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Resumen

La actividad catalitica de la ferredoxina-NADP* reductasa de la bacteria patégena Leptospira
interrogans (LepFNR) comprende la transferencia de electrones entre el coenzima NADPH vy
aceptores de un solo electréon y bajo potencial. Para ello, en la primera etapa de reaccidn, debe
tener lugar la transferencia de un hidruro desde el anillo de nicotinamida del NADPH y el anillo de
isoaloxazina del cofactor FAD de la enzima. Esto requiere una aproximaciéon del carbono 4N (C4N)
de la nicotinamida al nitrégeno 5 (N5) de la isoaloxazina por la cara re de dicho anillo. Sin
embargo, la cara re del anillo se encuentra protegida por el aminodacido C-terminal, Tyr314, que
interacciona por apilamiento 1 con la flavina. Por el momento, no se dispone experimentalmente
de una estructura cristalografica del complejo LepFNR:NADPH en una disposicidn cataliticamente
competente.

Por similitud con los miembros de la familia tipo plastidico, se ha propuesto un mecanismo
en tres etapas para el acoplamiento, en el que el extremo 2’P-AMP del ligando interaccionaria en
primer lugar, induciendo cambios conformacionales en la enzima que permitirian el acceso del
anillo de nicotinamida del coenzima al sitio activo. Con objeto de validar esta posibilidad para el
acoplamiento, en este trabajo se han utilizado técnicas basadas en mecanica molecular,
incluyendo acoplamiento molecular enzima-sustrato y dinamica molecular con campos de fuerzas
CHARMmM.

A través de las diferentes simulaciones moleculares realizadas se han descrito las
principales interacciones de reconocimiento entre NADPH y LepFNR, asi como los cambios
conformacionales producidos por la unién de la mitad 2’P-AMP del coenzima NADPH. Los
resultados computacionales que aqui se aportan indican que la unién del coenzima a LepFNR
ocurre de forma similar a la descrita en el caso de las FNRs fotosintéticas.



Summary

The catalytic activity of the ferredoxin-NADP* reductase from the pathogenic bacteria
Leptospira interrogans (LepFNR) involves the electron transfer from NADPH and different low
potential one electron carriers. This process includes a hydride transfer from the nicontinamide
ring of NADPH to the isoalloxazine ring of the enzyme FAD cofactor. In order for this hydride
transfer to take place, an approximation must occur between the 4N carbon (C4N) of the
nicotinamide ring of NADPH and the 5 nitrogen (N5) of the flavin isoalloxazine ring through its re
face. However, the re face of the isoalloxazine ring is protected by the C-terminal residue, Tyr314,
that stacks against the flavin ring through mn-stacking interactions. An experimental
crystallographic structure for the catalytically competent LepFNR:NADPH complex has not been
achieved so far.

A three steps mechanism has been proposed for NADPH binding to LepFNR, due to the
similarity with other plastidic members of the family. In this mechanism, the 2’P-AMP moiety of
the NADPH coenzyme interacts firstly and induces conformational changes in the enzyme,
enabling access of the nicotinamide ring to the active site. In order to validate such possibility
during the binding process, we have used molecular mechanic methods, including docking and
molecular dynamic techniques with CHARMm force fields.

The different molecular simulations carried out have allowed improving our understanding
of the recognition interactions between NADPH and LepFNR, as well as of the conformational
changes produced by the binding of the 2’P-AMP moiety of NADPH to the enzyme. The
computational results here presented further support the fact that LepFNR will follow similar
mechanisms to those described for the plastidic members of the family in coenzyme binding.
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1. Introduccion

1.1. Flavinas

Las flavinas son compuestos quimicos derivados de la 7,8-dimetil-isoaloxazina (7,8-
dimetilbenzo[g]-pteridina-2,4-(3H,10H)-diona, Figura 1) con diversas modificaciones en los
sustituyentes del anillo de isoaloxazina, frecuentemente el nitrégeno 10. En sistemas bioldgicos se
encuentran fundamentalmente en forma de riboflavina o vitamina B, y sus derivados, el flavin
mononucledtido (FMN) y el dinucleétido de flavina y adenina (FAD, Figura 2). FMN y FAD actlan
como cofactores habituales de flavoproteinas y flavoenzimas.
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Fig.2: Dinucledtido de flavina y adenina.

El anillo de isoaloxazina estd formado por la fusién de un anillo hidréfobo de dimetil-
benceno con el anillo hidréfilo de pteridina, compuesto constituido a su vez por los anillos de
pirazina y timina (derivado de la pirimidina). La versatilidad del anillo de isoaloxazina proviene de
su comportamiento redox, que le permite presentarse en tres estados de 6xido-reduccion (Fig.3);
oxidado (ox) o quinona, radical con un electrén desapareado o semiquinona (sq), y totalmente
reducido o hidroquinona (hq).”] En general, la estabilizacidon del estado semiquinona en FMN vy
FAD libres en disolucion es minima. Ademas, cada estado de oxidacidon puede presentarse en
distintos estados de protonacién, dando lugar a formas neutras, anidnicas o catidnicas.
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Fig.3: Estados de oxidacién en flavinas.

La unién de FMN o FAD como cofactores a apoproteinas se produce en general a través de
interacciones no covalentes (puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas e interacciones
de apilamiento m). Dichas interacciones modulan las caracteristicas electrénicas del anillo de
isoaloxazina, modificando los potenciales de 6xido-reduccién de las flavinas libres, y en muchos
casos estabilizando su estado semiquinona. Esta caracteristica hace a las flavoproteinas
intermediarios redox Unicos, capaces de mediar en transferencias de electrones entre
intercambiadores obligatorios de un Unico electrén, como las metaloproteinas, y otros
obligatorios de dos electrones, como los coenzimas NADP*/H y NAD*/H.™?

1.2. Las ferredoxina-NADP" reductasas

Las ferredoxina-NADP" reductasas (FNR) son éxido-reductasas monomeéricas que contienen
como grupo prostético una molécula de FAD unido de forma no covalente. Se trata de un tipo de
enzimas muy frecuentes en la naturaleza, con participaciéon documentada en procesos tan
variados como la fotosintesis, la hidroxilacion de esteroides, la reduccién de nitratos, la
asimilacidon de piruvato anaerobio, la desaturacién de acidos grasos, o la regulacién de rutas

metabdlicas.”

La actividad catalitica de las enzimas FNR comprende la transferencia (en algunos casos
reversible) de electrones entre el dinucledtido de nicotinamida y adenina fosfato (NADPH) vy
distintos donadores de un solo electrén y bajo potencial, como ferredoxina, flavodoxina,

adrenodoxina, hemo-oxigenasa y hierro.”!

En la naturaleza, las enzimas con actividad FNR pertenecen a dos familias de proteinas.®®

Una de ellas incluye las adrenodoxina reductasas, algunos homodlogos bacterianos, y las NADH-
ferredoxina reductasas bacterianas acopladas a oxigenasas. Las enzimas de dicho grupo han sido
encontradas principalmente en mitocondrias de organismos eucariotas y en algunas bacterias,
por ejemplo de los géneros Mycobacterium y Pseudomonas.

El otro grupo, comunmente conocido como la familia de las FNR tipo planta, estd
compuesto por enzimas que son facilmente identificadas por la presencia de clusteres de
aminodcidos altamente conservados, que se localizan en los dominios de unién del FAD vy el
NADPH. Este grupo se subdivide en dos clases: las FNR plastidicas y las FNR bacterianas. Las FNR
plastidicas presentan nimeros de recambio elevados y adecuados a las necesidades fotosintéticas
(200-600 s), mientras que las FNR bacterianas (habitualmente llamadas FPR) son tipicamente
mucho menos activas, con nimeros de recambio unas 20 a 100 veces menores que sus

homdlogas plastidicas.”



No hay un grado significativo de homologia entre las secuencias de ambos subgrupos de las
FNR tipo planta, pero se intuye la existencia de un ancestro comun. Curiosamente, y pese a no ser
fotosintética, la bacteria Leptospira interrogans contiene una FNR plastidica (el que podria
haberse adquirido en un evento de transferencia horizontal de genes, y que a su vez
proporcionaria a la bacteria distintas ventajas adaptativas. También se han encontrado FNR
plastidicas en las bacterias Plasmodium falciparum ™'y Toxoplasma gondii .

1.3. Dinucleétido de nicotinamida y adenina fosfato

El dinucleétido de nicotinamida y adenina fosfato (NADP* en su forma oxidada, NADPH en
su forma reducida, Figura 4) es un coenzima redox de gran importancia bioldgica en el
metabolismo anabdlico de todo tipo de organismos vivos. En su forma reducida, generalmente se
utiliza como fuente de poder reductor (capacidad de donar electrones y/o aceptar protones) en
procesos de biosintesis. Tipicamente, la transformacién de NADP® en NADPH, es decir, el
almacenamiento de poder reductor en esta molécula, se asocia a la fase luminosa de la
fotosintesis y a la ruta de las pentosas fosfato en animales.
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Fig.4: Estructura del NADP. Los ribonucledtidos de nicotinamida y adenina se encuentran unidos por un
puente pirofosfato a través de sus extremos 5’, estando fosforilada la posicidn 2’ del nucleétido de adenina.

Durante el proceso de Oxido-reducciéon esta molécula se encuentra implicada en un
equilibrio redox a través del anillo de nicotinamida, mediante el cual es capaz de aceptar dos
electrones y un protdn para pasar de su forma oxidada a su forma reducida (transferencia de
hidruro, Figura 5).
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Fig.5: Comportamiento redox del anillo de nicotinamida del NADP".



1.4. La bacteria patdgena Leptospira Interrogans

Leptospira Interrogans es una bacteria patégena capaz de infectar a los humanos, causando
lo que se conoce como leptospirosis o enfermedad de Weil."” Esta enfermedad febril presenta un
amplio rango de sintomas, que hacen que sea frecuentemente mal diagnosticada, como fiebre,
dolor de cabeza, ictericia, y dolores musculares, articulares y dseos. Complicaciones resultantes
de la leptospirosis pueden tener consecuencias mas graves, afectando a varios érganos y llegando
a causar la muerte. L. interrogans infecta analogamente a otros mamiferos, como pueden ser
caballos, cerdos, perros, ganado en general, y en especial roedores, los cuales constituyen un
reservorio natural para la bacteria.

Su amplia distribucién y caracter de zoonosis hacen de la leptospirosis una infeccion
emergente a nivel mundial a medida que la enfermedad se extiende de areas rurales donde
tradicionalmente ha sido significativa hacia comunidades urbanas empobrecidas[m], con especial
prevalencia durante periodos de lluvias e inundaciones.

La presencia de una FNR plastidica en este organismo, muy eficiente, puede ser un
elemento importante para la patogenicidad de L. interrogans. Se han propuesto diversas

funciones especificas para esta FNR en patégenos!***?

, lo que la convierte en una interesante
diana terapéutica. En esta linea, en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular
de UNIZAR se ha iniciado la identificacién de moléculas de pequefio tamafio que actien como

inhibidores de esta proteina.

1.5. Caracteristicas estructurales de la LepFNR

La estructura del ndcleo de las FNR se encuentra altamente conservada entre las FNR tipo
planta. Sin embargo, las proteinas plastidicas y bacterianas, FNR y FPR, presentan diferencias
estructurales en el tamafio y la conformacion de los bucles en la superficie, en la conformacién
extendida o plegada del FAD y en el hecho de que las FPR bacterianas presentan una extensién de
residuos en el extremo C-terminal con respecto a las plastidicas, la cual contribuye a la
estabilizacion de la forma plegada del FAD.™**!

La estructura cristalina tridimensional de LepFNR™ permite identificar bien definidos los
dos dominios candnicos de las FNR tipo planta (Fig.6 (A)).2* El dominio N-terminal forma un
barril-B antiparalelo de seis hebras que contiene el sitio de unién del FAD. El dominio C-terminal
se encuentra plegado en forma de un apilamiento a3, con una lamina 3 de cinco hebras rodeada
por seis hélices a. La pequefia hélice formada en el bucle 76-91 es ademas una caracteristica
singular de la LepFNR.



Fig.6: (A) Estructura tridimensional de LepFNR. En fucsia se Interacciones:
muestra el dominio N-terminal y en morado el dominio C-

. .. A D Van der Waals D Enlace de hidrogeno Pi-dador
terminal. (B) Superposicion (RMSD 1,2916) de LepFNR (fucsia, .
cdigo PDB: 2RCS) y Anabaena FNR (AnFNR) (verde, codigo PDB: L] Puertesalino  [F Pi-gm
1GIR) (C) Detalle del sitio activo del FAD en LepFNR (rosa, codigo [ Cargaatractiva [ Apilamiento Pi-Pi
PDB: 2RC5). (D) Detalle del sitio activo del FAD en el complejo - Enlace de hidrégeno convencional
Y303S AnFNR:NADP® (azul, cddigo PDB: 2BSA). Se indica la
distancia entre N5 y C4N. FAD, NADPH y el aminodcido C-terminal I:l Alquilo

se muestran coloreados por tipo de elemento con los carbonos
en naranja, verde y gris respectivamente.

A diferencia de lo usual en las FPR bacterianas, el grupo FAD se encuentra en una
conformacion extendida, encontrandose el anillo de isoaloxazina unido fuertemente por
numerosos puentes de hidrégeno e interacciones hidrofdbicas, mientras que el nucleétido de
adenina se encuentra mucho menos constreiiido. Las cadenas principales de Ser97, lle115, Lys117
y Leu95 junto con las cadenas laterales de Ser97 y Tyr96 interaccionan directamente con el anillo
de flavina, constituyendo el nucleo del sitio activo. La cara re del anillo de isoaloxazina se
encuentra protegida por un apilamiento m de la cadena lateral de Tyr314, el aminoacido C-
terminal, que, a priori, impide el acceso de un sustrato externo al centro redox del enzima. Asi,
pese a encontrarse en una bacteria LepFNR presenta tanto las caracteristicas estructurales como
funcionales (elevado numero de recambio) de una FNR plastidica y no de una FPR bacteriana.



2. Planteamiento y objetivo

En este momento no se dispone de informacién estructural que muestre el acoplamiento
de NADP*/H a LepFNR. Disponer de un modelo estructural de este acoplamiento proporcionaria
informacidn estructural sobre las caracteristicas quimicas del centro catalitico de la enzima en el
estado de transicion durante la transferencia de hidruro. Esto permitiria tanto una mejor
comprensidon de su papel en el metabolismo de la bacteria, como facilitar la identificacion y
desarrollo de xenobidticos que tuvieran LepFNR como diana. El disefio de inhibidores adecuados
para imposibilitar o reducir la actividad catalitica de la LepFNR es una perspectiva definitivamente
interesante desde un punto de vista bioquimico, comercial, y social.

Basdndonos en la informacidn disponible, parece coherente suponer una conformacion
enzima-sustrato redox-activa en la cual los anillos de isoaloxazina del grupo prostético FAD y el
anillo de nicotinamida del NADPH se encuentren en un apilamiento i, a través del cual la reaccidn
redox pueda tener lugar por transferencia de hidruro. Esta conformacién podria alcanzarse, tal y
como se ha apreciado en otros sistemas de caracteristicas similares’”, a través de un
acoplamiento en varios pasos, en el que la interacciéon del anillo de adenina modifica la
conformacion de la enzima permitiendo el posterior acceso del anillo de nicotinamida del
coenzima al anillo de isoaloxazina del FAD, que en la estructura cristalina disponible para la

enzima se encuentra inaccesible.

Por ende, el objetivo de este trabajo es proporcionar modelos de acoplamiento entre
LepFNR y su coenzima biolégico, NADPH, que representen la etapa inicial del acoplamiento,
mediante el uso de técnicas de simulacion molecular.



3. Fundamentos tedricos

3.1. Superficies de energia potencial

En la modelizacién computacional es necesario considerar todas las estructuras posibles
para una formula quimica dada. La aproximacidon de Born-Oppenheimer es fundamental a la hora
de llevar a la practica este precepto. La aproximacién de Born-Oppenheimer (BO) es la asuncion
de que el movimiento de los nucleos y el de los electrones pueden ser separados, basandose en
qgue, dadas las enormes diferencias de masa: los electrones pueden responder de manera casi
instantanea a una variacién en las posiciones de los nucleos.

Basandonos en esta aproximacion, en principio es posible caracterizar completamente la
superficie de energia potencial (SEP o PES por sus siglas en inglés), que es una hipersuperficie de
3N-6 dimensiones (3N-5 en moléculas lineales) como consecuencia de la tridimensionalidad del
espacio Cartesiano, siendo N el nimero de atomos. Cada estructura posible estard representada
por un punto en la SEP, y puede ser definida por un vector funcidn de las coordenadas de cada
uno de sus atomos. Para que esta expresion vectorial sea univoca es necesario cambiar el sistema
de coordenadas Cartesianas, de origen arbitrario, lo cual generalmente se hace a través de
coordenadas internas de la geometria de la molécula.

Partiendo de la idea de una SEP es posible buscar matematicamente los minimos locales,
qgue se corresponden quimicamente con estructuras moleculares dptimas (minimas en energia
potencial), asi como los puntos silla de primer orden (puntos que son minimos en todas las
coordenadas y maximos en una), que constituyen las minimas barreras de energia entre minimos
locales. Estos puntos silla pueden asemejarse al concepto quimico de estado de transicion. La
descripcién completa de la SEP ofrece, por tanto, una informacion completa y exhaustiva sobre
todas las posibles estructuras quimicas y rutas de isomerizacién de un conjunto de atomos. Sin
embargo, la visualizacion de la SEP completa para conjuntos poliatdmicos es muy compleja dado
el gran ndmero de dimensiones. Consecuentemente, es habitual realizar representaciones
graficas de la SEP en funcién de una o dos coordenadas (fijando el resto) para obtener curvas o
superficies mas facilmente interpretables. Cabe destacar que la SEP describe un conjunto limitado
de atomos (habitualmente una o varias moléculas discretas), mientras que la experimentacion
tiene lugar con conjuntos extensos de moléculas.

3.2. Mecanica molecular

La obtencién de la SEP para un conjunto de atomos dado puede ser abordada de varias
formas, tipicamente diferenciadas en Mecanica Cuantica (Quantum Mechanics, QM) y Mecanica
Molecular (MM).

Los métodos basados en la Mecanica Molecular tienen su origen en la espectroscopia y la
termoquimica. La espectroscopia vibracional permite estudiar los distintos estados vibracionales
por absorcién infrarroja (entre otros métodos mas sofisticados), lo cual permite obtener una
constante de fuerza del enlace y la distancia de equilibrio entre dos dtomos, a partir de la cual se
puede extrapolar matematicamente una funcidn para la energia potencial correspondiente a ese
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enlace a través de una expansion de Taylor. En tal caso, podria decirse que se ha parametrizado
la energia potencial de un enlace quimico a partir de datos experimentales. Basandose en este
tipo de desarrollos, se han logrado construir conjuntos de funciones de energia potencial
parametrizadas (generalmente a partir de calculos QM o datos experimentales de moléculas
sencillas) que permiten describir la SEP teniendo en cuenta las contribuciones energéticas de los
distintos componentes del sistema (enlaces, deformaciones angulares, torsiones, interacciones no
enlazantes, etc.). Consecuentemente, es necesario asumir que la energia del sistema puede ser
calculada mediante la suma de funciones sencillas parametrizadas. Generalmente se divide a los
términos entre aquellos de energia potencial interna o enlazantes (a través de enlaces) y aquellos
de energia potencial externa o no enlazantes (entre atomos separados por mas de tres enlaces).

Se debe resaltar que, al no tener en cuenta el comportamiento cuantico del sistema, los
métodos de MM son incapaces de describir rigurosamente la ruptura y formacién de enlaces tal y
como los métodos QM pretenden. Sin embargo, al centrarse en el comportamiento fisico cldsico y
obviar la mecanica cuantica, los métodos de MM son matematicamente considerablemente
menos intensivos, y requieren de un nimero de operaciones mucho menor. Comparativamente,
se puede decir que los métodos de MM son significativamente mads rapidos, aunque menos
rigurosos, que los métodos basados en QM.

De forma descriptiva, se puede decir que los métodos MM representan a las moléculas
como un cumulo de particulas centradas en los atomos que la componen, cada una de ellas con
masa, carga y otras propiedades adecuadas al dtomo que representan. Estas particulas estdn
conectadas por muelles, y estan sujetas a fuerzas inter e intramoleculares, estando todas estas
relaciones descritas por funciones parametrizadas. El tipo y nimero de funciones, asi como los
pardmetros usados en ellas, definen lo que cominmente se denomina un campo de fuerza.
Ademas del aparato matematico (funciones mas o menos complejas, con mds o menos términos)
es importante destacar que la parametrizacion suele tener un origen eminentemente
experimental y por tanto debe ser adecuada al tipo de trabajo a realizar, ya que se pretende
extrapolar resultados en sistemas sencillos y facilmente manipulables a sistemas mas complejos
que deban ser modelizados. Este tipo de extrapolaciones se suele realizar bajo la asuncién del
principio de transferibilidad.

3.3. Campos de fuerza

Un campo de fuerzas es un modelo matematico formado por funciones que describen
como varia la energia potencial del sistema al cambiar las posiciones de los nucleos respecto a sus
posiciones de referencia o equilibrio. La energia potencial total se escribe como la suma de un
conjunto de funciones de energia potencial, cada una de las cuales hace referencia a las
interacciones entre un pequefio nimero de dtomos en la forma de modelos simples extraidos de
la fisica clasica. Generalmente incluyen funciones para el potencial de estiramiento de enlace, el
potencial de apertura/cierre angular, el potencial de torsién de angulo diedro, el potencial de
deformacién fuera del plano, y finalmente las distintas interacciones no enlazantes. Dentro estas
interacciones se incluyen la energia potencial de interaccidn electrostatica, las interacciones de
Van der Waals, y los enlaces de hidrégeno.



Calcular las distintas interacciones no enlazantes, que es fundamental en muchos sistemas,
es mucho mas costoso que calcular las interacciones entre atomos enlazados. Mientras que los
términos de estos ultimos aumentan linealmente en nimero (N) conforme aumenta el sistema,
las interacciones no enlazantes aumentan cuadraticamente (N?), al trabajar con pares de dtomos.
Como generalmente su magnitud disminuye drasticamente con la distancia entre los atomos
implicados, es habitual establecer una distancia de corte a partir de la cual no se computan las
posibles interacciones entre dos dtomos cualesquiera.

Generalmente los campos de fuerza deben incluir los llamados términos cruzados que
representan la influencia cruzada de algunos términos con otros. Por ejemplo, parametrizando de
forma simple un enlace como un oscilador arménico resulta imposible tener en cuenta la
elongacion del enlace que resulta de un cambio angular. Habitualmente es preferible incluir un
término cruzado que dependa tanto de la distancia de enlace como del dngulo y que supla esta
deficiencia, que desarrollar términos mds complejos. Los términos cruzados mds importantes son
precisamente de este tipo, y recogen el acoplamiento tensién-deformacion.

La parametrizacion de un campo de fuerza es fundamental para determinar su adecuacion.
Se requieren miles de parametros para poder definir un campo de fuerza, aun simplificando la
forma de los términos notablemente. Para obtener los pardmetros, actualmente se utilizan tanto
datos experimentales obtenidos a través de diversas técnicas (rayos-X, difraccion de neutrones,
espectroscopia infrarroja, resonancia magnética, etc.) como resultados de calculos QM, sin los
cuales es imposible cubrir todo el espacio quimico. Generalmente los campos de fuerza se
parametrizan y optimizan iterativamente, atendiendo a un ndmero reducido de nucleos sobre los
que se definen distintos tipos de 4tomo atendiendo a estados de oxidacién, hibridacion, etc. Esto
implica que, habitualmente, los datos del fichero de entrada para el cdlculo con MM requieran
informacidn sobre la conectividad.

El cero de energia potencial en un campo de fuerza queda definido por los puntos cero de
cada uno de los términos. Para los términos enlazantes, este valor nulo se corresponde
generalmente al valor de equilibrio de la referencia paramétrica, esto es, los valores “naturales”.
Los términos no enlazantes se anulan a distancia infinita. Por tanto, el punto cero no es sino un
sistema hipotético e inalcanzable, en perfecto equilibrio en todos sus términos enlazantes y con
atomos separados infinitamente. Consecuentemente, la energia potencial correspondiente a la
desviacidon de los términos enlazantes del equilibrio puede identificarse como la energia estérica,
y es en todo caso una energia potencial relativa. La adicién de esta energia estérica con la
correspondiente a los términos no enlazantes proporciona la lamada energia de campo de fuerza.
La consecuencia de mayor importancia de este método es la imposibilidad de comparar
rigurosamente valores de energia calculados de esta forma para distintos sistemas, a menos que
el cero de energia sea estrictamente idéntico.

Para evaluar el funcionamiento de un campo de fuerza se recurre a calculos
termodinamicos, habitualmente del calor de formacién. El calculo se puede realizar mediante la
adicion de los valores de calor de formacién hipotéticos para cada atomo libre a la energia de
campo de fuerza.



El software empleado en la realizaciéon de este trabajo, Discovery Studio 4.5 utiliza el

”)[17’18] version

programa CHARMm (del inglés “Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics
39b1, que utiliza un conjunto amplio de campos de fuerza andlogamente denominados CHARMM.
El conjunto de campos de fuerza CHARMM esta orientado a la modelizacion de sistemas

bioquimicos de gran tamafio.

3.4. Acoplamiento molecular

Una aplicacidn directa de los campos de fuerza de particular interés es la prediccidén de la
fuerza y especificidad con la que una molécula de pequefio o mediano tamafio (cominmente
denominada ligando) puede unirse a una macromolécula bioldgica. Acoplamiento molecular,
ensamblaje molecular, o docking es el nombre dado al proceso de evaluacién de las energias de
interaccion entre dichas moléculas en distintas posiciones. Dado el nimero de dtomos implicados
en este tipo de acoplamientos, los métodos basados en MM son la opcidon mas viable.

La forma mas sencilla de abordar la modelizacién de un sistema de este tipo es adoptar
estructuras rigidas para las moléculas. Asi, no es necesario realizar un cdlculo de optimizacién
para las distintas geometrias, y simplemente se evallan las energias de interacciéon no enlazantes
en el campo de fuerzas a partir de una posicién de contacto rigido. Este tipo de aproximaciones
ignoran importantes factores que influyen en la energia de interaccion, como los cambios
conformacionales para la adaptacién del receptor al ligando, la de-solvatacion de la superficie de
contacto, y la entropia.

En el desarrollo de este trabajo se utilizan dos algoritmos para llevar a cabo acoplamientos
moleculares desde el protocolo Dock Ligands del software Discovery Studio 4.5: LibDock™ y
CDOCKER™. LibDock es un algoritmo de ensamblado de alto rendimiento que genera un conjunto
de conformaciones para el ligando utilizando el programa Catalyst. Después, orienta los
acoplamientos de forma rdpida a partir de puntos polares y apolares. CDOCKER genera
conformaciones aleatorias del ligando mediante dindmica molecular en CHARMm. La posicion de
los ligandos ensamblados se optimiza mediante rotaciones rigidas y un recocido simulado
posterior. En ambos casos el receptor macromolecular permanece rigido.

El software utilizado nos permite detectar cavidades de tamafio aceptable para el
acoplamiento de ligandos en la estructura rigida de la macromolécula receptora. Una vez fijada
una cavidad como un volumen virtual esférico, podemos dirigir el protocolo de ensamblaje a esa
region concreta, simplificando el proceso.

3.5. Dinamica molecular

Segln la fisica clasica, el estado de un sistema puede ser completamente descrito
especificando las posiciones y momentos de todas las particulas, es decir, 6N coordenadas (siendo
N es el nimero de particulas del sistema) para un espacio tridimensional. El espacio 6N-
dimensional definido por estas coordenadas es el conocido como espacio fasico del sistema. En
cada instante temporal, el sistema se encuentra en un punto de este espacio fasico. A lo largo del
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tiempo, un sistema dindmico describe una cierta trayectoria a lo largo de este espacio, y cada
punto del espacio fasico determina necesariamente el siguiente punto que ocupara el sistema en
ausencia de fuerzas externas. Obtener expresiones analiticas de la posicién (q) y el momento (p)
en funcidon del tiempo no es posible en la mayoria de sistemas, por lo que se utiliza la
aproximacién de Euler (Fig.7).

B p()
qQ(t+AH=q(D)+ 7At

p(t+AD=p(H+ma(dAt

Fig.7: Aproximacién de Euler aplicada al calculo de posicion y momento de una particula, siendo q la posicién, p el
momento, mla masa, a la aceleracién y tel tiempo.

Asi, dadas unas posiciones y momentos concretos, y un medio para el calculo de las fuerzas
gue actuan sobre cada particula en cada instante, es posible simular puntualmente la trayectoria
en el espacio fasico integrando las ecuaciones de movimiento. A partir de la trayectoria, segln la
hipdtesis ergddica, es posible obtener el promedio de cualquier propiedad termodindamica. Una
posibilidad usada habitualmente es describir quimicamente un sistema, minimizarlo utilizando
métodos basados en mecanica molecular, y después asignar momentos iniciales aleatoriamente
teniendo en cuenta la relacién cldsica entre temperatura y momento.

La aplicacion del método de Euler requiere recalcular a intervalos de tiempo
(frecuentemente llamados pasos de tiempo) definidos. Pasos de tiempo muy cortos hacen que la
aproximacién sea mas precisa, pero aumentan el tiempo de célculo notablemente al ser costoso
recalcular todas las fuerzas. Generalmente, se prefiere trabajar con pasos de tiempo uno o dos
ordenes de magnitud inferiores a la mocidn periddica mas rapida del sistema. En biomoléculas,
esto presenta un problema, ya que la vibracién de un enlace dtomo pesado-hidrégeno tiene un
periodo de aproximadamente 10™ s, lo cual implicaria pasos de tiempo del orden de 0,1 fs. Para
un tiempo de simulacién de 10 ns, esto equivale a realizar 10’ computaciones completas de
fuerzas y energia, y sin embargo muchos fendmenos macromoleculares de gran interés ocurren
en una escala de microsegundos (Fig.8).

' loop motion == -
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M B-hairpin folding
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—— &

P’ & side chain rotation =»
bond vibrations
«—>

10fs 1ps 1ns 1us 1ms
-l 1 ] | ]
- T T T T
G~ _|JOLECULAR DYNAMICS ==

Fig.8: Escala de tiempo aproximada para distintas mociones de proteinas. Extraido de Osuna et al.l?
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En las dindmicas moleculares realizadas en este trabajo, el paso de tiempo fue fijado a 2 fs.
Las simulaciones se realizaron siguiendo el protocolo Standard Dynamics Cascade implementado
en Discovery Studio 4.5, que realiza distintas operaciones de forma sucesiva: primero realiza dos
minimizaciones para optimizar la geometria y refinarla; después simula el calentamiento del
sistema hasta 300 K de forma progresiva durante 4 ps, y posteriormente equilibra el sistema a
dicha temperatura durante 10 ps, ajustando las velocidades iniciales. Finalmente se realiza una
etapa de produccién de la dinamica, donde generalmente introduciremos un proceso dindmico
significativamente mas largo. La ultima etapa es computacionalmente intensiva en comparacion

a las anteriores.

En todos nuestros calculos, para las interacciones no enlazantes el software sélo considera
las interacciones entre 4&tomos a menos de 14,0 A; no computa aquellas a mas de 12,0 A; y trunca
progresivamente el valor de aquellas por encima de 10,0 A mediante una funcién sigmoidea. Esto
evita cambios abruptos.

3.6. Programas utilizados

En la realizacién de las distintas simulaciones que se presentan en este trabajo se ha
empleado el software Discovery Studio 4.5"%) que constituye una interfaz gréfica para una suite
de aplicaciones y utilidades diversas. Algunas de las aplicaciones incluidas son CHARMm, Catalyst,
CDOCKER, ZDOCK y DMol>.
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4. Resultados y discusion
4.1. Andlisis estructural del sitio de unién

La evaluacidn de los resultados de los distintos calculos requiere un estudio previo del sitio
de unidn que permita identificar pardmetros (y otros aspectos cualitativos) razonablemente
representativos de la calidad de la estructura obtenida.

El estudio experimental y computacional del mecanismo de acoplamiento enzima sustrato
en sistemas bioldgicos similares ha llevado a la proposicion de tres etapas bien diferenciadas.
Primero tiene lugar el reconocimiento de la regién 2’P-AMP del NADP®. Una vez reconocido el
ligando, la enzima lo envuelve, sufriendo cambios conformacionales que estrechan la cavidad
receptora en torno al 2’P-AMP y el puente pirofosfato. Finalmente, tendria lugar la etapa de
aproximacion de los anillos de nicotinamida e isoaloxazina para alcanzar una disposicién relativa
que permitiria la transferencia de hidruro. Se han resuelto numerosas estructuras
tridimensionales de complejos FNR:NADP* en las dos primeras etapas, siendo denominados estos

3 pero no se ha conseguido obtener la estructura

complejos C-I y C-ll respectivamente
cristalografica del complejo redox activo, que se ha denominado C-lII*. Sin embargo, si se han
logrado resolver estructuras con “geometria redox-activa” en mutantes en los que los
aminodcidos C-terminales han sido modificados para facilitar el acoplamiento, a las que se ha
denominado C-111.%%

Tomando como referencia la estructura resuelta para el C-lll (Y303S AnFNR:NADP+, cédigo
PDB: 2BSA) es posible estudiar aspectos clave del acoplamiento que pueden resultar de interés
para su extrapolacién a nuestro problema. En AnFNR, el sitio activo queda acotado por Ser59,
Ser80 y Glu301. La modulacidn del FAD recae en Lys75, Tyr79 y Tyrl04, mientras que el trio Ser80,
Cys261 y Glu301 tiene un efecto estabilizador en la forma semiquinona del cofactor. El bucle 261-
269 juega un importante papel en el reconocimiento del NADP*/H y en la colocacién del anillo de
nicotinamida, siendo la rotaciéon de la cadena lateral de Leu263 relevante para acomodar el
puente pirofosfato. Tyr303 y Thr302 se encuentran a distancia de puente de hidrégeno del bucle
261-269 (Arg264 y Glu267 en particular) por lo que se propone un movimiento de estiramiento,
siendo la ruptura y re-formacidn de estas interacciones de gran importancia.[z]

Respecto a las primeras etapas del acoplamiento, las interacciones clave descritas con el
segmento 2’P-AMP corresponden a Tyr235, capaz de interaccionar tanto por apilamiento m-m
como a través de un puente de hidrégeno (2,70 A) con el fosfato en posicidon 2’; Gly265, que
interacciona por puente de hidrégeno (2,74 A) con la adenina; y Leu263, que puede establecer
interacciones m-alquilo con los dos anillos de la adenina. Arg233 y Arg224 interaccionan
electrostaticamente con el fosfato 2’, y Ser223 y GIn237 pueden establecer puentes de hidrégeno
tanto con el hidroxilo libre del nucleétido monofosfato como con el propio fosfato y con la ribosa
respectivamente.

Se ha realizado la identificacidn de los aminoacidos homodlogos en la secuencia de LepFNR,
a través del alineamiento de las secuencias (Fig.9). Tyr235 se corresponde con Tyr247, parte de
una regidn muy conservada. Gly265 se corresponde con Gly277, como parte de un bucle 261-269
relativamente similar pero un aminoacido mas largo en LepFNR (272-281). Parte de esa
discrepancia es la ausencia de un residuo homélogo a Leu263, ya que en la posicién analoga se
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encuentran Gly274 y Pro275 (Fig.10). Arg233 y Arg224 se corresponden con Arg235 y Arg245, y
Ser223 con Ser234. Cabe destacar, también, que Arg264 tiene como homdlogo a Lys276. En
definitiva, la variacién mas significativa entre AnFNR y LepFNR es la que afecta al bucle 261-
269/272-281, que varia en composicion y longitud. GIn237 tiene a Ser249 como homdlogo, lo cual
implica una pérdida de tamafio considerable. El aminodcido Argl00 encuentra como homdlogo
Lys117, siendo este aminodacido importante por su localizacion en el dominio N-terminal y su

posible contribucién a la estabilizacién del puente pirofosfato.!”!
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Fig.9: Alineamiento de secuencias de LepFNR (2RC5) y AnFNR (1QUE). El color indica el grado de similitud entre cada
pareja de aminodcidos alineados: azul marino para homdlogos exactos, azul oscuro para similitud fisicoquimica elevada,
azul claro para bajo grado de similitud fisicoquimica, y blanco para ningun parecido.

Para evaluar la validez y representatividad de las estructuras calculadas, se monitoriza
especialmente la posicién relativa de Tyr247, Gly277, Lysl17, y por supuesto Tyr314, cuya
posicidon respecto al anillo de isoaloxacina debe variar progresivamente para posibilitar cualquier
conformacion redox-activa.

Fig.10: (A) Sitio de unidn del extremo 2’P-AMP en AnFNR (verde, cddigo PDB: 1GJR). (B) Sitio de unidn del extremo 2’P-
AMP en LepFNR (rosa, codigo PDB: 2RC5). Los aminodcidos mas significativos y el fragmento 2’P-AMP estan coloreados
por elemento con los carbonos en gris.
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4.2. Acoplamiento molecular LepFNR:NADPH

Como primera aproximacion, se realiza el acoplamiento enzima sustrato entre el NADPH vy
LepFNR (subunidad A del fichero 2RC5, al que se le han retirado moléculas de agua e iones
cristalograficos y se ha protonado) dirigiendo el ligando al sitio de unién definido para el 2’P-AMP,
a través del algoritmo LibDock. El fichero de salida nos proporciona 135 poses posibles para el
ligando, todas ellas no productivas, flexionadas hacia el exterior sin penetrar hacia el sitio activo
de la enzima. La mayoria de las mismas presentan una orientacion invertida, de forma que el
extremo del mononucledtido de nicotinamida (NMN) se dispone hacia el sitio de unidn
previamente identificado para el extremo 2’'P-AMP, y el extremo 2’'P-AMP se orienta hacia el
centro redox-activo (Fig.11 (A)). En las que presentan una orientacion adecuada, la mayoria
presenta una inversidén horizontal en el extremo 2’P-AMP, quedando el grupo amino orientado
hacia la enzima. Esto dificulta un mayor grado de acercamiento. Sélo tres poses presentan una
orientacién coherente con lo esperado en ese aspecto (Fig.11 (B)), pero sus puntuaciones segun la
funcién de evaluacién propia del algoritmo de acoplamiento (LibDockScore) son buenas.

Se realiza un andlisis estadistico de las interacciones no enlazantes para procesar la
informacidn obtenida. Los aminoacidos con interacciones favorables (Fig.11 (C)) en mas poses son
Lys117 (127), Arg235 (99), Gly274 (90), Pro206 (85) y Pro275 (77). Por otra parte, los aminoacidos
que presentan interacciones desfavorables en mas poses son Tyr314 (35), Asp119 (34), Thrl75
(22), Arg235 (16) y Lys117 (11). Esto revela que los aminoacidos Lys117 y Arg235 son
relativamente polémicos: son facilitadores de un nimero elevado de poses, pero también pueden
dificultar ciertas aproximaciones de encaje rigido. También permite confirmar la relevancia de los
aminodcidos Gly274 y Pro275, parte del bucle 272-281. Pro206 se postula como un estabilizador
de la parte media del ligando a través de puentes de hidrogeno y/o interacciones hidrofébicas.
Sélo 56 conformaciones cuentan con interacciones favorables con Tyr247, la mayoria mediante
puentes de hidrégeno débiles (>4 A); y ninguna con Gly277. Arg4l tiene un notable peso
estadistico debido al plegamiento hacia el exterior del extremo del ligando orientado hacia el
dominio N-terminal, presente en un gran nimero de poses, y que se produce también en la
estructura cristalografica de complejo LepFNR:NADP® cataliticamente no competente (cddigo
PDB: 2RC6) presentada en Nascimiento et. al.™

La combinacion favorable de residuos con mayor nimero de poses encontradas es la de
Lys117, Gly174, Thrl75, Arg235 y Gly274, que responde a un 6,67% de las 135 conformaciones
obtenidas. Esto se corresponde con una tendencia general a ensamblar el ligando muy flexionado,
casi plegado, en la cavidad entre el sitio redox-activo y el sitio de unién predicho para el extremo
2’'P-AMP. Esta tendencia es razonable teniendo en cuenta la falta de flexibilidad del receptor.
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Fig.11: (A) Pose invertida de mayor puntuacion LibDockScore, resultado del acoplamiento NADPH:LepFNR. Noétese la
orientacién del ligando. (B) Pose no invertida de mayor puntuacidon LibDockScore resultado del acoplamiento
NADPH:LepFNR. LepFNR se muestra como superficie de Van der Waals rosada; NADPH y aminoacidos relevantes estan
coloreados por elemento con los carbonos en gris y FAD con los carbonos en naranja. (C) Histograma de poses
obtenidas con interacciones favorables frente a los residuos de LepFNR.

Los resultados pormenorizados del acoplamiento ponen de manifiesto el impedimento que
supone Tyr314 para un acoplamiento productivo, asi como la problematica que supone la falta de
un sitio de unidn riguroso para el extremo NMN, que conduce a la prediccion de un gran nidmero
de interacciones impropias de una conformaciéon potencialmente redox-activa. Las poses
obtenidas, incluso en los casos mas coherentes, estan lejos tanto desde el punto de vista espacial
como conformacional de ser productivas.

4.3. Acoplamiento molecular LepFNR:2’P-AMP

4.3.1. Via LibDock

En pos de obtener resultados mas representativos, se realiza el acoplamiento enzima
sustrato entre el segmento 2’P-AMP de |la molécula de NADPH, y LepFNR (subunidad A del fichero
2RC5, al que se le han retirado moléculas de agua e iones cristalograficos y se ha protonado)
dirigiendo el ligando al sitio de unién definido para el 2’P-AMP, a través del algoritmo LibDock. El
fichero de salida proporciona 889 poses posibles para el ligando. La mayoria de las poses
obtenidas, las de mayor puntuacion LibDockScore inclusive, presentan una orientacion invertida,
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en la que el anillo de adenina se orienta hacia la regidn interdominio y el extremo 5’P de la ribosa
se dispone hacia el sitio de union 2’P-AMP.

Se realiza un andlisis estadistico de las interacciones no enlazantes para procesar la
informacidn obtenida. Los aminoacidos con interacciones favorables en mas poses son Lys117
(778), Thr175 (663), Pro206 (645), Gly274 (627) y Glyl74 (604). Por otra parte, los aminoacidos
gue presentan interacciones desfavorables en mas poses son Tyr314 (169), Thr173 (154), Thrl75
(125), 11e248 (33) y Lys117 (29). Aun habiendo reducido notablemente el tamafio del ligando, la
importancia de la posicién de Lys117 es acentuada. Gly274 y Pro206 son, de nuevo, residuos clave
en la interaccién, y Tyr314 es el impedimento mas importante.

La region 173-176 parece tener efectos opuestos. Thrl175 presenta interacciones favorables
en 663 poses, integramente de tipo puente de hidrogeno; Glyl74 también presenta un gran
numero de poses con interacciones favorables de puente de hidrégeno. Sin embargo, un analisis
mas refinado permite corroborar que dichas poses son mayoritariamente del tipo invertido, y
corresponden a la estabilizacion de 2’P que a su vez mantiene la adenina en la regién
interdominio.

Sélo 188 poses estiman interacciones favorables con Tyr247, y ninguna con Gly277. La
triada Ser234, Arg235 y Arg245 tiene cierta relevancia estadistica, con 123 poses que
interaccionan favorablemente con los tres residuos. Un total de 101 poses interaccionan con
dicha triada y ademas con Tyr247, lo cual es un indicativo razonable de su calidad. Entre dichas
poses, las dos de mejor puntuacién segun la funcién de puntuacion LibDockScore estdn
orientadas de forma coherente, con el grupo amino de la adenina hacia el exterior (Fig.12).

Interacciones:

Van der Waals :l Enlace de hidrogeno Pi-dador

]
I:I Puente salino - Pi-sigma

I:I Carga atractiva I:I Apilamiento Pi-Pi
]

]

Enlace de hidrégeno convencional

Alguilo

2'P-A|Y|P LyS1 ‘ Fig.12: Pose del acoplamiento LepFNR:2’P-AMP con
| b / interaccidn favorable con Tyr247, Ser234, Arg235 y
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g Ser234

se muestra en rosa, los residuos en interaccién y
Lys117 se muestran coloreados por elemento con los

b= 3 carbonos en gris, y 2’P-AMP con los carbonos
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La posicidn del ligando para las poses coherentes es poco compacta. El espacio entre el

bucle 272-281 y la tétrada de Ser234, Arg235, Arg245 y Tyr247 es lo bastante grande como para
tolerar posiciones casi verticales del ligando en las que la interaccién adenina-Tyr247 es de

apilamiento ten T, a 4,86 A en la pose de mayor puntuacién LibDockScore.
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4.3.2. Minimizacion In Situ

El software ofrece la posibilidad de realizar una minimizacidn energética in situ de las poses
obtenidas utilizando CHARMm. Esto permite flexibilizar los ligandos y la esfera de coordinacién
del receptor enzimatico, manteniendo el resto de la enzima rigida. A través de este protocolo, las
889 poses obtenidas tras el acoplamiento via LibDock se minimizaron individualmente. Esto
permite un nuevo estudio estadistico cualitativo sobre las predicciones realizadas por el software
y un mayor grado de representatividad en las poses coherentes previamente determinadas.

El nimero de poses con interacciones favorables con Ser235, Arg235 y Arg245 asciende
hasta 149, de las cuales 114 ademds muestran interacciones favorables con Tyr247. Gly277 sigue
sin mostrar interacciones favorables en ninguna pose. Esto sugiere que el acercamiento del bucle
272-281 al ligando es pobre en las poses obtenidas, y que las interacciones entre ambos se
concentran en la zona opuesta a Tyr247 que comprende los aminodcidos Pro275, Gly274 y
Gly273.

Las dos poses aceptables de mayor puntuacion LibDockScore divergen considerablemente
en la minimizacidn a pesar de partir de posiciones fijas practicamente idénticas. La pose de mayor
puntuaciéon minimizada, que se denomina [A], (Fig.13 (A)) forma un puente de hidrégeno a 1,84 A
con Tyr247 a partir de su fosfato 2’, lo cual estabiliza el AMP en una posicién mas alejada del
bucle 272-281. Sin embargo, la pose de menor puntuacion, que se denomina [B] (Fig.13 (B)), se
aleja de Tyr247 hasta interactuar a través de un apilamiento m a 5,03 A, pero presenta
interacciones tanto con el bucle 272-281 (especialmente con Gly274) como con la region 173-176.
Lys117 juega un papel fundamental en la estabilizacién del 5'P en ambos casos, pero mas

significativamente en el primero.

Fig.13: (A) Pose [A]
minimizada (B) Pose [B]
minimizada. LepFNR se
muestra como  su-
perficie de Van der
Waals semitrans-
parente rosada, los
residuos en interaccion
y 2'P-AMP se muestran
colo- reados por
elemento  con los
carbonos en gris y en
verde respectivamente.

Se calcularon las energias de enlace entre cada ligando y el receptor utilizando un modelo
de Born generalizado (constante dieléctrica €,=80) para tener en cuenta de forma implicita el
solvente acuoso. Para la pose [A] se obtiene una energia de enlace de 9,83 kcal/mol, mientras que
para la pose [B] este valor es de 14,87 kcal/mol. Esta diferencia se compensa a nivel de complejo,
siendo el primero 17,54 kcal/mol mas estable que el segundo. En cualquier caso, la minimizacion y
flexibilizacién del sitio de unién sdlo actia como un paso de refinamiento acotado del
acoplamiento rigido inicial, y consecuentemente sigue sin poder estimar grandes cambios
conformacionales en la enzima.
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4.4. Dinamica molecular del complejo LepFNR:2’P-AMP
4.4.1. Dinamica molecular estandar en vacio

Partiendo de las poses refinadas a través del protocolo de minimizacién, se estudié el
efecto global del acoplamiento del fragmento 2’P-AMP en la conformacién global de la enzima a
través de un cdlculo de dindmica molecular en vacio. En este caso, se utilizaron los pardmetros
por defecto del software y se asigna un tiempo de 10 ps a la etapa de produccion de la dindmica.

Los efectos de la dindmica, pese a su brevedad, son visibles en ambas estructuras. La pose
[A] deriva en la estructura [A’] (Fig.14 (A)) a través de la dindmica, estabilizdndose 101,00
kcal/mol durante el proceso, pero mostrando todavia una tendencia a estabilizarse en el punto
final del proceso. [A’] muestra un apilamiento m de Tyr314 con el anillo de isoaloxazina,
especialmente con el anillo de pirazina a 3,85 A. Curiosamente, se observa cierta inclinacién en la
posiciéon del residuo frente al apilamiento estrictamente paralelo observado en la estructura
rigida, que esta favorecida por una interaccién m-alquilo con el grupo metilo en posicidon 8 de la
isoaloxazina. La desviacién, de aproximadamente 30°, coincide con el flanco del triciclo por el que
se introduce el grupo NMN en las estructuras C-lIl.

La estructura derivada de la pose [B] se denomina [B’] (Fig.14 (B)) y presenta un
comportamiento analogo, pero la distancia de apilamiento 1t entre Tyr314 y el anillo de pirazina
central es de 3,49 A y muestra un grado casi inapreciable de apertura lateral. La estabilizacién en
este caso es de 104,92 kcal/mol, aunque una vez mas la dinamica no logra estabilizar la energia, y
por tanto alcanzarla conformacién de equilibrio.

En el entorno del fragmento 2’P-AMP, [A’] y [B’] difieren sensiblemente, aunque podemos
afirmar en ambos casos que no se aprecia una reduccion significativa del espacio libre en torno a
la adenina. En [A’] se puede apreciar la pérdida del puente de hidrégeno entre Tyr247 y el grupo
2’P a favor de interacciones de apilamiento m con los dos anillos de la adenina, a 4,70 y 4,95 A,
respectivamente. Pro275 se dispone a 2,36 A de 5'P. El papel de Lys117, Ser234, Arg235, Arg245 e
Ile248 permanece aproximadamente inalterado respecto a [A]. Por otra parte, [B’] muestra una
interaccién de apilamiento 1 en T con una distancia de 4,94 A entre la adenina y Tyr247, y
presenta una interaccién m-azufre entre Met278y el anillo de imidazol de la adenina a 5,33 A. Esta
ultima interaccién, sumada al puente de hidrégeno ya visto en [B] con Gly274, constituye una
evidencia de interacciones mas completas entre el bucle 272-281 y el fragmento 2’'P-AMP.
Analogamente, la interaccidn con el resto de aminodcidos estudiados permanece inalterada.

Las observaciones realizadas resultan parcialmente confusas. [B’] presenta una posicion del
fragmento 2’'P-AMP mads préxima al bucle 272-281 que [A’], lo cual le permite establecer
interacciones con los residuos presentes, pero es esta ultima estructura la que permite atisbar un
efecto significativo en la posicidén de Tyr314, que permanece practicamente inalterado en [B’]. En
cualquier caso, se precisa un proceso dindmico mas complejo que permita incluir efectos del
medio bioldgico y lograr una mayor estabilizacién de las estructuras.

4.4.2. Dinamica molecular estandar con solvente implicito

Se realiz6 una dinamica estandar para las estructuras de partida [A] y [B] teniendo en
cuenta el disolvente de forma implicita mediante el método de Born Generalizado con volumen
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molecular (GBMV) disponible en el software. Se utilizaron los parametros por defecto del
software (constante dieléctrica €,=80 para el solvente) y se asigna un tiempo de 10 ps a la etapa
de produccién de la dinamica. Las estructuras obtenidas a partir de [A] y [B] se denominan [A”’]
(Fig.14 (C)) y [B”’] (Fig.14 (D)) respectivamente.

La estabilizacion producida durante la dinamica es de 29,32 kcal/mol para [A”] y de 60,51
kcal/mol para [B”], en ambos casos sin estabilizarse totalmente. Tanto [A”’] como [B”’] muestran
apilamiento 1 entre Tyr314 y el anillo de isoaloxazina a 4,03 Ay 4,41 A respectivamente. En [B”]
se observa un deslizamiento del anillo de isoaloxazina respecto a la posicion de Tyr314, que es
practicamente idéntica en ambas conformaciones, y que parece ser la causa de la mayor distancia
de la interaccion. En ambos casos los ciclos se sitlan en planos practicamente paralelos.

El fragmento 2’'P-AMP en [A”’] presenta interacciones tanto con Gly274 (puente carbono-
hidrégeno, ya visto en [A]) como con Pro275 (interaccidon m-alquilo con el anillo de imidazol).
Tyr247 interacciona por apilamiento 1t a 4,64 A y no forma puente de hidrégeno. En [B”] Tyr247 si
presenta interacciones tanto de apilamiento 1 con la adenina (4,06 A) como de puente de
hidrégeno con 2’P, situandose el ligando en una posicion muy distinta a la observada en [B’]. Sin
embargo, las interacciones entre el ligando y el bucle 272-281 quedan reducidas a un débil puente
de carbono hidrégeno entre Gly274 y la estructura carbonada de la pentosa.

Fig.14: (A) Estructura
final de la dindmica de la
pose [A], denominada
[A’].  (B) Estructura final
de la dindmica de la pose
[B] denominada [B’].
(C) Estructura final de la
dindmica de la pose [A]
denominada [A]
(D) Estructura final de la

dindmica de la pose [B]
denominada [B”].
LepFNR se muestra en
rosa; 2’'P-AMP, FAD vy
Tyr314 se muestran
coloreados por elemento
con los carbonos en
verde, naranja y gris
respectivamente.

En ambos casos, el volumen de la cavidad definida entre el bucle 272-281 y la triada
Arg235-Arg245-Tyr247 se reduce notablemente en comparacion a [A’] y [B’]. La computacién

20



implicita del medio acuoso conduce a encajes mas coherentes para la regidon 2’P-AMP pero no
permite ver desplazamiento alguno en Tyr314.

4.4.3. Dinamica molecular estandar con solvente explicito

La alternativa al modelo implicito es someter la estructura del complejo a un protocolo de
solvatacion y realizar la dinamica posteriormente, incluyendo en el cdlculo de manera explicita y
singular las moléculas de solvente.

Se utilizé como estructura de partida la pose coherente de mayor puntuacién LibDockScore
obtenida via LibDock, que se minimiza individualmente para producir una estructura [C] a través
del protocolo por defecto de minimizacién del software. [C] se solvata rodeando la enzima de un
octaedro truncado de moléculas de agua y contraiones. Se utilizan condiciones de frontera
periddicas (PBC, del inglés “Periodic Boundary Conditions”), estando las moléculas de agua a
distancias iniciales >10 A de la frontera. Se realiz6 la dindmica estandar. Se pretende lograr una
estabilizacion maxima para el sistema, por lo que el tiempo de la etapa de produccién de la
dindmica se aumenta a 1000 ps. Se denomina a la estructura final resultante de la dinamica
completa [C¥*].

La dinamica produce una estabilizacién neta de 487,00 kcal/mol de energia potencial, de
principio a fin. La representacion de los promedios de valores de energia para varias
conformaciones consecutivas frente al tiempo de simulacion permite ver como esta disminucion
se produce de manera aproximadamente logaritmica (Anexo 1, Fig.16). Consecuentemente,
aunque la tendencia no esta totalmente estabilizada tras la dinamica ya que presenta una gran
dispersion, se puede apreciar cdmo la variacién respecto al tiempo ha disminuido notablemente.
A lo largo de la dindmica se encuentran minimos puntuales con energias potenciales muy
inferiores a [C*], con diferencias del orden de 100 kcal/mol a través de varios pasos. Las
conformaciones producidas durante los ultimos 200 ps de la dinamica apenas presentan
tendencia a la estabilizacion neta (Anexo 1, Fig.17), por lo que se estudian distintas
conformaciones producidas en la dinamica atendiendo a su interés estructural.

Se encuentran numerosas conformaciones que muestran cierto grado de desplazamiento
en Tyr314 a lo largo de la dinamica. Dos de ellas, denominadas [C1] y [C2] (Fig.15 (A) y Fig.15 (C))
son particularmente bajas en energia potencial (del orden de 280 kcal/mol mas estables que
[C*]), se producen durante el periodo final de la dindmica, y ademas se diferencian en tan solo 10
kcal/mol de energia potencial. Ambas muestran interacciones entre Tyr314 y el anillo de
isoaloxazina, pero las distancias son elevadas y la posicién relativa de los anillos favorece una
hipotética entrada del anillo de nicotinamida. En [C1] la interaccién se produce a mas de 4 A
(Fig.15 (B)) y el anillo se encuentra desplazado geométricamente hacia el interior. En [C2] la
interaccién se produce a 4,21 A de distancia (Fig.15 (D)), y el anillo se encuentra tanto
parcialmente desplazado como desviado del plano paralelo aproximadamente 20°. Este tipo de
conformaciones no se dan hasta transcurrida la mayor parte de la dinamica (Anexo 1, Fig.18).

Para evaluar el efecto de las moléculas de agua explicitas en el desplazamiento de Tyr314,
se realizé una dinamica en condiciones idénticas y en la ausencia de 2’P-AMP. Se corrobora que el
desplazamiento es sensiblemente menor, y que las distancias de interaccién sélo superan los 4 A
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en casos estrictamente puntuales en los que generalmente se aprecia una inclinacion del anillo de

tirosina hacia el interior, contraria a lo observado en [C2].

& ]
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Fig.15: (A) Posicion del fragmento 2’P-AMP en la estructura [C1]. (B) Posicién relativa de Tyr314 respecto al anillo de
isoaloxazina de FAD en [C1] (C) Posicién del fragmento 2’P-AMP en la estructura [C2]. (D) Posicidn relativa de Tyr314
respecto al anillo deisoaloxazina de FAD en [C2]. LepFNR se muestra en rosa, los aminoacidos relevantes, 2’P-AMP y
FAD se muestran coloreados por elemento con los carbonos en gris, verde y naranja respectivamente. Notese que las
estructuras no muestran las moléculas de agua presentes.

La presencia de moléculas de agua afecta al entorno del fragmento 2’P-AMP, en especial
mediante interacciones con el hidroxilo libre de la pentosa y con los grupos fosfato, relativamente
expuestos y accesibles al solvente. Esto dificulta el analisis de las interacciones entre la enzima y
el ligando.

22



5. Conclusiones

Se ha estudiado la interaccidn entre LepFNR y la molécula de NADP*/H, prestando especial
atencién al sitio de unién del extremo 2’-AMP del coenzima. Las simulaciones presentadas
constatan la importancia del 2’P en el mecanismo de reconocimiento de la enzima, a través de
interacciones con un grupo bien definido de aminodcidos. Las interacciones y la posicién del 2'P,
pese a aportar relativamente escasa informacion posicional, constituyen una referencia constante
y robusta en acoplamientos moleculares y dindmicas del complejo LepFNR:2’P-AMP. La
interaccion con Tyr247, aparentemente intuitiva, ha probado ser relativamente mas dificil de
encontrar, en parte por el abanico de interacciones que ofrece pero especialmente por el exceso
de espacio en la cavidad receptora. Esto hace de esperar un mayor estrechamiento de la cavidad
para obtener un C-Il adecuado.

La variacién de longitud y composicién del bucle 272-281 con respecto a los bucles
correspondientes en otros miembros de la familia le confieren caracteristicas aparentemente
genuinas. Primero, segun los resultados obtenidos, sus interacciones se dividen en dos zonas
separadas: el extremo exterior del bucle, que interacciona a través de Gly274 y Pro275; y el
extremo interior, desde el que sdélo se han podido identificar interacciones con Met278.
Estructuralmente, estas son las dos regiones del bucle que habitualmente se encuentran mas
proximas a la cavidad inferior, estando el arco central del bucle doblado hacia el lado contrario. La
segunda observacidn de relevancia es la falta de participacion de Gly277, que tedricamente debia
jugar un papel importante por analogia a Gly265 en AnFNR. El grado en el que estos factores
estdn relacionados puede ser un aspecto fundamental de la singularidad de LepFNR de cara al
acoplamiento con el 2’P-AMP. La mera longitud afiadida podria ser relevante, asi como la
inadvertida presencia de Lys280 en lugar de Glu268, que podria interaccionar con Gly277 vy
modificar su disponibilidad. Gly277 es un aminodcido vital en cualquier caso dada su presumible
interaccion de puente de hidrégeno con Thr313.

Por otra parte, pese al corto tiempo de las simulaciones de dinamica molecular, estas
permiten atisbar un desplazamiento en la posicion de Tyr314, derivado exclusivamente del
ensamblaje del segmento 2’P-AMP. Los resultados obtenidos apuntan a una posicién en la que
Tyr314 se encuentra inclinada respecto al plano paralelo al anillo de isoaloxazina, produciéndose
una apertura angular orientada hacia el anillo pirimidinico de la flavina; y simultdneamente se
encuentra desplazada respecto al triciclo hacia el interior del espacio interdominio. Esto
contribuye a avalar la hipdtesis de que la interaccion enzima-2’P-AMP induce cambios
conformacionales que permitiran el posterior acceso del extremo NMN al sitio activo de la
enzima, produciéndose por tanto el acoplamiento del coenzima de forma bipartida.

Es de esperar que mayores tiempos de simulacién en las dinamicas moleculares produzcan
una mayor apertura del sitio de unién de la mitad NMN del coenzima. No obstante, partiendo de
la conformacion obtenida en las dindmicas aqui empleadas deberia reemplazarse la molécula de
2’P-AMP por NADPH, y partiendo de esta estructura realizar una dindmica dirigida que aproximara
el anillo de nicotinamida a la cara re de la isoaloxazina. Esto permitiria evaluar la nueva
conformacién adquirida por Tyr314, asi como la orientacién relativa de los anillos de
nicotinamida, flavina y Tyr314 en una conformacion cataliticamente competente.
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Fig.17: Valores puntuales de energia potencial
(kcal/mol) del sistema a lo largo de los ultimos 300
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Fig.18: Media mdvil de cinco periodos de la
distancia (A) entre N10 de la isoaloxazina y C1 de
Tyr314 a lo largo de los ultimos 300 ps de la
produccién de la dinamica.

M : Media mévil de cinco periodos de la distancia
entre N10 de la isoaloxazina y C1 de Tyr314 (A)
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