mostradas en la tabla 4.5, que son las que tomaremos como
orientativas, = pueden  obtenerse algunas  tendencias a  nivel
QM(PBE0/TZVP)/MM usando la particion QM (mayor)/MM. Por ejemplo,
la suma de las distancias Clruc-Oacc ¥ Clrue-OE2¢russsen los TS de la degli-
cosidacién es de 5,39, 5,53 v 5,46 A para la H, T y TII, respectivamente, y
son significativamente mayores que las sumas de sus andlogas (Clyuc-O4Djxp
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y Clrre-OE2¢russs) en los TS de la glicosidacion, que tiene un valor medio
de 4,97 A, por lo que los TSs de la glicosidacién son mas compactos.

Por otra parte, las diferencias entre las distancias Clpuc-Oace ¥ Clruc-
OE2qLusss en los TSs de deglicosidacion, (0,85, 1,31 y 1,22 Aparala H, TIy
T1I respectivamente), son mucho mayores que el correspondiente valor en el
TS de la glicosidacion (0,27 A), por lo que el TS de la glicosidacién es mas
simétrico alrededor del Clrre. A la vez podemos observar que el valor de la
hidrolisis es significativamente menor que los de la transglicosidacién, y del
mismo orden que los obtenidos para la hidrélisis de la Glec del sistema OsR-
gly (0,31-0,62 A)"12, Estos resultados estan en acuerdo con los valores ex-
perimentales observados, indicando un caracter mas Sx2 para el proceso de
glicosidacién que en los procesos de deglicosidacién®. Ademads, el estado de
transicion de la transglicosidacion se predice méas tarde en la coordenada de
reaccién que el de la hidrélisis (con valores RC de —0,63, —0,17, y —0,20 A
para las estructuras de TS de H, TT y TII, respectivamente).

R 2
WAT‘;iZ" WAT\41'33
WAT 431
¢1 81
A /
B
c
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Figura 4.9. Estructuras representativas de los reactivos (R), estados de transicién (TS) y productos
(P), para las etapas de hidrolisis (A) y transglicosicacion (estructura TI (B) estructura TII (C)). Las
geometrias de las estructuras fueron calculadas con la particion QM (mayor)/MM y a nivel de teorfa
PBE0/TZVP. Distancias expresadas en A.

En un intento de determinar la prevalencia de las diferencias encontradas
entre las geometrias de los estados de transicion de la hidrolisis y la trans-
glicosidacion, calculamos los perfiles de energia libre a un nivel de teoria de
QM (SCC-DFTB)/MM mediante simulaciones de dinamica molecular de tipo
umbrella sampling. Ambas reacciones mostraron barreras de energia libre
muy similares (21.10 y 21.93 kcal/mol para H y T, respectivamente), siendo
la transglicosidacion ligeramente mayor. Los TS muestran unas distancias
medias ClFUC—OAcc7 ClFL‘C—OEQGhlggg y HA(>(~—OE2G111164 de 1,95 + 0715, 2,60 +
0,18,y 1,52 4+ 0,26 A para la hidrélisis, y de 2,11 4+ 0,05, 2,31 £+ 0,08, y 1,32
+ 0,03 A para la transglicosidacién. Se mantiene entonces el cardcter diso-
ciativo de los T'Ss, asi como el retraso en la transferencia proténica, aunque
a este nivel de teoria el TS de la hidrdlisis se encuentra a un valor de la
coordenada de reaccién més avanzado (RCu=—0,87A) que la de la transgli-
cosidacion (RCr = —1,04 A). Aun asi, es importante destacar que estas
fluctuaciones en las distancias del TS de la hidrolisis pueden deberse a la
planaridad del perfil de energia libre es esa zona, y puede ser un indicativo
de un amplio conjunto de configuraciones de T'Ss con diferentes valores de
coordenada de reacciéon. En la reaccién de transglicosidacion, estas fluctua-
ciones son mucho menores. Interesantemente, el maximo de energia poten-
cial de la transglicosidacién estd mas avanzado que el de la hidrélisis, (tal y
como sucede en QM=PBEQ/TZVP), lo que sugiere que el cambio inesperado
en la localizacion de la coordenada de reaccién del TS es una consecuencia
de la introduccion de la dinamica. Por otra parte, las geometrias de T'S mas
compactas en comparacion a las obtenidas con QM=PBEQ/TZVP (suma de
distancias Clruc-Oace y Clrre-OE2crusss) estan ya presentes en los méximos
de energia potencial, indicando que méas probablemente es un artefacto del
nivel de teoria escogido, més que de la simulacion de umbrella sampling.

Las simulaciones de umbrella sampling QM(SCC-DFTB)/MM también han
sido estudiadas y publicadas para la hidrélisis y la transglicosidacion de los
sustratos Glc catalizados por la familia de GH3 B-glucosidasa'®. EI TS de la
transglicosidacion presentaba distancias Clare-Oace, Clarne-Oxue ¥ HaceOpase
de 3,0£0,2,1,9+ 0,1,y 1,6 + 0,1 A, que son relativamente parecidas a las
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que hemos obtenido a nivel QM=PBEQ/TZVP. Aun asi, el TS de la hidré-
lisis presenta un enlace Clare-Oace practicamente formado (1,5 = 0,04 A) y
la distancia del protén a la base catalitica es de 2,06 & 0,08 A, aunque justo
antes del TS los autores reportan que la distancia se acorté de golpe a 1,4-
1,5 A%, Esto implica que la molécula de agua parece no ser activada por el
residuo base catalitico, lo que difiere de nuestros resultados. Los autores
relacionan estos parametros geométricos con la falta de caracter i6nico del

oxocarbeno en este TS y la preferencia en las GH3 de una conformacion *Hs
del TS 6,

En nuestro sistema, el enlace Clree-Obruc se acorta desde los reactivos a los
correspondientes TSs de acuerdo con su caracter parcial de doble enlace
durante el ataque nucledéfilico. De esta manera, la carga positiva del Clruc
incrementa de 0,24 a 0,27 au desde los reactivos a las estructuras de TS,
mientras que el O5pue del anillo de la fucosa pierde carga negativa (aproxi-
madamente 0,06 au). Estas variaciones en la carga confirman el cardcter
ibnico del oxocarbeno observado previamente en las reacciones de deglicosi-
dacion (hidrélisis y transglicosidacion) dentro de la familia GHI.

La distorsion del anillo es muy similar en ambas reacciones, con valores de
los dngulos Cremer-Pople de 6 419 (para la H), 44 y 47° (para T1 y TII) y
angulos ¢ de 224° (H), 224, y 221° (para TT y TII), que corresponden a una
conformacién entre *Hs y ‘E. En el TS de la transglicosidacién de la familia
GH3 B-glucosidasa mencionada anteriormente, se predijo una conformacion
de *Hj '°. Se puede observar en los datos de QM(PBEO/TZVP)/MM que las
diferencias existentes entre los valores de las cargas atomicas de la hidrolisis
y la transglicosidacion son muy pequenas, en concordancia a su vez, con las
pequenas diferencias obtenidas entre las barreras energéticas en ambos pro-
cesos. La barrera mas baja de la hidrolisis debe ser entonces debida a la
mayor carga negativa del oxigeno nucleéfilo del agua, en comparacion a la
misma carga del oxigeno O4 de la Glc del sustrato aceptor.

Como vemos en la Figura 4.9 y la tabla 4.5, algunas interacciones entre los
sustratos o entre la red de aguas que los rodean varian a lo largo de las dos
reacciones estudiadas. Para la transglicosidacion, el hidrogeno del grupo hi-
droxilo 3-OH de la glucosa aceptora (adyacente al hidroxilo 4-OH atacante),

en su camino de reactivos a TS se aproxima al O5ruc en aproximadamente
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0,53y 0,38 A en TI y TII, respectivamente, asi como al 4tomo O4gyc en 0,12
v 0,51 A para TI y TIL, respectivamente.

En la reaccién de hidrolisis, una molécula de agua (WAT432) establece un
puente entre el oxigeno atacante de la molécula de agua WAT431 y el del
hidroxilo 4-OH de la fucosa. Las distancias entre Owarssi-H2warss2 v entre
Hlwars- O4pec muestran una pequena variacion desde reactivo a su TS,
pero en el producto la distancia Owarsi-H2warse aumenta 0,91 A debido a
una rotacién de la molécula de agua WAT432 (dado que el agua WAT431
forma enlace con el Clyic), redireccionando su hidrogeno H2warus: hacia el
O5pce (d(H2wars-O5rice) es 3,58 A en los reactivos, 3,33 A en el TS y 1,95
A en el producto).

De esta manera, el agua WAT432 y el hidroxilo 3-OH de la glucosa aceptora
parecen adoptar el mismo papel interaccionando con el ion oxocarbeno for-
mado, estabilizando la hidroélisis y la transglicosidacion, respectivamente.
Como se ha comentado, este tipo de interacciones han sido identificadas y
catalogadas de gran ayuda en las reacciones de las glicosiltransferasas con
retencion de configuracion del carbono anomérico, pero debido a su diferente
disposicion, sirven de cara a la salida del grupo saliente. Es interesante des-
tacar que el atomo de hidrégeno del hidroxilo 4-OHrue interactia a su vez
con el residuo Glu392; la interacciéon H4Oruc-OElgrLusee se acorta durante las
reacciones de hidrélisis y transglicosidacion TT (no se da durante la reaccién
TII debido a una molécula de agua localizada entre O4ruc v OElcrLusse, ha-
ciendo de puente). Ademas, la presencia de la fucosa en vez del sustrato
glucosa (diferenciandose en la configuracién del grupo hidroxilo 4-OH) pro-
voca una rotacion en la cadena lateral del Glu392.
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Figura 4.10. Analisis de interaccién electrostatica (en kcal/mol) de los residuos situados en la
subcavidad -1 para los procesos de (A) Hidrélisis (B) TI v (C) TII estudiados en este trabajo. Los
cdluclos se realizaron sobre las estructuras obtenidas usando la particién QM (menor)/MM y a nivel
QM(PBEO/TZVP). Los valores presentados son respecto a los reactivos, y a lo largo de diferentes
puntos de la coordenada de reaccién (RC), en el estado de transicién (TS) y en los productos. En
rojo: HIS119, en verde oscuro GLNI18, en lila ASN163, en azul oscuro ASN282, en naranja TYR284,
azul claro GLU392, rosa ARG75 v verde claro CYS164. Ver Fig. 2 para la visualizacién de los residuos
en el centro activo.

El analisis de las contribuciones electrostaticas a la barrera de energia po-
tencial de los residuos localizados en la subcavidad -1, muestra que el Glu392
estabiliza los TSs de la hidrélisis y la transglicosidacion, siendo el efecto
mayor para la hidrolisis (Figura 4.10). De hecho, este residuo es el que mues-
tra la mayor diferencia entre las dos reacciones, sugiriendo que la alteracién
de este residuo, puede ser una manera de incrementar la proporciéon T /H.
Esta observacion puede estar relacionada con las publicaciones del incre-
mento de la transglicosidacién en las mutaciones Asn390Ile y Phe4(01Ser,
ambos residuos en contacto con Glu392; el Asn390 interacciona mediante
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puentes de hidrogeno con Glu392, de tal manera que podria alterar la inter-
accion entre el residuo Glu392 y la fucosa. Otros tres residuos interaccionan
con los hidroxilos de la fucosa, pero en este caso, el analisis de contribuciones
electrostaticas muestra poco efecto desestabilizador en ambos procesos de
deglicosidacion: la Asn163 interacciona con el hidroxilo 2-OHpuc con valores
muy similares en la hidrélisis y en la transglicosidacion, la His119 interactiua
con el O3rre y el O2puc y muestra un valor ligeramente mas desestabilizante
para la transglicosidacion, y la GInl8 que interacciona con el O3ruc de nuevo
tiene una contribucién similar para los TSs de ambas reacciones.

En los pasos de hidrélisis y transglicosidacion estudiados en este trabajo, el
nucledfilo Glu338 presenta fuertes interacciones con el hidroxilo 2-OHguc, v
los residuos Tyr284, Arg75 y Asn282. La distancia H20ruc-OElgrusss au-
menta al tiempo que el residuo Glu338 se aleja durante la rotura del enlace
Clrue-OE2¢russs, aunque la interacciéon de mantiene a lo largo de los tres
caminos calculados, a la vez que la carga negativa del Glu338 aumenta unas
0,3 au desde reactivos al TS. En linea con estos cambios moleculares, la
cadena lateral del Tyr384 se aleja del O5ruc mientras éste se aproxima al
atomo OE2¢russs (el cudl, tal y como hemos mencionado, incrementa su carga
negativa). Se ha sugerido que el puente de hidrogeno existente entre el grupo
hidroxilo del residuo Tyr equivalente en el sistema R-galactosidasa puede
facilitar la retirada del residuo nucleéfilo’. Los analisis representados en la
Figura 4.10 muestran este incremento de estabilidad dado por la Tyr284 a
medida que la reacciéon avanza (unas 4,76 y 6,12 kcal/mol en los TS de la
hidrélisis y la transglicosidacién, respectivamente, y 6,31 y 8,26 kcal/mol en
los correspondientes productos). La estabilizacién electrostatica de los TSs
en comparacion a los reactivos dada por el residuo Arg75, que tiende a apro-
ximarse al OElgrugs durante la reaccion, es la mas grande (8,24 y 8,06
kcal/mol para H y T, respectivamente). Este resultado estd en acuerdo cua-
litativamente con la menor actividad de la enzima medida cuando este resi-
duo es mutado (e.g. R75A). Finalmente, el residuo Asn282 parece presentar
un leve efecto desestabilizador, especialmente en los productos. Este residuo
interacttia con los dos residuos cataliticos Glu338 y Glul64, y parece que su
interaccion con el Glul64, que parte de una carga total -1 au hasta la neu-
tralidad, es la predominante.
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Los residuos que interactian directamente con el nucleéfilo Glu338 (Tyr284,
Asn282, Arg75) o con el acido/base Glul64 (Asnl63, que a su vez interactiia
con O2puve, y Arg75) forman parte de los identificados como capaces de au-
mentar la proporcién T/H cuando han sido mutados?, pero las causas con-
cretas por las que esto pasa no son nada obvias. Se ha propuesto que las
mutaciones que afectan la distribucion electronica de la maquinaria catali-
tica que la enzima tiene para catalizar la hidrolisis, resulta en la desestabili-
zacion de los TSs de la deglicosidacién y conduce a una acumulaciéon del
intermedio glicosil-enzima; esta acumulacion ha sido relacionada con el in-
cremento de la proporcion T/H®. Ademds, las interacciones hidrofébicas
(por ejemplo las C-H — m o m— m) aumentan la afinidad de la enzima hacia
los sustratos glicosidicos o aromaticos, siendo este otro factor que parece
favorecer la transglicosidacion®™ %. En nuestro sistema, el sustrato aceptor
puede interaccionar con el Trp312.

Aun asi, las razones por las cuales las mutaciones en la subcavidad -1 de la
enzima favorecen la transglicosidacion frente a la hidrélisis no han sido com-
pletamente desveladas. Las pequenas diferencias entre las barreras energéti-
cas que implican estas mutaciones, asi como la gran complejidad dimensional
de estos sistemas enzimaticos, hacen que computacionalmente sea un gran
reto reproducir o identificar su origen. Por ejemplo, en el caso de la mutacion
Tyr284Phe, se consigue un rendimiento de un 76% (aunque una velocidad
de reaccién menor) de transglicosidacion, frente al 36% del sistema nativo®.
Esto fue interpretado como un efecto desestabilizador de la mutaciéon, que
afectaba a la hidrélisis mas que a la transglicosidacion. Sin embargo, en
nuestro analisis de interacciones electrostaticas se estima que en el WT TtR-
gly la Tyr284 proporciona una estabilizaciéon mayor para la transglicosida-
cion. También intentamos reproducir las observaciones experimentales ha-
ciendo la mutacion puntual Tyr284Phe sobre las estructuras H, TI y TII,
asi como el recdlculo de sus perfiles de energia potencial, pero el resultado
fue el mismo que el de andlisis de interacciones. Es probable que se requiera
un estudio computacional mas completo, que tenga mejor en cuenta los po-
sibles cambios estructurales provocados por la mutaciéon. De todos modos,
también hay que tener en cuenta que los cambios y diferencias de las barre-
ras de energia que se pretenden reproducir se encuentran por debajo de la
precisiéon quimica que se considera que el método computacional tiene (< 1
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kcal/mol), por lo que, sumado a la complejidad encontrada ya en el estudio

de la enzima salvaje, se decidié no seguir en esta direccion.

4.4  Conclusiones

En este capitulo hemos presentado un estudio computacional
QM(DFT)/MM detallado de los pasos de glicosidacion, hidrélisis y transgli-
cosidacion catalizados por el sistema nativo Thermus thermophilus B-glico-
sidasa (familia GH1), una glicosil hidrolasa que retiene la configuracién del
carbono anomérico del azicar y que experimentalmente ha mostrado un ren-
dimiento de transglicosidacion del 36% con los sustratos Fuc-pNP como da-
dor y BnON(Me)-Gle como aceptor.

En el proceso de glicosidacion (el primero de los pasos) se sigue el meca-
nismo de doble desplazamiento tipico de las GHs con retencién de la confi-
guracion. Pero, a diferencia de la mayoria de GHs estudiadas hasta el mo-
mento y de estudios en los que el sustrato es un disacarido de glucosa, el
sustrato Fuc-pNP, que establece una compleja red de interacciones de puente
de hidrégeno en la subcavidad -1, presenta la fucosa en una conformacién
C1 (solo ligeramente distorsionada). En el estado de transicion de esta etapa,
que presenta un fuerte caracter de oxocarbeno (cercano a la conformacion
‘Hs pero con influencia ‘E), la transferencia del protén por parte del residuo
catalitico dcido/base Glul64 al oxigeno del grupo saliente pNP, no ha em-
pezado todavia; sucede cuando la distancia OE2arusss-Cleve es de ~2 A (par-
ticion QM (mayor)/MM y nivel de teoria QM PBEO/TZVP). La barrera de
energia potencial de este paso, que se supone que es el limitante de la velo-
cidad, a este nivel de teoria es de (20,4-22,0 kcal/mol), que cualitativamente
estd en acuerdo con la barrera experimental (17,1 kcal/mol). El cambio a la
particiéon QM (menor)/MM parece afectar las caracteristicas nucleofilicas y
acido/base de los residuos Glu338 y Glul64, respectivamente, con un incre-
mento de la barrera de energia potencial de 5 kcal/mol y afectando la loca-
lizacion del TS a lo largo de la coordenada de reaccion. .

Para las etapas de hidrolisis y transglicosidacion (reacciones competitivas
en el proceso de deglicosidacién), se observa de nuevo una significativa re-
duccion de las barreras de energia cuando la particion QM (mayor)/MM es
la utilizada. Aun asi, la tendencia y comparacién entre T y H se reproduce
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correctamente cuando los calculos se realizan con la particién menor, siempre
que el nivel de teorfa utilizado sea PBE0/TZVP para obtener las energias o
las optimizaciones de geometria. Los resultados aqui presentados predicen
que la barrera de energia potencial de la transglicosidacién es de 1,2 - 2,6
kcal/mol mayor que la de la hidrélisis, en coherencia con el resultado expe-
rimental. Los estados de transicion de la hidrolisis y la transglicosidacion
son ambos muy disociativos, con un fuerte caracter oxocarbeno y con el
proton del aceptor atn sin transferir. El de la hidrélisis es ligeramente mas
temprano que el de la transglicosidacién. A un nivel QM(PBE0/TZVP)/MM,
el maximo de energia potencial de la transglicosidacién se encuentra méas
avanzado en la coordenada de reaccién que el de la hidrolisis: presenta una
distancia de enlace O4ere-Clrue (el enlace que se forma) mas corta y una
distancia OE2¢Lusss-Clrue (la que se rompe) mas larga, aunque el protéon del
aceptor Hace estd mas cerca del Glul64 en la hidrolisis. En los TSs de ambas
etapas, el anillo adopta una conformacién entre *Hs y *E y presenta unos
valores de carga atomica similares para ambas reacciones, a excepcion del
oxigeno nucledfilo del agua atacante, que es més negativo en comparacion
al oxigeno del grupo hidroxilo 4-OH del sustrato aceptor glucosa. Por lo
tanto, las diferencias entre ambos T'Ss son bastante sutiles.

Un poco mayores son las diferencias estructurales entre los pasos de glico-
sidacién y deglicosidacion, obteniendo un caracter Sx2 mas pronunciado para
la glicosidacion. Ademas, la transferencia protonica estd mas avanzada en
los T'Ss de la deglicosidacion que en los de la glicosidacion.

En las etapas de deglicosidacion se han identificado interacciones que es-
tabilizan el TS entre la Fuc, en particular los a&tomos Obpuc y/0 O4ruc, y el
sustrato aceptor (el grupo hidroxilo 3-OH de la Glc) o bien moléculas de
agua vecinas (como la WAT432). Para evaluar el efecto de los residuos que
rodean los sustratos, se ha realizado un analisis de sus interacciones electros-
taticas con los residuos en la subcavidad -1. Sin embargo, la correlacién de
los valores obtenidos con los estudios experimentales de mutagénesis que
alteran la relacién T/H es un gran reto debido a las pequenas diferencias en
las barreras de energia involucradas (~1 kcal/mol) y los posibles reordena-
mientos estructurales tras la mutacién. Adn asi, el analisis sugiere que la

perturbacion de la interaccion Glu3d92-Fuc puede incrementar la proporcion
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T/H, ya sea por mutacién directa o indirecta, tal y como experimentalmente
se reporta con los casos N390I y F401S.
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5.1 Introduccion

Encontramos aztcares enlazados, también podriamos decir “decorando”,
en muchos productos naturales, que influencian en sus propiedades biologi-
cas y farmacéuticas (antimicrobianas, antibidticas, ..) y también en sus pro-
piedades fisicoquimicas (solubilidad, estabilidad...), siendo de gran interés en
el campo del desarrollo de farmacos. Estos compuestos son normalmente
sintetizados por las Glicosiltransferasas (GTs), proteinas que acostumbran a
tener una gran especificidad de sustrato y regioespecificidad. Sin embargo,
algunas GT's como las de la familia GT1 que glicosidan compuestos naturales,
son mas flexibles en la especificidad de sustrato (principalmente del aceptor)
y también en la regioespecificidad.

En este capitulo nos centraremos en una Glicosiltransferasa particular,
llamada oleandomycin GT (OleD), del microorganismo Streptomyces anti-
bioticus, clasificada como GT-B por su estructura y, segin la base de datos
de CAZy (http://cazy.org), perteneciente a la familia GT-1. Su mecanismo

de transferencia del aztcar es mediante la inversion de la configuracion de
su carbono anomérico y actia sin necesidad de un cofactor metalico al que
coordinarse los fosfatos del sustrato dador (ver figura 1.3 del capitulo de
Introduccion).

La forma natural de la proteina OleD es especifica en cuanto al sustrato
dador, glucosa uracilo-difosfato (UDP-Gle). Sin embargo, es capaz de reac-
cionar con diferentes aceptores (Eritromicina (ERY), Oleandomicina (OLE)
o tilosina)?, aunque la maxima actividad la presenta con el sustrato Olean-
domicina (OLE, Figura 5.1), un macrélido antibiético estructuralmente si-
milar a la Eritromicina, capaz de tratar enfermedades respiratorias, que al
ser glicosidada pierde su actividad biologica.
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Figura 5.1. Reaccién catalizada por la enzima OleD entre el sustrato dador UDP-Glc y el
sustrato aceptor Oleandomicina (OLE). Se seiialan el carbono anomérico de la glucosa (C1) que
serd transferida al sustrato OLE enlazdndose al oxigeno aceptor (O8).

En 2007, se publicé un estudio experimental sobre un triple mutante de
esta proteina (P67T/S132F/A242V), llamado también ASP OleD. El estu-
dio reporta una profunda y completa investigaciéon sobre nuevos sustratos
dadores y aceptores que la enzima es capaz de procesar, aumentando asi la
promiscuidad de la proteina. De gran importancia es la naturaleza de estos
nuevos aceptores que la proteina es capaz de glicosidar, puesto que son pe-
quenos compuestos fenodlicos aromaticos, que incluyen aminocomarinos y
flavonoides, que presentan diversas actividades biolégicas como anticanceri-
genas, anti-VIH, anti angiogénicas y antiinflamatorias.

En detrimento de la expansion del rango de sustratos aceptores para la
proteina mutante, debemos senalar que su actividad con el sustrato natural
OLE, disminuye de forma muy significativa (el cociente de velocidades de
formacion de producto entre el mutante ASP OleD y la enzima WT es de
0,02)3.

Desde 2007 se han realizado varios estudios experimentales basados en el
mutante ASP OleD y el sustrato dador UDP-Glc que profundizan atin mas
sobre la expansion de los aceptores fenélicos incluyendo la glicosidacion no
solo via un enlace O-aceptor, sino también un enlace de tipo S- y N-glicosi-
dico. Computacionalmente, sin embargo y hasta la fecha, inicamente existen
estudios de andlisis de interacciones de la estructura cristalografica que no
incluyen el sustrato OLE, y algunos dockings de los nuevos aceptores sobre
ésta misma estructura cristalizada. Hay poca informacién sobre el meca-

nismo de la reaccion catalizada por esta enzima y los residuos importantes
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en este mecanismo. A diferencia de otras GT1 que actian con inversion de
la configuracién y tienen un residuo Asp o Glu que acttia de base catalitica
activando al O nucleofilico del sustrato aceptor en un mecanismo de despla-
zamiento directo tipo Sx2, para OleD se ha propuesto que este rol lo desem-
pena una His (His 20). Por otro lado, y tratindose de una GT que no re-
quiere de un cofactor metdalico, a la estabilizacién del grupo saliente (fosfato
del sustrato dador UDP) podrian contribuir interacciones con grupos hidro-
xilo e/o imidazoles’. A todo esto, cabe anadir que la estructura cristalogra-
fica de la que se dispone de OleD (cédigo PDB: 2iyf) contiene una estructura
abierta de la enzima, en principio no compatible con la catalisis. Asi pues,
la enzima debe experimentar un cambio conformacional para poder situar
los sustratos dador y aceptor a distancias precataliticas en las que la reaccion
de transferencia pueda tener lugar.

Es por ello, que en esta tesis nos hemos querido centrar en la comprension
del sistema OleD, tanto en su forma natural como en el mutante ASP OleD,
ambos con los sustratos naturales UDP-Glc y OLE. Realizaremos un estudio
computacional completo, tanto de dindmica como de reactividad, con tal de

dar una explicacion tedrica a los cambios producidos en esta enzima.

5.2  Metodologia

A continuacion, detallamos la metodologia que utilizaremos en este capi-
tulo de resultados:

5.2.1 Preparacion del sistema

Informacion estructural previa

En primer lugar, recogemos toda la informacién disponible sobre la estruc-
tura de interés (OleD, cédigo PDB: 2iyf) asi como de otras transferasas que
pueden estar relacionadas con ésta, ya sea por homologia de sus secuencias
o de sus estructuras cristalograficas, o bien extraidas de la bibliografia!®>.
Sera de gran importancia evaluar los ligandos que puedan llevar incorpora-

dos.
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Dominio UDP-Glc¢

Figura 5.2. Estructura cristalogrifica (PDB code: 2iyf) de la enzima OleD que contiene los

sustratos UDP y ERY. En esta tesis se distinguiran dos dominios de la enzima, el dominio UDP-

Glc, en azul oscuro y el dominio OLE en azul claro, denominados asi porque una vez modificado

el sistema, contendran los respectivos sustratos

Tabla 5.1: Esquema general de estructuras cristalograficas disponibles en Protein Data Bank

relacionadas con nuestro modelo a construir.

PDB ID clasificacion organismo Sustratos Conformacién
cristal
2iya Olel | Transferasa Streptomyces anti- UDP, OLE cerrada
bioticus
2iyf OleD | Transferasa Streptomyces anti- Mg, UDP, ERY abierta
bioticus
4m83 Transferasa/an-  Streptomyces anti- Mg, UDP, ERY abierta
tibidtico bioticus
luqu sintasa Escherichia coli UDP-Glucosa -—
ly6f Transferasa/ Escherichia  virus UDP, UDP-Glc, --—--
DNA T4 Glicerol, di(hi-
droxietil)eter
2clz Transferasa Vitis vinifera UDP-2-fluoro- [ Cerrada? Do-
alfa-d-glucosa, minio OLE dife-
Kaempferol rente a OleD
2clx Transferasa Vitis vinifera UDP cerrada

2-[3-(2-hidroxi-
1,1-dihidroxi-
metil-etila-
mino)-propila-
minol-2-hidroxi-
metil-propano-
1,3-diol
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2¢9z Transferasa Vitis vinifera UDP, Querce- cerrada

tine
3wce4-cli- | Transferasa Clitoria ternatea Acetato, Glice- cerrada
tora rol

Como se puede observar en la tabla 5.1, la estructura cristalografica 2iya
correspondiente a la Olel contiene el sustrato UDP (no glucosidado) y el
sustrato OLE, pero la conformacién de esta proteina es claramente mucho
mas cerrada que la OleD, lo que permite situar los sustratos a una menor
distancia (més en acorde con la catdlisis), que en la OleD; la distancia del
oxigeno del fosfato del sustrato dador UDP al oxigeno del sustrato aceptor
(OLE o ERY) es de 5,09 A y de 13,07 A para Olel y OleD, respectivamente.
Entonces, dado que ninguno de los pdbs contiene los dos sustratos de interés,
UDP-Glc y OLE, se debe crear un modelo nuevo teniendo en cuenta la dis-
ponibilidad de los sustratos en los pdbs.

Construccion del modelo inicial WT:UDP-Glc:OLE

Para conseguir el sustrato UDP-Glc en la proteina OleD, se superpondran
los residuos correspondientes al dominio UDP-Gle de los pdb’s 2iyf con 2c1z.
Seguidamente se guardan las nuevas coordenadas de la estructura 2iyf, junto
con las del sustrato UDP-Glc. Asi el dominio UDP-Gle (residuos 207-394)
queda definido. La 2-fluoro-alfa- D-glucosa se modifica manualmente para

convertirla en alfa- D-glucosa.

Figura 5.3: Superposicién del dominio UDP-Glc de los pdb’s 2iyf (verde claro) y 2¢lz (gris).
Ampliacién de la zona que debe contener el sustrato dador UDP-Glc.

Para conseguir obtener el sustrato OLE en la proteina, se modifica ma-
nualmente el sustrato ERY del pdb 2iyf para transformarlo en OLE. Una
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vez se construyen todos los sustratos, en nuestro modelo OleD la distancia
entre el carbono anomérico de la glucosa y el oxigeno aceptor del sustrato
OLE es de 11,6 A.

Figura 5.4. Superposicién de la proteina Olel (PDB: 2iya) en verde y de nuestro sistema OleD
con los sustratos UDP-Glc i OLE completados en azul. Se observa la diferencia de apertura de

ambas.

Figura 5.5. Representacién de los dos dominios considerados en este trabajo para nuestro
modelo delsistema OleD:UDP-Glc:OLE; en azul oscuro el dominio UDP y en azul claro el dominio
OLE. Imagen aumentada de la localizacion de los sustratos. Se resaltan los residuos cataliticos
HIS 306 direccionado hacia el fosfato del UDP y la HIS 20 direccionada hacia el hidrégeno del
sustrato OLE. Se sefialan también las distancias entre el carbono anomérico de la glucosa y el
oxigeno aceptor (11,6 A), asi como la distancia del protén del OLE (H80) al nitrégeno de la HIS
20 (2,2 A).

Protonacion del sistema
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La protonacién se realiza mediante el servidor online de H++, sin sustra-
tos y a pH 6,5. Aun asi, en base a la bibliografia y previendo el entorno
catalitico, se decide protonar la Histidina 20 (potencialmente la base catali-
tica) en su tautémero HID (H en N®) y la Histidina 306 (que interacciona
con el grupo fosfato del sustrato dador y para la que suponemos un papel
importante en la estabilizacién del grupo saliente) en su forma cargada po-
sitivamente (HIP) (véase Figura 5.5).

Tabla 5.2: Protonaciéon de las Histidinas recomendado por el servidor web H++ y su compa-
racion con el sistema de trabajo. HID: tautémero neutro con H en N&; HIE: tautémero neutro
con H en Ne; HIP: histidina positiva con H en ambos N.

H++ Sistema, de trabajo
HID 8 HIE 8
HIE 17 HIE 17
HIP 20 HID 20
HIE 35 HIE 35
HIP 60 HIE 60
HID 109 HIE 109
HIE 177 HIE 177
HIP 184 HIE 184
HIE 199 HIE 199
HIP 263 HIE 263
HIP 287 HIE 287
HIE 306 HIP 306

Parametrizacion del sistema

La parametrizacion del sistema se realiza con el programa xleap del pa-
quete de programas de AMBER. Los parametros y las topologias se definen
por los campos de fuerza ff14SB, GAFF, RNA.OL3 y GLYCAM_ 06 para la
proteina, el sustrato OLE, el sustrato UDP y la glucosa, respectivamente.

El sistema se solvata en una caja de aguas parametrizadas con TIP3P. Se
anaden 13 iones Na' para contrarrestar la carga del sistema y hacerlo neutro.

El ntimero total de atomos del sistema es de aproximadamente 78800 ato-

mos.
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5.2.2 Estudio estructural de la enzima y modelizacién de la conformacioén

activa

Debido a que, como se ha comentado anteriormente, la estructura crista-
lografica obtenida tiene una conformacion abierta, cataliticamente no activa
puesto que los dos sustratos quedarian demasiado lejos para reaccionar, y
ademas no tiene sus sustratos naturales, lo primero que debemos investigar
es si la proteina adopta una conformacién cerrada (activa) con o sin los
sustratos de interés unidos. Para ello se realizaran dos estrategias diferentes:
1) Un estudio de los modos normales de vibraciéon de la proteina, con el

servidor web de elNémo (http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo) que
nos permitira desplazar la proteina hacia una forma cerrada, seguido de di-
ndmica molecular y 2) diferentes dindmicas moleculares que corresponden a:
la forma apo de la proteina, la proteina tnicamente conteniendo el sustrato
dador UDP-Glc y la proteina con los dos sustratos de interés modelizados

como se ha comentado anteriormente en sus sitios de union respectivos.

Modelo basado en modos normales de vibraciéon de la proteina mds dindmica
molecular

Como se ha comentado en el apartado de métodos, el andlisis de modos
normales de una proteina permite describir movimientos de baja energia de
ésta. En este punto, dicho andlisis se utiliz6 para modelizar una forma ce-
rrada, cataliticamente activa de la enzima, a partir de su conformaciéon
abierta correspondiente a la estructura cristalografica. El protocolo consistio
en cerrar la enzima de forma gradual, en varios pasos. En cada paso se
calculan los modos normales de la enzima y estos se combinan para hacer
un desplazamiento de los A&tomos de modo que se acerquen estructuralmente
(esto es, reduciendo el RMSD) a una estructura objetivo final. En nuestro
caso, dicha estructura diana fue la estructura en conformacién cerrada de
Olel. En particular, el protocolo utilizado para esta estrategia se basa en los

siguientes pasos:
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1) Minimizacion del sistema: Para ello utilizaremos el paquete de progra-
mas de Amber. Se realizan dos minimizaciones clasicas del sistema. La
primera optimizacién parte del modelo OleD:UDP-Glc:OLE generado
y se mantienen con restricciones de movilidad los atomos pesados de
la cadena principal de la proteina y los sustratos. La constante de
fuerza de esta restriccién es de 15 kcal/mol/A% En la segunda minimi-
zacion no hay restricciones en ningin atomo. Ambas minimizaciones
tienen 2500 pasos, cambiando del método de steepest descent a gra-
diente conjugado en el ciclo 1500 y se realizan con un modelo de sol-
vatacion implicito siguiendo la aproximacion generalizada de Born, y
haciendo que la constante dieléctrica sea dependiente de la distancia.

2) Célculo de los modos normales: la estructura extraida en la minimiza-
cion es el input para el calculo de los modos normales. Las condiciones
utilizadas son las que vienen por defecto en el servidor (perturbacién
+/- 100 y paso de integraciéon de 20). Se usé como referencia (estruc-
tura objetivo) la estructura de la proteina cristalizada Olel (PDBcode:
2iya), ya que estd cerrada, y se escogié la combinacién de los modos
normales que generan una estructura de OleD con el minimo RMSD
con respecto a la estructura cerrada de Olel. Los modos se visualizan
en VMD.

Una vez visualizadas las estructuras perturbadas, se escoge la que tenga
mas similitud con la estructura de Olel, y se vuelve al paso de minimizacion.
En nuestro caso, se realizaron hasta tres vueltas de este protocolo, cuando

se considerd que la enzima estaba suficientemente cerrada.
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Figura 5.6: Vista frontal y lateral de las minimizaciones después de cada calculo de modos
normales. Némol en amarillo, Némo2 en verde, Némo3 en azul.

Tabla 5.3: Distancias cataliticas (en A) después de la minimizacién de cada cilculo de modos

normales.
Distancia (A) Némol Némo?2 Némo3
Dist Clerc-Oore | 8,71 7,03 5,21
Dist Horg-Num2o | 2,06 2,17 2,03

Después del protocolo de cierre por elNémo, se realizan dinamicas mole-
culares con diferentes condiciones, explicadas a continuaciéon junto con la
otra estrategia seguida que se basa en realizar dinamicas moleculares desde
la estructura cristalogréfica.

Modelos basados en dindmica molecular de la estructura cristalografica

Las simulaciones de dinaAmica molecular se realizan con el paquete de pro-
gramas de AMBER, y aplicando condiciones periédicas de contorno. Como
se ha mencionado anteriormente, hay diversos sistemas preparados que pue-
den contener o no los sustratos. El protocolo que se describe a continuacion
tiene en cuenta todos los sustratos, pero obviamente, si no se encuentran en
un sistema en concreto, las restricciones que se mencionan no existiran. La
estructura inicial serd el modelo basado en la estructura cristalografica. En
un principio nos interesaba especialmente el modelo ternario, WT:UDP-
Glc:OLE, que tiene todos los sustratos unidos. Sin embargo, como se comen-
tarda en el apartado de resultados, la dinamica molecular de la estructura
cristalografica, que muestra una conformacién abierta, se cierra rapidamente
durante la simulacién. Esto hizo que nos preguntaramos también si esto era
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consecuencia de los sustratos. Para comprobarlo, se realizaron dinamicas

moleculares del sistema WT:UDP-Glc, que solo tiene unido el sustrato dador

(que es el primero en unirse), y también de la forma apo (sin sustratos).

Como se ha mencionado, las dindmicas moleculares para los modelos ob-

tenidos con la estrategia de aplicar elNémo (con dos (Némo2) o tres (Némo3)

pasos de desplazamiento a lo largo de los modos normales), siguen el mismo

protocolo que el aqui descrito.

1)

2)

Minimizacion del sistema: La minimizacién consta de cuatro pequenos
pasos en los que el sistema se relaja paulatinamente. En la primera de
ellas se mantienen congelados o restringidos todos los atomos de la
proteina y los sustratos a excepcion de sus hidrogenos, de tal forma
que unicamente se optimizan las aguas y los iones del sistema. Son
30000 pasos de optimizacion totales de los cuales los primeros 15000
usaran el algoritmo de steepest descent, y el resto en gradiente conju-
gado. En la segunda y la tercera minimizacién tinicamente se restrin-
gen los atomos del sustrato UDP-Glc, excluyendo sus hidrégenos, pero
se le anade una restriccion de distancia entre el nitrégeno épsilon de la
supuesta base catalitica HID 20 y el hidrégeno que va a abstraer del
O del sustrato aceptor OLE (H(OLE)). De esta manera permitimos
que el gran sustrato OLE se acomode mejor en la cavidad, mante-
niendo las interacciones que nos interesan para la catélisis. El niimero
de pasos de optimizacion en este caso es de 45000 totales y el cambio
de algoritmo se da a los 30000 pasos. La tercera minimizacién tan solo
difiere de la segunda por el valor de la constante de fuerza que restrin-
gird los dtomos, que pasara de 50 kcal/mol A2a 15 Kcal/mol A2 La
ultima minimizacion es totalmente libre.

Calentamiento y equilibracién del sistema: El sistema es calentado gra-
dualmente hasta 300 K, aplicando restricciones sobre los atomos de la
cadena principal de la proteina y a los sustratos, que también gradual-
mente son retiradas. El tiempo empleado en este proceso es de 200 ps.

Seguidamente se realiza una equilibracion NPT que al principio
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3)

mantiene restricciones fuertes sobre la cadena principal de la proteina
y los sustratos, y que poco a poco las libera en todo el dominio OLE.
Las restricciones de distancias entre la base catalitica y el sustrato
aceptor [Neuma-Hore v entre el protén de la histidina con carga posi-
tiva y el fosfato beta del UDP [HE2mmps0s - O2Bupr], se mantienen du-
rante toda la equilibracion. El tiempo total es de 120 ps. Para acabar
de equilibrar el sistema, se utilizan condiciones NVT, durante un
tiempo total de 10,2 ns. Esta equilibracion empieza en las mismas con-
diciones que acab¢ la anterior, pero durante su simulacion se libera el
dominio UDP. Las tnicas restricciones que se mantienen son las de
distancias.

Produccion: la mayoria de las simulaciones tienen una duracion de 200
ns, donde los primeros 100 ns contienen restricciones. Se utiliza el al-
goritmo SHAKE lo que permite realizar pasos de integracion de 2 fs

en las ecuaciones de movimiento.

Una de las diferencias principales entre las distintas simulaciones de
dinamica molecular realizadas es el tipo de restricciones que se aplican
durante la produccion, que pueden ser sobre unos atomos concretos o
bien, de distancia. Otra de las diferencias es la manera en que las res-
tricciones son liberadas, en algunos casos es abruptamente y en otros
gradualmente (durante 10 ns). A continuacién, mostramos una tabla
a modo de resumen de todos los sistemas realizados con las caracteris-
ticas especificas sobre restricciones y algunas notas sobre lo que sucede

durante la simulacién.

Tabla 5.4: Cédigo de restricciones aplicadas durante las dinamicas moleculares.

Restriccion Codigo
Atomos UDP-Gle (excepto hidrégenos) AUG
Atomos OLE (excepto hidrégenos) AO
Distancia HE2spsss - O2Bror ~1,8 A DHU
Distancia Clare-Oore ~ 3,4 A DCO
Distancia Nz -Hoe ~ 1,8 A DNO
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Tabla 5.5: Resumen de las dindmicas, con todos los sistemas de trabajo simulados con sus
respectivas restricciones y tiempo de produccién total. El asterisco indica el sistema completo
WT:UDP-Glc:OLE. Las simulaciones marcadas en negrita son las que se comentardn en mas
detalle en el apartado de resultados.

Nombre Restricciones Tiempo Prod. Total
WT APO -- 215 ns
WT:UDP-Glc DHU (100 ns) 200 ns
ABIERTA* (Dinl) AUG (50 ns) 100 ns
ABIERTA* (Din2) | AUG (50 ns) 50 ns
ABIERTA* (Din3) AUG, AO (50 ns) 100 ns
ABIERTA* (Dind) | DCO, DNO, DHU (100 ns) 200 ns
ABIERTA* (Din5) DNO, DHU (100 ns) 200 ns
Némo2* HID20 (Din1) | DCO, DNO (100ns) 200 ns
Némo2* HID20 (Din2) | DCO, DNO, DHU (100 ns) 200 ns
Némo2* HID20 (Din3) | DNO, DHU (100 ns) 200 ns
Némo2* HIE 20 (Din4) | DCO, DNO (100 ns) 200 ns
Némo2* HIE 20 (Din5)  DCO, DNO, DHU (100 ns) 200 ns
Némo3* DNO, DHU (100 ns) 200 ns
WT:UDP-Glc Némo3 | DHU (100 ns) 200 ns

Por ultimo, se extraeran algunas estructuras de las simulaciones escogidas
para realizar calculos de perfiles QM /MM.

5.2.3 Estudio de la reactividad por métodos QM /MM

Los calculos QM /MM se realizan sobre el sistema simplificado, es decir,
reduciendo el nimero de atomos (sobre todo aguas) de la estructura inicial.
Se tiene en cuenta la proteina al completo con sus sustratos, pero el nimero
de aguas se recorta a una distancia de 30 A desde el punto central de nues-
tros sustratos, definido como el carbono anomérico C1 de la glucosa. El ni-
mero total de &tomos del sistema es de 10832 atomos.
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Figura 5.7: A) Estructura de interés extraida de la dindmica molecular y B) el recorte de aguas
correspondiente a la preparacién del mismo modelo para célculos QM /MM

Para el célculo se distinguen dos zonas, la que contiene los &tomos que se
mantienen fijos, y la zona activa que contiene aquellos dtomos susceptibles
de movimiento durante las diferentes optimizaciones o dindmicas (un total
de 2141 atomos) y que queda definida en un radio de 15 A a partir del
carbono anomérico de la Gle (C1). Dentro de la zona activa, se definen como
atomos QM los correspondientes a los sustratos UDP-Gle, OLE, y los dos
residuos de la proteina involucrados en la reaccion, HID20 y HIP306. Esto
hace un total de 188 atomos descritos a nivel cuantico. Se anaden dos link
atoms entre atomos de carbono, correspondientes al corte entre las zonas
QM y MM de los residuos HID20 y HIP306 entre el carbono alfa y el carbono
beta.

HIP 306
fg‘q_ €
S
{8
ubP HID 20

Figura 5.8: Representacién del sistema QM/MM. Con lineas finas se define la parte del sistema
que estd fijo o restringido. Las lineas mas gruesas pertenecen a la zona activa. Fn la ampliacién se

representan los unicos residuos v sustratos de la zona QM.
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El calculo QM /MM se realiza con la interfaz de Chemshell, que utilizara
el programa DL_POLY para el calculo de la parte MM y TURBOMOLE
para la parte QM. Se han utilizado varios niveles de teoria para realizar los
calculos QM, como la aproximaciéon semiempirica SCC-DFTB o diferentes
funcionales dentro de la teoria del funcional de la densidad (BP86, M05-2x
o B3lyp).

El protocolo seguido en los calculos QM se inicia a partir de una estructura
extraida de una dindmica molecular previa. Esa estructura es obtenida me-
diante un script propio y modificable que analiza cada una de las estructuras
de la dindmica y descarta todas aquellas que no cumplan el filtro de distan-
cias especificado, que en nuestro caso concreto involucra la distancia Clarc
- Oorg, la distancia Numa - Howe v la distancia HE2umps06 - O2Buppr. Una vez
seleccionadas las estructuras, se procede al recorte de las aguas y se realiza
un calculo de optimizaciéon seguido de un camino de energia potencial en
base a una coordenada de reaccién también especificada. El nivel de teoria
utilizado normalmente en este protocolo es QM(SCC-DFTB)/MM, por su
bajo coste computacional y la ventaja de poder realizar gran cantidad de

calculos al mismo tiempo.

En aquellas estructuras con una barrera de energia potencial mas baja se
realizan también calculos de perfil de energia potencial, pero a un nivel de
teorfa QM mas alto, como puede ser BP86/TZVP, B3LYP/TZVP con co-
rreccion de dispersion o M05-2x.

5.3 Resultados

Vamos a presentar los resultados de este capitulo intentando responder a
una serie de preguntas especificas. Como hemos visto, la tnica estructura
cristalografica disponible en el Protein Data Bank de la OleD, muestra una
conformacién abierta. Sin embargo, y en base a la bibliografia, se ha com-
probado que el aceptor OLE reacciona con el dador UDP-Glc en esta pro-
teina, lo que significa que deben estar proximos para reaccionar, y no es
posible que se dé la reaccion si la proteina se mantiene abierta. Por tanto,
la primera de las preguntas que debemos resolver es ;Se mantiene la proteina
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en una conformacion abierta con nuestros sustratos de interés? ;Y sin ellos?
Suponiendo que se produce el cierre de la proteina para que ocurra la reac-
cion de los sustratos, y dado que no existe un estudio computacional previo
de este sistema, jcudl es el protocolo computacional mas adecuado para re-
producir ese cambio conformacional y modelizar estructuras precataliticas?
[Hay algin tipo de interaccion entre los residuos de la proteina de gran
importancia durante el cambio de conformacién? ;Y entre los sustratos y la
proteina?

A continuacion, detallaremos los resultados mas relevantes de cada sis-
tema estudiado, asi como las herramientas de analisis utilizadas, intentando
responder a las preguntas anteriores. Se anaden también los resultados de la
reactividad para aquellos sistemas en los que se haya realizado.

Finalmente se presentaran los resultados para la estructura del mutante

preparado, en donde se discutiran los posibles motivos que explican la baja
reactividad de los sustratos en este sistema.

5.3.1 Sistema WT sin sustratos (apo)

Empecemos por el sistema mas sencillo, sin sustratos. En este sistema no
se evaluaron las frecuencias de los modos normales, sino que directamente
se realiz6 una simulacién de dinamica molecular para analizar el cierre de la
proteina. Se realizaron dos réplicas de la dinamica, partiendo de la misma
estructura inicial y con el protocolo explicado anteriormente. En estas simu-

laciones no hay restricciones de ningtn tipo.
Andlisis trayectoria completa

Una vez acabada la dinamica de 200 ns, se procede a su analisis con un
script de python que nos proporciona el root mean square deviation (RMSD)
de cada frame respecto a la inicial, el RMSD de cada frame respecto a todas
las otras de la simulacion, y un analisis de componentes principales en el que
los puntos de la trayectoria se proyectan sobre los dos componentes princi-
pales resultantes de un analisis de componentes principales de la trayectoria.
Recordamos que para este sistema se realizaron dos réplicas, pero
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unicamente mostraremos los resultados de los analisis de la trayectoria de
una de ellas (en este caso la réplica 2), ya que la similitud entre los resultados

de las réplicas nos lo permite.
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Figura 5.9: Gréficos de los andlisis de la dindmica de 200 ns. A) RMSD respecto a la estructura
inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la dindmica C) anlisis de componentes
principales (PC).Réplica 2.

Podemos comprobar con el grafico de RMSD A que el sistema ha conver-
gido correctamente puesto que en los tltimos 100 ns se mantiene en aproxi-
madamente 5,0 A con tan solo fluctuaciones 0,5 A. Observamos el augmento
drastico de RMSD en los primeros nanosegundos de la simulacién, corres-
pondiente al calentamiento y la equilibracion del sistema. El valor alto de
RMSD esta relacionado con el fuerte cambio conformacional que esta su-
friendo nuestra proteina, de una estructura abierta a cerrada. Por lo tanto,
observamos de forma espontdanea el cambio conformacional de la enzima sin
sustratos unidos. El cierre, como veremos, corresponde al acercamiento de
los dos dominios: el que contiene la zona de unién del sustrato dador (domi-
nio UDP) y el que contiene la zona de unién del sustrato aceptor (dominio
OLE).

En el grafico B de la Figura 5.9, comprobamos el RMSD de cada estruc-
tura de la dindmica con respeto a todas las demas. Si el sistema no experi-
menta muchos cambios, éste grafico es de un color azulado oscuro muy ho-
mogéneo. Si se observan varias zonas, éstas corresponden a estructuras dis-
tintas entre ellas. Verificamos los fuertes cambios al principio de la simula-
cion, asi como su poca variabilidad a partir de aproximadamente los 90 ns,
cuando el sistema parece estabilizarse. Esto nos indicaria que hay dos gran-
des grupos de estructuras (méds uno muy pequeno al inicio de la dindmica).

Por dltimo, en el grafico C de componentes principales muestra que la
proteina explora diversos espacios durante los primeros 80 nanosegundos,
por la dispersion de los puntos a lo largo del eje x, que es el primer compo-
nente principal, pero a medida que avanza la simulacion la exploracion tiene
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méas variabilidad sobre el eje del segundo componente principal, localizan-
dose méas en una zona mas concreta, lo que implicara que las estructuras que
encontramos son mas similares y que la trayectoria ha llegado a una estruc-
tura mas estable.

Con este andlisis de la dinamica comprobamos que nuestro sistema ha
convergido correctamente, ademés de que se ha producido un cambio con-
formacional brusco, que puede estar relacionado con el cierre de la proteina
y que verificaremos al visualizar la simulaciéon con el programa de visualiza-

cion escogido.

Andlisis de desviacién por residuos

Queremos seguir sabiendo mas sobre los movimientos que se han produ-
cido en nuestra proteina, y para ello realizamos con el programa cpptraj,
dentro del paquete de programas de AMBER, un anélisis de RMSD de cada
uno de los residuos durante la dinamica respecto de la estructura inicial.
Este analisis nos muestra qué residuos se han desplazado mas durante la
simulacién. Obtenemos el siguiente grafico:

208 ' : , T T T T 7

15— -
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Figura 5.10: RMSD (en A) durante la trayectoria total de la dindmica del sistema W'T apo
para cada residuo. En negro la réplica 1, en rojo la réplica 2.
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En la Figura 5.10 las zonas que menos desplazamiento han experimentado
tienen un RMSD maés bajo, mientras que las zonas que mas se han movido
tienen un RMSD més alto. Entre los residuos que muestran mas desplaza-
miento se encuentran los de los intervalos 64-72, 150-160, 235-240 y 265-275,
representados en la siguiente figura:

Dominio OLE

A B

W‘ Residuos 235-240 ‘b\

ok 4 a7

; ¢ h ¥ 3 Gk )
Dominio. UDP-Glc ) f\ \,ﬁ,

Residuos 64-72

Figura 5.11: Residuos con mas RMSD de la proteina. En lila residuos de 150-160, 265-275. En
lima y representados con lineas gruesas, residuos 64-72 y 235-240. A) vista frontal y B) vista
desde arriba. Destacamos los residuos 64-72 del dominio OLE y los residuos 235-240 del dominio
UDP-GIc en los loops superiores.

Destacamos los residuos del intervalo 64-72 y 235-420 en lima y
representados con lineas gruesas porque no sélo tienen un desplazamiento
alto en ambas réplicas, sino que ademas entre estos residuos existen
interacciones si, y solo si, la proteina adopta una conformacién cerrada;
forman parte de dos lazos flexibles que acaban interaccionando mediante
puentes de hidrégeno.

Respecto al intervalo de residuos representados en color lila, su alto
desplazamiento puede entenderse al ser residuos situados en la parte mas
externa de la proteina; si el cierre se produce uniendo los dos dominios de la
estructura abierta de la proteina, tiene sentido que los residuos més internos
tengan un deplazamiento menor que los externos. Pero ademas pueden
darnos una idea de la direccién del movimiento de cierre, que se produciria
en la direccién del vector que une estos dos intervalos de residuos, pero en
sentidos opuestos.

Existe un RMSD elevado para ambas réplicas en una zona puntual
alrededor del residuo 330. Este desplazamiento no esta involucrado con el
cierre de la proteina ya que este residuo y los circumdantes se encuentran
en la cavidad interior de la proteina y de hecho, como veremos en los
siguientes sistemas de resultados, son importantes de cara a la interaccion

134



con el sustrato UDP-Glc. Pero no nos avancemos. Por el momento,
informamos que el alto desplazamiento de estos residuos interiores estan
relacionados con un cambio de su orientacion en la cavidad interior y no con

el cierre de la proteina.

Bien, este analisis justifica lo que visualizamos en la dinamica: el cierre de
la proteina. A continuacion vamos a focalizarnos en la parte convergida de
la dinamica, los ultimos 100 ns, para estudiar bien las interacciones que
estabilizan el sistema, extraer las estructuras mas representativas e intentar

predecir la cavidad en donde los sustratos se localizaran.

3.1.2 Andlisis de la trayectoria convergida

En primer lugar, realizamos el andlisis con el script de python anterior-
mente citado para extraer los graficos de RMSDs y PCA especificos de esta
parte de la simulaciéon. Podemos observar como el RMSD ahora es méas bajo,
debido a que la estructura de referencia ahora es la primera de los tltimos
100 ns, en donde el sistema ya esta atemperado, equilibrado, adaptado e
incluso transformado en la nueva conformacion cerrada. Por lo tanto, la

desviacion de los residuos no es muy drastica.
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Figura 5.12. Gréficos de los anilisis de los tltimos 100 ns de la dindmica. A) RMSD respecto
a la estructura inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la dindmica C) anilisis

de componentes principales (PC). Réplica 2.

En el grafico B observamos que el color es mucho mas homogéneo, signi-
ficando pocos cambios estructurales de una estructura a la inmediatamente
siguiente. Finalmente, la representacién de los PCs estda mucho mas locali-
zada en el centro y no hay dispersiones importantes a lo largo de la compo-

nente principal 1, en el eje x.
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Clusterizacion

De esta parte de la dinamica procederemos a realizar una clusterizacion

para obtener las estructuras mas representativas:

Figura 5.13. Representacion de las estructuras inicial abierta y de los clisteres mas poblados
durante la dindmica convergida de la réplica 1 (A y B) y la réplica 2 (C y D). A y C vista frontal,
B y D vista lateral. En rojo la estructura inicial de las dindmicas. En verde lima y lila el clister
de cada réplica. Se ha recuadrado la localizacion de los residuos 64-72 en el loop del dominio
OLE.

En la Figura 5.13 mostramos la estructura representativa del cluster mas
poblado para cada réplica de la dinamica en superposicion con la estructura
abierta inicial de nuestra proteina. El tanto por ciento de estructuras que
corresponden a los clusteres es de 21.5% y 25.9% para la réplica 1 y 2, res-
pectivamente. La visualizacion de las estructuras la realizamos con el pro-
grama VMD y ademas para observar mejor los cambios producidos se su-
perponen el intervalo de residuos de 207 hasta 384, correspondientes al do-
minio UDP (dominio de la izquierda en las imagenes A y C). Claramente la
proteina se ha cerrado y se destaca por la proximidad del lazo formado por
los residuos 64-72 que estan mucho més préximos al dominio UDP que en
la estructura inicial. En las imégenes B y D, que disponen una vista lateral
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de la proteina, se visualiza mejor el movimiento del dominio OLE hacia el
dominio UDP.

Andlisis de interacciones

De nuevo, el programa cpptraj nos ofrece una herramienta que permite
evaluar las interacciones de puente de hidrégeno entre cualquier elemento
del sistema a especificar, ya sea entre residuos de la proteina, entre residuos
y sustratos o bien entre sustratos. En esta ocasion, ya que no hay sustratos,
el analisis se ha realizado entre los residuos de la proteina.

De todas las interacciones posibles, nos centraremos en las involucradas
en el cierre de la proteina, y éstas son las existentes entre los lazos superiores
del sistema:

LYS 272

3

f > ‘p‘|

Figura 5.14: Representacioén de los residuos en los lazos superiores que més interacciéon presen-

tan durante el cierre de la proteina.

La Figura 5.14 muestra de forma esquematica los residuos de ambos lazos
superiores. Durante la dindmica convergida, estos residuos se acercan e in-
teractian si se produce el cierre de la proteina. Debemos mencionar que
parte de los residuos del loop perteneciente al dominio OLE (residuos 66-

75), que también estan involucrados en las interacciones destacadas para

137



analizar el cierre de la proteina, no estan representados por clarificar la vi-
sion de la figura.

Tabla 5.6: Resumen de las interacciones (puentes de hidrégeno) entre los residuos de los lazos
superiores para las dinamicas convergidas de réplicas 1 y 2.

Residuos Repl Rep2
PRO 67 - SER 241 16,42%
ASP 68 ARG 271 18.85% ARG 271 74.74 %
SER 241 44.42%
ALA LY 66 10.02
09 GLY 66 / GLY 66 19.78%
ALA 72 32.53%
A 271 2
ASP 70 RG 271 20% LYS 272 40%
PRO 71 TRP 74 11.42% GLY 75 19.79%
SER 241 GLY 75 38.81% PRO 67 16.42%
ALA 242 GLN 327 18.03% -
ASP 68 18.85%
ARG 271 ASP 68 74.74
ASP 70 20% %
LYS 272 GLU 72 18.81% ASP 70 40%

De forma general podemos observar una interaccion fuerte entre los resi-
duos ASP cargados negativamente y los cargados positivamente como la
ARG 271 o la LYS 272. También observamos interacciones de puentes de
hidrégeno entre la SER 241 y la ALA 69 o bien la GLY 75. En ocasiones
observamos interacciones entre los residuos del mismo lazo, véase los resi-
duos ALA 69 con la GLY 66, o bien el ASP 70 con la ALA 72, que ayudan
a mantener la estructura del lazo.

La comparacion entre las réplicas nos muestra una frecuente interaccion
entre ambos lazos, aunque ésta no se dé exactamente entre los mismos resi-
duos en una réplica u otra. Es el caso de la LYS 272 que en la réplica 1
interacciona con el GLU 72, pero vemos que en la réplica 2 la interaccion es
con el ASP 70. Parece, en términos generales, que en la réplica 1 hay mas
desplazamiento del lazo, de forma que las estructuras de la dindmica con-
vergida estan un tanto mas cerradas que en la réplica 2. En cualquier caso,
la diferencia es minima y teniendo en cuenta los grados de libertad que tiene
la proteina, que esta totalmente libre y sin sustratos que restrinjan o condi-
cionen su movilidad, podemos considerar que el cierre es total, con sutiles

diferencias.
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Analisis de cavidad

Una vez hemos verificado el cierre de la proteina, asi como estudiado las
interacciones mas importantes durante ese cambio conformacional, creimos
que seria de interés analizar la cavidad formada, si es que existe, una vez el
sistema se ha cerrado, dado que la proteina va a contener sustratos de un
volumen considerable. ;Qué podemos esperar de esta cavidad? ;Es mas
grande o pequena que cuando el sistema contiene sustratos? Este analisis
nos dara una respuesta a si la proteina se cierra mas o menos en funciéon de

los sustratos que contenga.

Para este analisis utilizamos un servidor web llamado CavityPlus en el
que introduciendo una estructura de una proteina, que bien puede ser un
codigo PDB o bien un archivo propio, calcula la posible cavidad del sistema.
Ademas, tiene la posibilidad de especificar si existen o no sustratos, ayu-
dando a facilitar la localizacion y el calculo de esa cavidad.
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¥ Cavity Results

No. ¢ Pred.MaxpKd ? ¢ Pred.AvgpKd & DrugScore ¢ Druggablity ' ¢ Surface ? ¢ Residues 2 ¢

1 859 6.81 3477.00 Druggable v More
2 911 6.85 4280.00 Druggable v More
3 10.26 6.14 418.00 less druggable m More
B 1024 613 -5.00 less druggable & More
5 a41 550 554 00 Lindninnahle 3] Mora

Figura 5.15: Imagen extraida del servidor web CavityPlus después de realizar un cilculo de

cavidad para una estructura.

Estos calculos de cavidades se realizan en los dos primeros clusteres mas
poblados de la dinamica convergida para cada réplica. Como se puede ver
en la Figura 5.15, el programa proporciona informaciéon variada sobre las
cavidades encontradas y permite su visualizaciéon. De la misma manera pro-
porciona archivos de salida que permiten representar esa misma cavidad en
superficie y volumen con el programa de visualizacion VMD. Ademas, pun-
tia cada una de las cavidades en funcion de su drogabilidad (Drugscore) y
los cataloga como drogables, menos drogables o no drogable (Druggable, less
druggable o undruggable). En nuestro caso siempre tendremos en cuenta el
primer valor drogable que aparezca en el calculo.

Tabla 5.7: Valores del volumen de la cavidad (en A3) de las estructuras de los clisteres mas
poblados de cada réplica.

Réplica 1 Réplica 2
Volumen Cavidad (A%) | 3969,6 4669,3
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Como podemos observar el volumen de la estructura del claster més po-
blado de la réplica 1 es mas pequeno que el de la réplica 2, que verifica la
hipo6tesis anterior comentada en el analisis de interacciones, que referia a que
el cierre de la proteina en la estructura representativa del cluster mas po-
blado de la réplica 1 es mas marcado que la de la réplica 2.

5.3.2 Sistema W'T con sustratos

Una vez que hemos visto como funciona el sistema sin sustratos, vamos a
augmentar la complejidad del sistema teniendo en cuenta los sustratos. Lo
haremos progresivamente, primero teniendo en cuenta el sustrato UDP-Glc
(WT:UDP-Glc) y mas adelante con los sustratos UDP-Glc y OLE (WT
completa). Intentamos de esta manera facilitar la comprensién del trabajo
realizado. Ademas, se harda mas hincapié en los andlisis mas especificos del
sistema, pero intentaremos ser mas breves en los ya comentados anterior-
mente. Recordamos que para todos los sistemas se realizaron dos réplicas,
pero en los andlisis de las trayectorias inicamente mostraremos los graficos

de una de ellas, por la similitud que tienen.

5.3.2.1 WT:UDP-GIc

Recordamos que la construcciéon del sustrato UDP-Glc se hace a partir de
la superposicién del dominio UDP de las estructuras cristalinas (PDBcode:
2iyf y 2clz), ya comentado en la seccién 2.2 de este capitulo.

La dinamica de este sistema tinicamente contiene un tipo de restriccion de
distancia que involucra el proton HE2 de la HIP 306 y el O2B del sustrato
UDP. Las restricciones son gradualmente liberadas durante 10 ns después
de los primeros 100 ns. Se realizan también dos réplicas. El tiempo total de
produccion de cada una es de 200 ns.
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Andlisis de la trayectoria completa

El sistema parte de una conformacion abierta, por lo que, si sucede el

cierre de la proteina, el analisis de convergencia presentara un RMSD alto

como hemos visto anteriormente en el sistema sin sustratos.
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Figura 5.16: Gréficos de los an4lisis de la dindmica de 200 ns, réplica 1 A) RMSD respecto a
la estructura inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la dindmica C) analisis

de componentes principales (PC).

De forma general, observamos en los graficos de la Figura 5.16 que la

simulacién presenta cierta convergencia, con cambios abruptos al principio
de la produccion debido al calentamiento y equilibracion del sistema, y que
podrian ser indicativos del cambio conformacional de la proteina, y una fase

posterior mas estabilizada.

Proseguimos con el anélisis de RMSD de cada residuo durante la dinamica:
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Figura 5.17: RMSD (en A) durante la trayectoria total del sistema WT:UDP-Glc de la dindmica
para cada residuo. En negro la réplica 1, en rojo la réplica 2.

En la Figura 5.17 podemos ver que ambas réplicas siguen un patron pare-
cido, en donde coinciden los intervalos de residuos con mayor RMSD (60-70,
150-160, 260-270, 325-330) y los intervalos que se mantienen més invariables
(100-130, 185-200, 300-315). Por otra parte, parece que en las zonas 60-70 y
150-160, correspondientes al dominio OLE, tienen un RMSD mas alto para
la réplica 1 que para la réplica 2.

Veamos a continuacion las estructuras méas representativas para intentar

explicar estas diferencias
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Andlisis de la trayectoria convergida
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Figura 5.18: graficos de los andlisis de los tltimos 100 ns de la dindmica réplica 1. A) RMSD
respecto a la estructura inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la dindmica
C) anilisis de componentes principales (PC).

Observamos en el grafico A de la Figura 5.18 que el RMSD después de
liberar las restricciones augmenta sutilmente, pero finalmente se estabiliza.
En los graficos B y C observamos distintos grupitos estructurales, mostrando
que la proteina va reajustandose.

Clusterizacién

Empezamos mostrando la imagen de las estructuras inicial (abierta) en
rojo y la estructura representativa del clister mas poblado de los tltimos
100 ns de la dindmica en naranja, siempre superponiendo los residuos del
dominio UDP. Como observamos, la proteina se cierra de nuevo. La Fi-
gura 5.19 muestra también una ampliacion del sustrato UDP-Glc, que
comprobamos ha sufrido cambios durante la dinamica; mientras la Glu-
cosa sigue situada aproximadamente en la misma localizaciéon, el sustrato
UDP toma un giro diferente en el fosfato mas cercano al aztcar. Este
giro provoca que el UDP tome una posicion mas baja, situdndose por
debajo de donde se hallaba inicialmente, pero también produce un acor-
tamiento en la longitud del sustrato una vez dentro de la cavidad y al
estar mas plegado.
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Dominio OLE

Dominio UDP-Glc
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Figura 5.19: Superposicién de las estructuras inicial (rojo) y del clister mds poblado de la
parte convergida de la dindmica WT:UDP-Glc réplica 1(naranja). En la ampliacién se superponen
los sustratos UDP-Glec.

En la siguiente imagen compararemos las estructuras representativas de
los clasteres méas poblados de ambas réplicas, ahora que ya sabemos que
dicha estructura de la primera réplica se cierra, no es necesario compararla

con la de referencia.
Dominio OLE
Dominio UDP-Glc

Figura 5.20: Superposicién de las estructuras representativas de los clisteres mas poblados de

la réplica 1 (en naranja) y la réplica 2 (en lila). En la ampliacién se superponen los sustratos
UDP-Glec.

En la Figura 5.20 observamos que la estructura secundaria de la proteina
de la réplica 2 en lila, parece estar menos definida que la de la réplica 1 en
naranja. Ademas, vemos que hay diferencias en los lazos superiores, tanto
en el dominio UDP como el de OLE. Pero fijémonos en la ampliacién del
sustrato UDP-Gle, en donde vemos que la Glucosa tiene otra disposicion en
la estructura de la réplica 2, y los fosfatos estan orientados totalmente dife-
rente. Este hecho hace que debamos verificar la similitud de la posicion del
sustrato UDP-Glc respecto a la estructura inicial.
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Figura 5.21: Superposicion del sustrato UDP-Glc de la estructura inicial abierta en rojo y de
la estructura mas poblada del clister de la réplica 2, en lila.

Pese a que hay diferencias en la parte de los fosfatos, la Figura 5.21 nos
muestra que la extension del sustrato es parecida en ambas estructuras, asi
como la altura a la que esta situada el sustrato.

En conclusion, en las dos réplicas de la dinamica se observa el cambio
conformacional de la enzima (de abierta a cerrada) pero con diferentes dis-
posiciones del sustrato UDP-Gle, lo que nos genera nuevas preguntas: ;Qué
estructura es la mas estable? Es probable que la flexibilidad observada en el
UDP-Glc sea una consecuencia de que en la dindmica no se ha conseguido
una estructura cerrada lo suficientemente estable y adaptada para la union
del UDP-Glc. ;Afectara la estructura al volumen de la cavidad formada?
Estas diferencias seran verificadas a continuaciéon en el analisis de interac-

ciones.
Anadlisis de interacciones
Tal y como hicimos en la secciéon del sistema sin sustratos, empezaremos

estudiando las interacciones (puentes de hidrégeno) entre los residuos de los
lazos de la proteina, con el fin de poder compararlos mas adelante. Por el
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momento, presentamos las interacciones de ambas réplicas, durante la parte

convergida de la dinamica:

Tabla 5.8: Resumen de las interacciones (puentes de hidrégeno) de los residuos de los lazos

superiores a lo largo de los 100 ns dltimos de las dinamicas para las réplicas 1 y 2.

Réplica 1

Réplica 2

PRO 67
ASP 68

ALA 69

ASP 70

PRO 71

SER 241

ALA 242

ARG 271
LYS 272

ARG 271 49%

SER 241 40%
GLU 72 32%
ALA 73 27%
TRP 74 44%
LYS 272 40%
GLY 7524 %

ALA 69 40%

ASP 68 15%
ASP 70 40%

LYS 245 28%
LYS 272 11%
GLY 66 18%

ALA 73 50%
LYS 245 38%

GLY 7524 %
UDP 24%
ALA 242 18%
THR 244 22%
SER 241 18%
ASP 289 26%
ASP 70 10%

En la tabla 5.8 vemos claramente que en la réplica 1 hay mas interacciones

entre los lazos que en la réplica 2, puesto que los residuos 66-71 interaccionan

con mas frecuencia con los del lazo 241-272.

Es de gran interés destacar el residuo SER 241 que en la réplica 2 inter-

actua con el sustrato UDP. En coherencia con lo comentado anteriormente,

el sustrato UDP-Glc en la réplica 1 se encuentra en una zona mas inferior

que en la réplica 2, de forma que le es mas dificil interaccionar con los resi-

duos del lazo superior. De tal manera, se entiende que en la réplica 1, las

interacciones entre lazos sean mayoritarias y, sin embargo, en la réplica 2 si

hay posibilidad de interactuar con el residuo UDP, que se encuentra mas

préoximo y cargado negativamente, lo haran con tal de estabilizar la carga.

Pero jqué otras interacciones encontramos en el sustrato UDP-Glc?
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GLN 331

~ ASP 330

ARG 219

Figura 5.22. Representacion de los residuos mas préximos al sustrato UDP-Glc de la réplica 1.

La Figura 5.22 servira de guia para la localizaciéon de los residuos comen-
tados en la tabla 5.9 de interacciones. Es importante destacar que los resi-
duos que rodean el sustrato UDP, entre ellos ARG 219, GLN 293, VAL 291,
GLU 314, son residuos que también interaccionan entre ellos mediante en-
laces de hidrégeno, creando una red que estabiliza y fija considerablemente
el sustrato. Tenemos también residuos intermedios que interaccionan con el
fosfato del UDP, a la vez que pueden interaccionar con el lazo superior del
dominio OLE, como son la SER 241, ALA 242, GLN 268. El hecho de que
estos residuos no tengan una red tan estable de puentes de hidrégeno entre
ellos provoca que el fosfato tenga mucha mas libertad de movimiento y por
ello podamos encontrarlo en diferentes posiciones. Es importante destacar
también la interaccion de la histidina protonada HIP 306 con el fosfato, de
cara a la reactividad. Por ultimo, el sustrato Glc interacciona con el residuo
ASP 330 o bien el GLN 331 a través de los hidroxilos 30H y 40H, mientras
que su segundo hidroxilo tiene preferencia por los oxigenos del fosfato del
UDP. Estas interacciones estan descritas en la bibliografial® como importan-
tes para que se produzca la reaccion catalitica en varias GTs, por ejemplo,
la anulacién de la interaccion del residuo ASP 330 mediante su mutacion al
residuo ALA 330 (D330A), da lugar a la inactivacion de la reaccién catalitica.

148



Tabla 5.9: Anélisis de interacciones (puentes de hidrdgeno) del sustrato UDP-Glc durante los
100 ns dltimos de las dindmicas para las réplicas 1 y 2.

Réplica 1 Réplica 2

UDP GLU 314 99% Gle 99%
HIP 306 84% GLU 314 99%
GLY 310 80% GLN 293 57%
VAL 291 66% HIP 306 42%
GLY 311 37%

Gle ASP 330 100% UDP 99%
GLN 331 50% GLY 310 29.65%

GLY 311 15.41 %

Como podemos comprobar, de forma general vemos que existen gran can-
tidad de interacciones entre residuos y sustratos. Verificamos, tal y como
comentamos anteriormente, que en la réplica 1 la Glucosa parece estar po-
sicionada mas similarmente a la estructura cristalizada inicial, puesto que
mantiene las importantes interacciones con el ASP 330 y el GLN 331 a través
de sus hidroxilos. Sin embargo, y desafortunadamente, la Glucosa no man-
tiene una interaccion importante con los fosfatos del sustrato UDP, a través
de su hidroxilo 20H. Por otra parte, el sustrato UDP, pese a posicionarse
diferente a la estructura inicial, mantiene enlaces de hidrégeno con residuos
importantes de su alrededor. De cara a la réplica 2, destacaremos la frecuen-
cia de interaccion entre la parte UDP y la Glc, aunque en su contra cabe
decir que no se mantienen las interacciones entre la Glucosa y el ASP 330 o
el GLN 331, verificando el acortamiento del sustrato mostrado en la estruc-
tura representativa de la clusterizacion.

En conclusion, en ambas réplicas se obtienen estructuras que muestran
interacciones importantes, pero no todas las consideradas indispensables
para la reactividad. Obviamente se considerara que el sustrato UDP-Glc esta
mas estabilizado cuantas mas interacciones con los residuos nombrados con-
tenga, pero de cara a la reactividad, solo podemos asegurar que la interaccién
de los hidroxilos de la Glucosa con el residuo ASP 330 es indispensable!.
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Andlisis de la Cavidad

Tabla 5.10: Valores del volumen de la cavidad (en A3) de las estructuras representativas de
los clisteres mas poblados de cada réplica

Réplica 1 Réplica 2
Volumen Cavidad [A%] | 2469,3 1962,6

El analisis de la cavidad de las estructuras méas representativas de los clis-
teres mas poblados de cada réplica muestra un volumen mas pequeno para
la segunda réplica.

Después del analisis de interacciones podemos deducir que el hecho de que
la réplica 1 tenga mas interacciones entre los residuos de los lazos superiores,
puede conllevar que la proteina esta mas cerrada que en la réplica 2. De la
misma manera, el hecho de que en la réplica 2 los residuos de los lazos
interaccionen mas con el sustrato UDP-Glc que, entre ellos, puede provocar
una adaptacion de esos residuos al sustrato, dejando menos libres o mas
restringidos a los residuos del lazo del dominio UDP, con lo que el volumen
de la cavidad es menor.

En conclusion, y tratando de responder a la pregunta anterior, la estruc-
tura del sustrato UDP puede afectar al volumen de la cavidad del sistema a
causa de las interacciones que pueden darse o no, y en funciéon de la confor-
macién adoptada por este sustrato.

5.3.2.2 WT:UDP-GIc:OLE (sistema completo)

Procedamos a incrementar el nivel de complejidad al maximo, y estudie-
mos el sistema completo, es decir, la proteina con el sustrato dador UDP-
Glc y el sustrato aceptor OLE unidos. Recordemos que éste fue el primer
sistema que se estudié y el que més nos interesa para poder después simular
la reaccion. El objetivo era pues conseguir modelizar una conformacién ac-
tiva (cerrada) de la enzima, que ademés presentara los sustratos a distancias
cataliticas entre ellos y con el residuo catalitico (HID 20) y aquellos que
presuponemos importantes para la catalisis (p.ej. ASP 330 o HIP 306).

Este sistema ha sido sobre el que se han realizado mas pruebas; ademés
de diferentes restricciones de la dinamica. El sistema completo ha sido
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estudiado haciendo dindmica molecular directamente desde la estructura ini-
cial abierta y haciendo dinamica molecular del modelo cerrado generado con
el servidor web elNémo mediante los desplazamientos de la proteina a lo

largo de sus modos normales de vibracion.
5.3.2.2.1 Modelo basado en la estructura cristalogrdfica

Empecemos recordando que el sustrato OLE es incorporado en el sistema
a partir de la modificacién del sustrato ERY (Erythromicin) del pdb inicial
PDB code: 2iyf.

Como hemos mencionado, las restricciones para este sistema son variadas,
desde restricciones posicionales a atomos o bien a diferentes distancias, pero
las que estudiaremos y expondremos a continuaciéon son las que contienen
restricciones en la distancia Numao- Howe v la distancia HE2uwp 506 - O2Bupe,
ambas a 1,8 A. La dindmica tiene un tiempo de produccién de 200 ns totales,
los primeros 100 ns con las restricciones que son liberadas gradualmente
durante los siguientes 10 ns.

De todas maneras, los resultados de las dinamicas con otras restricciones
se encuentran resumidas mas adelante en la Tabla 5.21 y en el anexo (Figu-
ras A5.1-A5.4).

Andlisis de la trayectoria

Empezaremos por los ya conocidos graficos de RMSD con respecto a la
estructura inicial (Figura 5.23A), en donde vemos claramente la convergen-
cia del sistema. El grafico de RMSD respecto a la estructura inmediatamente
anterior (Figura 5.23B), que muestra un color homogéneo pasados unos po-
cos nanosegundos después del calentamiento y equilibracion del sistema, y
el analisis de componentes principales (Figura 5.23C), donde después de una
dispersion fuerte en la componente principal 1 (eje x) y la componente prin-
cipal 2 (eje y), observamos una gran concentracién de los puntos después de

la primera mitad de la dinamica.
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Figura 5.23. Gréaficos de los an4lisis de la dindmica de 200 ns. A) RMSD respecto a la estructura
inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la dindmica C) andlisis de componentes
principales (PC). Afiadimos también los graficos de las distancias Howi: - Nemma (D) y el grafico
de distancias Claic -OoLe (E). Réplica 1.

En la Figura 5.23 hemos anadido dos graficos de distancias que involucran
la distancia entre el hidrogeno del sustrato aceptor OLE y la Histidina 20
(Figura 5.23D), y la distancia del carbono anomérico de la glucosa con el
oxigeno aceptor (Figura 5.23E). Estas distancias son importantes a nivel de
reactividad como veremos posteriormente, pero a nivel general nos dan una
idea previa de como han evolucionado los sustratos durante la dinamica. El
grafico 5.23D muestra como el proton del aceptor OLE se encuentra cercano
a la Histidina 20 durante la mayoria de la dindmica. Cuando las restricciones
de esta distancia se liberan, su desviacion estandar aumenta, pero sigue man-
teniendo una distancia de enlace de puente de hidrégeno. El gréafico 5.23E
nos da una idea del acercamiento entre los dos sustratos UDP-Glc y OLE,
y observamos que la distancia inicial de alrededor de 12 A se reduce sin
restricciones hasta una distancia media de 8 A, y se mantiene. Aunque el

acercamiento es importante, no es la distancia esperada para que suceda una
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reaccion, ademés de no asegurar el cierre de la proteina. Deberemos visuali-

zar las estructuras para comprobar ese cierre.
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Figura 5.24. RMSD (en A) de cada residuo durante la dindmica 200 ns. Réplica 1 en negro,
Réplica 2 en rojo.

El analisis del RMSD por residuos no muestra diferencias significativas
entre las réplicas realizadas, ambas tienen la misma tendencia para los mis-
mos residuos. Este hecho indica que es muy probable que no encontremos
muchas diferencias entre las estructuras de ambas réplicas. Es de importan-
cia destacar que en este sistema parece que el RMSD de los residuos sea
menor que en los sistemas previos, ya que los valores de RMSD son menores.

Este hecho, junto con la distancia antes comentada entre el carbono C1
de la Glucosa y el oxigeno nucleofilico del aceptor, nos hace sospechar que
el cierre de la proteina en este sistema pueda ser mas sutil.

Veamos mas detalladamente las estructuras de la tltima parte de la dina-

mica.
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Andalisis de la trayectoria convergida

Como esperabamos, el analisis de la trayectoria convergida no muestra
ninguna alteracion respecto a lo ya comentado sobre la trayectoria com-
pleta
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Figura 5.25. Gréficos de los andlisis de la dindmica de los tltimos 100 ns. A) RMSD respecto
a la estructura inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la dindmica C) anilisis
de componentes principales (PC). Réplica 1.

Clusteritzacion

En primer lugar, verifiquemos el cierre de la proteina comparando la es-
tructura inicial abierta con la estructura representativa del claster mas po-
blado de la réplica 1.

Figura 5.26. Comparacién de las estructuras A) inicial abierta en rojo y estructura representa-

tiva del clister mas poblado de la réplica 1 en lila clarito y B) estructuras mas representativas
de los clisteres mas poblados de la réplica 1 en lila clarito y en verde oscuro de la réplica 2.

En la Figura 5.26A verificamos el cierre de la proteina durante la dinamica
molecular, aunque parece haber mas espacio entre los lazos superiores que
en sistemas cerrados vistos anteriormente. En la Figura 5.26B confirmamos
el gran parecido entre las estructuras de la proteina en las dos réplicas.
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Sin embargo, si nos fijamos en los sustratos encontramos una gran dife-
rencia en la estructura del UDP-Glec.

A

&,4

Figura 5.27. Comparacién de los sustratos A) UDP-Glc v B) OLE de las estructuras representa-
tivas de los clusteres mas poblados de la réplica 1 en lila clarito y de la réplica 2 en verde oscuro.

Mientras que la estructura del sustrato aceptor OLE (5.27B) se encuentra
minimamente desplazada en una réplica u otra, las diferencias en el UDP-
Gle (5.27A) son claras y drésticas. La estructura de la Réplica 1 parece més
acortada (plegada) frente a la estructura de la réplica 2, mas extendida.
Veamos el analisis de interacciones para justificar cuantitativamente esta

diferencia.
Analisis de interacciones
Empezamos por el analisis entre los residuos de los lazos superiores. Ya

que ambas estructuras tienen una similitud alta, no esperamos ver muchas

diferencias en este analisis.

155



Tabla 5.11: Anilisis de interacciones entre los residuos de los lazos superiores para cada réplica.

Réplica 1

Réplica 2

PRO 67
ASP 68

ALA 69
ASP 70
PRO 71
SER 241
ALA 242
ARG 271
LYS 272

LYS 272 52%

GLY 66 11%
LYS 272 76%

UDP 90%

ASP 289 32%
ASP 68 52%

LYS 272 26%
ARG 271 17%

LYS 272 63%
UDP 81%
GLC 40%

ASP 289 11%

ASP 70 42%

Efectivamente, las réplicas coinciden en general en los residuos de los lazos

superiores que interaccionan. De las pocas diferencias, destacamos que el

tanto por ciento de la réplica 2 es sutilmente menor que el de la réplica 1,

quizas porque sus residuos interaccionan mas con los sustratos, como pode-

mos observar con la ALA 242 que interacciona también con la Glucosa.

Recordamos que la estructura UDP-Glc en la réplica 2 se encuentra mas

extendida y en una posicion un tanto superior o por encima de la de la

réplica 1, lo que explica que su UDP-Glc tenga mas interacciéon con el lazo

superior del dominio UDP.

Tabla 5.12: Andlisis de interacciones de los sustratos para cada réplica.

Réplica 1 Réplica 2

UDP GLU 314 99% Gle 99%
Gle 99% SER 241 81%
SER 241 90% HIP 306 77%
GLU 314 66%

Glc UDP 99% UDP 99%
ALA 242 40%
HIE 18 32%
OLE HID 20 48.5% HID 20 60%
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En la tabla 5.12 queda justificada la mayor interaccion del sustrato UDP-
Glc con su lazo superior. En general, el sustrato interacciona con mas resi-
duos que la estructura de la réplica 1. Destacamos negativamente la ausencia
de la interaccién entre el ASP 330 en ambas réplicas. Destacamos positiva-
mente la alta frecuencia de la interaccion entre el hidroxilo 20H de la glucosa
y el sustrato UDP, asi como la interaccion del sustrato aceptor OLE con la
histidina catalitica HID 20, a través del enlace por puente de hidrégeno.
Tendremos en cuenta también que en la réplica 2 la HIP 306 interacciona
con el sustrato UDP (en un porcentaje alto, mientras que no lo hace en la
réplica 1.

Queremos anadir una ultima informacién a este analisis, relacionada con
la distancia entre los sustratos, puesto que va a ser de gran importancia para
la reactividad.
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160 160
s
140 = 140
120 - 1] 120 e
<L 00 . 3 10
s 5 <
g & = “
w 80 4 4 s -
55 5555 w w
W €0 a9 & 60 -
£ 4 = 40
8 7 5 i.8 e
\"’”Lffflll TR |.||]|| ”“IIHS.:..,I
0 0
N TN OMO©O NN R TN NMOO
N A proshes2azzaIoIR R I
é’eﬁ"\ﬂ\?'\:\%%?"b@%?q'}qf’q?@«\e?‘ FhrO0de a0oalErFF f8d
DISTANCIA [A] DISTANCIA [A]

Figura 5.28. Histogramas de la Distancia Clare- Oove (en A) durante los 100 ltimos nanosegundos
de la dindmica, para cada réplica.

Ademas de la importancia de la estabilidad dada por las interacciones
entre sustratos y residuos de la proteina, deberia existir cierta interaccion,
sino cercania, entre los sustratos dador y aceptor de cara a la reactividad
del sistema. Como se puede observar en los histogramas de la Figura 5.28,
ésta no existe en ninguna de las réplicas (valores méas poblados de 8,4 Ay
10,8 A y minimos de 6,8 A y 7,8 A para la réplica 1 v 2, respectivamente).
Parece pues, que esta estrategia no ha conseguido cerrar suficientemente la
proteina para que la reacciéon pueda tener lugar.
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Analisis de Cavidades

Dado que las interacciones entre los residuos de los lazos superiores no
difieren en exceso entre las réplicas, las diferencias que se puedan observar
en el analisis de la cavidad pueden venir determinadas en gran medida por
la interaccion entre los residuos de la proteina y los sustratos.

Tabla 5.13: Analisis del volumen de la cavidad (en A?) de las estructuras representativas de los

clusteres mas poblados de cada réplica.

Réplica 1 Réplica 2
Volumen Cavidad [A%] 2647,1 3103,5

En la réplica 1 los residuos estan menos adaptados al sustrato UDP-Glc
que en la réplica 2, como hemos visto anteriormente. Esto produce, ya que
los dominios UDP y OLE de la proteina no estan tan cerrados como en otros
sistemas, que se generen dos grandes cavidades adaptadas a sus respectivos
sustratos que unidas hacen un volumen mas grande para la réplica 2 que
para la réplica 1.

5.3.2.2.2 Modelo basado en el modelo generado por elNémo

Llamaremos sistemas de eINémo a aquellos que, partiendo de la estructura
inicial abierta con todos los sustratos unidos, se ha desplazado gradualmente
la estructura hacia una conformaciéon cerrada en base a calculos de los modos

normales de vibracién a través del servidor web elNémo: http://www.scien-

ces.univ-nantes.fr/elnemo/ . El protocolo para conseguir las estructuras esta

explicado en la seccién 2.5.1 de este capitulo.

Las estructuras minimizadas obtenidas después del calculo de modos nor-
males tendran el nombre de NémoX, donde X sera el nimero (2 o 3) de
veces que se ha realizado el cdlculo (modos normales més desplazamiento)
de elNémo. Los resultados explicados a continuacién pertenecen a Némo3,
pero los mismos analisis se realizaron para Némo2 y se anaden en el anexo
(Figuras A5.2 y A5.3).

La dindmica descrita y estudiada a continuacion, contiene restricciones de
distancias entre el hidrégeno del sustrato OLE y el nitrogeno de la HIS 20,
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y entre el hidrogeno de la HIP 306 y el fosfato del sustrato UDP, ambas
fijadas a distancia de puente de hidrégeno, 1,8 A. Las restricciones son libe-
radas gradualmente durante los 10 ns siguientes a los primeros 100 ns. El
tiempo total de la dinamica es de 200 nanosegundos.

Andlisis de la trayectoria

El analisis de convergencia de la dinaAmica muestra un RMSD en el grafico
A de la Figura 5.29 menor en comparacion a los sistemas anteriores, obvia-
mente debido a que la estructura inicial del sistema ya estd mayormente
cerrada. Se observa también un pequeno augmento del RMSD en la mitad
de la produccion, que concuerda con el momento de la liberacion de las

restricciones.
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Figura 5.29. Gréficos de los andlisis de la dindmica de 200 ns. A) RMSD respecto a la estructura
inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la dindmica C) andlisis de componentes
principales (PC). El grafico D muestra la distancia entre el Horr - Numgo y el grafico E la distancia

entre el carbono anomérico Clcre -Ootk a lo largo de la dindmica. Réplica 1.

El grafico D de la Figura 5.29 muestra claramente el efecto de liberar las
restricciones de distancia del hidrégeno del sustrato OLE y el nitrogeno de
la HID 20. Aun asi, la distancia media se mantiene inferior a 2,5 A una vez
liberada, lo que nos muestra que la interaccion es estable. El grafico E, que
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nos muestra la distancia del carbono anomérico de la glucosa al oxigeno
aceptor del sustrato OLE, que en esta trayectoria no esta sujeta a ninguna
restriccién. La distancia empieza a unos 3,5 A, aumenta un rato alrededor
de los 5 A o més, y después vuelve a acortarse. En los tltimos 90 nanose-
gundos de la dinamica, se mantiene fluctuando a una distancia media de 4
A. Ambas distancias serfan compatibles con la reactividad catalizada por

esta enzima.
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Figura 5.30. RMSD (en A) de cada residuo de la proteina durante los 200 nanosegundos. Réplical
en nergo, réplica 2 en rojo.

En el analisis del RMSD de residuos (Figura 5.30) comprobamos que hay
menos picos de desviacion (p.ej. por encima de 4 A), en comparacion con
sistemas anteriores. Pero de nuevo, esto se debe a que la estructura inicial
de la que partimos ya esta cerrada y los residuos no tienen tanta tendencia
a cambiar su posicion. Sin embargo, la réplica 1 muestra mas desviacion
que la réplica 2, lo que nos indica que seguramente veamos diferencias en-
tre las estructuras de ambas réplicas.

Vayamos a visualizar las estructuras de la trayectoria una vez ésta se ha
estabilizado.
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Andlisis de la trayectoria convergida
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Figura 5.31. Gréficos de los andlisis de la dindmica de los ltimos 100 ns. A) RMSD respecto a la
estructura inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la dindmica C) anélisis de com-

ponentes principales (PC). Réplica 1.

El sistema convergido muestra graficos de RMSD y de componentes prin-

cipales aceptables para asumir que el sistema se ha estabilizado.

Clusterizacion

Verifiquemos las diferencias de RMSD vistas anteriormente comparando

las estructuras.

Figura 5.32. A) visién frontal de la superposicién de las estructuras inicial Némo3 (de referencia)

en rojo v la estructura representativa del clister mds poblado de la réplica 1 en azul. B) visién lateral.

Empezamos comparando la estructura més representativa del clister mas
poblado de la réplica 1, en azul, con la estructura de referencia inicial de
Némo3, en rojo. La Figura 5.32A muestra la vista frontal de la superposicion
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de ambas estructuras. En la vision lateral de la Figura 5.32B vemos mas
claramente el movimiento que ha tenido la proteina, senalado por las flechas.
Se aprecia que, aunque la estructura Némo3 inicial de la dindmica ya estaba
en una conformaciéon bastante cerrada, durante la dinAmica se ha cerrado

aun mas. Vayamos a ver qué ha sucedido con los sustratos.

Figura 5.33. A) Representacién de las estructuras del sustrato UDP-Gle de referencia en rojo, en
azul del clister més poblado de la réplica 1 B) sustrato OLE para las mismas estructuras.

En la Figura 5.33 mostramos la comparacion de los sustratos de las es-
tructuras anteriores. En la Figura 5.33A vemos que el sustrato UDP-Glc de
la réplica 1 se ha plegado respecto a la de referencia, aunque la parte del
UDP sigue cercana a las coordenadas iniciales. En la Figura 5.33B observa-
mos el sustrato OLE que claramente ha sufrido un desplazamiento pronun-
ciado durante la dinamica.

Figura 5.34. A) Superposicién de la estructura inicial de Némo3 en rojo, con la estructura repre-
sentativa del clister mas poblado de la réplica 2 en gris. B} Ampliacion de los sustratos cataliticos, a
la izquierda UDP-Gle y maés a la derecha OLE.

Como hemos visto en el andlisis de la trayectoria, la réplica 2 presentaba

un RMSD menor a la réplica 1 respecto a la estructura inicial, y en la Figura
5.34A se muestra claramente esa similitud entre las estructuras

162



representativa del cluster mas poblado en gris, y la estructura inicial en rojo.
Esta similitud se comprueba también para los sustratos como observamos
en la Figura 5.34B: el sustrato UDP-Glc tiene la misma disposicién y longi-
tud que el inicial. El sustrato OLE muestra un sutil desplazamiento superior.

Figura 5.35. Representacién de A) los sustratos UDP-Glc de la estructura representativa del clis-
ter més poblado de la réplica 1 en azul y la réplica 2 en gris v B) el sustrato OLE para las mismas
estructuras y los mismos colores.

Solo para acabar de realizar todas las comparaciones anadimos la figura
de los sustratos de la réplica 1 en azul y la réplica 2 en gris superpuestos.
Como podiamos deducir debido a las diferencias y similitudes observadas,
en la réplica 1 el sustrato UDP-Glc tiene una conformacién mas acortada
(plegada) que en la réplica 2, y los fosfatos del UDP en una disposicién mas
eclipsada y superior (Figura 5.35A). El gran desplazamiento visualizado del
sustrato OLE respecto a la estructura inicial se observa también respecto a
la estructura de la réplica 2.

Procedemos al analisis de interacciones.
Analisis de interacciones

A continuacién, presentamos el analisis de interacciones.
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Tabla 5.14: An4lisis de interacciones (puentes de hidrégeno) de los residuos de los lazos superiores

para cada réplica.

Réplica 1

Réplica 2

PRO 67
ASP 68

ALA 69
ASP 70

PRO 71
SER 241
ALA 242
ARG 271
LYS 272

ARG 271 36%

ARG 271 39%
ALA 73 10%

UDP 38%
UDP 43%
ASP 68 36%
GLU 72 37%

SER 241 58%
ARG 271 80%
LYS 272 30%
LYS 245 70%
LYS 272 24%
UDP 25%
UDP 47%
ASP 68 40%
ASP 70 20%
ASP 68 23%

Respecto al analisis de los residuos de los lazos vemos que en la réplica 2
interaccionan con mayor frecuencia entre ellos. A destacar en ambas réplicas
la interaccion de la SER 241 y la ALA 242 (residuos del lazo superior del
dominio UDP) con el sustrato UDP. Parece que en las dindmicas del Némo3

los residuos estan mucho mas adaptados a este sustrato.

Tabla 5.15: Andlisis de interacciones de los sustratos para cada réplica.

UDP

Gle
OLE

Réplica 1 Réplica 2
Gle 100% Gle 98%

GLU 314 75%
HIP 306 68%
ALA 242 43%
SER. 241 38%
UDP 100%
ASN 134 85%
HID 20 36%

GLU 314 74%
HIP 306 48%
ALA 242 47%
SER 241 25%

UDP 100%
HID 20 54%
HID 20 16%

Pese a la diferencia conformacional de las estructuras de los sustratos, ob-
servamos pocas diferencias a nivel de interacciones sustrato-residuos.

164



Destacamos interacciones importantes de cara a la reactividad en ambas
réplicas, como por ejemplo la interaccion UDP-Glc, UDP e HIP 306, o bien
OLE con la HID 20.

En este caso, tampoco aparece en las interacciones alguna que involucre el
sustrato Glc y OLE, de cara a la reactividad, pero esto es inicamente porque
la distancia a la que se encuentran es superior a la del enlace de hidrégeno.
Mostramos el histograma correspondiente a la distancia del carbono anomé-
rico de la Glucosa y el oxigeno aceptor del sustrato OLE:

Histograma WT elNemo3 R1 Histograma WT Nemo3 Rep2
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Figura 5.36. Histogramas de la distancia (en A) entre el carbono anomérico de la glucosa v el
oxigeno aceptor del sustrato OLE, para ambas réplicas.

Como se muestra en la Figura 5.36, la mayoria de las estructuras durante la
dindmica tienen una distancia catalitica entre los atomos nombrados proé-
xima o inferior a 4 A, muy adecuada para la reactividad.

Analisis de Cavidades

Puesto que las interacciones entre los sustratos y los residuos son muy
similares, las diferencias que veamos en el volumen de la cavidad deben venir

dadas en funcién de las interacciones entre los residuos de los lazos superiores.

Tabla
clisteres mas poblados de cada réplica.

5.16: Analisis del volumen de la cavidad (en A?) de las estructuras representativas de los

Réplica 1 Réplica 2
Volumen Cavidad [A%] 3803,4 3612,
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Vemos que el volumen de las cavidades es muy parecido, sin duda el hecho
de partir de la estructura de Némo3 ha restringido en muchos grados de
libertad el movimiento de los residuos de la proteina y a la vez, cada mini-
mizacion ha ido adaptando los residuos a los sustratos, siendo esta adapta-
cion otra restriccion por si misma. Es coherente, entonces, que los volimenes

sean similares.

5.3.3 Comparacion de Sistemas W'T

Hemos visto sistema por sistema los detalles mas importantes de cada
analisis, y pese que se ha realizado una comparacion entre réplicas del mismo
sistema, y en alguna ocasién hecho algin comentario respecto a sistemas
anteriores, es de gran interés comparar los aspectos mas importantes entre
ellos.

En esta secciéon, nos centraremos en resumir las diferencias mas significativas

entre los sistemas:

15— —

10 -~ ]

RMSD [A]

Residue number
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Figura 5.37. RMSD (en A) de cada residuo de la protefna a lo largo de la dindmica de 200 ns para
las réplicas 1 de WT APO en negro, WT:UDP-Glc¢ en rojo, WI:UDP-Glc:OLE abierta en verde,
WT:UDP-Gle:OLE Némo3 en azul.

En primer lugar, nos fijaremos en el andlisis del RMSD de los residuos a lo
largo de toda la trayectoria de la dinamica. En la Figura 5.37 hay que dife-
renciar los 3 sistemas que parten de una estructura abierta: en negro el
sistema sin sustratos, en rojo el sistema con UDP-Glc y en verde el sistema
completo. Podemos verificar que la desviacion estandar de los residuos para
los dos primeros sistemas es mayor, indicando claramente que la proteina se
cierra mas en éstos que en el sistema completo abierto. Para el sistema que
empieza ya cerrado de Némo3, observamos en general que el RMSD de los
residuos es mucho menor, lo que vendria a indicar que el modelo de partida
es mas adecuado para modelizar la forma activa (cerrada) de la proteina.

Figura 5.38. Representacion frontal y lateral de las estructuras promedio durante la dindmica
convergida para cada sistema: en negro el sistema sin sustratos, en rojo el sistema con el sustrato
UDP-Glc, en verde el sistema completo que parte de la estructura abierta y en azul el sistema Némo3.
Sefialamos con el circulo rojo los residuos del loop superior del dominio OLE involucrados en el cierre
de la proteina.

En la Figura 5.38 representamos las estructuras promedio de las dindmicas
convergidas (los tltimos 100 nanosegundos) para cada sistema. Observamos
gran similitud en las estructuras de los sistemas sin sustratos, con el sustrato
UDP-Gle y Némod. Sin embargo, verificamos que el sistema completo que
parte de la estructura cristalografica (abierta) queda menos cerrado. Cons-
tatamos estas afirmaciones por la posicion del lazo superior del dominio OLE
(izquierda de la estructura de la proteina en la representaciéon frontal), que
no aparece en el sistema completo que parte de la conformacién abierta (en
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verde), y en la representacién lateral vemos que la hélice verde de la derecha
esta menos desplazada que el resto de las hélices de los otros sistemas.
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Tabla 5.17: Resumen del analisis de interacciones (puentes de hidrégeno) de los residuos de los lazos superiores para cada sistema. Los residuos 241-272 corresponden
al dominio UDP y los 67-72 al dominio OLE.

APO WT:UDP-Glc WT completa abierta WT completa Némo3
Residuos Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2 Repl Rep2
PRO 67 SER 241 16,42% - - - - - SER 241 58%
i ARG 271 ARG 271 74.74 LYS 245 28% LYS 272 26% ARG 271 80%
ASP 68 ARG 271 49% LYS 272 52% ARG 271 36%
18.85% % C o LYS 272 1% % ARG 271 17% ©LYS 272 30%
SER 241 44.42%
ALA 69 GLY 66 10.02% GLY 66 19 787/0 SER 241 40% GLY 66 18% GLY 66 11% - ARG 271 39% -
T. . (o
GLU 72 32%
ALA 72 32.53% ALA 73 27% ALA 73 50% LYS 245 70%
ASP 70 ARG 271 20% LYS 272 76% LYS 272 63% ALA 73 10%
& LYS 272 40% TRP 74 44% LYS 245 38% s s @ e LYS 272 24%
LYS 272 40%
PRO 71 TRP 74 11.42%  GLY 75 19.79% GLY 75 24 % GLY 75 24 % - - -- -
UDP 24%
SER 241 GLY 75 38.81%  PRO 67 16.42% ALA 69 40% ALA 242 18% UDP 90% UDP 81% UDP 38% UDP 25%
THR. 244 22%
ALA 242 GLN 327 18.03% - SER 241 18% - GLC 40% UDP 43% UDP 47%
ASP 68 18.85
ARG 271 ASP 70 20;% ASP 68 74.74% ASD 68 15% ASP 289 26% ASP 289 32% ASP 289 11% ASP 68 36% ASP 68 40%
0
ASP 70 20%
LYS 272 GLU 72 18.81% ASP 70 40% ASDP 70 40% ASP 70 10% ASD 68 52% ASP 70 42% GLU 72 37% %

ASP 68 23%
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Siguiendo con el analisis de interacciones de los lazos superiores para las
dindmicas convergidas, concluimos con varios puntos importantes: 1)
Cuanto més cerrada esta la proteina, mas interaccion existe entre principal-
mente los residuos del dominio OLE ASP 68 y ASP 70 y los residuos del
dominio UDP ARG 271 y LYS 272. 2) Cuando el sistema contiene el sustrato
UDP-Glc, los residuos SER 241 y ALA 242 tienden a interactuar mas con
él, y cuanto mas interactiien mas estabilizado esta el sustrato UDP-Glec.

Tabla 5.18: Resumen de interacciones (puentes de hidrégeno) entre los sustratos y los residuos de
la proteina para cada sistema.

UDP

Glc

OLE

WT:UDP-Glc WT Completa ABIERTA WT completa Némo3
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 1 Réplica 2 Réplica 1 Réplica 2
GLU 314 99% . 5 Gle 100% Glc 98%
ST Gle 99% Gle 99% o e

HIP 306 84%
GLY 310 80%
VAL 291 66%
GLY 311 37%

ASP 330 100%
GLN 331 50%

GLU 314 99%
GLN 293 57%
HIP 306 42%

UDP 99%
GLY 310
29.65%
GLY 311
15.41%

GLU 314 99%
Glc 99%
SER 241 90%

UDP 99%

HID 20 48.5%

SER 241 81%
HIP 306 77%
GLU 314 66%

UDP 99%
ALA 242 40%
HIE 18 32%

HID 20 60%

GLU 314 75%
HIP 306 68%
ALA 242 43%
SER 241 38%

UDP 100%
ASN 134 85%

HID 20 36%

GLU 314 74%
HIP 306 48%
ALA 242 47%
SER 241 25%

UDP 100%
HID 20 54%

HID 20 16%

El analisis especifico de los sustratos muestra que el sustrato UDP tiene una
mayor tendencia a interaccionar con los residuos centrales (aquellos que es-
tan mas alrededor de los fosfatos, como GLU 314, HIP 306, SER 241, ALA
242), cuando el sustrato OLE estd presente. De hecho, las interacciones con
los residuos de la zona del anillo del UDP (VAL 291, GLN 293) existen en
una probabilidad mucho menor en los sistemas WT completos. Importante
y necesaria para la reactividad, es la interaccién entre los atomos O2B del
UDP vy el hidroxilo H20 de la glucosa del sustrato UDP-Glec, que se da en
casi todos los casos.
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Tabla 5.19. Resumen de las distancias promedio y su desviacién estandar (en A) para los sistemas con sustratos durante la dindmica convergida.

WT UDP-Glc WT Completa Abierta WT Completa Némo3
R1 R2 R1 R2 R1 R2

DISTANCIAS AVG Sd AVG Sd AVG Sd AVG Sd AVG Sd AVG Sd
HE21p306 - 20Bupp 1,91 0,2 233 0,7 2,39 0,4 3,16 0,7 2,26 0,3 2,25 0,5
Harysio - O1Aupp 1,96 0,2 588 0,7 6,05 0,5 7,24 1 11,2 0,5 6,62 0,7
Harysin - O2Aupp 2,11 08 573 0,7 5,68 0,5 6,65 0,9 11,1 0,4 5,96 0,9
HE2mi5- O1Bupr 6,91 25 551 2,1 2,95 1,8 8,47 1,9 11,8 0,5 7,52 0,8
HGsgra1 - O1Bupp 9,43 1 5,32 2.4 1,92 0,8 2,24 1,2 5,03 1,3 4,61 0,7
HGsgros - O2Bupp 106 1,2 6,09 1,6 3.9 0,8 4,31 1,1 6,15 1,2 6,03 0,7

HGsgrou - O2Aupp 13,4 1,2 8,69 2,2 6,32 0,5 5,89 1,5 4,66 0,9 7,25 1
Hsiraa -O1Bupp 6,42 04 3,7 0,9 2,63 0,4 2,07 0,3 3,23 0,3 2,81 0,4
Hsgrou - O2Bupr 713 05 3,71 0,7 3,08 0,4 2,8 0,3 2,92 0,3 2.4 0,4
Hsgros - O2Aupp 10,1 04 6,07 1 5,12 0,4 4,83 0,5 2,23 0,3 3,92 0,4
Hapa2e2 — O1Bupp 6,71 0,1 6,46 1,9 3,65 0,4 4,38 0,2 2,09 0,2 2,18 0,5
Hapa2e2 — O2Bupp 8,04 04 6,3 1,8 3,82 0,3 4,21 0,3 3,7 0,3 3,07 0,5
H20¢q1 - O1Aupp 7,65 0,2 1,71 0,1 4,14 0,2 4,76 0,4 3,76 0,2 4,61 0,3
H20c¢1. - O2Bupp 581 0,2 3,01 0,3 1,7 0,1 1,71 0,1 1,65 0,1 1,72 0,1
H20¢q1 - O2Aupp 6,97 0,2 3,96 0,2 5,36 0,2 4,9 0,3 5,06 0,2 4,48 0,4
NE2uipz0 — Claie 724 06 555 1,1 7,63 0,4 10,6 0,7 5,36 0,3 4,96 0,4
Haraze — H20g1e 0,5 896 1,6 3,98 0,4 2,75 0,3 4,74 0,3 3,52 0,5
OD14sps30 - H3O0gie 04 8,22 1,5 5,83 0,6 8,84 1,6 9,96 0,7 6,16 0,9
OD14sps30 - H40ge 0,9 10,4 1,3 6,19 1 8,22 1,7 10,9 0,6 5,56 1,7
Oore — Claie - - - 8,25 0,5 10,7 0,7 3,94 0,4 4,56 0,6
Hore — NE2umz2o -- - - 2,19 0,4 2,12 0,3 2,25 0,3 2,32 0,4

9

2
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En la tabla 5.19 presentamos un analisis méas detallado de las distancias
entre los sustratos y los residuos de la proteina. Las diferencias entre los
sistemas se hacen mas evidentes en este analisis. Empecemos por aquellas
interacciones que se mantienen en todos los sistemas, como son la interaccion
HIP 306 con alguno de los fosfatos del UDP (O1A o O2B), y la interaccion
entre el hidroxilo de la glucosa H20 y mayormente el fosfato O2B del UDP.
El hecho de que el hidroxilo de la glucosa interactia con uno u otro oxigeno
del fosfato UDP dependera de la estructura que éste tultimo tenga, mas o
menos extendida.

Seguimos con interacciones que se mantienen tnicamente cuando el sus-
trato OLE esta presente que son las dadas entre los residuos SER 241 y ALA
242 y los oxigenos del fosfato UDP, ademas del enlace por puente de hidro-
geno entre el hidrégeno H del sustrato OLE y el nitrégeno NE2 de la histi-
dina catalitica HID 20.

Por ultimo y no menos importante, sino todo lo contrario, la inica distan-
cia catalitica apta para la reaccion entre el carbono C1 de la Glucosa y el O
del sustrato OLE se da en el sistema de Némo3 (3,94A y 4,56A de valor
promedio en las réplicas 1 y 2, respectivamente).

Andlisis de las cavidades

El analisis de cavidades se realizé para los dos clusteres méas poblados de
cada sistema, ya que en ocasiones no habia un porcentaje mayoritario de
uno de los dos.

Tabla 5.20: Analisis de la cavidad de la estructura representativa de los dos primeros clisteres
méas poblados de cada réplica de cada sistema, y su promedio. P.C. es la Poblacién del cluster en %,
v V corresponde al Volumen de la cavidad en A,

APO Sistema UDP-Glc Completa Abierta Completa Némo3
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
Co c1  Co C1 Co C1 Co C1 Co C1 Co C1 Co C1 Co C1
pP.C -
% 21 12 25 16 25 17 17 16 21 18 28 27 18 16 21 18
1%
(A7) 3969 3795 4669 5037 | 2469 2620 1962 2748 | 2647 2825 3103 3221 | 3893 3223 3612 3284
AVG _ . . .
47 38826 48535 2544.6 23558 9736.4 3162,6 3558,6 3448 8
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En primer lugar, destacaremos la variabilidad del volumen entre las répli-
cas de un mismo sistema, lo que refleja que de una réplica a otra las estruc-
turas y las interacciones establecidas pueden ser bastante diferentes. En ge-
neral podemos concluir que la existencia de sustratos en la proteina hace que
la variabilidad de volumen entre réplicas sea menor; vemos que en la pro-
teina sin sustratos la diferencia entre los promedios de las réplicas es de
alrededor de 1000 A3, y esta diferencia disminuye en los sistemas con sustra-
tos hasta los 200-400 A3. Sin duda, la proteina sin sustratos tiene muchos
mas grados de libertad, lo que refleja una menor reproducibilidad entre ré-
plicas. Cuando la proteina tiene los sustratos unidos, las interacciones con
éstos restringen su libertad conformacional y las réplicas son méas reproduci-
bles y los volimenes més similares.

Constatamos un mayor volumen de la cavidad si el sistema contiene todos
los sustratos, como cabia esperar, puesto que el sustrato OLE es de gran
tamano. La diferencia entre el sistema completo que partia de la estructura
abierta y el que parte de la estructura generada con elNémo3, es que en
elNémo3 el cambio conformacional se hace paulatinamente, dejando sustra-
tos y proteina readaptarse a la nueva estructura, de tal forma que la cavidad
formada es en base a que los residuos se han adaptado alrededor de ambos
sustratos. En cambio, en el sistema abierto la adaptaciéon ha sido alrededor
de cada sustrato independiente, antes ya de producirse el cierre. Entonces el
volumen de la cavidad en el sistema completo abierto no tiene en cuenta la
“uniéon” de ambos dominios como si fueran uno solo.

Es interesante tener en cuenta que, en la absencia de sustratos, el volumen
formado es suficientemente grande para contener a los sustratos, es decir, la
proteina sin sustratos parece “preparada” o predispuesta a contenerlos.

Conclusiones sobre el estudio estructural de OleD WT

El objetivo de esta parte de la tesis era generar un modelo del sistema
completo WT:UDP-Glc:OLE en una conformacién activa, para el estudio
posterior de la reactividad. La estructura cristalografica mostraba la pro-
teina en una conformacion abierta, no-activa. Durante este trabajo de mo-
delizacion, se observd que la proteina se cerraba espontaneamente al ser
sometida a simulaciones de dinamica molecular. A partir de esta observacion,
se quiso investigar si este cambio conformacional tenia relacién con la pre-

sencia de los dos sustratos o de uno de ellos. El estudio computacional de
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nuestros sistemas indica que la proteina adopta una estructura cerrada, in-
dependientemente de las restricciones que se utilicen durante la dinamica y
de que tenga o no los sustratos unidos. Por lo tanto, es posible que la con-
formacion abierta observada en la estructura cristalografica sea un artefacto
de la cristalizacion, a lo mejor debido a las interacciones inter-proteina que
se pueden dar debido al empaquetamiento. En disolucion, las simulaciones
predicen siempre una estructura cerrada. Otra posibilidad, aunque parece
menos viable, es que se deba a los ligandos que tiene unidos (UDP sin glucosa
y ERY).

Las interacciones que parecen caracterizar el cierre de la proteina son las
que se dan entre los residuos de los lazos superiores de los Dominios UDP y
OLE, més especificamente entre los ASP 68 ASP 70 y la ARG 271 y/o LYS
272.

El sustrato UDP presenta alrededor de su anillo nucleico una gran canti-
dad de interacciones con los residuos de la proteina, que ademas entre ellos
también tienen fuertes interacciones de puente de hidrégeno, formando una
red estable y de gran especificidad y selectividad hacia el sustrato UDP. Los
fosfatos de este sustrato son la parte mas flexible e interaccionan de manera
variada con residuos del lazo superior del dominio UDP (SER 241 y ALA
242), pero destacaremos la interaccién con el residuo HIP 306 cargado posi-
tivamente y las aguas que los rodean, que ayudan a estabilizar su carga

negativa.

Respecto al sustrato Gle, destacaremos la interaccién de su segundo hi-
droxilo (H20) y el fosfato del UDP, asi como el puente de hidrégeno entre
sus hidroxilos 3 y 4 y los oxigenos del residuo ASP 330, ya sea directamente,
o a través de aguas. Interacciones equivalentes se encuentran en la gran

mayoria de glicosiltransferasas.

El sustrato OLE solo tiene una interaccion frecuente y es la que sucede
entre su hidréogeno Horr v la propuesta como base catalitica HID 20.

Es importante remarcar que, aunque el cambio a una conformacién cerrada

siempre se observe, la variabilidad estructural obtenida en las distintas si-
mulaciones es grande, y la dificultad de obtener estructuras precataliticas
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también. Cabe anadir, que los sustratos son de tamano considerable y que
pueden establecer muchas interacciones, ademas del volumen también
grande de sus cavidades de unién, lo que dificulta modelizar su modo de
uniéon. Algunas interacciones supuestas por analogia con otros sistemas pa-
recidos (o identificadas a través de los primeros estudios de reactividad que
realizamos) nos han servido de gufa en el andlisis, pero hay muchas otras
interacciones posibles que se desconocen. En este sentido, durante las dina-
micas se quiso dejar el sistema lo mas libre posible, y solo aplicar las restric-
ciones imprescindibles, con el fin de poder identificar, sin bias, estas inter-
acciones. Con el conocimiento adquirido del sistema mediante estas dinami-
cas y los posteriores estudios de reactividad, se podrian guiar mas las dina-
micas moleculares para llegar a una convergencia mayor de estructuras pre-
cataliticas.

En las estrategias probadas, el hecho de que la tnica distancia compatible
con la reactividad entre los sustratos Glc y OLE se haya obtenido en el
sistema Némod, hace de éste el protocolo el mas adecuado para simular este
sistema. El desplazamiento por pasos (siguiendo los modos normales) de la
proteina, desde la conformacion abierta cristalografica hasta una conforma-
cion activa cerrada, y dejandose que proteina y sustratos se readapten a
cada paso, ha sido, pues, indispensable para este estudio.

5.3.4 Resumen de las dindmicas

Anteriormente hemos expuesto las dinamicas mas representativas de nues-
tro estudio. Aun asi, no han sido las tnicas realizadas, y ya que en capitulos
posteriores aparecera alguna referencia a ellas, hemos decidido exponer todas
las realizadas a modo de tabla resumen, con anotaciones importantes que

consideramos en su momento.
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Tabla 5.21: Resumen de las dinamicas, con todos los sistemas de trabajo simulados con sus respectivas restricciones y tiempo de produccién total. El asterisco

indica el sistema completo WT:UDP-Glc:OLE. Las simulaciones sombreadas en anaranjado son las que contienen frames que comentaremos en el apartado 3.5 QM/MM.

D(Clarc-Oork)

D(Nuszo-Howr)

Nombre Restr. cierre Nota
avg avg
WT APO - Si - -
WT:UDP-Glc DHU (100ns) Si - -
ABIERTA* (Din) AUG (50ns) Si 4.16 (0.40) 2.71 (0.53) Ion Na+ entre sustratos
ABIERTA* (Din2) AUG (50 ns) No 12.79 (0.90) 12.08 (1.26) Sustrato OLE se pierde
ABIERTA* (Din3) | AUG, AO (50ns) s 5.28 (0.50) 2.5 (0.55) No interaccién HIP306-UDP
. DCO, DNO, DHU Si, y muy de golpe Las restricciones se eliminan gradualmente durante 10 ns.
ABIERTA* (Din4 i 4.38 (0.37 2.28 (0.28
(Dind) (100ns) debido a DCO (037) (0.28) Buena disposicién de todo.
ABIERTA* 8.25 (0.51 2.19 (0.37 2.12
(Din5) DNO, DHU (100ns) Si 10 6ES © ;1/)/ ( © 3)2 )/ / Las restricciones se eliminan gradualmente durante 10 ns.
NémoQ?k HID20 DCO, DNO (1001s) S 217 (0.39) 270 (0.54) Liberacién de restricciones abruPta. Interaccién HE2uip30s-
(Dinl) 0O2Bupr lejana.
Némo2* HID20 DCO, DNO, DHU S 411 (0.37) 242 (0.41) Liberacién gradual de restricciones en 10 ns. Pérdida in-
{ . . . .
(Din2) (100ns) teraccién ASP 330-Glc.
Si. Al principio se
Némo2* HID20 Liberacién gradual de restricciones en 10 ns. Phe238 inter-
DNO, DHU (100ns ab: |0, pars 5.16 (1.37 2.67 (0.73 A
(Din3) ' (100ns) 2 ;f ;111 epzc(?é p;ra 516 (1.37) (073) calado con OLE. Distancia C1-O alejada en general ~5 A.
volverse a cerrar.
Némo2* HIE 20 : Liberacion de restricciones abrupta. EL N de la HIE 20 no
DCO, DNO (100ns Si 3.73 (0.22 4.71(0.5
(Dind) ' (100ns) ' (022) (0.5) queda bien orientado hacia OLE.
Némo2* HIE 20 DCO, DNO, DHU S 5.97 (1.27) 3.66 (0.67) Liberacién gradual de restricciones en 10 ns. HIE interac-
i 5. . . .
(Din3) (100ns) ciona con OH6 del Glucosa.
3.94 (0.42 4.56 2.25 (0.32 2.32
Némo3* DNO, DHU (100ns) Si ( © 5)6)/ / ( © 3)8)/ / Liberaci6én gradual de restricciones en 10 ns.
WT:UDP-Gle
Némo3 ¢ DHU (100ns) Si - - Liberacién gradual de restricciones en 10 ns.
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5.3.5 Estudios de reactividad (cdlculos QM/MM)

En esta seccion presentaremos los resultados de los estudios de reactividad
entre los sustratos UDP-Glc y OLE en la proteina. Se trata de una reaccién
de transferencia de aztcar en la cual se rompe el enlace entre el carbono
anomeérico de la Glc y uno de los oxigenos del fosfato del UDP y se forma
un nuevo enlace entre el carbono anomérico de la Glc y el oxigeno aceptor
del sustrato OLE, que es desprotonado por la HID 20 que actia de base
catalitica.

OHon
HO
o}
HO \ n,
HO C1 NMe,
&y O—UuoP
0
UDP-Gle W
— W
e e ——
OleD
OH OMe

Oleandomicina glicosidada

Oleandomicina

Figura 5.39. Reaccién catalizada por la enzima OleD entre el sustrato dador UDP-Glc y el sustrato
aceptor Oleandomicin (OLE). Se sefialan el carbono anomérico de la glucosa (C1) que serd transferida

al sustrato OLE enlazdndose al oxigeno aceptor (Oori).

Nuestros modelos han sido preparados teniendo en cuenta que durante la
reaccion la carga del fosfato beta se hace mas negativa y, por ello, la histidina
HIP 306 ha sido protonada de forma que queda cargada positivamente. En
la bibliografia se ha propuesto que en la familia GT1, en ausencia de un
cofactor metalico al que se unan los fosfatos y que estabilice su creciente
carga negativa, dicha estabilizacion puede venir por cadenas laterales de la
proteina, entre ellos grupos imidazoles. En OleD, el residuo mejor situado es
la histidina 306. Tras realizar varias pruebas (ver Figura A5.1 del Anexo
donde se presenta un esquema de los estudios realizados y los resultados
obtenidos para OleD) decidimos modelizar la His 306 en su forma con carga
positiva, de modo que durante la reaccion pueda incluso darse la transferen-
cia protonica hacia el UDP y asi estabilizar mejor el producto y facilitar su
salida del centro activo. En cuanto a la base catalitica, la histidina 20, tanto
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el tautémero HIE como el HID fueron evaluados con dindmicas moleculares
(ver Tabla 5.21), quedando el tautémero HID mejor orientado para la cata-
lisis.

La reactividad de los sistemas se ha estudiado con modelos QM /MM que
parten de una de las estructuras escogidas de las dindmicas moleculares an-
teriores, se recorta el sistema a una esfera de 30 A alrededor de Clerc v se
define la particion QM/MM. Los dtomos de la zona QM son los correspon-
dientes a los residuos HIP 306 y HID 20 hasta su carbono beta inclusive, y
los sustratos UDP-Glc y OLE (esto da un total de 165 atomos en la zona
QM). Seguidamente se realiza una optimizacién del sistema y posteriormente
el calculo de energia potencial siguiendo un camino de reacciéon determinado
por una coordenada de reaccion dada por la combinacion lineal de 3 distan-
cias: d(Cla-Ovor)-d(HoLe-NE2#m20) -d(Clai-Oore), utilizando el semiempi-
rico SCC-DFTB. Estas serdn las caracteristicas de los calculos QM /MM si
no se especifica de otra manera en esta secciéon. Para una explicaciéon mas
detallada del protocolo de los calculos QM /MM véase la seccion 2.3 de este
capitulo.

Escogemos las estructuras de las dindmicas previo calculo QM /MM con
la ayuda de un script modificable que filtra cada una de las trayectorias en
funcién de unas distancias especificadas. El objetivo es buscar las estructuras
precataliticas (aquellas més adecuadas para que se dé la catélisis) entre las
generadas durante la dinamica.

Como hemos visto en el anterior analisis de las dindmicas moleculares, el
sistema mas apto para la reactividad, por tener unas distancias cataliticas
mas adecuadas, parece ser Némo3. Empezaremos entonces nuestro estudio
de reactividad por este modelo.
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Figura 5.40. Representacion esqueméatica de los nombres de los 4tomos (en rojo) de los sustratos
UDP-Gle, OLE y algunos residuos que se comentaran a continuacion.

5.3.5.1. Reactividad eI[Némo3

Ya que los calculos realizados son varios y con sutiles diferencias, para
facilitar la comprensién del trabajo, inicamente expondremos una muestra
representativa de los graficos obtenidos.

La siguiente tabla es un resumen de los calculos realizados para el modelo
Némo3, en donde mostramos la réplica de la dindamica de donde se extraen
las estructuras, las diferentes distancias de corte usadas en el filtro para
escoger las estructuras y el nimero de estructuras obtenidas después de uti-

lizar el filtro.
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Tabla 5.22: Resumen de las distancias de corte (en A) utilizadas en el filtro para escoger las
estructuras para los calculos QM/MM de la dindmica Némo3.

Réplica/res- .
Fil- ) p. / ) Clare- Numz- HE2wpsoe-  Harazeo-  HGsprosi-  Hsprosi- N2 estruc-
tricciones dis-
tro . O()LE H()LE O2BUDP O_ZBUDP OlB('DP O_ZBUDP turas
tancia
1 R1 3.5 2.0 2.0 - - - 15
2 R2 3.5 2.0 2.0 - - - 4
3 R2 4.2 2.2 2.2 2.3 2.2 - 46
4 R2 3.9 2.2 2.2 2.3 - 2.2 18

En el filtro, las estructuras que presenten distancias menores a las especi-
ficadas en la tabla 5.22 serén escogidas para el cdlculo QM/MM.

Cabe decir que los valores especificados en el filtro dependen de los analisis
de distancias vistas durante las dinamicas, y son valores escogidos para que
el nimero de estructuras que salgan escogidas no se dispare sobremanera;
como sucede por ejemplo con los valores de distancias de puente de hidré-
geno entre Hyum Ooe 0 bien la distancia HE24p06-O2Bepe, en donde si se
augmenta la distancia limite un par de décimas el niimero de estructuras

puede llegar a sobrepasar las 100.

Veamos cémo son los graficos obtenidos de los caminos de energia poten-
cial en funcién de la coordenada de reaccion de cada estructura escogida
después de aplicar A) el filtro 1 y B) el filtro 4 de la tabla 5.22. Notese que
con respecto al filtro 1, el filtro 4 alarga un poco el valor de corte de las
distancias cataliticas y anade dos distancias mas, esta vez relacionadas con
interacciones que pueden estabilizar al UDP en el estado de transicion.
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Figura 5.41. Energia potencial en funcién de la coordenada de reaccion para las estructuras de las
dindmicas Némo3 con los filtros A) numero 1 y B) ntiimero 4 de la Tabla 5.22.

Lo primero que observamos es que los perfiles son poco suaves y las ba-
rreras de energia son en general muy altas en comparaciéon con el valor es-
perado de los datos experimentales (16,5 kcal/mol)!. Cabe mencionar que
estudios previos del grupo sobre glicosiltransferasas que actian con retencion
de la configuracién, ya mostraron que a nivel SCC-DFTB las barreras de
estas reacciones (y las energias de reccién) estan sobreestimadas en compa-
racion a los resultados obtenidos después con otros métodos DFT més cos-
tosos computacionalmente’”. En base a estos trabajos previos, de manera in-
dicativa podriamos pensar que una barrera de 30-35 kcal/mol a nivel SCC-
DFTB podria corresponder a una barrera de < 20 kcal/mol a nivel, por
ejemplo, M05-2X//BP86 (en el apartado 3.5.4 se presentaran calculos para
este sistema con distintos funcionales) . En la Figura vemos también més
dispersion en las energias del grafico B, asi como perfiles menos abruptos,
més suavizados en el punto maximo, probablemente debido a las interaccio-
nes que tiene el sustrato UDP-Glc durante la reaccion, entre ellas la del
hidrégeno H de la SER 241 (esta vez el unido al N de la cadena principal,
no el HG del hidroxilo) con el fosfato del UDP. Observamos también que en
general la energia de reacciéon no baja mucho, tan sélo en algunos perfiles
del gréfico B) vemos que el producto se estabiliza alrededor de las 20
kcal/mol. ;Qué es lo que estd sucediendo?

Veamos, de manera representativa, las estructuras de Reactivos (R), el
estado de transicién (T'S) y productos (P) del perfil con menos barrera de
energia potencial de cada grafico: la estructura (frame 1319) del grafico
5.41A presenta una barrera de energia de 52,6 kcal/mol y el perfil que mos-
tramos de la Figura 5.41B de 47 kcal/mol (frame 1289). Nétese que como
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barrera (y TS) reportamos la energia potencial (estructura) del méximo del
perfil.

-

Figura 5.42. Reactivo (R), estado de transicién (TS) y productos (P) de la estructura con menor
barrera energética (52,6 kcal/mol) de la dindmica Némo3 Réplical, frame 1319. Mostramos también
las distancias mds importantes sefialadas con las letras A, B, C, D, E v F en los reactivos.

Tabla 5.23: Distancias durante el perfil de energia potencial representado en la Figura 5.41 para
la estructura proveniente de Némo3-réplica 1, frame 1319.

Distancia (A) R TS P
A Clere-Oote 3,45 2,52 2,72
B Clere - Olepp 1,45 2,13 4,70
C Hove-Numao 2,00 1,21 1,78
D HE2#1p306-O2Bupp 1,90 2,11 3,00
E HGsgros1 -O1Bupp 1,87 1,80 1,85
F Hara2o-O1Bupp 1,52 1,47 1,40

Combinados, la Figura 5.42 y la tabla 5.23 nos muestran la evolucién
durante el camino de reaccién de la estructura con menor barrera de energia
potencial extraida de la réplica 1 de la dindamica Némo3, después de ser
filtrada. Lo que méas llama la atencion es que el producto de la reaccién no
se ha formado, es decir, el proton del sustrato OLE no ha sido desprotonado
por la Histidina HID 20, asi como tampoco se ha formado el enlace Clgrc-
Oorg, aunque el enlace Clarc-Olupe se ha roto completamente. El protén de
la histidina HIP306 tampoco ha saltado hacia el O2B del fosfato UDP, sin
embargo, si lo ha hecho el protén del hidroxilo H20 de la Glucosa, hacia el
fosfato. Claramente la reaccién no ha seguido el camino que esperabamos,
ademés de no ser un camino coherente, quimicamente hablando. Esta es una
estructura representativa de este filtro, ya que la mayoria de las estructuras
de este sistema siguen el mismo camino de reaccion.
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Seguimos con el segundo ejemplo representativo, la frame 1289, prove-
niente de la réplica 2 de la dinamica de Némo3, y que ademas de las distan-
cias cataliticas mas destacadas, contiene en el filtro una distancia con los
residuos SER 241 (Hsgros-O1Buepp) v ALA242 (Hava2i-O1Bupp). Estas dis-
tancias condicionales, se anadieron al filtro después de comprobar que se
repetian durante la dinamica y que podrian estabilizar al fosfato durante la

reaccion.

Figura 5.43. Reactivo (R), estado de transicién (TS) y productos (P) de la estructura con menor

barrera energética (47 kcal/mol) de la dindmica Némo3 Réplica2 (frame 1289), posterior al filtro
nimero 4 de la tabla 5.22. Mostramos también las distancias mas importantes sefialadas con las letras
A, B, C, D, EyF en los reactivos.

Tabla 5.24: Distancias (en A) durante el perfil de energia potencial representado en la Figura 5.43,
de la estructura proveniente de Némo3-réplica 2, frame 1289.

Distancia (A) R TS P
A Clare-Oote 3,47 2,17 1,52
B Clere-Olupp 1,45 2,11 2,96
C Hore-Namao 2,00 1,37 1,06
D HE2x1p306-O2Bupp 1,72 1,29 1,00
E Hseroa -O1Bupp 2,81 2,47 1,86
F Haraze-O1Bupp 1,96 1,86 1,93

En esta ocasion, la reaccion si lleva a la formacion de los productos; a la
vez que el enlace Clare-Olepr se alarga, el proton de la Histidina HIP306 se
acerca al oxigeno del fosfato, asi como el proton del sustrato OLE se acerca
a la Histidina HID 20. En los productos obtenemos el nuevo sustrato OLE-
Glc, mientras el fosfato del UDP queda protonado. Es interesante observar
el papel del hidroxilo 20H de la glucosa que cambia su interaccion del oxi-
geno O2B al O1 justo en el momento de la rotura del enlace Clarc-Olupr,
dado que el oxigeno O2B del fosfato estda perdiendo carga negativa por el
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acercamiento del protéon de la HIP 306, y el O1 estd ganandola a causa de
la rotura del enlace. El hidroxilo H20 es entonces un gran estabilizador.
Otra interaccion importante es la dada entre el hidréogeno H de la SER 241
y el O1B del fosfato que claramente se acercan a medida que el perfil avanza
hacia el TS (0,34 A de diferencia entre R y TS) y sigue acercandose para la
estabilizacion del producto (hasta 1,86 A). Esta interaccion podria ser equi-
valente a la del hidrégeno del hidroxilo HG de la SER 241 en la anterior
frame 1319, aunque en ese caso, parece estar mas repartida entre el H de la
ALA 242. Esto se traduce en que las diferencias entre las distancias de reac-
tivos y productos de las interacciones HGgseraai-O1Bupp y Havaze -O1Bupp son
de 0,02 A y 0,12 A, respectivamente, para la frame 1319, mientras que las
de las interacciones Hsgroa-O1Bepp v Haraze-O1Bupp son de 0,95 A y 0,03 A,
respectivamente, para la frame 1289. El papel del residuo ALA 242 en la
frame 1289 es de una ligera estabilizacion, puesto que se ha acercado al O1B
del fosfato para estabilizar la estructura, pero una vez obtenido el producto
de la reaccion vuelve a alejarse sutilmente. Los residuos SER 241 y ALA
242, especialmente la SER 241, juegan entonces un papel importante en
cuanto a la estabilizacién del TS y los productos de la reaccion mediante sus
interacciones con el fosfato del sustrato UDP.

Siguiendo con la frame 1289: desafortunadamente, la barrera energética de
la reaccién sigue siendo alta (~47 kcal/mol), y esto podria ser debido al
entorno de la reaccion.

PHE 243
PHE 243

Figura 5.44. Ampliaciones de la interaccién entre los residuos ALA 242, PHE 243 y el sustrato

OLE mostrando los impedimentos estéricos. En la figura B se anade la distancia entre los Carbonos
de los metilos de la ALA 242 y del OLE.
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En la Figura 5.44 mostramos varios impedimentos estéricos que pueden pro-
vocar un aumento de la barrera de energia potencial. En la Figura 5.44B
hemos marcado la ALA 242 y la PHE243 que se orientan directamente hacia
el centro de la cavidad, donde se sitia el sustrato OLE. De hecho, el sustrato
OLE y la PHE 243 quedan perfectamente encajados, pero esto restringe
libertad de movimiento para el sustrato, y puede que afecte a la reaccion.
Ademas, el residuo ALA 242, pese que hemos visto que su interaccion con
el fostato UDP estabiliza la reaccién, su metilo esta encarado hacia el sus-
trato OLE y dificultando su acercamiento hacia el UDP-Glec.

Estas observaciones nos llevaron a la hipotesis de que en Némo3 podemos
haber forzado demasiado el acercamiento de los sustratos durante el cierre
de la proteina, intentando que encajen para cumplir sus modos normales de

vibracion.

5.3.5.2 Reactividad elNémoZ2

Quisimos, por lo tanto, observar qué sucedia con la minimizacion previa,
elNémo2, de la cual también se realizaron los mismos calculos de dinamica
vistos anteriormente: Nemo2* (Din2) y Nemo2* (Din3) de la Tabla 5.21 en
el apartado 3.4 “Resumen de las Dinamicas”, que difieren en las restricciones
de distancia utilizadas; Nemo2* (Din2) incluye la restriccién en la distancia
Clere-Oore. Recordamos que las distancias cataliticas Clare-Oore v Numao-
Howe promedio son, respectivamente, de 4,11 A y 2,42 A para la Nemo2*
(Din2), y de 5,16 A y 2,67 A para Nemo2* (Din3), es decir, un tanto mas
largas que las de Nemod, obviamente, pero dentro de un rango aceptable
teniendo en cuenta sus desviaciones estandar. Destacaremos que, en ambos
casos, las distancias cataliticas son mas idoneas al inicio de las dinamicas

dado que se alargan a lo largo de la trayectoria.

Tabla 5.25: Resumen de los cut off utilizados (distancias en A) en el filtro para escoger las estruc-
turas para los cdlculos QM /MM de las dindmicas Némo2.

) Cleane-Oorr Hipoo. HE2ups06- N° estructu-
Filtro

( A) OoLE O2Bupp ras
1 ‘ Nemo2* (Din 3) 3,5 2,0 2,8 25
2 ‘ Nemo2* (Din2) 3,4 270 278 142
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El segundo filtro expuesto en la tabla 5.25 se aplica a una dinamica reali-
zada de un calculo de Némo2 que tenia restricciones de distancia entre el
carbono C1 de la Glucosa y el oxigeno del sustrato OLE. El analisis de esta
dinamica cumplia perfectamente con todas las interacciones y distancias ca-
taliticas comentadas y observadas en la seccién anterior, el inico motivo por
el cual no ha sido expuesta en el apartado de resultados anterior es que era
menos comparable por tener la restriccion de distancia Clarce-Oore, ademas
que posteriormente comprobamos que no era necesaria esa restriccion para
que el sustrato OLE se quedara dentro de la proteina.

=] 2

Energia Potencial [kcal/mol]
5

Energia Potencial [kcal/mol]

B o

4 > 2

2 0 2 0
Coordenada de reaccion Coordenada de reaccién

Figura 5.45: Energia potencial en funcién de la coordenada de reaccién para las estructuras de las
dindmicas Némo2 con los filtros A) numero 1 y B) ntimero 2 de la Tabla 5.25.

Como podemos observar en los graficos de la Figura 5.45, los perfiles en
general tienen una forma mas suavizada en su maximo. Aunque el rango de
dispersion de las barreras de energia potencial es mayor que el visto en
Némo3, en Némo2 podemos encontrar algunas barreras por debajo de 40
kcal /mol aunque seguimos teniendo una barrera y una energia de reaccion
demasiado altas. Veamos las estructuras con menor barrera de energia po-
tencial de cada grafico: serd la estructura 58 para el filtro 1 de la tabla 5.25
que tiene una barrera energética de 32 kcal/mol y la estructura 716 para el
filtro 2 con una barrera de 34,3 kcal/mol.
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Figura 5.46: Reactivo (R), estado de transicién (TS) y productos (P) de la estructura con menor

barrera energética (32 keal/mol) perteneciente a la dindmica Némo2 filtrol, estructura 58. Mostramos
también las distancias méds importantes sefialadas con las letras A, B, C, D, E v F en los reactivos.

Tabla 5.26: Distancias (en A) durante el perfil de energfa potencial representado en la Figura 5.46
de la frame 58, que presenta una barrera de energia potencial de 32 kcal/mol.

Distancia R TS P
A Clere-Oore 3,65 2,05 1,50
B Clare-Olupe 1,48 2,58 3,17
C Hove-Numao 1,93 1,42 1,06
D HE2w1p306-O2Bupp 1,27 1,00 1,00
E HGsgr241-O1Bupp 1,46 1,41 1,42
F Hara2o-O2Bupp 2,19 1,90 1,89

Este camino de reacciéon parece tener un mecanismo mas asincronico, en el
cual primero se da la rotura del enlace Clare-Oupr a la vez que la protonaciéon
del oxigeno O2B del UDP, y posteriormente la desprotonacion del sustrato
OLE y el enlace con la glucosa (Tabla 5.26). De gran importancia son las
interacciones de los residuos SER 241 y ALA242, que se acercan durante la
reaccion y se mantienen cerca de los oxigenos O1Bupp y O2Bupp, respectiva-
mente. Como diferencia fundamental con los caminos observados anterior-
mente resaltemos el hecho de que estos dos residuos se dirigen a diferentes
oxigenos del fosfato del UDP. El hidroxilo 20H de la glucosa cambia su
orientacion del oxigeno O2B al O1 del UDP tal y como hemos visto ante-

riormente, con el fin de estabilizar la carga negativa formada.
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(R), estado de transicién (TS) y productos (P) de la estructura con menor

barrera energética (34,3 kcal/mol) perteneciente a la estructura 716. Mostramos también las distancias
mds importantes sefialadas con las letras A, B, C, D, v F en los reactivos.

Tabla 5.27: Distancias (en A) durante el perfil de energia potencial de la estructura 716 represen-
tado en la Figura 5.47, que presenta una barrera de energfa potencial de 34,3 kcal/mol

Distancia (A) R TS P
A Clarc-Oore 3,48 2,06 1,52
B Clare-Olupe 1,47 2,29 3,08
C Hore-Namao 1,99 1,23 1,06
D HE2u1p30-O2Bupe 1,23 1,01 1,02
F Hara21-O2Bupp 2,82 2,24 2,04

En esta ocasion hemos omitido representar la distancia E entre HGsgrost -
O1Buor ya que no existe interaccién entre estos atomos. Esta es la diferencia
principal entre las estructuras de sistema, ademés de que en los reactivos la
distancia del puente de hidrégeno entre la ALA 242 y el oxigeno del fosfato
es mayor. La tendencia del camino de reaccion es parecida a la de la estruc-
tura 58 aunque con una distancia Clgre-Olupe en el TS un poco mas corta,
como podemos comprobar por el salto del proton de la HIP 306 hacia el
oxigeno del fosfato a la vez que la rotura del enlace Clarc-Olupp, mientras

que el proton del sustrato OLE todavia no se ha transferido completamente
a la HID 20.

La diferencia energética entre las dos estructuras representadas (~2 kcal/mol)
es muy posible que provenga de la diferente interaccion entre los residuos
SER 241 y ALA 242 y los oxigenos del UDP, entre otras variables del en-
torno. La principal diferencia estructural entre las geometrias presentadas
de Némo3 y Némo?2 es que en las de Némo2 la PHE 243 no esta orientada
directamente hacia el sustrato OLE. Si lo hace la ALA 242, el metilo de la
cual sigue direccionado hacia los metilos del sustrato OLE.
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5.3.5.3 Reactividad Sistema completo Abierto

Viendo las dificultades para obtener estructuras de as dinamicas que pue-
dan ser representativas de cara a estudiar la catalisis, decidimos probar con
la dindAmica de uno de los sistemas abiertos que cumplia mayormente con
las distancias cataliticas e interacciones senaladas anteriormente, con la
unica desventaja de que el cierre de la proteina se habia dado de forma
demasiado abrupta durante la dindmica (seguramente como consecuencia de
la restriccion de distancia Clare-Oore aplicada), lo que podria habernos lle-
vado a un mal modelo de estructura cerrada. Por ello no la incluimos en el
estudio anterior, pero decidimos rescatarla para probar estos calculos de
reactividad. Es la dindmica ABIERTA* (Din4), con valores de distancias
cataliticas promedio Clarc-Oore v Numao-Hore de 4,38 A y 2,28 A, respecti-
vamente.

En este caso tan sélo hemos realizado una prueba y el filtro escogido es de
d(ClGLc-OS()LE) <34 A, d(HoLE—NHIDQo) < 2,0 A, d(HEQHIP:%OG‘OQBUDP) <2,8
A. Quedan seleccionadas un total de 39 estructuras.

S0m T T T T T T T

40

Energia Potencial [kcal/mol]

Coordenada de reaccion

Figura 5.48. Energia potencial en funciéon de la coordenada de reaccion para las estructuras esco-

gidas provenientes de la dinamica abierta con restriccion Clanc-Oork.

Nos sorprende encontrar un perfil que tiene una energia de reacciéon de 1
kcal/mol, ademds de ser el que tiene una barrera de energia potencial de
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36,4 kcal/mol, la mas baja de todas las estructuras filtradas. Es la estructura
1878. Veamos sus estructuras durante el camino de reaccion:

= Ny

Figura 5.49. Reactivos (R), estado de transicién

(TS
rante el camino de reaccién. Sefialamos ademés las distancias A, B, C y D. Su maximo de energia

potencial corresponde a 36,4 kcal/mol.

Tabla 5.28: Distancias en [A] para el reactivo, el estado de transicién y el producto de la estructura

1878.
R TS P
A Clare-Oore 3,62 2,01 1,47
B Clare-Olvpp 1,48 2,33 4,44
C Hove-Numao 1,93 1,09 1,03
D HE2#rs05-O2Bupp 1,31 1,02 1,01

En primer lugar, destacamos que en la Figura 5.49 se puede observar como
la PHE 243 est4 direccionada hacia el sustrato OLE, pero no intercalada. La
disposicién del sustrato OLE es muy diferente a las vistas en las dinamicas
de Némo y no se acerca tanto a los residuos del lazo superior del dominio
UDP. Seguidamente, vemos que no existen interacciones entre los residuos
del lazo superior SER 241, ALA 242 y el sustrato UDP, lo que nos llevaria
a pensar que el perfil deberia ser méas abrupto, sin embargo, el perfil es suave.
Anadimos ademas que el sustrato Glc tiene interaccion con el ASP 330 a
través de sus hidroxilos 30H y 40H, interaccién que probablemente sea la
que estabiliza el producto de la reaccién, puesto que en ningiin momento se
pierde.

Por la tabla 5.28 de distancias observamos que éstas son parecidas a las de
las frames 58 y 716 comentadas anteriormente, excepto por el hecho que
aqui, en el TS, el Howe ya esta practicamente transferido a la HID20 mientras
que en las frames anteriores esta transferencia no estaba tan avanzada (es-

pecialmente para la frame 58).
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A modo de resumen, presentamos a continuacién una tabla con las barreras
de energia, distancias e interacciones mas importantes de las frames comen-
tadas anteriormente para que podamos comparar mas facilmente las diferen-

cias entre ellas.

Tabla. 5.29: Barreras de energfa potencial (en kcal/mol), distancias (en A) de reactivos (Dist R) y
TS (Dist TS) e interacciones (Int) significativas para las frames procedentes de las dindmicas de
Nemo3 (frame 1289, para la que no se han obtenido los productos), Nemo2* (Din 3) sin restriccion
en la distancia Clarc-Oore (frame 58), Nemo2* (Din 2) con restriccién en la distancia Clere-Oore
(frame 716), y ABIERTA*(Din4) con restriccién en la distancia Clarc-Oorr: frame 1878).

Frame 1289 58 716 1878
Barrera (kcal/mol) 47,0 32,0 34,3 36,4
Dist R Clarc-Oorr: 3,47 3,65 3,48 3,62
Dist R Clare-Olupp 1,45 1,48 1,47 1,48
Dist R Hori-Nu2o 2,00 1,93 1,99 1,93
Dist R HEZHIP;;U(;-O2B('I>P 1,72 1,27 1,23 1,31
Dist TS Clapc-Oos 92,17 2,05 2,06 2,01
Dist TS Clare-Olupp 2,11 2,58 2,29 2,33
Dist TS Hore-Nimeo 1,37 1,42 1,23 1,09
Dist TS HEZmrr- 1,29 1,00 1,01 1,02
O2Bypp

Int H20¢1,c-O2Bupp SI SI SI NO
Int Ser 241 SI (H) SI (HG) NO NO
Int Ala 242 SI () SI () b;o(sl)e " NO

Int ASP 330 NO SI con IjI4O(;L<‘ le- NO SI con H30 y
jos H40

Aunque las estructuras de la proteina y la disposicion de sus sustratos son
bastante diferentes, en la tabla 5.29 encontramos distancias parecidas entre
los Reactivos y los TS. Las distancias Clarc-Oore de los reactivos son simi-
lares entre las frames 1289 y 716, y entre las 58 y 1878, todas ellas inferiores
a 4 A. Las distancias Clare-Olupr y Hore-Numa son muy parecidas entre
todas las frames. Encontramos una ligera diferencia en la distancia HE2uipsos-
O2Buor, que es ~0,5 A mds larga en el frame 1289 que en el resto de las
frames, aunque sigue siendo una distancia de interaccion de puente de hi-
drégeno.

En el caso de las distancias en el TS hay una diferencia mas clara que dis-
tingue la frame proveniente de la dindmica de Nemo3*, frame 1289, de las
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demas: como vemos, la distancia Clarc-Olepp indica la rotura avanzada de
este enlace para las frames 58, 716 y 1878, con valores de (2,58, 2,29 y 2,33
A, respectivamente), mientras que la frame 1289 no alcanza esos valores
(2,11 A). Ademés, se observa que la rotura del enlace Clagre-Olupe viene
acompanada del salto del HE2umps06 hacia el oxigeno O2Bupp, para las frames
procedentes de Nemo2* (frame 58, 716) y ABIERTA* (1878). Si nos centra-
mos en la transferencia del hidrégeno del sustrato OLE hacia la HID20,
vemos que en ninguna de las frames se ha completado, aunque, claramente,
en la frame 1878 esta practicamente transferido. Esto indica que en el estado
de transicion de la frame 1878 el ataque nucleofilco de OLE a la Glc estaria
mas avanzado.

Respecto a las interacciones con los residuos que se han ido identificando
como posibles actores en la estabilizacion del estado de transicién, la frame
58 cumple todas ellas y es probablemente por ello que su barrera de energia
sea la menor de las frames estudiadas. Sin embargo, parece ser que la inter-
accion con el ASP 330, mas destacada en la frame 1878, puede estar direc-
tamente relacionada con una energia de reaccién menor (recordamos que la
frame 1878 tiene una energia de reaccién de ~1 kcal/mol).

5.3.5.4 Comparacion de funcionales

El hecho de realizar los calculos a un nivel de teoria semi empirico como
es el SCC-DFTB nos facilita sobremanera la obtencion de resultados a nivel
de efectividad en tiempo de célculo. Podemos realizar calculos de optimiza-
cion y de caminos de reaccion en tan solo 24h, usando un procesador. El
mismo calculo a un nivel de teoria mas elevado, como los DET (B3lyp, BP86
o PBEO) llegan a consumir un mes de tiempo de calculo y usando 16 proce-
sadores para cada camino de reaccion.

Es por ello, que nuestro protocolo se basa en la utilizacion del filtro para
conseguir muchas estructuras que sean potencialmente reactivas, y en el
calculo semi empirico de todas ellas para ayudar a seleccionar aquellas que
probablemente tendran una menor barrera de energia en un calculo DFT
mas elevado y, por ello, que corresponderian a las estructuras catalitica-
mente mas activas. En este apartado, presentamos los perfiles de energia
potencial optimizados con distintos funcionales, para las frames 58, 716 y
1878 comentadas anteriormente. Aunque a priori no sabemos qué funcional
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ird mejor para nuestro sistema, hemos escogido una seleccion de aquellos que
se ha utilizado con buenos resultados en sistemas parecidos® 1°.
Empezaremos con la estructura 58 que, sin lugar a duda, es la que tiene

mejores interacciones y una barrera energética menor (por lo menos a nivel

SCC-DFTB).

Estructura 58: Comparacion de funcionales
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Figura 5.50. Grafico de energia potencial en kcal/mol en funcién de la coordenada de reaccion a
nivel semi empirico (SCC-DFTB en azul, y DFT b3lyp en anaranjado, BP86 en gris y PBEO en
amarillo.

En la Figura 5.50 representamos los perfiles de energia potencial calcula-
dos con los métodos utilizados: en azul el semi empirico SCC-DFTB, en
naranja el funcional DF'T B3lyp con una base SVP, el funcional DFT(BP86)
con base SVP en gris, y en amarillo el funcional DET(PBEOQ) también con
la base SVP. Los caminos de reacciéon DFT en general tienen dos tendencias,
una primera subida hasta llegar a un primer maximo y una segunda que
culmina en otro maximo. El primer maximo esta asociado al momento en el
que el enlace Clare-Olepe se rompe, a la vez que se protona el oxigeno O2B
gracias a la HIP 306. Posteriormente hay un paso intermedio en el que el
azucar y el sustrato OLE se acercan, mientras el protén Hoie se acerca al
nitrogeno de la HID 20, hasta que se forman ambos enlaces. Las estructuras
DFT(B3lyp) y DFT(PB86) son bastante similares durante todo el camino
de reaccién, aunque el TS DFT(B3lyp) es més simétrico en las distancias
que involucran a Clgie. Se diferencian de SCC-DFTB por tener éstos el
enlace Clgre-Oore menos formado, asi como la distancia HE2umps0-O2Bupp
mas larga. Ya se observa en el perfil que su primer maximo (que es su mé-
ximo absoluto), aparece més temprano en la coordenada de reaccién que el
maximo SCC-DFTB.
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Tabla 5.30: Distancias de Reactivos (R), estado de transicién (TS) y Productos (P) de cada uno
de los funcionales probados. En la tltima fila, la barrera de energfa potencial en kcal/mol.

MmO QW e

Distancia SCC-DFTB  B3LYP/SVP BP86/SVP PBE0O/SVP

R TS P| R TS P|R TS P|R TS P

Clare-Oor 3,65 2,05 150|350 230 1.46 |3.63 249 150 |3.62 199 1.42

OOl 1,48 2,58 3,17 | 1,46 230 325|147 212 3.5 |1.43 323 3.32

Hor-Ninnao 1,93 142 1,06 | 1,73 1.57 1.05|1.67 147 1.08|1.93 1.67 1.02

HE2urs0e-O2Bior 1,27 1,00 1,00 | 1,56 1.32 1.03 | 1.51 1.29 1.06 | 1.71 1.50 1.49

HGseron-O1Buor 1,46 141 1,42 | 1,60 1.55 158 | 1.61 157 1.59 | 1.58 1.56 1.54

s OB 2,19 1,90 189 |3,06 2.88 3.12|3.08 284 3.11|3.09 3.0l 3.11
Ba”‘[g;:af/em%ﬁergia 32,1 28,0 20,3 43,1

En el caso del DFT(PBEOQ) cabe mencionar que, pese a que el producto
Glc-OLE se acaba formando, el salto de proton de la HIP 306 hacia el oxi-
geno del UDP no acaba de producirse completamente. Probablemente esta
es la razon por la cual la barrera energética es mucho mayor.

Las barreras DFT(B3lyp/SVP) y, especialmente la DFT(BP86/SVP), de
28,0 y 20,3 keal/mol, respectivamente, seria aceptable para nuestro sistema
reactivo. Aun asi, seguimos teniendo ciertos problemas en la estabilizacion
del producto, que tiene una energia de reaccion alta, lo que podria deberse
a que los productos formados OLE-GLC y/o “UDP-H*” necesiten relajarse
mas, proceso que podria requerir su salida del centro activo.

De la misma manera, realizamos el calculo de perfiles de potencial con
diferentes funcionales para las frames 716 (de la dindmica Némo2 con res-
tricciones en la distancia Clare-Oore) y 1878 (de la dindmica abierta con
restricciones en la distancia Clere-Oork).
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Funcionales frame 716 Funcionales Frame 1878
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Figura 5.51: Gréfico de energfa potencial en kcal/mol en funcién de la coordenada de reaccién a nivel
semiempirico (SCC-DFTB en azul, y DFT b3lyp en anaranjado, BP86 en amarillo y PBEO en gris de
las frames 716 (dindmica Nemo2 con restraints Clcrc-Oowe) y frame 1878 (dinamica abierta con
restraint CloLe-Ootk).

A simple vista, vemos en la figura 5.51 que los perfiles calculados a nivel
QM(PBE0/SVP) en amarillo tienen una forma més abrupta que los de otros
funcionales utilizados, ademas de ser siempre los que resultan en una mayor
barrera de energia. Por otro lado, los perfiles SCC-DFTB en azul,
QM(B3LYP/SVP) en anaranjado y QM(BP86/SVP) proporcionan valores
de barreras menores, asi como un perfil més suavizado. Desafortunadamente,
las energias de reaccién siguen siendo elevadas, incluso para la frame 1878
de la cual esperabamos que pudiera resultar menor.

Respecto a la coomparacién entre las frames, observamos que las barreras
de energia son menores para la frame 1878. Pero para un andlisis mas
detallado, veamos las distancias entre los atomos involucrados en la reaccion
a lo largo del perfil.
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Tabla 5.31. Distancias de Reactivos (R), estado de transicién (TS) y Productos (P) de cada uno
de los funcionales probados. En la dltima fila la barrera de energia potencial en kcal/mol. Frame 716.

mTEH O QW e

Distancia SCC-DFTB  B3LYP/SVP BP86/SVP PBE0/SVP

R TS P|R TS P|R TS P|R TS P

Clare-Oore 356 2,11 153|375 206 149 352 194 148|375 228 253

Clere-Olupp 1,46 2,18 290 (1,42 322 325|144 316 419|140 3,53 4,99

Hore-Numao 2,00 127 107|187 1,56 1,05|1,75 146 105|197 167 178

HE2mps0-O2Bepe 1,24 1,01 1,01 [ 1,58 1,01 1,00 | 1,53 1,04 1,04 | 1,75 1,69 2,78*
HGsero-O1Bupp 5,23 5,39 4,59 | 5,08 4,39 447|516 4,60 445|529 447 554
Haraze-O2Bupp 2,78 228 2,08 | 2,83 3,32 3,32(295 3,16 335|290 344 4,00

Barrera de Ener-

7

gia [kcal/mol]
*HEQHIP:;UG no salta a OQBUDP

Como hemos mencionado, en la frame 716 las barreras provenientes de los
calculos SCC-DFTB, B3LYP y BP86 son mucho més parecidas entre ellas
que la del calculo PBE0/SVP. Entre las diferencias més destacables, vemos
que en el calculo SCC las distancias Clere-Oore ¥ Clare-Olepp son mas si-
milares en el TS (2,11 y 2,18) que en el resto de funcionales, lo que nos
indica que la formacién y rotura del enlace se produce de una forma mas
sincronizada cuando se utiliza este funcional. En el resto de funcionales se
produce en una primera instancia la rotura del enlace Clgre-Olupe (normal-
mente acompanada por el salto del HE2ups06 hacia el O2Bupp, a excepcion
del funcional PBEOQ), y méas tarde, y menos sincronizadamente, la formacion
del enlace Clerc-Oore. Es interesante destacar también que en PBE0/SVP
no se obtiene el producto de reaccién para esta frame, y anadiremos que los
cambios bruscos observados en el perfil PBEO/SVP de la frame 716 en la
figura 5.51, es debido a bruscos giros que realiza el fosfato a medida que se
rompe el enlace Clare-Olupp, sin ser estabilizado por la HIP 306.

Los perfiles y las distancias de B3LYP i BP86 son bastante similares,
obteniendo el producto esperado satisfactoriamente, aunque recordamos que
sucede de una manera mas asincronica que en SCC-DFTB.

En conclusion, seguimos obteniendo barreras altas. Veamos que sucede
con la frame 1878.

Tabla 5.32. Distancias de Reactivos (R), estado de transicién (TS) v Productos (P) de cada uno

de los funcionales probados. Al final, la barrera de energia potencial en kcal/mol. Frame 1878.
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Distancia SCC-DFTB  B3LYP/SVP  BP86/SVP PBE0/SVP

0O QW e

R TS P| R TS P|R TS P | R TS

Clarc-Oors 3,76 2,07 1,49 | 365 1,80 144|359 233 - |390 187
Clarc-Olee 147 2,33 4,26 | 1,44 3,02 366|145 2,66 - |1,41 344
Hore-Nintnao 197 1,22 1,04 | 1,72 1,54 1,04 1,63 1,19 - |194 1,71
HE2urs0e-O2Booe 1,32 1,02 1,01 | 1,52 1,02 1,01 | 1,46 1,05 - | 1,70 1,63
HGswn-O1Buor 6,85 6,68 6,62 | 6,98 687 697|697 680 - | 7,06 7,02
Haaze O2Buor 3,49 3,70 3,68 | 4,50 4,51 4,51 | 452 451 - | 448 4,46
Bm‘[ﬂ;:af/emi%ergia 36,5 34,4 30,6 55,2

En este caso, observamos cierto parecido entre las distancias del estado de
transiciéon de los calculos SCC y el funcional DFT(BP86), en los que la ro-
tura y la formacion de los enlaces que involucran el Clare suceden de una
manera mas sincronizada. Sin embargo, existe una gran diferencia: en
DFT(BP86) no se obtiene el producto, y de hecho el calculo falla debido a
que el hidroxilo 60H de la glucosa se redirige hacia el oxigeno Oorg, dismi-
nuyendo su nucleofilicidad e impidiendo el salto del Howe hacia la HID20.

El funcional DFT(B3LYP) sigue la tendencia vista hasta ahora, en la que
se produce la reacciéon de una forma més asincronica, primeramente, produ-
ciéndose la rotura del Clare-Olvpp, acompanada del salto del protém
HE2ups0s hacia el O2Bupp, v méas tarde, la formacion del enlace C1-Oorg, asi
como el salto del hidrégeno Howr hacia la Numoo.

El funcional DFT(PBEQ) consigue, por primera y tnica vez de todos los
calculos realizados en este capitulo con este funcional, obtener el producto
deseado. Y lo mas curioso, lo consigue sin el salto de hidrogeno de la HIP306
hacia el O2Bvpp. Debemos resaltar, por ello, que esta frame en concreto,
dispone de una red de moléculas de agua muy compleja y hermosa justo
alrededor de los fosfatos del UDP, lo cual también explica la distancia a la
que se encuentran los residuos SER 241 y ALA 242.

Del estudio de funcionales inicamente podemos asegurar que el funcional
PBEO proporciona siempre barreras de energias superiores a otros funciona-
les, al menos para este sistema. Las barreras para SCC-DFTB, DFT(B3lyp)
y DFT(BP86) son mas similares entre ellas. Ademés, DDFT(PBEO) parece
ser el tnico funcional (de los testeados), que no involucra el salto del

197

P
1,41
3,98
1,02
1,67
7,09
4,44



hidrégeno HIP 306 hacia el O2B del UDP, tal y como si sucede en los otros

funcionales.

Como discusion final del estudio de reactividad cabe mencionar otras po-
sibles causas de la obtencion de barreras de energia potencial, en general,
sobreestimadas. Por un lado, y habiendo ya descrito el andlisis de las dina-
micas, es posible que todavia no tengamos un modelo estructural lo suficien-
temente bueno para obtener barreras mas bajas. Simulaciones mas largas y,
posiblemente, guiadas con restricciones en distancias e interacciones, podrian
llevarnos a mejores estructuras; aunque algunas estructuras de las utilizadas
parecian ya adecuadas antes de calcular la barrera. Por otro lado, es posible
que variaciones en los calculos QM /MM mejoraran también los resultados
a nivel numérico: se han probado distintas particiones QM/MM sin éxito,
pero se podrian probar mas; la coordenada de reacciéon utilizada [d(Clgre-
Ovor) - d(Clere-Oore) - d(Howe-NE2mma)] podria no ser la mas adecuada
para describir este mecanismo; el recorte del sistema a una esfera, como
parte del protocolo, puede influir negativamente en la estabilizacién elec-
trostatica a largo alcance del estado de transicion; y, por tltimo, es posible
que una mejor relajacion a lo largo de la coordenada de las multiples inter-
acciones involucradas sea necesaria, por ejemplo, mediante métodos que in-
corporan la dindmica molecular como puede ser el umbrella sampling. El
problema de este ultimo es el alto coste computacional con métodos

DFT /MM o los problemas estructurales que aparecen en las dindmicas SCC-
DFTB/MM

5.3.6 Mutante ASP OleD

Después de haber estudiado la forma WT de la proteina, el ultimo paso
que nos queda es el estudio computacional del mutante. En esta seccion,
destacaremos los puntos mas importantes del sistema evitando graficos de
convergencia y realizando una comparacion mas directa con la estructura
WT, aunque cabe decir que se han realizado los mismos calculos de dindmi-
cas moleculares y teniendo en cuenta los mismos sistemas y restricciones
(APO, UDP-Glc, Completo Abierta, Némo3) que en el modelo WT. De to-
das formas, los detalles de la dinamica se hayan en el anexo (Figuras A5.5-
A5.8) de la tesis.
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Ya que no existe una estructura cristalina del modelo mutante
P67T/S132F /A242V, el primer paso es construir este modelo. Se construird
utilizando el programa Chimera y su opciéon de Rotameros, sobre la estruc-
tura abierta del WT. Seleccionaremos los residuos mutados y cambiaremos
el residuo. El programa proporciona varias opciones de colocacion del nuevo

residuo; se escogera en funcion del minimo contacto estérico con residuos

cercanos y por criterio propio.

Figura 5.52. Representacion de los residuos mutados en rojo frente a los correspondientes al modelo
WT en azul.

Lo primero que observamos es que dos de los residuos mutados (A242V y
P67T) se encuentran en los lazos superiores de la proteina, que previamente
hemos destacado en cuanto a su importante interaccion para el cierre de la
proteina, lo que nos hace a sospechar en primer lugar, que se produzca el
cierre de la proteina y en segundo, que si se produce el cierre las interacciones
deben ser sutilmente diferentes, aunque ya hemos visto que es dificil alcanzar
una conclusién sobre cudl son estas interacciones ya en la enzima W'T dada
la variedad de estructuras obtenidas en las MDs.

El tercer residuo mutado se encuentra en una zona conservada: el residuo
SER 132 interacciona por enlace de puentes de hidrogeno con residuos de la
estructura secundaria de la proteina, manteniéndola unida y estructurada.
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La sustitucion de un residuo polar por uno hidrofébico puede alterar la es-
tructura secundaria y/o terciaria de la proteina en esta zona.

Comprobemos nuestras hipotesis analizando el estudio de desviacion estan-
dar de los residuos a lo largo de la trayectoria.

ZOH T I T I T I T =1

15— —

Residue number

Figura 5.53. RMSD (en A) de cada residuo de la protefna durante 200 ns de la trayectoria de la
dindmica. Se representan las segundas réplicas de cada sistema: en negro Mutante APO, en rojo
Mutante abierto UDP-Glc, en verde Mutante completo Abierto, en azul Mutante completo Némo3.

Como comprobamos en la Figura 5.53, tal y como ya habiamos visto an-
teriormente para la enzima W'T en la Figura 5.37, la desviacién estandar por
residuo del sistema proveniente de Némo3 es mucho menor que las del sis-
tema APO en negro, el sistema con el sustrato UDP-Glc en rojo o el sistema
completo abierto en verde. Aunque entre el intervalo de residuos 55-70 las
diferencias son menores, lo que indica un gran desplazamiento en el sistema
Némo3 en los residuos correspondientes al lazo superior del dominio OLE, y
que contiene la mutaciéon P67T.

En general destacamos grandes desviaciones entre los intervalos de resi-
duos 60-70, 145-160, 215-220, 245-250, 270-280 y 325-330. Estos intervalos
son parecidos a los observados en el WT (60-70, 150-160, 260-270, 325-330),
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aunque se anaden dos intervalos mas en el mutante, cercanos al residuo
mutado A242V.
Destacamos entonces, que las mutaciones parecen proporcionar al sistema

mayor grado de libertad de movimiento.

Figura 5.54. Representacion de las estructuras representativas de los clisteres mas poblados para

los sistemas: en negro mutante APO, en rojo el sistema con UDP-Gle, el verde el sistema abierto

completo v en azul el sistema del Némo3.

En la Figura 5.54 vemos la superposicion de las estructuras representativas
de los clusteres méas poblados de cada una de las dinamicas; en negro el
sistema sin sustratos, en rojo el sistema con el sustrato UDP-Glc, en verde
el sistema completo abierto y en azul la estructura del Némo3. Como pode-
mos observar, todas las estructuras excepto la proveniente del Némo3 se
superponen de una forma similar, mientras que el Némo3 parece que ha
tenido un desplazamiento mucho mayor, tal y como veniamos observando
en el anterior analisis de desviacion estandar de residuos. En cualquier caso,
todos los sistemas adaptan una conformacién cerrada, pero veamos coémo
interaccionan los sustratos en cada uno de los sistemas a través de las dis-
tancias a lo largo de la dinamica convergida:
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Tabla 5.31: Distancias de interaccion en los tltimos 100 ns de la dindmica para cada uno de los sistemas mutante con sustratos.

Sistema UDP-Glc Completa abierta Completa NEmo3
R3 R2 R1 R2 R1 R2

DISTANCIAS AVG Sd AVG Sd AVG Sd AVG Sd AVG Sd AVG Sd
HE2uips306 - O2Bupp 2,87 0,5 2,83 1,08 2,65 0,73 2,76 0,49 1,8 0,14 2,1 0,5
Harysio - O1Aupr 5,27 1,14 7,09 1,33 5,14 1,93 5,5 0,47 6,14 0,33 5,23 1,15
Harysi- O2Aupp 6,02 1,1 6,49 1,2 5,59 2,18 5,45 0,42 4,93 0,29 5,25 0,88
HE2mm15 - O1Bupp 8,16 0,67 9,55 1,38 6,44 3,49 6,22 0,53 8,69 1,13 8,54 1,49
HGsirz2n - O1Bupp 9,51 1,59 1,79 0,56 4,12 3,32 1,64 0,11 6,49 1,18 6,93 2,49
HGsiran - O2Bupp 9,39 1,47 3,49 0,58 5,06 2,19 3,73 0,3 6,58 1,28 7,85 2,39
HGsiran - O2Aupp 10,15 1,18 6,24 0,48 6,78 2,23 5,71 0,24 6,91 1,37 8,69 1,73
Hsgroa -O1Bupp 7,28 0,76 2,11 0,34 4,05 2,24 2,31 0,36 6,29 0,69 5,53 1,1
Hseroa - O2Bupp 6,48 0,78 3,05 0,4 3,74 1,49 2,78 0,41 5,27 0,55 5,48 1,18
Hsiren - O2Aupp 6,87 0,98 5,02 0,34 5,54 1,66 4,7 0,45 5,18 0,56 6,24 0,65
Haraz2iz — O1Bupp 8,52 0,68 4,13 0,45 5,2 2,03 3,83 0,3 9,38 0,44 6,08 0,95
Harazz— O2Bupp 7,42 0,56 4,29 0,35 4,73 1,1 4,66 0,42 8,86 0,37 6,24 1,04
H20¢. - O1Auvpr 4,82 0,58 2,54 1,24 4,33 1,24 3,99 0,26 7,38 0,54 4,49 0,54
H20¢1.- O2Bupp 1,69 0,17 3,13 0,99 2,3 0,91 1,66 0,09 3,88 0,71 1,69 0,11
H20¢1.- O2Aupp 4,66 0,58 4,62 1,06 4,93 1,22 4,6 0,27 6,93 0,61 4,86 0,27
NE2uip2o— Claie 4,46 0,29 10,5 0,8 8,68 1,02 8,59 0,31 5,53 0,21 5,11 0,48
Harazie— H20qu. 7,61 0,57 6,98 1,23 5,31 1,97 4,94 0,28 10,91 0,94 6,06 1,11
OD14sps330- H3Oque 2,92 1,16 9,62 2,49 6,02 1,98 4,27 0,67 8,02 0,98 3,13 1,17
OD1sps330 - H4O0cie 35 1,56 11,79 2,98 5,64 2,54 5,2 1,04 4.8 1,16 3,47 1,53
O8orr— Clar - - - - 8,94 1,1 8,17 0,53 6,12 0,33 6,78 0,47
HS8ore — NE2mp2g - - - - 2,79 0,55 2,91 0,52 2,52 0,56 2,97 0,61
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En primer lugar, debemos senalar el hecho de que para el sistema UDP-
Glc se realizaron 3 réplicas, en donde la primera de ellas no se adapté una
conformacién cerrada de la proteina, y es por ello por lo que se ha descartado
en los resultados.

De forma general vemos que la reproducibilidad entre réplicas aumenta
cuantos més sustratos tenga el sistema; en la comparacion de las distancias
entre las réplicas 2 y 3 del sistema UDP-Glc observamos grandes diferencias,
mientras que éstas son mas sutiles entre las réplicas de los sistemas Abierto
completo y Némo3. Este hecho puede ser debido a que la presencia del sus-
trato OLE, como ya hemos visto anteriormente en los sistemas WT, puede
restringir la libertad de movimiento de los residuos de la proteina, siendo
mas reproducible.

Observamos también que la mayoria de las interacciones de puente de
hidrégeno importantes para la reactividad de la proteina (distancias entre
HIP 306 y UDP, distancia entre el hidroxilo 20Hgarc y UDP, distancia Hove-
NE2um2) se mantienen para el sustrato dador, en acorde con el hecho que
la enzima es activa. No sucede lo mismo con la distancia catalitica entre
Cleare v el oxigeno aceptor del sustrato OLE, que presenta una distancia
demasiado grande en todos los casos.

El sustrato UDP parece haber perdido las interacciones con los residuos
GLY 310 y GLY 311 en todas las réplicas y sistemas, residuos que se en-
cuentran en la parte inferior del sustrato UDP. Podriamos pensar que el
sustrato UDP esta entonces desplazado hacia la parte superior de la proteina,
pero entonces interaccionaria con los residuos del lazo superior (SER 241,
VAL 242) del dominio UDP, y esto no sucede en todas las réplicas de todos
los sistemas.

Algo similar sucede con el sustrato Glucosa, ya que su importante inter-
accion con el residuo ASP 330 parece no mostrar reproducibilidad ni entre

réplicas ni entre sistemas.

En conclusion, parece que las mutaciones proporcionan una pérdida de
restricciones en la estructura, que provoca una mayor movilidad de los resi-
duos de la proteina, asi como de los sustratos, que provoca menos reprodu-
cibilidad entre las réplicas de cada uno de los sistemas y un entorno menos
adecuado para la reaccion entre el UDP-Glc y OLE.
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Esperaremos encontrar resultados poco reproducibles también en el si-
guiente analisis de cavidades:

Tabla 5.32: Analisis de cavidades de las estructuras més representativas de cada uno de los clis-
teres mds poblados de cada dindmica. El simbolo *** se utiliza. cuando al volumen de la cavidad es
catalogado como no drogable. P.C. es la Poblacién del cluster en %, v V corresponde al Volumen de
la cavidad en A3,

APO Sistema UDP-Glc Completa abierta Completa NEmo3

R1 R2 R2 R3 R1 R2 R1 R2
Co C1 Co C1 Co C1 Co C1 Co C1 Co C1 Co C1 Co C1
P.C | 223 192 192 155 | 222 144 173 152 | 154 145 27 221 | 224 211 164 152
V [A3 | ¥ 1930 4791 5701 | 4101 *** 623 3835 | 4369 3417 2872 2697 | 4209 3827 2985 2331
AVG 1930,0 52464 4101,0 22294 3893,7 27849 40184 2658,6

Lo primero que nos llama la atencion es encontrar estructuras sin cavidad
drogable en la forma APO, y también en el sistema UDP-Glc, aunque en
general, vemos cavidades muy grandes o pequenas incluso entre réplicas.
Este hecho nos verifica la mayor libertad de movimiento del sistema mutante,
ademas de la gran probabilidad de encontrar diferentes estructuras durante
la dindmica, (vemos que la poblacién de los clisteres es mayormente mas
parecida entre réplicas, es decir, no hay un clister mayoritario), lo que difi-
culta la probabilidad de encontrar estructuras viables para la reactividad de
la proteina.

Después de haber comparado los sistemas mutantes entre ellos, creemos de
gran interés la comparacion entre el sistema mutante y el sistema W'T, con

tal de visualizar mejor las diferencias. Hemos decidido comparar los sistemas
Némo3 WT i Némo3 Mutante.
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Figura 5.55. RMSD (en A) de los residuos de la proteina durante toda la dindmica. En negro el

sistema WT nemo3, y en rojo el sistema Mutante Némo3.

En primer lugar, constatamos la mayor desviacion estandar, especialmente

alrededor de los residuos mutados P67T y S132F, para el sistema mutante.

Figura 5.56. superposicién de las estructuras representativas de los clisteres més poblados a lo
largo de la dinamica convergida réplica 2 de, en azul-liloso Némo3 WT y en rosa-ficsia Némo3 mu-
tante. Vision frontal y lateral.

En la superposicion de estructuras observamos un cierre similar, pero mas
desplazado para la estructura mutante, asi como una pérdida de la
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estructura si comparamos el lazo superior del dominio OLE, pero también
en la parte inferior de la proteina. Veamos mas claramente la localizacion de
los residuos mutados.

Figura 5.57. A) superposicién de las proteinas Némo3 WT y mutante, representando la localizacion

de las mutaciones. B) Ampliacién de los residuos 67 y 242 WT en azul liloso y mutante en rosa rojizo
presentes en los lazos superiores de los dominios OLE y UDP, se ha afiadido también el residuo PHE
243 C) representacién del residuo WT v mutante 132.

En la Figura 5.57 vemos mas detalladamente la superposicion de los resi-
duos del sistema WT y del mutante (Figura 5.57A). Podemos comprobar
que en las estructuras representativas de los clusteres mas poblados, los re-
siduos mutados THR 67 y VAL 242 se localizan de forma similar a los res-
pectivos residuos del WT PRO 67 y ALA 242 (Figura 5.57B). Hemos ana-
dido la PHE 243 para verificar que en ambos casos esta dirigida hacia el
centro de la cavidad en donde deberia acercarse el sustrato OLE, como he-
mos visto en el sistema WT. Sin embargo, la diferencia es muy significativa
en la mutacion S132F (Figura 5.57C), ya que los residuos SER 132 del WT
y PHE 132 del mutante toman claramente direcciones opuestas, alterando
interacciones de la estructura secundaria de la proteina. ; Cémo afectan estas
mutaciones a los sustratos?
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Figura 5.58. A) Representacién de la superposicién de los sustratos UDP-Glc y OLE para Némo3
WT y Némo3 mutante. B) ampliacion de los sustratos UDP-Gle C) ampliacién de los sustratos OLE.

En la Figura 5.58A obtenemos una imagen general de la disposicién de los
sustratos UDP-Glc y OLE. Ya se aprecia en esta imagen que los sustratos
UDP-Glc estan situados similarmente en el sistema W'T y el mutante, con
sutiles diferencias en los fosfatos del UDP que parecen acortar la longitud
del sustrato en el mutante. Este hecho no es algo nuevo, pues ya hemos
visualizado diferentes disposiciones en los fosfatos en el sistema WT. Mas
importante es la diferencia observada entre los sustratos OLE (Figura 5.58C).
Claramente, el sustrato OLE en la forma mutante se encuentra mas despla-
zado hacia el interior de la cavidad, y parece que la disposicion de sus azui-
cares es totalmente diferente a los respectivos en el WT. Claramente, las
mutaciones P67T y S127F modifican la estructura terciaria de la proteina
en el dominio OLE y también la localizacion de dicho sustrato en el sistema,
lo que parece dificultar el posicionamiento del sustrato aceptor para la cata-
lisis, hecho que explicaria la gran caida de actividad del mutante con el
sustrato OLE.
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Esto lo vemos en los histogramas de la distancia Clere-Ooce (Figura 5.59),
en los que se observa que la distancia entre el carbono anomérico de la glu-
cosa y el oxigeno del aceptor OLE no presenta valores que favorezcan la
catalisis en ninguna de las réplicas del sistema Mutante, por lo que realizar
célculos QM /MM ya no fue necesario.

Histograma Réplica 1 Histograma Réplica 2
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120 1074109 100 96
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Figura 5.59. Histogramas de la distancia C1-Oorr durante las réplicas de las dinamicas convergida
del sistema Mutante Némo3
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5.4  Conclusiones

En este capitulo se han resuelto los siguientes puntos:

La estructura cristalografica del sistema OleD, que presenta una confor-
macion abierta en que los sustratos quedarian demasiado lejos para poder
reaccionar, ha sido modificada y transformada para obtener el sistema com-
pleto con los sustratos de interés (UDP-Glc y OLE) asi como el mutante
ASP OleD.

Se constata, a través de distintos métodos de modelizaciéon molecular (di-
namicas moleculares y el uso de un analisis de modos normales de vibracion
a través del servidor web elNémo), que la proteina adopta una conformacion
cerrada que corresponde a la cataliticamente activa.

La modelizacion de la conformacién cerrada mediante el desplazamiento
sobre modos normales (eINémo), ha resultado una buena estrategia.

A través del analisis de las dinamicas e interacciones se identifican residuos
importantes en la conformacién cerrada de la proteina: los del loop superior
del dominio OLE (residuos 62-70) que interaccionan con los del dominio
UDP (residuos 235-240). En cuanto a las interacciones con los sustratos, se
destacan los residuos cataliticos HID20 y HIP 306, con los que hay una
transferencia de hidrégenos que completan la reaccién de transglicosidacion,
pero también residuos como la SER 241, ALA 242 y ASP 330 que interac-
cionan directamente con el sustrato UDP-Glc y que estabilizan el estado de
transicion. Entre los sustratos, es importante destacar la interaccion del hi-
droxilo 20H con el fosfato del UDP, que también estabiliza la carga negativa
creciente del UDP al romperse el enlace entre UDP y Glc.

El andlisis de las distancias en cada sistema refleja la importancia de las
restricciones (distancia Clarc-Oowe) en la dinamica del sistema abierto con
tal de obtener distancias cataliticas para la reaccién.

El analisis de la cavidad nos proporciona una idea de cuanto se ha cerrado
o no la proteina, demostrando que en presencia de los sustratos el sistema
pierde entropia, obteniendo cavidades menores, y mostrando un cierre mas

pronunciado.
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Se ha realizado un estudio QM /MM para la obtencién de perfiles de reac-
cién. Destacamos la frame 58, de la cudl se obtiene una barrera de energia
de 20 kcal/mol compatible con los datos experimentales de la constante de
velocidad catalitica de la Oled con sus sustratos naturales.

El estudio de diferentes funcionales concluye que PBEO/SVP no es un
buen funcional para este sistema. Ademas, SCC-DFTB muestra valores pa-
recidos a BSLYP y BP86, demostrando que pese a ser un método semiem-
pirico, sus resultados son compatibles con niveles de teoria mas complejos,

pero con un coste computacional mucho menor.

El sistema mutante adopta una conformacion cerrada como el sistema WT,
pero los sustratos naturales (UDP-Glc y OLE) no consiguen encontrarse en
distancias cataliticas que favorezcan la reaccion. Este resultado esta de
acuerdo con la disminucién de actividad de la enzima mutante observada

experimentalmente.
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6.1 Introduccion

Es de sobras conocido el gran poder catalitico de las enzimas, capaces de
acelerar la velocidad de reaccion de una gran variedad de procesos biologicos
haciendo posible que ocurran en una escala de tiempo compatible con la

vida.!3

Las enzimas son biomoléculas muy flexibles cuya evolucion dinamica de-
termina en gran parte su actividad catalitica. Por ello, en el estudio compu-
tacional de estas reacciones cataliticas es imprescindible realizar dinamicas
moleculares para poder simular la gran flexibilidad de estos sistemas.* Esta
flexibilidad de las enzimas implica que, una vez formado el complejo de Mi-
chaelis (complejo enzima-sustrato), el sistema explora un ntiimero enorme de
configuraciones nucleares sobre una hipersuperficie de energia potencial mul-
tidimensional y, en consecuencia, pueden observarse uno o varios estados de
reactivos estables o reactant valleys.”® Cada uno de estos valles de reactivos
puede tener la misma funcién enzimatica, pero contribuye al proceso reactivo
con una constante catalitica que puede ser diferente.”? El conjunto de todas
estas constantes de velocidad cataliticas da lugar a la constante de velocidad
total de la reaccién, k... Asi, las velocidades de reaccién de las enzimas
suelen presentar fluctuaciones que mayormente dependen de la velocidad de
conversion entre estos valles de reactivos que aparecen a lo largo de una
dindmica larga, y que se producen en una escala de tiempo mayor que la de
la velocidad de reaccion. Este fenémeno es conocido como desorden dindmico
o dynamic disorder, y se ha observado experimentalmente en los experimen-
tos denominados single-molecule ™ °. Sin embargo, incluso en una dindmica
muy larga podria ocurrir que no se exploren completamente todos los valles
de reactivos estables posibles, puesto que la barrera energética para llegar
de uno a otro valle reactivo puede ser demasiado alta y, al no explorar todos
los estados de reactivos posibles, no se da a la practica la ergodicidad nece-
saria para reproducir el equilibrio estadistico. La poblacion de los valles de
reactivos no se da entonces por control termodinamico sino cinético y cada
uno de dichos valles actiia como una enzima independiente con una cons-

tante de velocidad diferente.
Focalicémonos ahora en un tnico valle de reactivos, imaginando que éste

es el tnico reactivo estable existente, (o bien que la enzima presenta una

unica conformacién estable o valle de reactivos a lo largo de una dindmica,
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una vez formado el complejo de Michaelis); en esta situacion no existird un
desorden dindmico. Sin embargo, dentro de ese valle de reactivos podremos
encontrar diferentes configuraciones nucleares posibles que no conllevan un
gran cambio conformacional, pero si son también diferentes microestados del
mismo estado reactivo. Cada uno de estos microestados puede reaccionar,
en una escala de tiempo menor al de la constante de velocidad de reaccion
keat, conllevando diferentes barreras de reaccion y también velocidades de
reaccion. A este tipo de fluctuaciones se les llama desorden instantaneo o
instantaneous disorder, y aunque no son observables experimentalmente de
forma individualizada, influencian la constante de velocidad de reaccion to-
tal Kea. 1

IS

— — — — —

Figura 6.1: Representacion del perfil de energia de una reaccién enziméatica. Ampliaciéon de la
region configuracional del complejo de Michaelis, representando A) el desorden dindmico, donde
a lo largo de una simulacién de dindmica molecular pueden explorarse diferentes conformaciones,
cada una de ellas representada por un valle de reactivos diferente. B) representacién del desorden
instantaneo, donde se exploran diferentes microestados dentro de un mismo valle, pero que no
comportan cambios conformacionales significativos. Las barreras que conectan los minimos en el
desorden instantianeo son mucho menores que las que conectan los minimos en el desorden dind-

mico.
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Computacionalmente, mediante una dinamica molecular larga pueden ex-
plorarse gran cantidad de configuraciones nucleares existentes en el pozo de
reactivos, ademéas de obtener la frecuencia o poblacion de las mismas. Todas
estas configuraciones se encuentran en equilibrio local entre ellas, de acuerdo
con la distribuciéon de Boltzmann, dentro del mismo pozo de reactivos. La
representacion del valle de reactivos se vuelve méas compleja si tenemos en
cuenta todas las estructuras de minima energia, mostrando un perfil del valle
mucho mas rugoso. A partir de cada una de las configuraciones nucleares
(estructuras obtenidas de la dindmica o snapshots) se pueden realizar célcu-
los QM /MM para obtener los perfiles de energia potencial que conectan cada
una de estas estructuras de minima energia con su correspondiente minimo
de energia potencial en el valle de productos, pasando a través de una es-
tructura del estado de transicion. Asi obtenemos multiples barreras de ener-
gia dentro de un mismo pozo de reactivos, en las que se tiene en cuenta gran
cantidad de microestados reactivos.5¢ %

Ahora bien, ;como podemos utilizar toda esta informacion? ; Podemos rela-
cionar estas barreras de energia potencial con la constante de velocidad de
reaccion ke:? ;Y con la barrera de energia de Gibbs? ;Podemos estudiar de
qué manera afecta el desorden instantaneo en la determinacion de la cons-

tante velocidad de reaccion cuando sélo existe un valle de reactivos?

En este capitulo intentaremos responder a esas preguntas proponiendo una
ecuacion basada en la teoria de perturbaciones para el calculo de la barrera
de energia de Gibbs que representa un cambio conceptual respecto a los
métodos existentes. Ademds, proponemos una manera practica de implemen-
tar dicha metodologia que facilite la obtenciéon de una barrera de energia de
Gibbs tedrica mas precisa.

6.2 Fundamento teodrico

Asumamos que se realiza una simulacién de dinamica molecular de
un complejo de Michaelis enzima-sustrato suficientemente larga para consi-
derar que explora completamente el inico pozo de reactivos. Escogemos en-
tonces de forma aleatoria de esta trayectoria de dinamica molecular, un con-
junto de estructuras o snapshots (que entenderemos como configuraciones
nucleares instantdneas). Después de una optimizacién de energia de cada
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configuracién obtenemos un conjunto de estructuras de minima energia que
seran utilizadas como estructuras de partida para construir los caminos de
minima energia potencial que conducen hacia el correspondiente producto

de reaccion.

Como se ha mencionado anteriormente, a causa del desorden instan-
taneo esperaremos encontrar una amplia dispersion de barreras de energia
potencial AV# (o bien AE? si las correcciones energéticas de punto cero y
las correcciones térmicas estan incluidas) en los célculos QM/MM. Asumi-
remos que AV#y AE# no difieren significativamente. Ahora, ;cudl es la me-
jor manera de obtener la energia media de todas estas barreras de energia
potencial? Se han propuesto diferentes opciones®!, entre ellas, la mas usada

es la de promedio exponencial® 2%2429-3135 .

) 1OV —AE}
AE7, = —RT In Nzi=1exp RT (44)

Donde R es la constante de los gases, T es la temperatura, AE] es la barrera

de energia para cada estructura y N es el niimero de estructuras selecciona-
das. Esta ecuacion 1, se obtiene cuando se cumplen una serie de prerrequi-
sitos:

a) El pozo de reactivos puede descomponerse en un gran
namero de subvalles que no se superponen.

b) El conjunto de estructuras dentro de un subvalle reac-
tivo o evoluciona hacia el correspondiente subvalle de productos con
una constante de velocidad k« que puede ser calculada en funcion de
la AG,” mediante la teoria convencional del estado de transiciéon

kgT —AG
ke = %exp( RTa > (45)

donde kg es la constante de Boltzmann y h es la constante de Planck.

c) Debido a que todos los subvalles que componen el valle
reactivo se encuentran a su vez en equilibrio entre ellos, la constante
de velocidad de reaccién global se puede también obtener realizando
el promedio aritmético de las ko teniendo en cuenta el peso de la
poblacion de cada subvalle a.
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kgT —AG"*
kear = Texp RT = Z Prkg (46)

d) Cada snapshot i seleccionado a lo largo de la trayecto-
ria de dindmica molecular pertenece a un determinado subvalle o.
Una vez optimizado el snapshot, se localiza el camino de minima
energia correspondiente y se puede calcular la barrera de energia aso-
ciada a dicha estructura i (AE? ).

e) Todos los snapshots pertenecientes al mismo subvalle
a presentan un valor similar de AE;F que puede tomarse como una

buena estimacion de AG;*.

f) La poblacion P, viene dada por el niimero de veces que
el snapshot i con AEi1E perteneciente al subvalle o aparece a lo largo

de la trayectoria que simula una distribucién de Boltzmann.

Bajo estas condiciones, la ecuacién 1 se obtiene de combinar las ecuaciones
2y 3,y AG;*puede estimarse a partir del valor de AE;F comun a todos los
snaphots pertenecientes al subvalle a. Entonces, AE:{V puede utilizarse como
una aproximacién razonable a la barrera de energia de Gibbs AG *de la
reaccion catalitica, cuando tinicamente existe un valle de reactivos. Aun asi,
no existe manera practica alguna de clasificar una estructura en un subvalle
reactivo particular (premisa d)), de tal manera que las estructuras que de-
berian estar asociadas al mismo valor de AG;* y, en consecuencia, al mismo
valor de AE? (segtn la premisa e))(es decir, solo contribuyendo al peso de
este valor), son realmente asignadas, como resultado del calculo, a valores
diferentes (o incluso muy diferentes) de AE? .

De todas formas, el principal problema sobre la aplicacion de la ecua-
cion 1 recae en el método de seleccion de los snapshots de la dindmica mo-
lecular. Es evidente que cuanto mas pequeno es el valor de AEi* mayor sera
la contribucién a la suma en esta ecuacion. Como sugerencia se ha propuesto
que las estructuras a tener en cuenta hayan sido seleccionadas tras ser fil-
tradas bajo algtin criterio del que se esperen menores barreras de energia®.

El caso limite consistiria en seleccionar tnicamente la estructura de la que
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se obtenga la minima barrera de energia, AE? . Aun asi, se reconoce amplia-
mente® que las barreras de energia con un valor méas alto, no contribuyen a
la suma de la ecuaciéon 1 significativamente, pero si al nimero N de estruc-
turas que se tienen en cuenta. Lo que significa que, si esas barreras energé-
ticas con un valor mayor son negligidas, AEXV sera subestimado.

La precision del valor AE jv como estimacion de la barrera de energia
de Gibbs es normalmente® evaluada comparandolo con un célculo del po-
tencial de fuerza media o PMF (potencial of mean force)* de las simulaciones
umbrella sampling®. Pero jcudl es el significado de la energia de Gibbs? La
energia de Gibbs se utiliza teniendo en cuenta la contribuciéon de un conjunto
de estructuras, y no inicamente de una sola estructura. Si sélo consideramos
una estructura, la transformacion logaritmica del tnico término de Boltz-
mann nos conduce a una energia. Si se consideran un conjunto de estructuras,
la suma de los términos de Boltzmann correspondientes se convierte en una
funcién de particion, y la transformacion logaritmica de ésta conduce a la
energia de Gibbs. Desafortunadamente, es imposible en la practica obtener
la funcion de particion global de todo un valle de reactivos. Entonces, si se
escoge solo un tnico minimo reactivo, con solamente el calculo de la barrera
de energia potencial asociada y un unico potencial de fuerza media, solo
obtendriamos una estimacion del valor de AG;* del correspondiente subvalle
de reactivos. Es decir, construyendo un PMF apenas se explora una region
del espacio configuracional limitada alrededor del Minimum FEnergy Path
(MEP), en comparacién con todo el valle de reactivos. La corta duracién de
la exploracién de dindmica molecular de cada ventana del PMF (normal-
mente unas decenas de picosegundos en calculos QM/MM), asi como el po-
tencial biased que se utiliza para explorar cada ventana asociada a un valor
de la coordenada de reaccion, hacen que la exploracion del espacio configu-
racional mediante el calculo PMF se limite a los alrededores de la estructura
seleccionada. Y es en este punto donde surge otra pregunta, ;Este calculo
PMF, sobre qué perfil MEP se realiza? ;Cual es el criterio para escogerlo?
Dependiendo del perfil MEP escogido, se obtendra una mayor o menor ba-
rrera de energia de Gibbs. Incluso en el caso de una barrera de energia de
Gibbs baja, la probabilidad de aparicion de la correspondiente estructura de
partida (y por consecuente su baja barrera energética) no se puede saber.
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Existen otras opciones como alternativa al método de umbrella sam-
pling, por ejemplo, el método perturbacional de la energia de Gibbs o free
energy perturbation method, aunque presenta complicaciones parecidas®.

Resumidamente, en los casos en que el desorden instantaneo es im-
portante, con la presencia de una gran dispersion de las configuraciones nu-
cleares y barreras a lo largo de un valle de reactivos, ningtin valor particular
de AG;* serd representativo de la barrera de energia de Gibbs, AG"*, de la
reaccion catalitica global. Por lo tanto, la comparacion de AEjV obtenido a
partir de la ecuacién 1 (donde los snapshots i se han obtenido de una tra-
yectoria, por ejemplo, de 100 ns) con un valor de AG;* calculado a partir de
métodos de simulaciéon de umbrella sampling (con un sampling por ventana
de unas decenas de picosegundos), no tiene mucho sentido.

Nosotros proponemos una forma mas légica y coherente para deducir
y aplicar la ecuacion 1. Esta deducciéon no usa ninguna de las cuestionables
premisas mencionadas anteriormente.

El método perturbacional de la energia de Gibbs (FEP)®, puede uti-
lizarse para calcular la diferencia de energia de Gibbs entre un sistema de
referencia (0) con un Hamiltoniano Hy y un sistema perturbado (1) caracte-
rizado por un hamiltoniano H;, Durante una simulacion de dinamica mole-
cular en condiciones isotérmicas e isobaricas (NPT), la diferencia entre la
energia de Gibbs de un estado perturbado 1 y el de referencia 0 puede ser

descrito clasicamente como:

_H (PN, pN)+PY,

) B [e-= —®rT  arNdpV
AGoor = G = Go = —RTIn v (4)
[e RT drNdpN
(Hy— Hp)+P(V1—V,
= —RT ln(e_ ; RT( ’ 0))0

Donde 7™ y g™ son el conjunto de 3N coordenadas cartesianas
atomicas y de 3N momentos conjugados, respectivamente. H el Hamilto-
niano nuclear clasico, Vo y Vi los volimenes de los sistemas 0 y 1, respecti-
vamente, de cada configuracion (el término aditivo PV en la exponencial de
la integral estd ausente en las condiciones canénicas NVT), R es la constante
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de los gases, y { ) se refiere al promedio sobre el conjunto isotérmico-iso-
barico muestreado del estado de referencia equilibrado.

Debido a que la simulaciéon de dindmica molecular solo explora un
unico valle, no existen diferencias muy drasticas entre Vo y Vi, como tam-
poco en el volumen a lo largo de la simulacion. Entonces, los volimenes
pueden ignorarse en la ecuacion 4, y la simulacion puede ser interpretada
bajo condiciones canénicas NVT sin ningin error apreciable. Es decir, en
cada configuracién equilibrada del sistema de referencia el correspondiente
Hamiltoniano se intercambia con el del sistema perturbado, y las diferencias
AH = H; — H, se recogen para realizar el calculo del promedio del colectivo.
Usando coordenadas Cartesianas, el término cinético puede ser separado del
término potencial y se cancela cuando se hace la diferencia.

Para el estudio del desorden instantaneo en una reaccién enzimatica
utilizaremos el siguiente protocolo: definimos un conjunto de estructuras de
reactivos como sistema de referencia 0, y un conjunto de estructuras del
estado de transicion TS como sistema perturbado 1. Durante una simulacién
de dinamica molecular de un complejo de Michaelis se generan gran cantidad
de estructuras, que posteriormente seran seleccionadas de un modo aleatorio
(de forma que se recogen muestras de varias regiones de un mismo valle
reactivo). Para cada una de las estructuras seleccionadas se calcula su mi-
nimo de energia potencial y se construye el correspondiente perfil de energia
potencial mediante un célculo QM/MM. De esta forma, cada estructura del
sistema de referencia se conectard con su respectivo estado de transicién o
sistema perturbado 1. Asi, para cada estructura i, AH = AVi* (o incluso AEL-* ),
que es la correspondiente barrera de energia potencial QM /MM del perfil
del MEP. Teniendo en cuenta que el conjunto de estructuras extraidas de la
dinamica molecular, aparecen de acuerdo con una distribucion de Boltzmann
en un sistema de referencia, el promedio de la segunda parte de la ecuacion
1 es simplemente una discretizacion de la integral en la dltima parte de la
ecuacion 4, siempre y cuando el nimero de estructuras incluidas en la ecua-
cion 1 sea suficientemente grande. Por otra parte, la minimizacién en las
direcciones ortogonales al MEP permite asumir que las configuraciones de
menor energia del estado de transicién son suficientemente exploradas gra-
cias al conjunto de reactivos, de tal forma que el FEP converge razonable-
mente. Entonces, el promedio exponencial del segundo miembro de la
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ecuacién 1 corresponde directamente a la barrera de energia de Gibbs AG™*
de la reaccion catalitica cuando tnicamente existe un valle de reactivos. Es
importante destacar que la barrera de energia libre depende (véase la ecua-
cion 4) del cociente entre las funciones de particion de los estados de transi-
cion y las de los reactivos. Cuantas mas fluctuaciones accesibles en un sis-
tema dado, més grande sera el valor de las correspondientes funciones de
particién. La generacion adecuada de esas fluctuaciones en los reactivos esta
garantizada por un muestreo suficientemente largo en el conjunto de reacti-
vos. Por otro lado, las fluctuaciones en el conjunto del estado de transicion
(generalmente menos pronunciadas que en los reactivos) son consecuencia
de la dispersion de los reactivos, lo que se traduce en la dispersion de los
correspondientes MEPs y la multiplicidad de maximos de esos MEPs.

Llegados a este punto, es crucial entender que cualquier intento de
seleccionar Unicamente algunas estructuras mas “adecuadas” con configura-
ciones mas “convenientes” que resulten en menores barreras de energia para
ser incluidas en la ecuaciéon 1, es claramente un mal procedimiento, que solo
con mucha suerte proporcionaran una buena estimacion de la barrera de
energia de Gibbs experimental. El caso inverso, (la seleccion de todas las
estructuras posibles pertenecientes a cuantas mas regiones del valle de reac-
tivos posible) puede implicar el célculo de un ntmero de perfiles MEP
QM/MM demasiado grande como para ser factible a nivel de coste compu-
tacional, aunque todas ellas se incluirian en el promedio exponencial, y seria

lo mas correcto.

Para solventar este problema y en funciéon siempre de cada particular
reaccion enzimatica, puede establecerse un criterio fundamentado para iden-
tificar esas estructuras de partida que se acerquen a la estructura precatali-
tica. De este modo, se obtiene un conjunto de estructuras de todo el espacio
configuracional muestreado por la dinamica molecular que pueden ser ade-
cuadas para la catalisis, de las que se prevé una barrera de energia no exce-
sivamente alta. Como se ha explicado anteriormente, las estructuras con una
alta barrera energética no contribuyen significativamente a la suma del se-
gundo término de la ecuacion 1, aunque si se tienen en cuenta e incrementan

el valor de N en el denominador.
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Teniendo en cuenta todo lo explicado, si N es el nimero méas grande
de estructuras seleccionadas aleatoriamente durante la dinAmica molecular,
y n el nimero de estructuras precataliticas filtradas por un criterio escogido,
la ecuacion 1 puede escribirse de nuevo como

AG™t = —RTInZ — RTI 1211: —AE]
TN T MR L P\ TR (5)

i=1

Esta ecuacion refleja el hecho que la barrera de energia de Gibbs de la reac-
cion enzimatica viene dada por la suma de dos contribuciones: el primer
término del segundo miembro de la ecuacion esta relacionado con la dificul-
tad que tiene una estructura precatalitica para aparecer a lo largo de la
exploracion. El segundo término proviene de la contribucién promedio de las
estructuras precataliticas (nétese que este promedio puede ser calculado uti-
lizando dnicamente un conjunto representativo de las estructuras precatali-
ticas, de forma que n en este segundo término se refiere al niimero de estruc-

turas incluidas en el conjunto representativo).

Como consecuencia, tanto las estructuras precataliticas y las no cataliticas
contribuyen al calculo de la barrera de energia de Gibbs de la reaccion, y el
peso de cada parte es, en principio, desconocido. Ademds, en general, las
estructuras precataliticas presentaran una considerable dispersion en las ba-
rreras energéticas, y la existencia de altas barreras energéticas provocara un
incremento de la energia de Gibbs. Entonces, debemos enfatizar que la ba-
rrera de energia de Gibbs expresada en la ecuacion 5 es el resultado de una
larga exploracion de un valle de reactivos, en contra de la barrera energética
que se obtiene de un calculo PMF, que solo incluye un corto recorrido alre-
dedor del tnico perfil del MEP, explorando asi una zona muy estrecha de
toda la region de un valle de reactivos.

Con tal de ilustrar todos estos conceptos, en este capitulo nos centra-
remos en dos reacciones enzimaticas. Primeramente, la hidrolisis del enlace
glicosidico catalizado por la enzima Thermus thermophilus R-glicosidasa
(Ttb-gly®. En segundo lugar, la abstraccién de hidrégeno en la reaccion del

acido araquidonico (AA) catalizada por la enzima de conejo 15-lipoxigenasa-
1 (15-LOX-1)".
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6.3 Hidrdlisis del enlace glicosidico catalizado por la en-
zima Thermus thermophillus B-glicosidasa

Dado que el sistema estudiado es el mismo que el presentado en el anterior
capitulo 4, no se profundizara en las cuestiones de reactividad®, aunque si
mostraremos un breve resumen metodologico. Debe tenerse en cuenta que la
preparacion del sistema incluye el posicionamiento de una molécula de agua
en superposicion al hidroxilo del grupo saliente en la reaccion de glicosilacion
anterior (seccién 3.2 del capitulo 4). Como consecuencia, en este trabajo no
se tiene en cuenta la dificultad que puede tener esa molécula de agua para
llegar hasta esa posicién, aunque existen estudios previos en los que se evi-
dencian canales o tineles en la enzima que facilitan la entrada y salida de
solvente hacia o desde la cavidad catalitica®.

Pese a esa condicién “ventajosa” de posicionamiento de la molécula de
agua, en este estudio si que se tendra en cuenta la dificultad que tiene para
mantenerse, y la probabilidad de que se cumplan ciertas distancias que se
pueden considerar mas propicias para la reaccion catalitica. Todos estos fac-
tores son los que se exploran o muestrean a lo largo de las diferentes simu-
laciones de dinamica molecular realizadas, y se reflejaran en el calculo de
multiples barreras de energia potencial.

He aqui el debate que ofrece este capitulo; mediante este protocolo pre-
tendemos demostrar que el calculo de multiples barreras de energia potencial,
considerando multitud de estructuras correspondientes a microestados den-
tro de un valle de reactivos, a diferencia de una tnica estructura considerada
en la seccion 3.2 del capitulo 4, es mas adecuado para la utilizacion de la
ecuacion 5, (siempre y cuando el cdlculo de miltiples barreras de energia de
Gibbs no sea viable computacionalmente). Ademaés, el desorden instantdneo
estara implicito usando este método.

El estudio se centra en la reaccion de hidroélisis y se realizard para el sis-
tema nativo y para el mutante Y284P. Recordamos que la reaccién de hi-
drolisis de nuestro sistema sucede una vez el complejo enzima-sustrato se ha
formado, estableciendo un enlace entre el residuo GLU 338 y al azticar (fu-
cosa). Es entonces cuando una molécula de agua, previamente desprotonada
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por el residuo catalitico GLU 164, ataca al carbono anomérico de la fucosa,
dando lugar al azticar hidrolizado.

GLU 164 GLU 164
0 0 0] OH
H
O/
Q]\ \H _—
[0}
(0]
GLU 338 GLU 338

Figura 6.2: Esquema del mecanismo catalitico de la reaccién de hidrdlisis catalizada por la
enzima Ttb-gly. La molécula de agua debe estar bien posicionada para que la reaccién sea posible.

Metodologia

Tal y como hemos mencionado anteriormente, después de la reacciéon de
glicosilacion, en la que la fucosa del sustrato Fuc-pNP reacciona con el resi-
duo GLU 338, formando el complejo de Michaelis enzima-sustrato, y el grupo
saliente pNP ha sido protonado por el residuo GLU 164, se elimina la molé-
cula de pNP a excepcion de su hidroxilo, que se modifica anadiéndole un
hidrégeno para convertirlo en una molécula de agua, con el programa Py-
Mol*. Posteriormente se solvata el sistema con una caja de aguas TIP3P¥
y se neutraliza anadiendo los iones sodio necesarios con el programa tleap
del paquete de programas de AMBER. Se procede a relajar el sistema a nivel
clasico, restringiendo el movimiento de los atomos de la proteina y la molé-
cula de agua recién creada como aceptora del azticar. Seguidamente se rea-
liza una corta simulacion de 210 ps de dindmica molecular bajo condiciones
periddicas, a volumen y temperatura de 300 K constantes, con las mismas
restricciones de movimiento a los &tomos indicados anteriormente, aplicando
una constante de fuerza de 50 kcal/mol A2 El control de la temperatura se
realiza con una dindmica de Langevin. Se utilizan los campos de fuerzas de
ff14SB* y GIYCAMO6* para la proteina y el azicar, respectivamente, asi
como el algoritmo SHAKE* para fijar los enlaces covalentes de hidrégeno.

225



El tiempo de integracion es de 1 fs. La simulacion se llevé a cabo con la
version GPU CUDA de PMEMD®# dentro del paquete de programas de
AMBER 16.

Al finalizar esta breve dinamica clasica, se extrae la tultima estructura y
se simplifica el sistema (de forma que contenga tnicamente las aguas alre-
dedor de 30 A a partir del carbono anomérico del azucar), a fin de poder
llevar a cabo los calculos QM/MM. Se realiza una simulaciéon de dindmica
molecular QM(SCC-DFTB)/AMBER, de 20 ps de equilibracién y 100 ps de
produccion, sin ningun tipo de restriccion de los atomos del sistema. De esta
simulacion se seleccionaran varias estructuras que seran el punto de partida
para el calculo de perfiles de energia potencial de la reacciéon de hidrolisis.
El nivel teérico de estos calculos de perfiles energéticos es también QM (SCC-
DFTB)/AMBER®. Estos calculos se realizaron con el programa modular
Chemshell***, ya que su interfaz nos permite utilizar TURBOMOLE®* para
los calculos de energia y gradientes de la zona QM y DL__POLY* para los
calculos energéticos, en base al campo de fuerzas de AMBER, de la zona
MM. Se utiliza el esquema de entorno electrostatico” para permitir que las
cargas puntuales de la zona MM polaricen la densidad electrénica de la zona
QM. Todos los atomos dentro de un radio de 15 A a partir del carbono
anomérico del aztucar se consideran dentro de la zona activa, permitiendo su
movilidad. El resto de los atomos quedan congelados. La zona QM incluye
el anillo del azticar fucosa, los dos residuos cataliticos GLU 164 y GLU 338,
el residuo TYR 284, y el agua aceptora. La carga total de la zona QM es de
-1 a.u. Las estructuras fueron optimizadas a nivel QM /MM mediante el al-
goritmo de memoria Limited Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (L-
BFGS)® combinado con el esquema de coordenadas hibridas internas deslo-
calizadas. Los perfiles de reaccion se realizaron mediante optimizaciones ar-
monicas restringidas a lo largo de una coordenada de reaccion con pasos de
integracién de 0,1 A. Para cada perfil de energia potencial, se considerara la
estructura con la energia potencial més alta como la correspondiente estruc-
tura del estado de transicion.
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Resultados del sistema nativo

De la simulacién de dindmica QM/MM mencionada previamente, se ob-
tienen 2000 estructuras distribuidas uniformemente en intervalos equidistan-
tes a lo largo de la trayectoria. Las estructuras se corresponderan con el
nimero N especificado en la ecuaciéon 5 presentada. No es factible, sin em-
bargo, calcular los perfiles de energia potencial de la reaccion de hidrolisis
de todas ellas. Por esta razon, intentaremos buscar un conjunto de estruc-
turas precataliticas, en las que evidentemente uno de los requisitos funda-
mentales serd que una molécula de agua se encuentre correctamente posicio-
nada para la reaccién de hidrolisis. Lo haremos aplicando un filtro de dis-
tancias para cada una de las 2000 estructuras obtenidas de la dinamica, en
el que tnicamente se seleccionaran aquellas en las que se encuentre uno de
los 4tomos de hidrégeno de la molécula de agua a menos de 2 A del oxigeno
aceptor (OE2) del residuo catalitico GLU 164, y al mismo tiempo su oxigeno
debe encontrarse mas cerca del carbono anomérico del azicar de la fucosa
que sus hidrogenos. Unicamente 146 estructuras, que corresponderan al ni-
mero n de la ecuacion 5, cumplieron este filtro. Cada una de las estructuras
se optimiza a nivel QM(SCC-DFTB)/AMBER con tal de obtener el minimo
reactivo correspondiente, y a partir de esta estructura optimizada se realiza
el perfil de energia potencial de la reaccion de hidrélisis cumpliendo la coor-
denada de reaccion descrita en funcion de las distancias Hwar-Owar y Clruc-
Owar, donde Owar se refiere al atomo de oxigeno del agua aceptora posicio-
nada correctamente, y Hwar a su atomo de hidrégeno que va a protonar al
GLU 164. Asi la coordenada de reaccién es una R2 definida como RC =
d(Hwar-Owar) - d(Clruc -Owar). En la figura 6.3 se muestran los perfiles
obtenidos.
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Figura 6.3: Perfiles de energia potencial de la reaccién de hidrdlisis calculados a partir de cada
una de las 146 estructuras precataliticas seleccionadas por el filtro, del sistema nativo Ttb-gly.
La energia se expresa en kcal/mol y la coordenada de reaccién R2 en Angstroms.

Tal y como esperabamos, se obtiene una gran dispersion de barreras de
energia potencial (entre 20,9 y 31,8 kcal/mol). La media aritmética es de
26,2 kcal/mol con una desviacién estandar de 2,4 kcal/mol. Estos valores
nos dan una idea de la medida de las barreras y su dispersion, pero seria

incorrecto tomarlos como una medida estimada de la barrera de energia de

Gibbs.

Aunque no es el objetivo principal de este capitulo, aprovecharemos la
figura 6.3 para destacar las diferentes formas que adoptan los perfiles de
energia potencial obtenidos. En algunos casos, los productos llegan al mi-
nimo de energia con un valor de la coordenada R2 de alrededor -0,5 A,
mientras que el resto lo hacen a un valor positivo de la coordenada de reac-
cion. Esta diferencia es debida a que la transferencia del protén (Hwar a
OE2cruies) no esta incluida en la definicién de la coordenada de reaccién R2.
En consecuencia, aparece un pequeno efecto de histéresis en la regiéon de
productos de algunos perfiles, que retrasa la transferencia proténica y se
llega a la minima energia del valle de productos con un valor de coordenada
de reaccién mas avanzado (al mismo tiempo el carbono C1 del azticar esta
mucho més alejado del OE2¢russs), aportando a la reaccién un mayor cardc-
ter Sx1.
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Hemos comentado anteriormente que el filtro para la seleccién de las es-
tructuras precataliticas implica que exista una molécula de agua bien posi-
cionada (esto es, que el oxigeno aceptor esté més cerca del carbono anomé-
rico del azticar que cualquiera de sus hidrégenos) pero también incluye un
criterio de distancias (la distancia C1-Owar debe ser inferior a 3,4 A yla
distancia Hwar-OFE2creis inferior a 2 A). Pese a la existencia de este criterio
de distancias para el filtro, es interesante destacar que la mayoria de las
estructuras se concentran alrededor de una distancia C1-Owar de 3,2 A (fi-
gura 6.4), aunque también comprobamos en la figura 6.5 que no existe co-
rrelacion entre esta distancia y la barrera energética. De esta misma manera,
no existe correlacion entre la distancia del hidrogeno transferido al oxigeno
del residuo GLU 164 y la barrera de energia, aunque de una manera sutil
puede percibirse cierta tendencia que relaciona el incremento de la distancia
entre estos atomos con la barrera de energia potencial. Pretendemos destacar,
en resumen, que pese al filtro para escoger las estructuras de partida y de
que la distribucién de distancias sea mas o menos concentrada, ello no tiene
una relacion directa para explicar la dispersion de barreras de energia po-
tencial encontrada. Claramente, otros parametros geométricos dentro del
complejo de Michaelis juegan un papel clave en la determinacién de estas
barreras energéticas, pero este no es en este momento el foco de nuestro

interés.
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Figura 6.4: Histograma de las distancias C1-Owar para las 146 estructuras precataliticas se-

leccionadas de la reaccién de hidrélisis para el sistema nativo Ttb-gly.
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Figura 6.5: Barrera de energia potencial en kcal/mol respecto a la distancia C1-Owar y H-
OE2c¢Luiss de las 146 estructuras precataliticas seleccionadas para el sistema nativo Ttb-gly.

Sustituimos ahora en la ecuacion 5 los niimeros n= 146 y N=2000, y ob-
tenemos que el primer término de la ecuacion (la contribucién de las estruc-
turas no precataliticas a la barrera de energia de Gibbs) es de 1,6 kcal/mol.
La contribucion de las estructuras precataliticas se evalia en el segundo
término de la ecuacion, que es el promedio exponencial, y obtenemos un
valor de 22,8 kcal/mol. En total, el valor de la barrera de energia de Gibbs
es de 24,4 kcal/mol.

Veamos qué sucede ahora con el sistema mutante.

Resultados para el sistema mutante Y284P Ttb-gly

El procedimiento para el sistema mutante sigue el mismo protocolo que
para la forma nativa. De nuevo, seleccionamos N=2000 estructuras unifor-
memente distribuidas en intervalos equidistantes a lo largo de la simulacion
de dindmica QM(SCC-DFTB)/AMBER sin ningtn tipo de restricciones.
Usando exactamente el mismo filtro anterior, esta vez obtuvimos n=202
estructuras precataliticas. Cada una de ellas se minimizé a nivel QM(SCC-
DFTB)/AMBER para hallar el correspondiente minimo de reactivos. A par-
tir de cada una de estas estructuras minimizadas se realiza el calculo del
perfil de energia potencial para la reacciéon de hidrélisis, usando la misma
coordenada de reaccién que anteriormente, R2, en funcion de las distancias
Hwar-Owar vy C1-Owar.
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Los resultados obtenidos muestran mas dispersion incluso que en el caso
del sistema nativo: encontramos un rango de barreras de energia potencial
entre 124 y 33,63 kcal/mol, tal y como vemos en la figura 6.6. El promedio
aritmético es de 23,1 kcal/mol con una desviacion estandar de 4,7 kcal /mol.
De nuevo, existe cierto retraso con respecto a la transferencia del proton
Hwar hacia el OE2q1u16: para algunos de los perfiles, dando lugar a dos agru-
paciones diferentes respecto a la forma de estos perfiles de energia.

De acuerdo con la ecuacion 5, sustituyendo los niimeros n=202 y N=2000,
el primer término de la ecuacién correspondiente a la contribuciéon de las
estructuras no precataliticas aporta a la barrera de energia de Gibbs 1,4
kcal/mol. La contribucién de las estructuras precataliticas (segundo término
de la reaccién) es de 15 keal/mol. En total obtenemos una barrera de energia
de Gibbs de 16,4 kcal/mol.
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Figura 6.6: Perfiles de energia potencial de la reaccién de hidrdlisis calculados a partir de cada
una de las 202 estructuras precataliticas seleccionadas por el filtro, del sistema mutante Y284P
Ttb-gly. La energia se expresa en kcal/mol y la coordenada de reaccion R2 en Angstroms.

231



6.4 Reacciones de abstraccion de hidrégeno del acido ara-
quidoénico catalizadas por la enzima 15-lipoxigenasa-1

Las lipoxigenasas (LOXs) catalizan la oxidacion de 4cidos grasos poliinsa-
turados, produciendo acidos grasos hidroperoxidados conjugados. Estas hi-
droperoxidaciones resultan ser altamente regio- y estereoespecificas. La ve-
locidad del paso limitante en todo el proceso de hidroperoxidacion es la abs-
traccion inicial del &tomo de hidrégeno proveniente de uno de los metilenos
bisalilicos de una de las unidades (Z,Z)-1,4-pentadieno del sustrato por el
cofactor Fe(IIl)-OH- y obteniendo el producto Fe(II)-OH,y un radical pen-
tadienil m.°>*, En los mamiferos, el sustrato principal de las LOXs es el
acido araquidénico, que una vez hidroperoxidado inicia la biosintesis de me-
diadores de senalizacion lipidicos, que son cruciales para la salud humana y
se encuentran implicados en procesos antiinflamatorios.

La estructura cristalografica del dimero 15-lipoxigenasa-1 (15-LOX-1) de
conejo fue la primera que se obtuvo para un mamifero (cédigo PDB:2P0OM)*".
Esta enzima convierte el acido araquidénico (AA) en acidos hidroperoxiei-
cosatetraenoicos (HpETEs) con las siguientes proporciones: 97% de 15S-
HpETE (después de abstraer un dtomo de hidrégeno del C13 del AA), 3%
de 12S-HpETE (después de la abstraccién de un dtomo de hidrégeno del
carbono C10 del AA). No se detecta senal alguna del producto 9S-HpETE™®
(después de la abstraccién de un &dtomo de hidrégeno del carbono C7 del
AA).

En este estudio se mostraran las reacciones de transferencia de hidrégeno
procedentes del carbono C13 y C7 del AA. Las abstracciones desde el C7 se
han escogido por presentar barreras muy altas, pero no es de importancia
para nuestros propositos que sean demasiado lentas como para ser competi-

tivas.

Detalles metodoldgicos para la enzima 15-lipoxygenasa-1

En la preparacién del sistema, se eliminaron el monémero A y el ligando

situado en el centro activo del monémero B de la estructura cristalografica
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del dimero 15-LOX-1°". Se proton6é el monémero B mediante el servidor
H++% a un pH de 6,5. El estado de protonacién de la esfera de coordina-
cién del hierro fue corregida a mano con tal de asegurar su correcta descrip-

cion.

Se utilizo el programa GOLD5.8.0% para realizar los calculos de posicio-
namiento (docking) del AA dentro del centro activo del monémero B. Para
explorar el espacio conformacional se utilizo el algoritmo genético. La posible
zona de enlace consiste en una esfera de radio de 20 A que tiene como centro
el &tomo de hierro. Las energias de enlace fueron evaluadas por la funcién
ChemScore fitness.

La mejor conformacion de la estructura del AA serd la escogida para ini-
ciar una simulacion de dinamica molecular con el paquete de programas de
AMBER. El campo de fuerzas utilizado para los atomos de la proteina es el
ff14SB*, en cambio, los parametros del AA se obtuvieron a partir del campo
de fuerzas de GAFF®% y fueron validados en trabajos anteriores. Mediante
el procedimiento de MCPB.py* dentro del modelo enlazado y el método
Seminario para el calculo de constantes de fuerza®, se definieron los para-
metros mas especificos para describir la primera esfera de coordinacion del
atomo de hierro (His361, His366, His541, His545, 11e663 y el grupo OH-)%.
Esta primera esfera de coordinacién se optimiza a un nivel de teoria
B3LYP/6-31G(d) y se asignaron las correspondientes cargas atémicas gra-
cias al procedimiento Merz-Kollman RESPY.

Tras combinar todos los archivos necesarios del enzima y el sustrato, con el
programa tLeap se solvata el sistema completo enzima-sustrato con una caja
de aguas preequilibradas TIP3P* ortorrombica, y se neutraliza el sistema
anadiendo los iones sodio necesarios. El sistema final contiene 92150 atomos,
de los cuales 10600 pertenecen a la proteina. Todas las simulaciones de di-
namica molecular se realizaron usando AMBER 14 y la version GPU (CUDA)
del paquete PMEMD*#, Se inicia la simulacién con una minimizacién del
sistema completo de 22000 pasos combinando el método de steepest descent
y el método de gradiente conjugado con tal de paliar las malas interacciones
de contactos demasiado cercanos. En los primeros 6000 pasos se aplican res-

tricciones armoénicas a los atomos de la proteina y el sustrato, con una

233



constante de fuerza de 5,0 keal mol! A2, de forma que tGnicamente se relajen
las moléculas de solvente y los iones incorporados. En los siguientes 6000
pasos se liberan las cadenas laterales, quedando fijo tinicamente la cadena
principal de la proteina, ademas del sustrato. Durante los restantes 10000
pasos, el sistema se libera completamente. Empieza aqui la simulacion de
dindmica molecular bajo condiciones periddicas: el sistema primero se ca-
lienta de 0 K a 300 K gradualmente durante 200 ps. Posteriormente, durante
Ins el sistema se somete a condiciones NPT (300K, 1bar) con tal de lograr
mantener una densidad de 1 g cm™ de la caja de aguas ortorrombica. Estas
etapas mantienen restricciones armoénicas tanto a la cadena principal de la
proteina como a los atomos pesados del sustrato. La temperatura se controla
con una dinamica de Langevin, mientras la presion mediante el bardstato de
Berendsen. Proseguimos con una equilibracion del sistema de 10 ns a tem-
peratura y volumen constante, previa a la etapa de producciéon de 100 ns
bajo las mismas condiciones NVT. El paso de integracién durante toda la
simulacién es de 2 fs, teniendo en cuenta el algoritmo SHAKE que fija los
enlaces covalentes que contengan hidrogeno. Las interacciones no enlazantes
se calculan dentro de un rango de 9 A.

Los perfiles QM /MM de energia potencial se calculan a un nivel de teoria
de QM(DFT)/AMBER, como se ha mencionado anteriormente en la seccion
3.1. Para ello, se prepara cada una de las estructuras seleccionadas, elimi-
nando todas las aguas mds alld de una esfera de radio 17 A a partir del
sustrato AA. Se optimiza cada una de las estructuras recortadas, definiendo
la zona activa como una esfera de 15 A de radio centrada en el C13 del AA
cuando la abstraccion de hidrégeno es la de H13-proS, o bien en el C7 cuando
el hidrogeno abstraido es el H7-proS. Esta region, de unos 2100 atomos se
mueve libremente, mientras el resto de los atomos se mantienen congelados.

El célculo QM /MM incluye aproximadamente 12000 dtomos.

La region QM se calcula usando el funcional BSLYP hibrido. El conjunto de
base utilizado es 6-31G(d) de Pople para los d&tomos C, H O y N, mientras
que para el &tomo de hierro es LANL2DZ. La regién QM (figura 6.7) incluye
todos los atomos del sustrato AA que se encuentren entre el carbono C4 y
el C16, ademas de 11 atomos de cada residuo His que se encuentran en la
esfera de coordinacion del hierro, (His361, His366, His541 y His545), 3 ato-
mos del residuo terminal Ile (Ile 663) que también se encuentra en la esfera
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de coordinacién del hierro, y el cofactor Fe(IIl)- OH-. La multiplicidad es
un sextete. La carga neta de la region QM es de 1 a.u. Se utilizan 7 atomos
frontera, 5 entre los enlaces de los carbonos alfa y los atomos QM de los 5
residuos en la esfera de coordinacion del hierro y dos enlazados a los carbonos
alifaticos del sustrato AA (entre los carbonos C4-C5 y entre C15-C16).
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Figure 7: Particion QM /MM para las reacciones de abstracciéon de hidrégeno del dcido ara-

quidoénico catalizado por la enzima 15-1LOX-1 de conejo. En color azul se representan los atomos
QM. La frontera entre las regiones QM y MM se indica con las lineas rojas ondeadas.

Resultados de la transferencia de hidrégeno de las reacciones de AA

Tal y como hemos explicado en la secciéon 4.1, después de una simulacion
de dindamica molecular de 100 ns bajo condiciones NVT, se obtienen
N=10000 estructuras uniformemente distribuidas en intervalos iguales. Es el
momento de seleccionar las estructuras precataliticas. De nuevo la seleccion
se basa en un criterio de distancias, en este caso, en funcién de la distancia
del hidrogeno que va a abstraerse (H13-proS o H7-proS) y el atomo de oxi-
geno aceptor de este atomo de hidrégeno, es decir, el oxigeno del cofactor
Fe(I11)-OH-. El filtro establece que esta distancia debe ser inferior a 3,0 A o
4,0 A, respectivamente. Ademés, la distancia entre el correspondiente dtomo
de carbono (C13 o C7), y el oxigeno aceptor debe ser mayor que la distancia
correspondiente (H13-proS o H7-proS, respectivamente), de esta manera se
asegura que el enlace C-H esta correctamente orientado para la reaccion de
abstraccion de hidrégeno (figura 6.7). Aplicando este filtro, se obtienen
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n=3383 y tnicamente n=33 estructuras precataliticas para las abstracciones
de H13-proS y H7-proS, respectivamente.

Se seleccionaron de forma totalmente aleatoria, 25 estructuras representa-
tivas de cada uno de los conjuntos de estructuras precataliticas. Cada una
de ellas se minimiza a nivel de teoria QM(B3LYP)/AMBER para obtener el
correspondiente minimo reactivo. A partir de estas estructuras minimizadas,
se construyen los correspondientes perfiles de energia potencial a nivel
QM(B3LYP)/AMBER, siguiendo una coordenada de reacciéon R2 en funcion
de la distancia del enlace que se rompe y el que se forma: RC = d(CX - HX-
proS) - d(HX-proS -0O), donde X es el niimero 13 o 7, segtin la reacciéon de
abstraccion en que nos focalicemos. Los perfiles de energia potencial obteni-
dos se muestran en las figuras 6.8 y 6.9. De nuevo, puede observarse una
gran dispersion entre las barreras de energia potencial obtenidas, entre 12,8
kcal/mol y 26,5 kcal/mol en la figura 6.8, o bien entre 39,4 kcal/mol y 66
kcal/mol en la figura 6.9. El promedio aritmético es de 18,39 kcal/mol con
una desviacién estandar de 4,2 kcal/mol para la reaccién de abstraccién del
H13-proS, mientras que en el caso de la abstraccién del H7-proS es de 49,6
kcal/mol con una desviacién de 6,3 kcal/mol. Tal y como esperabamos, las
barreras para la abstraccion del H7-proS son mucho mayores que las de la
abstraccion de H13-proS.
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Figura 6.8: Perfiles de energia potencial calculados para cada una de las 25 estructuras precataliticas
representativas seleccionadas aleatoriamente para la reaccion de abstraccion de hidrogeno H13-proS
catalizada por la enzima 15-LOX-1.
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Figura 6.9: Perfiles de energia potencial calculados para cada una de las 25 estructuras preca-
taliticas representativas seleccionadas aleatoriamente para la reacciéon de abstraccion de hidré-
geno H7-proS catalizada por la enzima 15-LOX-1.

Si analizamos los valores de algunos importantes pardmetros geométricos
durante la dindmica, observamos que existe una dispersion considerable. En
la figura 6.10 mostramos la evolucion de las distancias C13—OH y C7—OH-
a lo largo de la simulacién de dindmica molecular de 100 ns, asi como tam-

bién podemos observar el histograma de estas distancias en la figura 6.11.
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Figura 6.10: Distancias C13-OH (en A, linea verde) y C7-OH (en A, linea azul) a lo largo de
los 100 ns de la simulaciéon de dindmica molecular MM para el sistema enzima-sustrato del com-

plejo de Michaelis 15-LOX-1:AA. En la leyenda OH se refiere al grupo OH del cofactor Fe(IlI)-
OH' de la enzima.
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Figura 6.11: Histograma de las distancias C13-OH (en A, color verde) y C7-OH (en A, color
azul) a lo largo de los 100 ns de la simulacién de dindmica molecular MM del complejo de
Michaelis enzima-sustrato 15-LOX-1:AA.

No cabe duda de que el filtro de seleccién de estructuras precataliticas
reduce drasticamente esta dispersion de distancias, pero aun asi existe la
gran dispersion entre las barreras de energia potencial, aunque sin correla-
cionarse con las correspondientes distancias C13—OH o C7—OH (figura
6.12).
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Figura 6.12: Barreras de energia potencial frente a las distancias a) H13-proS - OH y b) H7-
proS -OH de las 25 estructuras precataliticas seleccionadas aleatoriamente como representativas.

Centrandonos ahora en la ecuacién 5, para la abstraccién de hidrégeno
H13-proS, sustituiremos N = 10000 y n=3383. Entonces, la contribucién de
las estructuras no precataliticas a la barrera de energia de Gibbs es de 0,6
kcal/mol, y la contribucién de las estructuras precataliticas, estimadas a
partir del promedio exponencial y que incluyen las 25 estructuras precatali-
ticas representativas, es de 14,6 kcal/mol. De esta forma, la barrera de ener-
gia de Gibbs es de 15,2 kcal/mol.

En el caso de la abstraccion de hidrégeno H7-proS, con N=10000 y n=33,
la contribucién de todas las estructuras es de 3,4 kcal/mol, y de 41,3
kcal/mol las estructuras precataliticas, dando un total de 44,7 kcal/mol.
Como vemos, la contribucién a la barrera de la energia de Gibbs correspon-
diente al primer término, y que no puede despreciarse, es el coste que debe
pagarse para reducir el conjunto amplio de estructuras correspondientes al
complejo de Michaelis al limitado conjunto de estructuras precataliticas.

Llegados a este punto, merece la pena analizar una consideraciéon. Supon-
gamos que se realiza una simulaciéon de umbrella sampling a partir de cada
una de las estructuras precataliticas seleccionadas que generan las barreras
de energia potencial mas pequenas. Por ejemplo, la estructura que genera
una barrera de energia potencial de 12,8 kcal/mol para la abstraccion de
H13-proS y la estructura correspondiente a la barrera de 39,4 kcal/mol en
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el caso de la abstracciéon H7-proS. Un ancho de ventana razonable para la
exploraciéon durante la simulaciéon QM (DFT)/MM en reacciones enzimaticas
es de 3 ps. Preguntémonos entonces, si las estructuras generadas durante
esta corta exploracién, (que ademas es forzada puesto que debe cumplir una
coordenada de reacciéon) pueden considerarse representativas del conjunto
de configuraciones nucleares existentes en todo el valle de reactivos. En la
figura 6.13, se muestra la evolucién de las distancias C13-OH y C7-OH du-
rante los 3 ps MM (AMBER) de una simulacién de dindmica molecular para
el complejo de Michaelis de la proteina 15-LOX-1:AA, y los correspondientes
histogramas (figura 6.14). Es muy interesante comparar ambas figuras con
las correspondientes a la dindmica molecular de 100 ns MM (AMBER) mos-
tradas anteriormente en las figuras 6.10 y 6.11. Claramente, las cortas simu-
laciones de umbrella sampling exploran Unicamente un estrecho rango de
configuraciones alrededor de la estructura inicial, y de esta manera, quedan
totalmente inexploradas el resto de las configuraciones que pueden contribuir
a la correcta determinacion de la energia de Gibbs. Asi, la elecciéon de una
unica estructura para calcular la barrera de energia de Gibbs de una reaccion
enzimatica mediante un calculo de umbrella sampling o el método perturba-
cional de la energia de Gibbs neglige muchas contribuciones considerables
dentro del valle de reactivos de un complejo de Michaelis y pueden conllevar

un error muy significativo.

Creemos que este trabajo introduce una significativa advertencia en este

sentido que merece consideracion.
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Figura 6.13: Distancias C13-OH (en A, color verde) y C7—OH (in A, color azul) a lo largo de
la simulacién de dinamica molecular MM de 3 ps para el complejo de Michaelis enzima-sustrato,
partiendo de la estructura precatalitica que presenta una barrera de energia potencial menor para
cada una de las reacciones de abstraccién de hidrégeno.
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Figura 6.14: Histograma de las distancias C13-OH en verde y C7-OH en azul, en A, que se
presentan a lo largo de las simulaciones de dindmica molecular MM de 3 ps de las estructuras del
complejo de Michaelis enzima-sustrato que presentan una barrera de energia potencial menor

para cada una de las reacciones de abstraccién de hidrogeno.
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6.5 Conclusiones

El desorden instantaneo consiste en fluctuaciones dinamicas instantaneas
en el complejo enzima-sustrato de Michaelis en escalas de tiempo mucho méas
pequenas que la k... Esto conduce a diferentes barreras de energia potencial
que experimentalmente son imposibles de detectar. Son la consecuencia de
un gran numero de configuraciones nucleares en equilibrio local entre ellas,
dentro de un valle de reactivos.

Existen métodos QM /MM capaces de construir miltiples perfiles o cami-
nos de reaccion de minima energia conectando un minimo de energia poten-
cial dentro de un valle de reactivos con el correspondiente minimo de energia
potencial asociado a un valle de productos, y que proporcionan una amplia
dispersion en las barreras de energia potencial.

El promedio exponencial ha sido el método mas usado con tal de estimar
la barrera de energia de Gibbs de una reaccion enzimatica. Pero la manera
en la que este promedio exponencial ha sido justificado y aplicado en la
practica es lo que en este trabajo se ha cuestionado. Hemos propuesto un
protocolo basado en la teoria perturbacional de la energia de Gibbs que
justifica mas adecuadamente el correcto uso del promedio exponencial y
ofrece una manera mas practica de determinar la barrera de energia de Gibbs
de una reaccion enzimatica. Este valor incluira la contribucion de las estruc-
turas no precataliticas y precataliticas, después de una larga exploracion de
un valle de reactivos. Este proceso no requiere de una eleccion arbitraria de
una estructura en concreto, alrededor de la cual se calcula un potencial de

fuerza media.

Para ejemplificar nuestro protocolo, hemos estudiado la hidrolisis de un
enlace glicosidico catalizada por la enzima Thermus thermophillus B-glicosi-
dasa, de la enzima mutante Y284P Ttb-gly y la abstraccion de hidrégeno
del sustrato acido araquidonico catalizada por la enzima 15-LOX-1 de conejo.
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7 Conclusiones
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7.1 Conclusiones generales

En esta tesis se ha realizado un completo y complejo estudio computacio-
nal de las reacciones catalizadas por dos enzimas. El primer mecanismo ca-
talitico estudiado corresponde a la enzima B-Glicosidasa (familia GH1) Ther-
mus thermophillus, del que se han analizado las etapas de glicosidacion,
hidrolisis y transglicosidacion. Posteriormente, se ha analizado el proceso
de transferencia de monosacérido catalizado por la glicosiltransferasa OleD
(familia GT1) del microorganismo Streptomyces antibioticus.. Para ello, an-
tes ha sido necesario modelizar una conformacién cataliticamente activa de
la enzima. Los calculos realizados en esta tesis se han basado en simulaciones
de dindmica molecular, analisis de modos normales y en métodos QM /MM.
En el ultimo capitulo, se presenta el desarrollo de un nuevo protocolo meto-
dologico para la obtencién de barreras de energia de Gibbs de las etapas del
mecanismo catalitico, un protocolo que tiene en cuenta las fluctuaciones del
complejo de Michaelis proteina-sustrato correspondientes al denominado
desorden instantaneo que presentan los sistemas complejos.

Tras superar las habituales dificultades que se encuentran en un trabajo
de este calibre, tales como: la correcta preparacion y modelizacion del sis-
tema inicial, la definicién de los criterios utilizados para establecer el proto-
colo de las dindmicas moleculares y los célculos QM /MM (parametrizacion,
restricciones aplicadas, atomos en la zona QM, coordenada de reaccion, nivel
de teoria utilizado, ...), o la creaciéon de scripts que faciliten la ejecucion de
los célculos, podemos concluir que se han cumplido la mayoria de objetivos
planteados, ya que se han validado algunos datos experimentales, y se han
justificado a nivel computacional e incluso se han propuesto nuevas estrate-
gias para algunos de los sistemas. En cualquier caso, en problemas tan com-
plejos siempre quedan cosas pendientes por hacer o/y mejorar y algunos
objetivos (como la prediccién o comprension mas completa de algunas mu-
taciones) no han podido desarrollarse en toda la amplitud deseada.

251



7.2

Conclusiones especificas

Respecto al capitulo 4, GH:

v

Se ha realizado un detallado estudio computacional de las reaccio-
nes de glicosidacion, hidrélisis y transglicosidacion de la B-Glicosi-
dasa (GH1) Thermus thermophillus con los sustratos Fuc-pNP
como dador y BnON(Me)-Glc como aceptor. Estos célculos han
confirmado para la etapa de glicosidacion un mecanismo de doble
desplazamiento tipico de las GHs con retencion de la configuracion,
pero en el que la Fucosa presenta una conformacion *C; , a diferen-
cia de lo que se observa en la mayoria de estas enzimas.

Para la glicosidacion, etapa limitante de la velocidad global, las
barreras de energia potencial son muy comparables a las reportadas
(20,4-22,0 kcal/mol, frente a la barrera experimental de 17,1
kcal/mol, obtenida de la constante de velocidad).

Se ha reproducido correctamente la tendencia experimental cuando
se compara entre las reacciones competitivas de deglicosidacion (hi-
drélisis y transglicosidaciéon) ya que la barrera obtenida para la
hidrélisis es 1,2-2,6 kcal/mol menor que la de la transglicosilaciéon
en el sistema W'T.

La comparacion de los estados de transicion de la hidrélisis y de la
transglicosidacién muestra solo diferencias muy sutiles entre ellos:
ambos son ambos muy disociativos, con un fuerte caracter oxocar-
beno y con el protéon del aceptor atn sin transferir, siendo el de la
hidrolisis ligeramente mas temprano que el de la transglicosidacion.
El analisis de interacciones electrostaticas en la subcavidad -1 no
correlaciona completamente con los resultados experimentales de
mutagénesis que alteran la relacién T/H. Cabe mencionar que las
pequenas diferencias en las barreras de energia involucradas (~1
kcal/mol) y los posibles reordenamientos estructurales tras la mu-
tacion, convierten en un reto hacer dicha prediccion a nivel compu-

tacional.
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v' Aun asi, se propone que con tal de favorecer la transglicosidacion
sobre la hidrolisis, perturbar la interaccion entre el residuo 392 y el
azucar Fucosa, ya sea por mutacion directa o indirecta, puede ser

una buena estrategia.

Para el Capitulo 5, OleD:

v Se ha realizado un detallado estudio computacional de la reaccién
de transferencia de glucosa entre los sustratos UDP-Glc y OLE
para los sistemas de la glicosiltransferasa OleD W'T del microorga-
nismo Streptomyces antibioticus y su mutante ASP OleD. Para
ello, se ha conseguido construir por primera vez un modelo in silico
completo de estos sistemas ternarios en una conformacion cataliti-
camente activa.

v Las simulaciones de dindmica molecular realizadas en esta tesis, asi
como el protocolo basado en desplazamientos de la proteina a lo
largo de modos normales de vibracion baja, han demostrado por
primera vez que la enzima W'T adquiere una conformacion cerrada
y activa cataliticamente, pudiéndose analizar a nivel molecular las
interacciones dominio-dominio que determinan dicho cambio con-
formacional.

v' Las barreras de energia potencial QM /MM obtenidas para la gli-
cosidacion pueden diferir entre 10 y 30 kcal/mol en funcién del
nivel de calculo utilizado y la estructura de partida seleccionada
para el calculo del camino de reaccion.

v" En su mayoria las barreras de energia potencial QM/MM de la
glicosidacién estan sobreestimadas en comparacion con los datos
experimentales. Aun asi, se ha reproducido el camino de reaccién
de la transferencia del aztcar a nivel estructural y se han definido
interacciones importantes para la estabilizacion del estado de tran-

sicién de la glicosidacion.
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v El sistema mutante ASP OleD también adopta una conformacién
cerrada, pero los sustratos naturales no consiguen hallarse a dis-
tancias cataliticas, sugiriendo que la reactividad para estos sustra-
tos es mucho menos probable, en concordancia con los datos expe-

rimentales.

Para el Capitulo 6, sobre multiples perfiles de energia potencial para el
calculo de la barrera de energia de Gibbs:

v" Se ha reformulado y justificado la expresiéon del promedio exponen-
cial para el calculo de la barrera de energia de Gibbs mediante la
teoria de perturbaciones de la Mecanica Estadistica.

v' Se ha desarrollado un protocolo que permite tener en cuenta el
desorden instantaneo en un complejo enzima-sustrato de Michaelis,
hallando su barrera de energia de Gibbs de forma practica y efi-
ciente, basado en miltiples calculos QM /MM de perfiles de energia

potencial.
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8.1 GH

Figura A4.1: Tipos de atomos para el sustrato Fuc-pNP en el paso de gli-
cosidacion. Los tipos de atomos del anillo de la Fuc provienen del campo de
fuerzas de GLYCAMOG6j mientras que los tipos de atomos del pNP son los
descritos por el campo de fuerzas de gaff. Se observa que los tipos de atomos
de glycam constan de dos letras, una mayuscula y otra mintscula, o bien
una letra mayuscula y un niimero, mientras los de gaff son ambas minusculas.

ha
He He
\Cg/—Hc
Ho |
~ Cg ———Os % ca
Oh \ /
| / i1 Ho ca \ca ha

Clg Ooh— H1 Clg
- |

H1\Cg—Cg H1 ca\ __ca o
| | 2 =
H1 oh ha/ NyF

\Ho

Esto provoca que en el archivo de pardmetros (frcmod) deban definirse la
conjunciéon de los parametros de ambos campos; en nuestro caso buscamos
los tipos de atomos de GLYCAMOG6 correspondientes al campo de fuerzas de
gaff y se completaron las dadas con los valores del campo de fuerzas de gaff.

BOND
0s-Cg 285.0 1.460

ANGLE

0s-Cg-H2  60.00 110.00

0s-Cg-0s  100.00 112.00

ca-o0s-Cg 66.103 117.960

DIHE

oh-Cg-Cg-os 1 1.010 0.000 -3
Oh-Cg-Cg-os 1  0.000 0.000 -2
Oh-Cg-Cg-os 1  0.020 180.000 1
ca-os-Cg-H2 3 1.150 0.000 3.000
ca-0s-Cg-0s 3 1.150 0.000 3.000
ca-o0s-Cg-Cg 3 1.150 0.000 3.000
0s-Cg-Cg-H1 1  0.05 0.0 3.
0s-Cg-Cg-Cg 1 -0.27 0.0 1.
0s-Cg-0s-Cg 1  0.96 0.0 -3.

Tabla A4.1. Distancias (en A) entre los 4tomos seleccionados involucrados
en la etapa de glicosidacion (G), con la particién QM(mayor)/MM y a un
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nivel PBEO/TZVP. Los subinidces I y II se refieren a la estructura seleccio-

nada I y II, respectivamente.

Reactant TS Product

GI GII GI GH GI GII
d(Clrue-OE261usss) 3.33 3.41 2.61 2.67 1.50 1.50
d(Clruc-O4Dyxp) 1.41 1.41 2.33 2.33 3.17 3.63
d(Clpuc-Obruc) 1.38 1.38 1.24 1.24 1.35 1.36
d(Heruies-O4Dyxp) 1.99 2.02 1.82 1.88 0.98 0.97
d(Heruier OE2¢Lu164) 0.96 0.95 0.97 0.96 1.64 1.67
d(Hrvrasi-O5ruc) 4.08 4.05 2.80 2.82 2.22 2.21
d(Hryras-OE2¢russs) 1.81 1.83 1.97 1.87 2.29 2.31
d/Harar-OElgLusss) 2.02 1.96 2.00 2.08 2.16 2.24
d(H20puc-OE1gLusss) 2.09 2.37 1.82 1.85 1.78 1.78
d(H40ruc-OgLusee) 1.96 1.89 2.22 2.23 2.30 2.42
d(Hasx6s-O2ruc) 2.04 2.21 2.00 2.12 1.97 2.06

Tabla A4.2. Distancias (en A) entre los d&tomos seleccionados involucrados

en la etapa de glicosidacion (G), con la particion QM (menor)/MM y a un

nivel PBEO/TZVP. Los subinidces I y II se refieren a la estructura seleccio-

nada I y II, respectivamente.

Reactant TS Product

GI GII GI GII GI GII
d(Clruc-OE2¢Lusss) 3.28 3.29 2.56 2.48 1.47 1.48
d(Clruc-O4Dynp) 1.40 1.40 2.31 1.76 352 3.66
d(C1lruc-Obruc) 1.39 1.40 1.24 1.32 1.37 1.37
d(Hcruiss-O4Dynp) 2.07 2.49 1.89 1.45 0.98 0.98
d(Heruiee-OE2¢Luies) 0.95 0.96 0.96 1.01 1.63 1.64
d(Hryrass-O5ruc) 4.09 4.02 2.79 2.90 2.23 2.21
d(Hryrass-OE2¢Lusss) 1.79 1.74 1.93 1.91 2.48 2.39
d/Harars-OElgLusss) 1.97 2.00 1.92 1.94 1.99 2.01
d(H20ruc-OE1GLusss) 1.89 1.96 1.73 1.74 1.76 1.77
d(H4Oruc-Ocrusen) 1.80 1.80 2.17 2.31 2.32 2.83
d(Hasni6s-O2ruc) 1.98 2.54 1.95 2.01 1.95 1.95
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Figura A4.2: Evolucién de las distancias (en A) Clyue - O4D e (en azul),
Clruc - OE2¢russs (en naranja), Horuies - O4Dpnp (en lila) y Hanvies - OE2cruies
(en verde) a lo largo de la coordenada de reaccion de la etapa de glicosidacion
en la estructura GI con la particion QM (menor)/MM, a un nivel PBE0/SVP
(A) y PBEO/TZVP (B).

(A)

< Clpuc-OE26u33s = Clruc-O4Dpne = HowuneaO4Dpwe == Holu1se-OE261u164

TS

Distance [A]
[ (%]

-4 -3 -2 -1 0 1 2
Reaction Coordinate [A]

(B)

e C1FUC'OEZGLUBSE‘; G C1FUC'O‘":)pNF’ - HGLU164'O4DpNP 52 HGLU164'OE26LU184

:\TS
2;\:‘“\‘J

1 p———_—_——_ o J N P s | e, _—_—_—_—_Jo— _—_—_—_——_J—

Distance [A]

-4 -3 -2 -1 0 1 2
Reaction Coordinate [A]
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Tabla A4.3. Distancias (en A) entre los atomos seleccionados involucrados

en cada paso de la reaccién para los reactivos, estructuras de transicién (TS)

y productos para las etapas de hidrélisis (H) y transglicosidacion ( TT y T1II,

para las dos estructuras seleccionadas). Los resultados corresponden a la
particion QM (menor)/MM y a nivel teérico PBEO/TZVP. El subindice Acc
se refiere a la molecula de agua aceptora y a la glucosa, en la hidrélisis y

transglicosidacion, respectivamente.

Reactant TS Product
H T Tn H T: Tn |H T To

d(Clruc-OE2¢Lusss) 1.47 148 147 (299 334 3.35(3.18 3.36 3.36
d(Clruc-Oacc) 3.67 3.38 3.38 |225 215 217|139 141 1.42
d(C1lruc-Obruc) 1.37 137 137 |[1.25 1.25 125|140 1.39 1.39
d(Haee- OE261Lu164) 1.78 1.76 1.71 |[145 1.44 1.40(0.96 0.96 0.96
d(Hrvrass-Obruc) 211 224 221 |293 3.13 3.17|3.83 4.04 4.09
d(Hryrass-OE2¢russs) | 2.50 249 245 [1.89 1.85 1.85|1.77 1.76 1.76
d(Harers-OElgrusss) | 1.97 2.00 1.98 [1.99 2.10 1.98|1.99 2.06 1.92
d(H20ruc-OElgrusss) | 1.76  1.77  1.74 |1.77 1.77 1.68]1.90 1.98 1.86
d(H4Oruc-Ocruse) 241 3.03 425 |221 3.18 4.24 184 1.88 3.51
d(Hasnies-O2ruc) 1.97 191 192 (190 1.87 187|190 194 1.88
d(H30¢Lc-O4ruc) - 299 296 |- 2.52 2.56 |- 3.23 3.12
d(H3O0c¢ro-Obruc) - 3.96 4.12 |- 341 3.62 |- 1.89 2.00
d(H30¢Lc-O4cre) - 230 230 |- 237 237 |- 2.52 2.52
d(O3cLc-H2warass) - 2.02 217 |- 252 219 |- 3.23 2.14
d(Owaras-H2waras2) | 1.76 - - 1.82 - - 2.66 - -

d(H2waras1-Owarass) | 2.06 - - 2.26 - - 2.73 - -

d(H2wat432-O5ruc) 3.64 - - 3.36 - - 2.02 - -

d(H1lwars2-O4ruc) 2.38 - - 2.33 - - 2.57 - -
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8.2 OleD

Figura A5.1. Esquema de los pasos y resultados obtenidos en las dindmicas realizadas, desde
el inicio del trabajo.
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Anadlisis de las dindmicas WT

Figura A5.2. Graficos de los analisis de la dindmica de 200 ns, WT Némo2 con restraints en
la distancia Clarc-Oore (Din2). A) RMSD respecto a la estructura inicial B) RMSD entre todas
las estructuras guardadas de la dindmica C) anilisis de componentes principales (PC). Afiadimos
también los gréficos de las distancias Horr - NEumzo (D) el gréafico de distancias ClcLc -Oorr (E)
y el grifico de la distancia HE2mp3s-O2Bupp (F).
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Figura A5.3. Grificos de los andlisis de la. dindmica de 200 ns, WT Némo2 sin restraints en la
distancia CloLe-OoLe (Din3). A) RMSD respecto a la estructura inicial B) RMSD entre todas las
estructuras guardadas de la dindmica C) anélisis de componentes principales (PC). Afadimos
también los gréificos de las distancias Hori - NEmm2 (D) el gréfico de distancias Clerc -Oors (E)
y el grifico de la distancia HE2urs0s-O2Bupp (F).
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Figura A5.4. Gréificos de los andlisis de la dindmica de 200 ns, WT Abierta con restraints en

Time (200ns)
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la distancia CloLc-OoLe. A) RMSD respecto a la estructura inicial B) RMSD entre todas las

estructuras guardadas de la dindmica C) anélisis de componentes principales (PC). Afadimos

también los gréificos de las distancias Hori - NEmm (D) el gréafico de distancias Clerc -Oori: (E)
y el gréfico de la distancia HE2uirs06-O2Bunp (F).
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Figura A5.5. Graficos de los andlisis de la dindmica de 200 ns, Mutant APO. A) RMSD res-
pecto a la estructura inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la dindmica C)
analisis de componentes principales (PC).
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Figura A5.5. Graficos de los andlisis de la dindmica de 200 ns, mutante Abierta, réplica 1. A)
RMSD respecto a la estructura inicial B} RMSD entre todas las estructuras guardadas de la
dindmica C) andlisis de componentes principales (PC). Afiadimos también los grificos de las
distancias Hori: - NEmmao (D) el grafico de distancias Clarc -Oor: (E) y el gréfico de la distancia
HE2mes5-O2Bupp (F).
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Figura A5.6. Graficos de los anélisis de la dindmica de 200 ns, mutante Abierta, réplica 2. A)

RMSD respecto a la estructura inicial B) RMSD entre todas las estructuras guardadas de la

dindmica C) andlisis de componentes principales (PC). Aiiadimos también los graficos de las

distancias Horr - NEmm2o (D) el grafico de distancias Clarc -Oore (E) y el gréfico de la distancia
HE2u1r306-O2Bunr (F).
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Figura A5.7. Gréficos de los andlisis de la dindmica de 200 ns, mutante Nemo3, réplica 1. A)

RMSD respecto a la estructura inicial B RMSD entre todas las estructuras guardadas de la

dindmica C) andlisis de componentes principales (PC). Afiadimos también los grificos de las

distancias Hore - NEuwao (D) el grifico de distancias Clarc -OoLe (E) y el gréfico de la distancia
HE2mes6-O2Bupp (F).
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Figura A5.8. Gréficos de los andlisis de la dindmica de 200 ns, mutante Nemo3, réplica 2. A)
RMSD respecto a la estructura inicial BY RMSD entre todas las estructuras guardadas de la
dindmica C) andlisis de componentes principales (PC). Afiadimos también los grificos de las
distancias Hore - NEuao (D) el grifico de distancias Clarc -OoLe (E) y el gréfico de la distancia
HE2mp305-O2Bupp (F).
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