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1. RESUMEN

La glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia coli es una enzima alostérica involucrada
en el catabolismo de amino-aziicares. La unidad biologica es un hexamero, cada uno de cuyos
protomeros puede subdividirse en un médulo interno (encargado de la cohesion del oligbmero) y un
modulo externo (que contiene la tapa del sitio activo). Las estructuras cristalograficas de la enzima con
y sin ligantes (estructuras R y T, respectivamente) muestran que la transicion alostérica corresponde a
una rotacion de cada modulo externo alrededor de su respectivo médulo interno. Los resultados de
cristalografia sugieren que, gracias a su flexibilidad, la enzima libre de ligantes presenta una oscilacion
estructural en direccion de la transicion alostérica.

El objetivo de este trabajo es observar en simulaciones de Dindamica Molecular el estado
cinético de la enzima libre de ligantes en el cristal y en solucion, asi como estimar la frecuencia de sus
oscilaciones. Para ello se generaron cuatro simulaciones (dos dentro y dos fuera de la matriz cristalina)
mediante el programa CHARMM empleando el potencial CHARMM?27. El ensamble impuesto fue el
isotérmico-isobarico, manteniendo una temperatura de 300 K con el algoritmo de Hoover, y una
presion de 1 atm mediante un pistén de Langevin. El tamafio de paso fue de 2 fs gracias a que se
implementé el algoritmo SHAKE. Se impusieron condiciones de frontera periodicas, generando el
hexdmero mediante operaciones de simetria. Las interacciones de largo alcance se simplificaron
siguiendo un esquema de truncamiento.

El estado de la proteina con respecto a las estructuras T y R se cuantificd proyectando su
conformacion sobre el conjunto de vectores que conecta ambas estructuras de referencia. En ambas
simulaciones del cristal (de 14 ns y 6 ns) este andlisis revela que la conformacion activa (R) se ve
desfavorecida en el grupo espacial P6;22 debido a choques estéricos interhexaméricos. En las
simulaciones de la molécula fuera del cristal (de 28 ns y 10 ns) si se observa la oscilacion
conformacional esperada, y este es su movimiento mas representativo. El analisis de Fourier de este
movimiento global revela que se trata de una superposicion de oscilaciones con frecuencias del orden
de cientos de MHz, mientras que algunos de los movimientos de la tapa del sitio activo son del orden
de GHz. Esto sugiere que estos ultimos son distintos a los globales, a pesar de que se encontrd que
existe una transferencia de los efectos del estado de apertura de la tapa al resto de la proteina, mediada
por Argl56.

En estas dos simulaciones se observa también que el sitio activo requiere de la presencia de
algtin ligante para permanecer en su conformacion activa una vez formado. Sin embargo, no se observa

la formacion de la cavidad del sitio alostérico en ausencia de ligantes que neutralicen las cargas

1



E

3 b

E

£

J

-

positivas de sus paredes. Ademas, una vez que la tapa del sitio activo se ha abierto, Tyr254 puede
estabilizarla en este estado por medio de interacciones electrostaticas a través de una molécula de agua.
En conclusion, este trabajo hace una descripcion tedrica de algunos aspectos del mecanismo

alostérico de la glucosamina-6-fosfato desaminasa.
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2. INTRODUCCION

2.1. Contexto de la glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia coli

La forma biolégicamente funcional de la proteina glucosamina-6-fosfato desaminasa (GlcN6P
desaminasa) de E. coli (cepa K-12) es oligomérica, y en particular es un homohexamero [1]. Cada una
de sus seis subunidades (llamadas protomeros, pues estan asociadas y son idénticas) es un mondmero
NagB de 266 residuos de aminoacidos (29774Da) codificado por el gen nagB [2]. Actualmente se

conoce su estructura tridimensional en diferentes complejos [3] [4] y libre de ligantes [5] [4] (figura 1).

Figura 1. Traza del hexdmero de GlcN6P desaminasa libre de ligantes, vista a lo largo de su eje de simetria de orden 3
(izquierda) y a lo largo de su ¢je de simetria de orden 2 (derecha). El trimero superior se muestra en color gris y, el
inferior, en color negro. La estructura cristalografica es la reportada en la referencia [4] (imagen generada en
VMD [6]).

Esta enzima participa en la via de degradacion de la glucosamina (figura 2).

MNeaselil-Dglucsesamina-f-fostato

Gdustato v W Fractipsa-Bdostata

{
Hyy acetnte B0 Hit,

Figura 2. Via de degradacion de la glucosamina. La flecha que conecta la N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato con la enzima
glucosamina-6-fosfato desaminasa indica que la primera es un activador de la segunda (ver més adelante).
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Particularmente, cataliza la reaccion de desaminacion de la D-glucosamina-6-fosfato, que es el

paso regulador de la via metabdlica (figura 3).

Dicha regulacién es posible gracias a los mecanismos de modulacién de actividad con que
cuenta esta proteina (que se describiran mas adelante). Asi, la GlcN6P desaminasa juega un papel

central en el catabolismo de amino-azicares al ser la inica enzima alostérica de la ruta metabolica [4].
2.2. Enzimas alostéricas

Las enzimas de este tipo poseen propiedades de regulacion intrinsecas dependientes de la unién
de una molécula pequefia (ligante) en un sitio de unién de la macromolécula. Esta ligacion tiene como
efecto aumentar o disminuir la afinidad por otras moléculas en otros sitios.

La relevancia fisiolégica de esto se hace evidente cuando la afinidad que es modulada es la de
los sitios activos (sitios donde se une el sustrato de la reaccion que es catalizada) por el sustrato, de
manera que la proteina es llevada a una conformacion ya sea mas o menos activa, es decir, que puede o
no ser capaz de unir la molécula de sustrato y, por lo tanto, llevar a cabo su funcién biolégica. Asi, este
mecanismo (llamado alosterismo) regula la actividad enzimatica en algunas vias metabélicas de los
organismos, con un tiempo de respuesta corto.

Las moléculas pequefias que desencadenan este proceso en las enzimas alostéricas son llamadas
moléculas efectoras (o simplemente efectores), y llevan a cabo este papel uniéndose ya sea a un sitio
activo o a un sitio alostérico. Este ultimo se encuentra sélo en las enzimas alostéricas, y consiste en un
sitio de unién que no participa en la catilisis, sino que tiene como funcién desencadenar el mecanismo
alostérico arriba descrito. Este tipo de enzimas usualmente son oligdmeros, y sus sitios alostéricos se

encuentran en las cavidades que hay entre los protomeros que las forman.
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Los efectores fisiologicos que pueden unirse en los sitios activos son las moléculas de sustrato,
mientras que los sitios alostéricos pueden ser afines a otras moléculas que estén involucradas en las
reacciones de la via metabolica de la enzima (o incluso moléculas ajenas a la via) y, dependiendo de su
efecto sobre la actividad de la enzima, pueden catalogarse como activadores o inactivadores.

En el contexto de las enzimas alostéricas, se le llama efecto heterotrépico al que un efector
ejerce sobre la afinidad a ofros ligantes en otros sitios de union. Si, por el contrario, se modula en otros
sitios de uni6n la afinidad por ligantes que son iguales al efector, se le llama efecto homotrépico. En
este caso, existe cooperatividad positiva si la afinidad aumenta, o cooperatividad negativa si la afinidad
disminuye. |

AUn queda por exponer el mecanismo base del alosterismo, es decir, el proceso de
comunicacion entre los sitios activos y alostéricos de una macromolécula. Existen dos modelos
distintos que intentan explicar este problema, y que recurren a la flexibilidad de las proteinas. Uno de
ellos, el modelo secuencial o modelo KNF [7], no es consistente con los datos de cooperatividad y
activacion de la GIcN6P desaminasa [8] ya que implica que, contrario a las observaciones
experimentales, la unién de un ligante a un sitio de union siempre alterara la afinidad en un sitio de
unién vecino a través de cambios conformacionales inducidos por el efector. El otro esquema

propuesto es el modelo concertado, y se describe a continuacion.
2.2.1. Modelo alostérico concertado

Este modelo, también llamado modelo MWC, modelo simétrico o modelo de dos estados fue
propuesto en 1965 por Monod y colaboradores [9]. A partir del hecho de que las transiciones
alostéricas corresponden a grandes desplazamientos de subunidades poco alteradas (principalmente
cambios en la estructura cuaternaria), propone que la afinidad en los sitios de unién en realidad
depende de la conformacién cuaternaria que presente la proteina (con mayor o menor afinidad por los
ligantes, con todas las subunidades en la misma conformacion), y que la afinidad ademas no es
modulada directamente por el ligante alostérico, sino que el efecto de este consiste en desplazar el
equilibrio entre las distintas conformaciones de la proteina, las cuales coexisten en solucion (figura 4).
Bajo este contexto, a la conformacion con mayor afinidad por los ligantes se le llama conformacion
activa o conformaciéon R ("relajada”, sin constricciones) y, a la de menor afinidad por los ligantes,

conformacion T ("tensa", asumiendo que esta de alguna forma constrefiida).



-

Figura 4. Modelo alostérico concertado, representado para una proteina de tres subunidades. Los cuadros grises representan
protémeros, mientras que los cuadros negros corresponden a ligantes activadores. Se representan arbitrariamente
los tamafios relativos de las flechas verticales que indican la interconversion entre los conférmeros T (menos afin)
y R (més afin), y con ellas s6lo se pretende ilustrar el desplazamiento gradual del equilibrio hacia R con la adicion
de activadores.

2.3. Estructura protomérica de la GIcN6P desaminasa

De acuerdo con las divisiones asignadas a la estructura de la enzima que han sido propuestas
anteriormente [3] [5] [4], cada protdmero de esta enzima puede subdividirse en un médulo interno y un
modulo externo, los cuales se detallan a continuacion (figura 5).

El médulo interno abarca los residuos 137 a 143, 207 a 233 y 244 a 253, y es responsable de la
cohesién del hexamero al participar en la mayoria de los contactos interprotoméricos por lo que, como
se verd mas adelante, tiene poca movilidad. El médulo externo es el complemento del anterior, pues
abarca los residuos 1 a 136 (conteniendo el extremo amino terminal), 144 a 206, 234 a 243 y 254 a 266
(conteniendo el extremo carboxilo terminal). En cada protémero ambas secciones participan en la
formacion del sitio activo.

De acuerdo a las estructuras cristalograficas de la proteina en sus conformaciones T y R, el
cambio conformacional alostérico ocurre principalmente en el médulo externo, presentando una
rotacién de 11° alrededor del médulo interno [5] (figura 6). El médulo externo, ademds, contiene una
tapa de gran flexibilidad (residuos 161 a 184) que cubre el sitio activo, asi como dos asas (residuos 75
a 83 y 109 a 112) cuyo movimiento estd correlacionado con el de dicha cubierta. Por dltimo, cada
médulo externo define en parte dos de los sitios alostéricos del hexdmero, pues estas cavidades se

encuentran en la regién interprotomérica de esta seccion.



E_d

e

L.

Figura 5. Traza de una subunidad del trimero inferior del hexamero de GICN6P desaminasa libre de ligantes (cfr. figura 1),
vista a lo largo del eje de simetria de orden 3 del hexdmero (izquierda) y a lo largo del eje de orden 2 del
hexamero (derecha). El cédigo de colores es: azul para el médulo interno, amarillo para el modulo externo,
magenta para la tapa del sitio activo, y naranja para las dos asas que estan relacionadas con la tapa. El sitio activo
est4 el espacio entre la tapa y el resto del portémero, y se aprecia mejor en el panel derecho. Imagen generada en
VMD {6].

Figura 6. Superposicion de las trazas de las conformaciones de la enzima a lo largo de la transicién de su conformaciéon
menos afin (blanco) a su conformacién activa (negro), vistas a lo largo de su eje de orden 3 (izquierda) y de orden
2 (derecha). En las conformaciones intermedias la distancia recorrida por cada C* es proporcional a la longitud de
onda de su color. Imagen generada en VMD [6].

Asi, el médulo externo es el responsable del cambio alostérico heterotrépico de la enzima al
unir en el sitio alostérico el activador N-acetil-glucosamina-6-fosfato (GIcNAc6P), cuya constante de
afinidad es K,=[180+50]uM [10]. En cambio, en el efecto homotropico participan ambas secciones al
unir glucosamina-6-fosfato (GIcN6P; K=[5.5+0.2]JmM en T, K.=[0.75+£0.05]mM en R [10]) o
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fructosa-6-fosfato (Fru6P; K,=[0.9+0.1JmM en R [10]) en el sitio activo. Este activador y estos dos

sustratos son los ligantes biologicos conocidos para la enzima.



3. ANTECEDENTES

Existe un analisis previo en términos de flexibilidad y vibraciones atémicas del cambio
alostérico de la GlcN6P desaminasa, que utiliza técnicas cristalograficas [4]. En él se describe la
relacion entre la transicién alostérica, los cambios en la flexibilidad molecular y la funci6n biologica de

la proteina. A continuaci6n se resumen algunos de sus resultados més relevantes para este trabajo.

3.1. Flexibilidad de la tapa del sitio activo

La movilidad de la tapa del sitio activo de la GlcN6P desaminasa depende de la conformacion
que presente la enzima. En la forma R con ambos sitios de unién (activo y alostérico) ocupados la tapa
est4 estabilizada en su conformacion cerrada tanto por la molécula de sustrato como por la cadena
lateral del residuo Glul48, pues este forma puentes de hidrégeno con los residuos Thr166 y Thr163 de
la tapa, y con His143 del sitio activo. En cambio, en la forma T no existe un ligante en el sitio activo, y
Glu148 apunta al sitio alostérico [5] equilibrando las cargas de esa cavidad, por lo que no contribuye a
la estabilizacion de la tapa, y esta presenta una gran flexibilidad.

En la forma R producto de la activacion heterotropica, es decir, con sélo el sitio alostérico
ocupado, se observan propiedades dindmicas intermedias de la tapa ya que no tiene contactos con

ningin ligante en el sitio activo, lo cual resulta en tres conformaciones alternativas de la tapa, s6lo una

de las cuales es estabilizada por Glu148 (figura 7).

Figura 7. Las tres conformaciones alternativas (cerrada, entreabierta y abierta) de la tapa del sitio activo en la forma R de la
enzima, con s6lo el sitio alostérico ocupado. El codigo de colores es el de la figura 5. Adaptacion de [4].

3.2. Forma T con el sitio activo ocupado no observada

El modelo MWC predice que, en solucién y en ausencia de ligantes, sdlo una pequefia
poblacion de la enzima afin al sustrato coexiste en equilibrio con los conférmeros menos afines de

GIcN6P desaminasa. Asi que, en presencia de moléculas que se unan al sitio activo (GIcN6P o Fru6P),



la forma T libre de ligantes cambiaria a una forma T con el sitio activo ocupado la cual, a su vez, se
transformarfa en una forma R con el sitio activo ocupado a través de la transicién alostérica
homotropica.

Sin embargo, los diversos intentos por obtener un cristal de la forma T con el sitio activo
ocupado se han reportado infructuosos [4]. Aunque esto podria deberse a que se trate en realidad de un
intermediario inestable que no pueda ser detectado por cristalografia de rayos X, existe también la
posibilidad de que en la transicién homotrépica el sustrato se una solo a la forma R libre de ligantes, y
no a la forma T con la que coexiste. Esto Giltimo es consistente con las observaciones de la transicion
heterotrdpica, en la cual el activador alostérico se une exclusivamente al estado R [3], y también con

las observaciones de la flexibilidad atdmica, como se presenta a continuacion.

3.3. Flexibilidad de la forma T libre de ligantes

Una manera indirecta de observar la flexibilidad de las moléculas de un cristal es a través de los
factores B, los cuales estan directamente relacionados con la vibracion térmica de los atomos.
Generalmente pueden calcularse los factores B isotropicos, los cuales dan informacion sélo de la
magnitud del movimiento, pero en algunos casos pueden calcularse los factores B anisotropicos, los
cuales ademas describen las direcciones preferenciales de las vibraciones.

Este andlisis se aplicé a un cristal de GIcN6P desaminasa en su estado T [4], cuya estructura
corresponde a la de codigo 1FSF almacenada en el banco de datos de proteinas [11] (PDB, por sus
siglas mds comunes). Se encontraron factores B anisotrdpicos con valores bajos (poca movilidad) en el
modulo interno, y con valores altos (mayor movilidad) en el médulo externo, consistentes con un
movimiento de rotacién paralelo al eje de orden 3 del hexamero, a pesar de estar la proteina en una
malla cristalina (figura 8). De manera interesante, €l centro de esta rotacion coincide con el que se
conoce para la transicion alostérica [5]. Este movimiento, observado para un protémero en el cristal, se
propaga a todo el hexamero a través de los residuos Tyr254 y Thr152 del sitio alostérico, que estin

involucrados en interacciones interprotoméricas especificas.
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Figura 8. Representacion en elipsoides de los factores B anisotropicos de los dtomos C* de un protomero de la GIcN6P
desaminasa en su conformacion T libre de ligantes (cfr. figura 6). La longitud de cada eje de los elipsoides indica
el grado de movilidad en esa direccién para el 4tomo correspondiente. El movimiento descrito en este analisis se
asemeja a la rotacion del cambio alostérico en la direccién del desplazamiento colectivo de los C* (representada
por la flecha azul), el centro de la rotacién (indicado por la elipse azul) y el grado de movilidad de las distintas
zonas (indicado por el tamafio de los elipsoides y por la longitud de onda de su color: de azul a rojo). Adaptacion
de [4].

Estos resultados también estan apoyados por las conformaciones alternativas encontradas en el
mismo cristal (1FSF) para la tapa del sitio activo y el extremo carboxilo terminal (figura 9). En estas
zonas los conférmeros vecinos estan muy cercanos entre si (menos de 1 A) y, sin embargo, presentan
factores B isotropicos relativamente altos (con valores mayores a 55 A?), lo cual sugiere que en
realidad no-se trata de un conjunto de conférmeros estaticos, sino de un movimiento continuo de gran

amplitud en esas zonas, tal como sugiere el anlisis de factores B anisotropicos.

Figura 9. Traza de un protémero de la GIcN6P desaminasa en su conformacion T libre de ligantes (cfr. figura 5), en la que
se muestran las conformaciones alternativas encontradas (siete para la tapa del sitio activo y tres para el extremo
carboxilo terminal). El codigo de colores es el de la figura 5. Adaptacion de [4].

11
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Asi, estas evidencias sugieren que el estado T de la GIcN6P desaminasa de E. coli presenta la
transicion alostérica aun sin ligantes unidos a sus sitios activos o alostéricos, y su estructura se alterna
entre los conférmeros T y R. Dado que los valores de los factores B isotropicos encontrados en los
cristales de los conférmeros R (con al menos un ligante unido) son menores que los de los conférmeros
T, el estado activo parece ser menos flexible que el que esta libre de ligantes, de forma que el papel de

los efectores es fijar a la proteina en su conformacion activa disminuyendo su entropia.

3.4. Modelo alostérico de Ia GIcN6P desaminasa de E. coli

Estos resultados ponen en evidencia algunas caracteristicas de la enzima que restringen su
comportamiento alostérico a un caso particular del modelo alostérico MWC [9], como se expone a
continuacion.

« El modelo alostérico concertado predice la existencia de una forma T de la proteina unida a algun
ligante alostérico, la cual participa en una posible ruta de activacion haciendo de intermediaria entre
la forma T libre de ligantes y la forma R con un sitio ocupado (figura 4). Sin embargo, las
dificultades para obtener un cristal de la forma T con el sitio activo ocupado sugieren que la GIcN6P
desaminasa solo une ligantes en su estado R, de manera que s6lo puede seguir una de las rutas de
activacion propuestas: de la forma T libre de ligantes a la forma R libre de ligantes, y de esta a la
forma R con un ligante unido.

+  Segun el modelo alostérico concertado, una enzima alostérica que ya ha unido uno o mas ligantes
puede interconvertirse entre sus conformaciones Ty R (figura 4). Como se menciond, en la GlcN6P
desaminasa no se ha conseguido observar la forma T unida a ligantes, de forma que de la figura 4
s6lo queda T sin ligantes y la ruta inferior.

« El conférmero menos afin se considera tenso (T) y el conférmero activo se considera relajado (R) en
el modelo simétrico, mientras que en el caso de esta proteina existe no s6lo una conformacion sino
un estado T, pues se trata en realidad de un estado cinético de gran flexibilidad que oscila entre una
gama continua de conformaciones, una de las cuales corresponde a la fugaz conformacion R libre de
ligantes (y que tiene una poblacién pequefia en comparacion con el resto de las conformaciones
como conjunto, y por lo tanto no es observable por cristalografia). Esta conformacién es la que
puede unir ligantes en cualquiera de los sitios de unién, de forma que el papel de los efectores es

fijar a la enzima en su conformacion activa, la cual es menos mévil en comparacion con el estado T.
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Para reconciliar estas diferencias con la teoria alostérica, Rudifio y col. [4] propusieron un
modelo concertado restringido para la GlcN6P desaminasa de E. coli, el cual se muestra en la figura
10.

Con
activador Sin

alpsterico activador
alosterico

Sin ligantes dd
dtio activo
R R Confi

aruhos sitios ocupados sitio Aostérico seupede

GIcNEP, o bian,
RrubP + anando

Figura 10. Modelo alostérico de la GleN6P desaminasa. Se presenta la secuencia obligatoria para la transicién alostérica
heterotrépica: A, forma T libre de ligantes; B, forma R libre de ligantes (las conformaciones A y B en distintas
concentraciones son parte del estado cinético T); C, la forma R con sélo el sitio alostérico ocupado; D, la forma
R con ambos sitios de unién ocupados (las conformaciones C y D forman el estado R). La secuencia de la
transicién alostérica homotrépica es A—B—D. El cédigo de colores es el de la figura 5. Adaptacion de [4].
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En este modelo, tanto en la transformacion homotropica como en la heterotrdpica el proceso de
unidn a un ligante se da directamente en la forma R libre de ligantes, la cual esta en equilibrio con la
forma T libre de ligantes por medio de vibraciones atomicas en la direccion de la transformacion
alostérica.

Para clarificar las correcciones del modelo alostérico de la GleN6P desaminasa con respecto al

modelo MWC general, se presenta el primero (figura 11) en un diagrama similar al del segundo (figura
4).

Figura 11. Modelo alostérico de la GIcN6P desaminasa [4], esquematizado para uno de sus trimeros (cfr. figura 4). Los
cuadros grises representan protémeros, mientras que los cuadros negros corresponden a ligantes activadores. En
ausencia de ligantes, la proteina en solucidn se encuentra en un estado cinético, sin una conformacién {inica, pero
que en uno de los extremos de su oscilacién estructural visita la conformacién R (la Unica capaz de unir
ligantes).

En este modelo, la proteina en solucion a baja concentracion de ligantes se encuentra en el
estado T cinético (figura 11), en el cual rota de acuerdo a su transicion alostérica (alrededor de los
modulos internos), oscilando de manera concertada a lo largo de toda una gama de conformaciones que
se encuentran en equilibrio.

Dado que la cristalografia de proteinas detecta posiciones promedio de los 4tomos de un cristal,
las estructuras cristalograficas resueltas para el estado T [5] [4] (estado T cristalografico en la figura
11) son en realidad la estructura a medio camino de la oscilacion que lleva los protomeros de una
estructura fugaz extrema a otra, una de las cuales no puede ser observada por estos métodos debido a
su relativamente baja densidad de poblacion, mientras que la otra es de hecho la forma R sin ligantes
(abajo izquierda, en la figura 11), la cual si puede ser detectada por cristalografia cuando es fijada
gracias a la unién de algin ligante. En realidad, es de esperarse que en la matriz cristalina esta
oscilacion se vea limitada, y se asemeje en direccion y estructura promedio a la que ocurre en solucion,

pero se diferencie de ella al tener una menor amplitud.
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3.5. GIcN6P desaminasa en el contexto de otros sistemas alostéricos

Cada vez se reportan mas casos de procesos alostéricos en los que (como en el caso de la
GIcN6P desaminasa) las transiciones dinamicas y estructurales pueden describirse como un
desplazamiento del equilibrio de poblaciones preexistentes, las cuales se intercambian de manera
dindmica aun en ausencia del ligante alostérico [12] .

Por ejemplo, se han observado en ausencia de ligantes movimientos relacionados con el cambio
conformacional alostérico para diversos sistemas bioldgicos y mediante diferentes métodos:
mioglobina (dindamica molecular) proporcioné uno de los primeros indicios [13], el sistema de
chaperonas GroEL-GroES (célculo de modos normales [14] y dindmica molecular dirigida [15]),
aspartato transcarbamilasa (calculo de modos normales) [16], fructosa-1,6-bisfosfatasa (cristalografia
de rayos X, fluorescencia) [17], proteina de sefializacion NtrC (espectroscopia por resonancia
magnética nuclear) [18], glutamato deshidrogenasa [19], proteina de replicacion A humana [20] y
fosfolipasa A2 de procarionte [21] (cristalografia de rayos X), hemoglobina (dindmica molecular
dirigida [22] y cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear [23]), e incluso la molécula no
proteica ARN TAR de VIH (acoplamiento dipolar residual) [24].

También apoyando este modelo, se han reportado casos en los que la unién de un ligante
alostérico provoca una disminucion en la entropia del sistema: calbindina Do [25], calmodulina [26] y
proteina de atenuacion de union a ARN #rp [27] (resonancia magnética nuclear), asi como el antibidtico

glucopeptidico vancomicina (dindmica molecular) [28].
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m 4. HIPOTESIS

El cambio conformacional de la glucosamina-6-fosfato desaminasa se da incluso antes de la
union a un ligante en el estado T cinético, siendo la funcion del efector fijar a la molécula en su

conformacion activa (conformacion R).

9 Esta transicion puede modelarse como un movimiento oscilatorio, el cual puede ser observado

en una simulacion de Dinamica Molecular.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos generales

Corroborar la propuesta del estado T cinético de Rudifio y col. [4] observando su movimiento

mediante Dindmica Molecular, y encontrar la frecuencia de oscilacion de la transicién alostérica.
5.2. Objetivos particulares

« Generar simulaciones de la GlcN6P desaminasa en su forma hexamérica tanto en la red cristalina

como en solucion.

« Analizar los archivos de trayectoria generados identificando el punto de la oscilacion en el que se

encuentre la proteina a cada instante de tiempo.

« A partir de las oscilaciones observadas, calcular una frecuencia para la transicion alostérica del

estado T cinético.
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6. MARCO TEORICO

6.1. Simulaciones

En situaciones en las que, para analizar un sistema de interés, es necesario manipular o detectar
variables que no son observables experimentalmente (por ejemplo, las posiciones de los atomos de una
molécula) y no es posible derivar una teoria analitica, puede recurrirse al uso de simulaciones. Estas, al
emular la respuesta del sistema real (en base a un modelo tedrico) ante ciertos observables (que fuera
de este esquema no necesariamente podrian ser manipulados o controlados), generan informacion
relevante al hacer accesibles otros observables.

En el caso de las simulaciones computacionales, la evolucion del estado del sistema
(trayectoria) es calculada por medio de programas que siguen un algoritmo determinado, el cual
depende del método utilizado.

Para estudiar fenomenos secuenciales, es decir, con correlacion temporal, es necesario que el
meétodo de simulacién sea determinista. Esto significa que los estados del sistema generados a lo largo
de la trayectoria deben estar conectados en el tiempo, es decir, cada uno se calcula a partir del anterior.
El método que mas rigurosamente cumple con este requisito es el de Dindmica Molecular, pues calcula

la evolucion del sistema resolviendo las ecuaciones de movimiento de cada uno de sus componentes a

cada instante de tiempo.
6.2. Dinamica Molecular

La Dindmica Molecular es un método computacional que calcula a partir de unas condiciones
iniciales dadas para un sistema, su evolucién a lo largo del tiempo, en base a un modelo de las
interacciones entre sus componentes. Una simulacion de este tipo consta de cuatro etapas bdsicas:
inicializacion (definir posiciones y velocidades iniciales para todos los atomos del sistema de interés),
calentamiento (incrementar la energia cinética hasta alcanzar la temperatura a la que se llevara a cabo
la simulacion), equilibrio (estabilizacion de la energia) y produccién (parte 1til de la trayectoria sobre

la que ser realiza el analisis), las cuales se describen en las siguientes secciones.
6.2.1. Inicializacién

El comportamiento de una biomolécula generalmente es analizado no en vacio, sino en
condiciones fisiologicas, asi que debe ser solvatada. Para ello se utiliza algin programa que coloque

moléculas de agua alrededor del soluto, respetando el espacio ocupado por este.
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Las condiciones iniciales para los calculos definen las velocidades y las posiciones de los
elementos del sistema al inicio de la simulacion. Asignar posiciones a todos los atomos puede no ser
trivial, como se detalla a continuacién, pero una vez que estas han sido definidas las velocidades
usualmente se asignan mediante un algoritmo pseudoaleatorio de acuerdo a una distribucién gaussiana,
a partir de un numero generador (semilla) dado. Cuando el sistema de interés es una proteina, las
posiciones iniciales de sus dtomos por lo general se preparan a partir de las coordenadas de un archivo
de coordenadas atomicas del PDB [11].

Dado que esta estructura usualmente es producto de técnicas cristalograficas, en la mayoria de
los casos no tiene especificadas las posiciones de sus atomos de hidrogeno, asi que estas deben
construirse de manera empirica a partir de las de los atomos pesados y las relaciones fisicoquimicas
entre ellos, utilizando un algoritmo computacional.

Por otra parte, los atomos que si hayan sido detectados por cristalografia se encuentran en
posiciones promediadas, lo cual puede permitir que algunos atomos estén demasiado cercanos entre si
elevando en gran medida la energia potencial. Estas repulsiones ocasionan que el sistema se caliente
rapidamente alcanzando temperaturas no fisiologicas, asi que debe recurrirse a un algoritmo de

minimizacion de energia para remediar esto.

6.2.1.1. Minimizacién

Este paso consiste en modificar las coordenadas de los atomos del sistema y observando los
efectos sobre la energia potencial (los cuales se calculan a partir del potencial de interaccion, como se
describe mas adelante). Se trata de un proceso iterativo que estabiliza la conformacion al disminuir su
energia potencial. Existen distintos algoritmos de minimizaciéon, como el de Descensos Mas
Pronunciados o el de Gradiente Conjugado, que estan entre los méas cominmente utilizados.

La minimizacion por Descensos Mas Pronunciados utiliza el algoritmo mas simple de su tipo
pues, como su nombre lo sugiere, busca disminuir la energia potencial de la manera més répida
posible. Debido a esta caracteristica, en general no converge a un valor determinado de energia
potencial, pero es ideal para la inicializacion de estructuras con grandes repulsiones estéricas, 0 como
primera aproximacion para obtener una conformacion estable.

La técnica de Gradiente Conjugado [29] funciona con un algoritmo similar al de Descensos
Mas Pronunciados, en el sentido de que ajusta iterativamente las coordenadas en la direccién opuesta al
gradiente de la energia potencial. Sin embargo, este método tiene mejores caracteristicas de
convergencia, ya que tiene memoria de los pasos de minimizacién que ha realizado anteriormente, y

combina esa informacién con la del gradiente actual para calcular el siguiente paso.
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La principal desventaja de la minimizacion por Gradiente Conjugado es que tiene una mayor
probabilidad que Descensos Mas Pronunciados para generar desbordamiento numérico (generacion de
numeros que no pueden ser manejados por la computadora) al tratar con estructuras demasiado
inestables, asi que la estrategia general para minimizar la energia de una estructura es utilizar primero
Descensos Mas Pronunciados para aliviar las repulsiones mds graves, y corregir los detalles restantes

por Gradiente Conjugado.
6.2.2. Calentamiento

El estado inicial del sistema equivale a su estado a temperatura de cero absoluto, pues todos sus
atomos estan estaticos (a pesar de que en un contexto computacional tienen velocidades asignadas a
priori en la etapa de inicializacion, las particulas no han comenzado a moverse). Con el fin de llevarlo a
una temperatura de interés a la que se desee observar el comportamiento del sistema (temperatura
fisiologica, por ejemplo) el proceso de calentamiento, al mismo tiempo que actualiza las posiciones de
los 4tomos con un algoritmo integrador, eleva gradualmente la energia cinética hasta el valor deseado,
utilizando incrementos pequefios de la velocidad de las particulas para no desestabilizar el sistema
(comenzando por los valores de velocidades asignados en la etapa de inicializacion).

En realidad, esta es una etapa opcional de la simulacion, ya que algunos sistemas pueden pasar
directamente del cero absoluto (etapa de inicializacion) a la temperatura final (etapa de equilibrio) sin

volverse inestables.
6.2.3. Equilibrio

Una vez alcanzada la temperatura deseada, el sistema puede atn estar fuera de equilibrio y,
aunque no sea inestable, este puede presentar un comportamiento distinto al real. Por lo anterior, la
informacion generada en esta etapa no es valida para el analisis.

Para alcanzar un estado en el que puedan obtenerse datos vélidos, debe permitirse que el
sistema se equilibre por si mismo evolucionando a lo largo de la simulacién. Este proceso es
generalmente corto en comparacion con la parte util de la trayectoria (obtenida en la etapa de
produccion), y su duracién depende del parametro que se adopte para definir el estado de equilibrio del
sistema (generalmente la energia total). Esta magnitud ser4 monitorizada a lo largo del tiempo, y se
considerard que el sistema ha alcanzado el equilibrio cuando esta se haya estabilizado, es decir, cuando

sus fluctuaciones sean relativamente pequeiias.
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6.2.4. Produccién

Esta es la etapa en la que se permite evolucionar al sistema equilibrado, generando asi la
trayectoria que serd estudiada. La informacion cruda que se obtiene son las coordenadas del sistema
cada cierto numero de pasos de integracion, asi como otros pardmetros como su energia o los
parametros de red de la celda unitaria. Dado que los archivos de salida son demasiado extensos, su

analisis debe hacerse con programas de computo.
6.3. Condiciones de frontera periédicas

Las fronteras de un sistema a simular requieren un tratamiento especial en los célculos, ya que
las moléculas tienden a disiparse en el vacio si estan en contacto con él. Una forma de evitar esto es
imponiendo una fuerza que mantenga las moléculas dentro de una regién determinada. Sin embargo, el
introducir esta fuerza externa modifica la energia del sistema y produce un modelo menos realista.

La alternativa mas comun es utilizar condiciones de frontera periédicas, con las cuales el
sistema se encuentra rodeado por réplicas de si mismo llamadas "iméagenes" e interacciona con ellas y
ya no con el vacio. De esta forma, en caso de que alguna molécula salga del sistema original por una
de sus fronteras, una réplica de esta misma entrara de manera concomitante a través de otra zona de la

frontera. Visto de otra forma, una molécula que salga del sistema reingresara inmediatamente en otra

region.
6.4. Potencial de interaccion

El comportamiento de los atomos de un sistema se modela con un potencial que gobierna las
interacciones entre ellos. Este contiene informacion acerca del costo energético que implica deformar
un enlace quimico entre dos 4tomos, un dngulo entre tres atomos enlazados, o un angulo diedro (angulo
de torsion entre dos enlaces separados por un tercer enlace) o impropio (posicion relativa entre dos
atomos unidos indirectamente mediante tres enlaces) que involucren cuatro atomos enlazados.

Estas interacciones son referidas como interacciones de enlace, pero no son las unicas que
participan entre un conjunto de atomos, y también deben incluirse en el modelo las interacciones de
Van der Waals y electrostaticas (fuerzas de Coulomb). Estas ocurren entre pares de atomos, y pueden
ser de corto o largo alcance. En este ultimo caso, ambas pierden intensidad conforme aumenta la
distancia de separacion, pero nunca se anulan.

Lo anterior representa una gran limitacion para una simulacion, ya que el calculo de las

interacciones de largo alcance de cada 4tomo con el resto implica un costo computacional demasiado
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alto. Por lo tanto, debe modelarse una manera distinta de incluir en los calculos las fuerzas de Van der
Waals y de Coulomb.

En el caso de Van der Waals, los autores del potencial utilizado en este trabajo sugieren un
truncamiento de su potencial de accion, es decir, para un par de atomos dado, su interaccion de Van der
Waals serd tomada en cuenta sélo si la distancia que los separa es menor que una distancia de corte
previamente definida. Para distancias mayores, en cambio, este término del potencial de interaccion
serd nulo. Esto implica una discontinuidad en la energia asi que, en realidad, se modifica el potencial a
partir de una distancia poco antes de la de corte, de forma que comience a anularse y tome el valor de
cero justo en la distancia de corte, y en adelante.

Por otra parte, para el problema de las interacciones electrostaticas, el método que cuenta con
una mayor aceptacion es el de las sumas de Ewald [30] [31]. Sin embargo, este método presenta dos
limitaciones en el contexto de este trabajo. La primera es que puede generar artefactos en la dindmica
de biomoléculas si no existe una gran distancia entre estas y sus imagenes [32], lo cual no es posible
para las subunidades de los hexdmeros de la proteina estudiada en este trabajo. La segunda es que no es
posible eliminar las interacciones entre los oligdbmeros imdgenes aumentando la distancia entre ellos
para emular un ambiente fuera de la red cristalina en las simulaciones del hexamero en solucion.

Estas dos limitaciones desaparecen si en lugar de las sumas de Ewald se utiliza un método de
corte, similar al descrito para las fuerzas de Van der Waals. Este, ademas de generar un ahorro
equivalente en el costo computacional del calculo de las fuerzas Coulémbicas, genera simulaciones
igual de estables si la distancia de corte es suficientemente grande [33]. Aqui no se modifica el
potencial (en este caso electrostatico) cercano a la distancia de corte, sino que la energia es atenuada
uniformemente de forma que se anule a una separacion igual a este valor, y continte siendo nula a
distancias mayores. Esta distancia de corte suele ser la misma que se define para el truncamiento de las
interacciones de Van der Waals.

Para los célculos de las interacciones de largo alcance con estos métodos es necesario generar
para cada atomo una lista de vecinos, es decir, una lista de los 4tomos que se encuentren a una distancia
menor o igual a la de corte. Debido al movimiento de las particulas a lo largo de una simulacion, esta
lista debera ser actualizada constantemente. Dado que este proceso también consume tiempo de
computo, debe ser agilizado restringiendo los candidatos a solo aquellos que estén dentro de una

distancia umbral definida (mayor a la distancia de corte).
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6.5. Ensamble termodinamico

Las simulaciones de sistemas bioldgicos por lo general se realizan en el ensamble isotérmico-
isobérico, también referido como ensamble NPT, en el cual permanecen constantes el nimero de
particulas, la presion y la temperatura. Esto es con el propdsito de emular las condiciones del ambiente
en que suelen encontrarse las biomoléculas.

Conservar constante la cantidad de atomos de un sistema resulta trivial. Sin embargo, ha sido
necesario desarrollar métodos que mantengan constates funciones de estado como la presion y la

temperatura.
6.5.1. Presion constante

En el programa utilizado en este trabajo existen varios métodos propuestos para mantener
constante la presién de un sistema con condiciones periddicas de frontera, pero todos pueden
visualizarse con un esquema en comun. En este esquema las ecuaciones de movimiento de las
particulas se redefinen en términos del volumen del sistema (el cual se introduce como una nueva
variable en los célculos), de forma que el sistema se comporta como si estuviese acoplado a un piston.
Asi, el movimiento de este piston es el que modifica el volumen del sistema segiin sea necesario para
corregir las fluctuaciones de la presion con respecto al valor de referencia. Este movimiento
compensatorio debe estar amortiguado para evitar que las propiedades dindmicas del sistema dependan
de la masa del pistén.

De los métodos disponibles, el de acoplamiento débil [34] equivale a tener un pistdn
sobreamortiguado mientras que, en los métodos de sistema extendido [35] [36], este movimiento estd
completamente desamortiguado. En cambio, el método del piston de Langevin [37] se coloca en medio

de los dos extremos mencionados, ya que permite un amortiguamiento parcial al utilizar las siguientes

ecuaciones de movimiento:

i m, 3y Ecuacion 6.1
s = 1V .
pi_fi_gvpi Ecuacion 6.2
.1 .

V:V_V'(P[t]_Pexr)_yV"‘R[t] Ecuacién 6.3
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donde V es el volumen del sistema, P[f] es la presion instantanea, P.. es la presion impuesta, W es la

-

masa del piston, y 7,, P,, m, y f, son, respectivamente, la posicion, el momento, la masa y
la fuerza para la i-ésima particula. La ecuacion 6.3 es una ecuacién de Langevin, ya que involucra un
término de ruido (R[f], que equivale a una fuerza aleatoria con una distribuciéon gaussiana) y un
término de viscosidad ( —y¥ , donde y es la frecuencia de colision).

El valor que se le deba asignar a W depende del tamafio del sistema, pues en tanto mas atomos
influyan sobre la presion, mayores seran las fluctuaciones que deban ser corregidas y, por lo tanto,
mayor inercia debera tener el piston de Langevin. Por ejemplo, para un sistema pequefio puede usarse
una masa de hasta 500 Da. Sin embargo, distintos valores dentro de este orden no presentan efectos
apreciables sobre la dindmica, de manera que para sistemas de 3000 a 30000 atomos el valor de W
puede variar de 200 Da a 1000 Da [37].

La funcion de y es amortiguar las oscilaciones de la presion instantanea para un valor de W
dado. Un pistén de Langevin masivo requiere valores pequefios de y, y esta generalmente se encuentra
en el orden de las decenas de ps” [37].

Debido a que el movimiento del pistén es disipativo, la energia disipada por él debe ser
retribuida al sistema para evitar que la temperatura disminuya a lo largo de la simulacién. Por esta
razon el sistema se acopla a un bafio térmico a través de la fuerza aleatoria de la ecuacion 6.3. Sin
embargo, dado que este acoplamiento solo involucra las variables relacionadas con el volumen, el
intercambio de energia es lento, asi que debe implementarse algun método adicional para acoplar las

particulas a un bafio térmico y asegurar que la simulacion se realice en el ensamble NPT [37].

6.5.2. Temperatura constante

Uno de los métodos mas aceptados para mantener la temperatura constante, y que es el sugerido
por los autores del algoritmo del piston de Langevin, es el del termostato de Nosé-Hoover [38] [39] (o
termostato integral). Este aborda el problema de la temperatura de manera similar a los métodos de
presion constante, pues acopla matematicamente las variables del sistema a un "pistén térmico" que
regula el intercambio de energia cinética entre el sistema y un reservorio infinito de calor para
mantener una temperatura de referencia en el sistema.

También de manera analoga, este método involucra un parametro que influye en la respuesta
del pistén a las fluctuaciones del sistema, llamado pardmetro de inercia térmica. Asi, si la inercia del
piston es demasiado pequefia el sistema tendra total libertad de disipar o absorber calor a través del

piston y la temperatura no se mantendra constante, mientras que si, por el contrario, el piston es
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demasiado masivo, el control de temperatura no sera eficiente. Su valor debe estar entre 10 kcal ps’y

1000 kcal ps?, y debe aumentar junto con el tamafio del sistema.
6.6. Algoritmo de integracion

Una vez que se tiene definida la manera en la que se comportaran las particulas del sistema a lo
largo de la simulacion, es necesario definir el algoritmo con el que se propagara el movimiento al
actualizar las posiciones y velocidades de los 4tomos, generando asi la trayectoria.

Lo anterior implica integrar las ecuaciones de movimiento con un método de diferencias finitas,
el cual resolvera el sistema de ecuaciones paso a paso en intervalos discretos de tiempo de longitud ot
(llamada "tamafio de paso™).

El método de diferencias finitas que es mas ampliamente utilizado y, de hecho, el tnico que
puede implementarse en el ensamble isotérmico-isobarico con el programa usado en este trabajo, es el
algoritmo Verlet Pidola. Este tiene un error del orden de J# gracias a que las posiciones y las
velocidades no estan definidas en un mismo instante, sino que estin desfasadas "20t. Las ecuaciones
que utiliza para avanzar la velocidad 7 de un tiempo #-%0t a t+%4t, y la posicién 7 de ¢ a (Y20t

son:

?[t+1/26t}=?[t—1/26t}+f[;[t”6t Ecuacién 6.4
Flt+ot|=F[t]+F|t+n 616t Ecuacién 6.5

donde m es la masa de la particula y fes la fuerza que acttia sobre ella de acuerdo con el potencial de
interaccion. De esta manera, las posiciones y velocidades de todas las particulas calculadas para un
tiempo dado son utilizadas para calcular las posiciones y velocidades al siguiente paso de tiempo. La

trayectoria se genera repitiendo este procedimiento para cada paso de la simulacion.
6.6.1. Tamaro de paso

La eleccion del tamaiio de paso es de importancia critica para todos los métodos de diferencias
finitas. Su valor debe ser unas 10 veces menor que el periodo de la vibracion de mayor frecuencia del
sistema. Sin embargo, la simulacion avanzard mas rapido en tanto mayor sea el tamafio de paso, de

manera que para hacer los calculos mas eficientes el valor de d¢ se escoge tan grande como sea posible.
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6.6.1.1. Algoritmo SHAKE

En el caso de los sistemas biologicos las vibraciones de mayor frecuencia corresponden a los
enlaces entre los atomos pesados y los hidrégenos. Estos movimientos tienen un periodo de
aproximadamente 11 fs, lo cual implica que el tamafio de paso mas grande que puede usarse en una
simulacion es de 1 fs. Sin embargo, estas vibraciones no son de gran importancia para la dinamica de
una macromolécula, asi que es justificable eliminarlas manteniendo rigidos todos los enlaces de este
tipo. Lo anterior es ventajoso ya que, dado que la dindmica ahora presentaria movimientos mas lentos,
permite aumentar el valor de Jt al doble, es decir, 2 fs, con lo cual los calculos de la simulacién son
mas eficientes.

Fl algoritmo SHAKE [40] hace precisamente esto, pues aplica un método iterativo que
restringe ¢l estiramiento o la contraccion de los enlaces con los d&tomos de hidrégeno con respecto a su

estado basal, dentro de un porcentaje de tolerancia.
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7. METODOLOGIA

7.1. Generacion de las simulaciones

A continuacion se dan las especificaciones técnicas de los métodos utilizados para llevar a cabo
las simulaciones por Dinamica Molecular. En este trabajo se produjeron cuatro simulaciones de
distintas longitudes que modelan el hexamero en el estado T cinético: dos en el cristal original,
llamadas Crist14 (de 14 ns) y Crist06 (de 6 ns), y dos en solucion, llamadas Sol28 (de 28 ns) y Sol10
(de 8 ns).

7.1.1. Construccion del sistema

Para todas las simulaciones se tom6 como modelo inicial la estructura cristalografica de la
GlcN6P desaminasa de Escherichia coli en su conformacién T a 1.9 A de resolucién, con codigo de
identificacion 1FSF [4] en el PDB [11].

Para las simulaciones Sol28 y Soll10 la unidad biologica se emulé como un hexamero en
solucién expandiendo los parametros de red del cristal original (a=b=126.676 A, ¢=139.326 A) hasta
tomar valores que aseguraran una distancia minima entre los oligémeros suficientemente grande (mas
de 14 A)para evitar la interaccion entre ellos (a=b=151.9 A, ¢=167.0 A).

Dado que durante la fase de equilibrio el sistema se contrae disminuyendo sus pardmetros de
red, fue necesario dilatar la celda anticipando que el cristal retomaria el tamafio deseado. Asi, para las
simulaciones del cristal original Crist14 y Crist06, la celda se expandi6 3.88% para que retomara los
parametros de red a=b=126.676 Ay c=139.326 A (figura 12). Para las simulaciones Sol28 y Sol10 el
porcentaje de expansion inicial fue de 3.4%.

Los estados de protonacion de las histidinas (con hidrogeno enlazado ya sea en el N°, N°, o en
ambos, es decir, con carga positiva) se definieron con base en un analisis visual de los posibles puentes
de hidrégeno que formaran de acuerdo a las coordenadas cristalograficas de los atomos pesados
(archivo 1FSF). Para construir el modelo para la simulacién Sol10, ademas, se incluyeron en el andlisis
otros archivos de coordenadas de la GIcN6P desaminasa de E. coli (1CD5, 1DEA, 1FQO, 1FS6). En el
caso de las histidinas para las que no pudo determinarse su estado de protonacion por este método, se
definieron arbitrariamente con una carga neutra y con el dtomo de hidrégeno enlazado al N°. Las

posiciones de los 4tomos de hidrogeno en cuestion se presentan en la tabla I.
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Tabla I. Estados de protonacion definidos para las histidinas de cada modelo construido.

Residuo | Atomo enlazado al hidrégeno | Atomo enlazado al hidrogeno
(Cristl4, Crist06 y Sol28) (Sol10)
His19 N° N°
His56 N° N°
His65 N° N°
His81 N° N°
His90 N° N°
His96 N® NE
His132 N° N
His143 N° N°
His164 N° N°
His222 N° N°
His232 Ne N¢
1.0
I I -
Eﬁ}(}.&}g - —
_§
5L i
B
098 - .
I 1] I 1 | 1 I (l I ; 1
097 0 1 2 3 4 5
Porcentaje de expansiona iniciat

Figura 12. Gréfica de la contraccion del parametro de red a después del equilibrio de las simulaciones del cristal original.

Los valores son relativos al valor original a=126.676 A. Los primeros valores calculados fueron para las
expansiones iniciales de 0%, 3% y 4.4%. A estos se les ajusté por minimos cuadrados la funcién y=k x"+0.974,
donde & y m son parametros ajustables. De esta se predice que el porcentaje de expansion inicial para el cual se
retoma el valor original de a, es decir, el que corresponde a un factor de expansion 1, es 3.88%.

Asi, a los hidrogenos faltantes de la proteina y de las moléculas de agua cristalografica se les

asignaron coordenadas por medio de la subrutina HBUILD [41] de la version 282b del paquete

computacional CHARMM [42] [43]. El sistema fue entonces solvatado en una caja de agua més grande
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que la unidad asimétrica del cristal utilizando la subrutina SOLVATE del programa VMD [6]. A estas
nuevas moléculas de agua se les eliminaron temporalmente sus 4tomos de hidrégeno, para asi desechar
todos los atomos de oxigeno que cayeran fuera de la unidad asimétrica. Como paso final en la
construccion del modelo, los atomos de hidrogeno faltantes fueron generados con la subrutina
HBUILD. Asi, la unidad asimétrica consta de un monémero de la proteina (4173 4tomos), asi como
4324 moléculas de agua en las simulaciones del cristal original (17145 4tomos en total), u 8455 en las
simulaciones del hexamero en solucién (29538 atomos en total).

Utilizando condiciones de frontera periddicas, los calculos se realizaron sobre la unidad
asimétrica del cristal de cada simulacion, generando a partir de ella misma las imagenes cristalinas,
formando asi el hexamero de GIcN6P desaminasa y la masa de agua del cristal. Cabe sefialar que para

esto debid utilizarse el "sistema de coordenadas simétrico" de CHARMM.
7.1.2. Preparacién previa a la fase de produccion

La minimizacion, al igual que las fases de calentamiento, equilibrio y produccion, se llevaron a
cabo usando la version 282b del programa CHARMM [42] [43] con el potencial CHARMM?27. Las
interacciones energéticas de largo alcance se truncaron siguiendo el esquema sugerido por los autores,
es decir, con una distancia umbral para la generacion de la lista de vecinos de 14 A, una distancia de
corte de 12 A, y modificando la energia de Van der Waalsde 10 A a 12 A.

La minimizacién de cada simulacion se 1levd a cabo en etapas. Para las simulaciones Crist14 y
Crist06 el sistema se minimiz6 con 4000 pasos del algoritmo Descensos Més Pronunciados (DMP) y
20000 pasos por Gradiente Conjugado (GC) manteniendo fijos los 4tomos de la proteina;
posteriormente se minimizé el sistema completo con 15000 pasos de DMP y 30000 pasos de GC. Para
las simulaciones del hexdmero en solucion el solvente se minimiz6 con 1000 pasos de DMP y 2000
pasos de GC, y el sistema sin restricciones se minimizé con 500 pasos de DMP y 7000 (para Sol28) 6
5000 (para Sol10) pasos de GC.

El equilibrio se dividié en una etapa para s6lo el solvente (con la proteina fija) y otra para todo
el sistema. El calentamiento sélo fue necesario para la simulacion Cristl4, en la cual las velocidades
iniciales se asignaron para una temperatura de 200 K, estabilizandose alrededor de 300 K a los 100
pasos (0.2 ps) de dinamica (los cuales se incluyeron en el equilibrio del solvente). El equilibrio del
solvente se extendidé 0.2 ns para Cristl4, Crist06 y Sol28, 6 0.1 ns para Sol10. Posteriormente se
reasignaron las velocidades (correspondientes a una temperatura de 300 K) y se equilibré todo el
sistema durante 0.2 ns en Crist14 y Sol28, o durante 0.1 ns en Sol10. Para Crist06, en cambio, en esta

ultima etapa del equilibrio se conservaron fijos los C* de la proteina, extendiéndose 0.4 ns.
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Después de la fase de equilibrio nuevamente se reasignaron las velocidades a 300 K para iniciar
la etapa de produccion, excepto para Sol10. En el caso de Crist14, ademas, hubo aun otra reasignacion

de velocidades a los 2 ns después de iniciada la fase de produccion.
7.1.3. Imposiciones termodinamicas

El ensamble utilizado en los calculos es el isotérmico-isobarico, manteniendo una temperatura
de referencia de 300 K por medio del algoritmo de Hoover [38] [39] con un pardmetro de inercia
térmica de 1000 kcal ps®, y manteniendo una presién de referencia de 1 atm usando un piston de

Langevin [37] de masa W=600 Da con una frecuencia de colisién y=10 ps’ y un bafio de temperatura
de 300 K.

7.1.4. Propagacién del movimiento

La evolucion del sistema se calculd con el algoritmo integrador Verlet Pidola. Pudo utilizarse
un tamafio de paso de 2 fs, gracias a que los enlaces en los que participan atomos de hidrogeno se
mantuvieron fijos con ayuda del algoritmo SHAKE [40], con una tolerancia de 10™ con respecto a los

valores de referencia.
7.2. Métodos de analisis

A continuacion se presentan los métodos utilizados para analizar las trayectorias generadas
durante las simulaciones. Cabe mencionar que los analisis para el sistema en una conformacion dada
pueden generalizarse para obtener resolucion temporal al evaluar todas las configuraciones que haya

adoptado este a lo largo de los calculos.

7.2.1. Cuantificacion de la diferencia entre estructuras: RMSD

Dadas dos configuraciones de una proteina (una de referencia y otra por analizar) y, en general,
de cualquier sistema de particulas, es posible cuantificar de manera general las diferencias estructurales
entre ambas. Esto se logra calculando la "raiz del promedio de las diferencias cuadraticas" (RMSD, por
sus siglas mas comunes).

Denotando los conjuntos de vectores de posicion de las N particulas de una macromolécula en

-

. . . - |N N .
dos conformaciones no necesariamente iguales con [x,.]i=1 e { yi}i:, , para i€[1,N]SIN, se define la

RMSD como
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Ecuacion 7.1

N
2 m(%—3)
i=1
Z m,
i=1

donde m; denota el factor con el que se pesa la contribucion de la particula i al valor total.

i=1’

RMSD(Z ). (7)), m]:=

Asi, si ambas estructuras son idénticas, es decir, si X, es igual a J, Vi, entonces de la
ecuacion 7.1 resulta que la RMSD es nula. Por otra parte, entre mas difieran las posiciones de los
elementos, mayor sera el valor de la RMSD calculada.

Los célculos de RMSD de este trabajo se realizaron con la version 282b del programa
CHARMM [42] [43].

7.2.2. Analisis por proyeccion

Para identificar el punto de la oscilacion en el que se encuentra la macromolécula a cada
instante de tiempo, se proyectd la trayectoria de la simulacion sobre el conjunto de vectores de
desplazamiento que llevan a los C* de la enzima de la conformacion T cristalografica (codigo PDB
1FSF, [4]) a la conformacion R con el sitio alostérico ocupado (c6digo PDB 1FRZ, [4]). Estos vectores
modifican la estructura de la proteina a lo largo de su transicién alostérica, transformando su estado
medio (T cristalografico) en uno de los extremos de la oscilacion: la estructura R. Aproximando
linealmente el desplazamiento que presentan estos atomos en la transicion estructural, podemos asumir
que este conjunto de vectores también lleva a la enzima desde su otro extremo de la oscilacion
(estructura a la que referiremos "meta T") a la conformacién promedio (T cristalografica). De manera
analoga, los mismos vectores en sentidos opuestos la llevan del conférmero R al T cristalografico, y de
este ultimo a "meta T".

Al proyectar la trayectoria sobre este conjunto de vectores se obtiene un nimero escalar dentro
del intervalo [-1,1]SIR, y cuyo valor indica la conformacién que haya adoptado la macromolécula: -1
para "meta T", 0 para T cristalografica, 1 para R, o valores intermedios.

El algoritmo del anélisis por proyeccion fue programado en la aplicacion Mathematica [44].

7.2.3. Analisis de Fourier

Es dificil identificar oscilaciones directamente en una grafica de proyeccion de la trayectoria,
debido a que en ella se encuentran superpuestos los movimientos de la molécula. Por esta razon, estos

valores deben separarse en una suma de oscilaciones, a través de una descomposiciéon de Fourier.
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Este analisis toma un conjunto de datos que corresponden a la evolucion de un pardmetro a lo
largo del tiempo, y lo separa en funciones senoidales de periodos distintos, indicando qué tan
representativa es cada una para reconstruir la grafica original. Asi, en este caso se obtiene, para un
intervalo de tiempo analizado, una medida cuantitativa del niimero de periodos que hayan presentado
las oscilaciones més representativas del movimiento de la enzima.

Para ejemplificar este método, se analiza un conjunto de datos generados a partir de la funcién

f1x]=28en[0.95x]+4 Sen[3.1x]+Sen|4.9x]+Sen[8.1x], Ecuacion7.2

representados en la figura 13.

Figura 13. Datos generados a partir de la funcion f]x]=2Sen[0.95x]+4Sen[3.1x}+Sen[4.9x]+Sen[8.1x], que es una
combinacién lineal de funciones periddicas. En este orden, cada término corresponde a una funcion con
periodo 27/0.95, 2n/3.1, 2n/4.9 y 21/8.1, y con amplitud 2,4, 1 y 1. Imagen generada en Mathematica [44].

La descomposicion de estos datos por el método de Fourier encuentra que existen cuatro

‘sefiales representativas asociadas a oscilaciones que, a lo largo de la serie de datos, presentaron 3, 9, 15

y 24 periodos (figura 14).
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Figura 14. Analisis de Fourier sobre los datos graficados en la figura 13. En la parte izquierda se muestran las sefiales de
todas las cantidades de periodos que hayan podido detectarse en el intervalo de los datos de la figura 13 (la
grafica es simétrica alrededor de los 1500 periodos). En la parte derecha se hace un acercamiento a las sefiales
mas representativas (de mayor amplitud). Estas se encuentran en la region correspondiente a las frecuencias mas
bajas (pocos periodos ocurridos), e indican que el conjunto de datos de entrada esta compuesto por cuatro
oscilaciones principales, una de las cuales present6 3 periodos, otra (de mayor amplitud) alrededor de 9
periodos, y otras dos (de menor amplitud) 15 y 24 periodos. Imagen generada en Mathematica [44].

Asi, el andlisis de Fourier encuentra que los datos de la figura 13 (graficada de 0 a 6w) es una
suma de cuatro funciones, de periodos aproximadamente de 6a/3=27 (correspondiente a la sefial de
2Sen[0.95x]), 6n/9=2n/3 (4Sen[3.1x]), 6n/15=2n/5 (Sen[4.9x]) y 6n/24=n/4 (Sen[8.1x]). Ademas, estas
funciones también fueron etiquetadas por orden de representatividad, pues en la figura 14 el pico mas
alto corresponde a la funcion de amplitud 4 (4Sen[3x]), el de la mitad del tamafio a la funcién de
amplitud 2 (2Sen[x]), y los dos de un cuarto de su tamafio a las funciones de amplitud 1 (Sen[5x]y Sen
[8xD.

El anélisis de Fourier tiene una incertidumbre intrinseca para la longitud de los periodos de
cada oscilacién, pues s6lo considera valores que sean partes alicuotas de la longitud total del intervalo
en el que se encuentren los datos analizados. Debido a esto, los valores que arroja para los periodos
caracteristicos deben interpretarse no como valores exactos, sino como intervalos de tiempo que
contienen al valor exacto. Esto es, dado un punto asociado a »n periodos en el intervalo analizado L
(figura 14) se considera que, en lugar de representar un periodo de longitud T=L/n, su valor en realidad
puede estar entre n-%2 y n+Y, por lo que el valor del periodo que representa se encuentra dentro de un
intervalo de error entre L/(n+%2) y L/(n-"2). Siguiendo esta interpretacion, los resultados para el analisis
de Fourier de la figura 14 se presentan corregidos en la figura 15 como intervalos dentro de los cuales
se encuentra el valor correcto. Ademas, para verificar que los resultados sean consistentes entre

distintos subconjuntos de los datos, estos se calculan y se comparan sobre los datos de 0 a 2w, de 0 a
47,y de 0 a 6x (figura 15).
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Figura 15. Analisis de Fourier sobre los datos graficados en la figura 13, donde ahora se incluyen en la representacion los

. intervalos de error de los valores de los periodos. Separados por columnas se presentan los resultados del
. analisis sobre los datos de 0 a 2 (intervalo 1), de 0 a 4 (intervalo 2) y de 0 a 6 (intervalo 3), los cuales deben
e ser consistentes entre ellos. La longitud de cada estimacion del periodo se representa por la altura de un
rectangulo, y la importancia de la oscilacion a la que estd asociado estd dada por el nivel de negritud del

e recuadro. Cabe notar que el intervalo de analisis con mas datos (intervalo 3) arroja resultados con una mejor
resolucién, es decir, los valores estimados para los periodos estan acotados por rectangulos de menor altura.

L) Imagen generada en Mathematica [44].

™

. Como puede observarse, el andlisis de Fourier efectivamente arroja resultados consistentes
e tomando distintos subconjuntos de los datos de entrada, pero la incertidumbre de los valores de los
Lad periodos caracteristicos disminuye en tanto cuente con mas datos para los célculos. Asi, de acuerdo con
e dichos valores calculados para el intervalo 3 en la figura 15, se observa que a partir de los rectdngulos
W con mayor negritud se obtienen buenas aproximaciones a los valores de los periodos de las funciones
- originales. Estos intervalos de error (en multiplos de 27) son: [0.857, 1.200] (que contiene al valor 1.05
L del periodo de la funcién 2Sen[0.95x]); [0.316, 0.353] (que contiene al periodo 0.322 de la funcién

oy 4Sen[3.1x]; [0.194, 0.207] (conteniendo el periodo 0.204 de Sen[4.9x]); [0.122, 0.128] (con el periodo
i 0.124 de Sen[8.1x]).

- En este trabajo el analisis de Fourier se realizé en la aplicacion Mathematica [44].
7.2.4. Modos cuasiarmoénicos

n Aproximando los movimientos de la proteina como movimientos oscilatorios, es posible

descomponer su dindmica en una combinacién de oscilaciones (de manera analoga a como el anlisis
r
B de Fourier descompone una serie de datos en una combinacion de funciones periddicas). Esto se logra
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- construyendo una matriz de correlacién de los movimientos relativos entre todas las particulas del
Ll sistema, y calculando sus eigenvectores. Cada uno de estos ultimos equivale a un conjunto de vectores
- en el espacio real que indican la amplitud y la direccion en la que oscila cada particula a lo largo de
ol una oscilacién particular.

- Los movimientos oscilatorios con cuya suma se aproxima el movimiento real son llamados
| MJ "modos cuasiarménicos", y se obtienen tantos como variables de posicion existan, es decir, el triple del
- ntimero de particulas. Es posible cuantificar la importancia de cada uno de ellos, y generalmente sélo
L unos pocos de los primeros modos cuasiarménicos son significativos.

Los modos cuasiarménicos presentados en este trabajo son calculados con el programa

» Metaphor (Ceruso, M. A., trabajo sin publicar).

i)
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8. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se construyd en la version 282b del programa CHARMM [42] [43] el cristal de la
glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia coli. Este corresponde a la estructura de codigo
1FSF del PDB [11], y pertenece al grupo espacial P6322. Dado que el hexdmero estd constituido por
imagenes cristalograficas de una de las subunidades, el analisis conformacional del oligdmero se
reduce al de un protdmero. Asi, los resultados presentados en este trabajo se derivan de los andlisis
hechos para uno de los protomeros.

A partir de este cristal y usando el mismo programa, se generaron con el método de Dindmica
Molecular cuatro simulaciones del hexdmero de GIcN6P desaminasa: dos dentro del cristal original y

dos en solucion, como se describe en la seccién Metodologia.
8.1. Resultados del equilibrio

El equilibrio de cada sistema se definid con base a la estabilizacion de su energia total, como se

presenta en la figura 16.
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Figura 16. Graficas de la energia total a lo largo de cada simulacién. Cada punto representa un promedio a lo largo de los
0.2 ps anteriores. La fase de equilibrio corresponde a los tiempos negativos, representada en color gris. En cada
caso el salto inicial de la energia se debe a la asignacién de velocidades a los dtomos de la proteina, con lo cual
incrementa la contribucidn de la energia cinética a la energia total del sistema. El equilibrio de cada simulacién
se alcanza cuando se estabiliza su grafica de energia, de forma que la etapa de produccion comienza a tiempo ¢ =
0 ns (en color negro). Cabe aclarar que, en el caso de Crist06, en este punto se liberan las restricciones sobre los
C* de la proteina, de manera que el equilibrio se extiende hasta = 0.1 ns.
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Como consecuencia de la contraccion del cristal durante el equilibrio, los parametros de red de
la celda de cada simulacién se estabilizaron alrededor de los valores deseados: a=b=126.676 A y
¢=139.326 A para Crist14 y Crist06, 0 a=b=151.9 A 'y ¢=167.0 A para Sol28 y Sol10. Dado que a es
igual a ¢ y proporcional a b, s6lo fue necesario monitorizar a para asegurar que la celda de cada
sistema alcanzara las dimensiones deseadas. Asi, se encuentra que a lo largo de la etapa de produccion
su valor promedio es de 126.595+0.114 A para Crist14, 126.566+0.116 A para Crist06 (descartando
los primeros 0.1 ns), 151.852+0.108 A para Sol28, y 151.859+0.109 A para Soll0, donde las

incertidumbres son las desviaciones estandar. La evolucion de a se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Graficas de la evolucion del parametro de red a a lo largo de las simulaciones, el cual es representativo de las
dimensiones de la celda cristalina con respecto al tamafio deseado. Cada punto representa un promedio a lo largo
de los 0.2 ps anteriores. La fase de equilibrio corresponde a los tiempos negativos, representada en color gris. La
linea blanca segmentada indica el valor deseado para cada sistema (126.676A para Crist14 y Crist06, y 151.9A
para Sol28 y Sol10).
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Con base en estos resultados, se concluye que en la etapa de produccion de cada simulacion se
genera informacién confiable acerca de la dindmica de la GIcN6P desaminasa, en los entornos

cristalinos de interés.
8.2. Validacion del analisis por proyeccion

Para validar este analisis se compararon sus resultados con los de la RMSD, cuyo calculo es un

método establecido que se toma aqui como referencia. Esta comparacion es consistente entre las cuatro
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simulaciones generadas en este trabajo, y se ejemplifica con los resultados de la simulacién Sol28 en la

figura 18.
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Figura 18. Validacién, mediante la RMSD, del analisis por proyeccién para los C* de la trayectoria. En la grafica superior se
representa la RMSD de la estructura de la enzima a lo largo de la simulacién (cada 0.2 ps) contra la
conformacion R (linea naranja continua) y contra la conformacién T cristalografica (linea verde continua), asi
como el valor de la RMSD entre estas dos estructuras (linea constante azul). En la grafica inferior se muestra la
proyeccién de la estructura de la enzima a lo largo de la simulacién (cada 0.2 ps) sobre €l conjunto de vectores
que la transforman a lo largo de la transicion alostérica (linea negra), asi como el valor de la proyeccién de la
conformacién R (linea naranja punteada, de valor 1) y de la conformacién T cristalografica (linea verde
punteada, de valor 0). La proyeccién de la conformacién meta T corresponderia al valor -1.

La validacién del analisis por proyeccion a través de las graficas de la figura 18 se construye a
partir de diversas observaciones:

« Se sabe que la RMSD entre las dos estructuras de referencia (T cristalografica y R) es de 4.5 A, asi
que cuando la proteina adopte una de estas conformaciones en la simulacién, debera presentar una
RMSD de 4.5 A con respecto a la otra (su grafica en la parte superior de la figura 18 cruzara la linea
azul). Efectivamente, los momentos en los que el valor de la proyeccion es 0 (estructura T
cristalografica) coinciden con aquellos en los que la grafica de RMSD contra R (naranja) pasan por
la linea azul (por ejemplo, a los 7 ns), y cuando la proyeccion se acerca a 1 (estructura R) la RMSD
contra T cristalografica (verde) se acerca a la linea azul de referencia (por ejemplo, alrededor de 2.5

ns).
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« Dado que al acercarse la enzima a la conformaciéon R debe disminuir su RMSD contra R (linea

naranja continua) al mismo tiempo que aumente el valor de la proyeccion (linea negra, acercandose
a 1) y viceversa, estas dos graficas deben estar anticorrelacionadas. Esto se cumple para este analisis
a lo largo de toda la trayectoria.

Lo anterior también debe cumplirse para la RMSD contra T cristalografica (linea verde continua),
pero solo para las estructuras entre la T cristalografica y la R (zona de proyeccion entre 0 y 1), pues
cuando se encuentre entre meta T y T cristalografica (proyeccion entre -1 y 0) aumentara la RMSD
cuando se aleje de T cristalografica disminuyendo el valor de su proyeccién (hacia -1), y estas
graficas deberén estar anticorrelacionadas. Nuevamente, €l comportamiento esperado coincide con
el observado (por ejemplo: correlacion antes de 7 ns, y anticorrelacion cerca de 11 ns).

Para valores de proyeccion entre 0 y 1 el acercamiento de la enzima a una de las dos
conformaciones debe causar que se aleje de la otra, y que por lo tanto las graficas de RMSD estén
anticorrelacionadas, mientras que en la zona de proyeccion entre 0 y -1 su estructura se aleja o se
acerca a ambos confoérmeros por igual, por lo que las dos graficas de RMSD deben estar
correlacionadas. El primer caso se observa por ejemplo antes de 7 ns y, el segundo, alrededor de
11.5 ns.

La conformacion justo a medio camino entre T cristalografica y R (proyeccion de 0.5) debe
presentar valores iguales de RMSD contra ambas conformaciones de referencia (deben coincidir las
lineas naranja y verde), lo cual si se observa en las graficas (por ejemplo, al inicio de la trayectoria,
o poco después de los 16.5 ns).

Durante la simulacion la maxima similitud estructural con R (minima RMSD, linea naranja) debe
coincidir con los méaximos valores de proyeccion (linea negra, cercana a 1) y, similarmente, la
minima RMSD contra T cristalografica (linea verde) debe coincidir con valores de proyeccion
cercanos a 0. Este es el comportamiento observado, por ejemplo: alrededor de 2.5 ns para R, o cerca
de 7 ns para T cristalografica.

El valor asociado a la proyeccion es, entonces, indicativo de la conformacion que adopte el

estado T cinético de la GIcN6P desaminasa con respecto a sus estructuras T y R cristalograficas.

8.3. Conformacion R desfavorecida en el cristal original

En ambas simulaciones del cristal original (Crist14 y Crist06) la proteina presenta una clara

tendencia a adoptar conformaciones lejanas a la activa, como lo muestran sus analisis por proyeccién
sobre los C* (figura 19).
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Figura 19. Graficas de la proyeccién p sobre los C” de las simulaciones Crist14 y Crist06 en la etapa de produccién. La
conformacién R corresponde a p=1, T cristalogréfica corresponde a p=0 (linea gris), y "meta T" a p=-1. En
ambas simulaciones es evidente que la proteina tiende a adoptar conformaciones entre Ty "meta T", lejos de R.

Esta tendencia de la proteina en el cristal original a visitar estados lejanos a R se explica por el

hecho de que, en el grupo espacial en el que se realizaron los calculos (P63:22), la transicion de la

proteina del estado T a la conformacion activa implica un choque estérico entre los residuos 95 a 100

de los protomeros de hexameros vecinos, como se muestra en la figura 20.
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Figura 20. Traza de las estructuras T (gris) y R (negro) cristalograficas de uno de los protémeros del trimero inferior de un
hexdmero (arriba), y el protdmero mas proximo del trimero superior del hexamero vecino (abajo). Los residuos
m4s cercanos entre estas subunidades (del 95 al 100) se representan con una linea mas gruesa. Los conférmeros R
fueron trastadados a las posiciones que ocuparian en el grupo espacial P6:22. Imagen generada en VMD [6].

Asi, se concluye que el estado R esta desfavorecido en el grupo espacial P6322. Esta puede ser
la razon por la que los cristales de la proteina en su conformacion activa crecen en un grupo espacial
distinto (R32). Ademas, también explica el hecho de que los cristales del conférmero T remojados en
una solucion de algin ligante (fructosa-6-fostato 10mM o 2-desoxi-2amino-p-glucitol-6-fosfato
100pM) no presentan la transicion alostérica, sino que conservan la estructura T libre de ligantes [4].

Esta situacion no existe en las simulaciones que emulan al hexamero en solucién ya que, como
se mencioné en la seccion de metodologia, estos sistemas se construyeron asegurando una distancia

interhexamérica mayor a 14 A. Por lo anterior, los anélisis posteriores se realizan sobre Sol28 y Sol10.
8.4. Periodos de oscilacion

Los periodos de las oscilaciones caracteristicas del movimiento de la proteina se calcularon por
medio del analisis de Fourier de las graficas del analisis por proyeccion sobre los C*. Para sustentar sus
resultados, este analisis se realizo a lo largo de distintos intervalos de las trayectorias de las
simulaciones Sol28 y Soll0 (cada uno con valores de proyeccién cercanos en sus extremos),
encontrando resultados consistentes. Los datos de Sol28 (figura 18) fueron analizados en las regiones

listadas en la tabla II, y se muestran en la figura 21.
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Tabla II. Intervalos en los que se realizé el anélisis de Fourier sobre los datos de proyeccién de los C* de Sol28 de la figura
18, para sustentar sus resultados.

intervalo | inicio [ns] final [ns]
1 7.0216 11.5562
2 7.0216 15.4088
3 7.0216 19.5084
4 7.0216 22.7336
5 0.0172 16.9902
6 0.0172 22.9376
7 0.0172 27.3628
8
21
gl
gl
T [n=] 4
3l
2 L
1}

1 2 3 .4 5 5 ?
intervalo

Figura 21. Estimaciones de los periodos de cada oscilacion representativa encontrada por el analisis de Fourier en Sol28,
para cada intervalo de la tabla II (cfr. figura 15). Las lineas blancas segmentadas, cuando aparecen dentro de la
escala, indican la longitud de cada region analizada. Solo se muestran las sefiales de los periodos que cuentan
con una buena resolucion. El propdsito de esta figura es mostrar que las estimaciones de los periodos
caracteristicos que este método arroja son consistentes independientemente del intervalo de andlisis. Imagen
generada en Mathematica [44].

Tomando en consideracion las zonas de buena resolucién para cada intervalo de analisis, puede
concluirse que el andlisis de Fourier sobre la grafica de proyeccion de la figura 15 arroja resultados
similares entre ellos. Esto se cumple también para el resto de los analisis de Fourier de este trabajo.

Las estimaciones para los periodos de las oscilaciones caracteristicas en la simulacién Sol28
también fueron comparadas realizando el anélisis sobre las proyecciones de los C* de distintas regiones

de la proteina (graficadas en la figura 22), encontrando las mismas oscilaciones representativas tanto
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para el protémero completo como para el modulo interno y el modulo externo (con o sin la tapa del

sitio activo), como se muestra en la figura 23.
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Figura 22. Graficas del analisis por proyeccién sobre los C* de distintas zonas de la protefna en la simulacion Sol28. Las

lineas grises indican el valor correspondiente a la conformacién T cristalografica.
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Figura 23. Estimaciones de los periodos de cada oscilacién representativa encontrada por el anlisis de Fourier, para

distintas regiones de la proteina: protdmero completo (region 1, cfr. figura 21), médulo interno (regién 2),
moédulo externo (regién 3), médulo externo sin tapa (region 4). Los resultados provienen de los intervalos de
analisis més largos, y sélo se muestran las sefiales de los periodos que cuentan con una buena resolucion.
Imagen generada en Mathematica [44).
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- Antes de cuantificar los periodos de oscilacion de la proteina, se les da un mayor sustento

e comparandolos con los obtenidos a partir de la proyeccion sobre los C* del protomero de Sol10 (figura
- 24), encontrando que sus valores son consistentes aun entre estas dos simulaciones, como se muestra en
i la figura 25.
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Figura 24. Grafica del andlisis por proyeccién sobre los C” del protémero en la simulacién Soll10. La linea gris indica el
i valor correspondiente a la conformacion T cristalogréfica.
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Figura 25. Estimaciones de los periodos de cada oscilacion representativa encontrada por el anélisis de Fourier, para los C*
del protémero completo en las dos simulaciones del hexdmero en solucién: Sol10 (regién 1) y Sol28 (region 2,
cfr. figuras 21 y 23). Los resultados presentados son los de los intervalos de andlisis mas largos de cada

lussd simulacién. A pesar de que, debido al corto tamafio de Sol10 su resolucion por encima de T=3ns es demasiado

baja, ambas simulaciones si presentan estimaciones consistentes de los periodos de las oscilaciones

- caracteristicas por debajo de este valor. Imagen generada en Mathematica [44].
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Una vez validado de esta forma el calculo de los periodos de los movimientos representativos
de la proteina, pueden cuantificarse estos valores. Asi, utilizando los resultados de mayor resolucion
(intervalo de andlisis mas largo de Sol28, figura 25), se encuentra que existen oscilaciones
representativas del movimiento de la proteina con periodos cercanos a 5.5 ns, 4 ns, 3 ns, 2nsy 1.4 ns.
Los intervalos de error que acotan estos valores son, en orden de representatividad, [4.97, 6.08] ns,
[3.65,4.21] ns, [2.88, 3.22] ns, [1.56, 2.19] ns y [1.33, 1.40] ns.

También se buscaron los movimientos representativos de la tapa del sitio activo mediante
analisis similares, encontrando que en general son distintos a los del resto de la proteina. En la figura

26 se muestran las proyecciones sobre sus C* y, en la figura 27, la estimacion de sus periodos.

e T e T A B o o e o o o o o o o o o LA B o e

T T

i

-

prevecion O

w” i ¥ N 'T R

Bol2&

L N B

gz sitie activo

Erl L 1 B . [ LT ELL TR R TP T PP P PP RT P EE P EPLESRPRRRLLRPRIIE

W AT R AR R A AN

vl b b by b b bt b by b b b by b b e b b by fa b b b b by b by

O o L B B B o o o B 2 A M s S o s e e B

3

jroverekin C
1apa sitfo active

Soll(

P b by b b b b b b by b b by b b B by b b B | | I N OO BT N O O N
i P2 3 4 5 6 7 2% B i1 12 13 14 15 6 ¥F 1 ¥ W 2@ 22 23 24 3§ 24 W 28
1 §as]

o
&

Figura 26. Gréfica del analisis por proyeccion sobre los C” de la tapa del sitio activo en las simulaciones Sol28 y Sol10. En
este caso el valor de proyeccion p=1 representa la tapa abierta (linea gris continua), mientras que p=0 representa
la tapa cerrada (linea negra punteada), de acuerdo con las conformaciones de referencia del archivo de
coordenadas 1FS5 [4]. A lo largo de cada trayectoria la proteina fue orientada con el médulo externo (sin la tapa)
de la conformacion de referencia, con el propdsito de eliminar los movimientos ajenos a la tapa en estos
calculos.
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Figura 27. Estimaciones de los periodos de cada oscilacién representativa encontrada por el analisis de Fourier, para los C*
de la tapa del sitio activo en las dos simulaciones del hexamero en solucién: Sol10 (region 1) y Sol28 (region 2).

Los resultados presentados provienen de los intervalos de analisis mas largos de cada simulacion, y solo se

r[zgia.stran las sefiales de los periodos que cuentan con una buena resolucion. Imagen generada en Mathematica

A pesar de presentar distintos comportamientos de la tapa del sitio activo, ambas simulaciones
coinciden en los valores de algunos periodos representativos: alrededor de 3 ns, 2.2 ns, 1.2 ns y 0.9 ns.
De acuerdo al analisis con mayor resolucion de Sol28 (figura 27), los intervalos de error que acotan
estos valores son, en orden de representatividad, [2.98, 4.06] ns, [1.44, 1.65] ns (este parece ser
caracteristico de Sol28), [0.91, 0.95] ns, [0.65, 0.67] ns (caracteristico de So0l128), [1.94, 2.35] ns, [1.21,
1.28] ns y [1.09, 1.14] ns. De estos, los periodos de las dos oscilaciones mds lentas son comparables
con las encontradas para el movimiento global de la proteina, e incluso podrian estar relacionadas con
las de periodos [2.88, 3.22] ns y [1.56, 2.19] ns. Sin embargo, la mayoria de las oscilaciones
caracteristicas de la tapa del sitio activo son mds rapidas que las del protémero completo, lo cual es

consistente con el hecho de que esta es mucho menos masiva.
8.5. Formacion del sitio activo y del sitio alostérico

La cavidad del sitio activo se define a partir de las distancias entre el C* de Argl172 (en la tapa
del sitio activo), el C* de Lys208 (en el modulo interno) y el atomo N de Gly42 (en el modulo interno),
y se considera que se ha formado cuando estas distancias se acercan de manera concomitante a sus
valores correspondientes en la estructura R cristalografica. La evolucion de estas distancias a lo largo

de Sol28 y Sol10 se presentan en las figuras 28 y 29, respectivamente.
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Figura 29. Formacién del sitio activo a lo largo de Sol10. El panel superior muestra en negro la gréfica de la proyeccion de
la tapa del sitio activo (cfr. figura 26). En los otros tres paneles las graficas en gris corresponden a las tres
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de referencia en R y, las lineas negras segmentadas, el valor de referenciaen T.
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De estas dos figuras se hace evidente que la formacion del sitio activo depende en gran medida
del estado de la tapa. A pesar de que este no se formé en Sol10, si lo hizo en algunas ocasiones al
inicio de Sol28. La poca ocupacién de este estado de la proteina puede deberse a que se requiere de la
presencia de algun ligante para estabilizar la formacion del sitio activo.

De manera similar, el sitio alostérico entre dos protdmeros vecinos se define a partir de las
distancias entre el 4tomo N de Met1 de uno de ellos y los C* de Arg158 y Lys160 de la otra subunidad.
También en este caso se considera que esta formado cuando estas distancias se acerquen de manera
concomitante a sus valores correspondientes en la estructura R cristalografica. La evolucion de estas

distancias a lo largo de Sol28 y Sol10 se presentan en las figuras 30 y 31, respectivamente.
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Figura 30. Formaci6n del sitio alostérico a lo largo de Sol28. El panel superior muestra en negro la grafica de la proyeccion
del protémero (cfr. figura 22). En los otros tres paneles las graficas en gris corresponden a las tres distancias en
base a las cuales se define la formacién del sitio alostérico, las lineas negras continuas indican el valor de
referencia en R y, las lineas negras segmentadas, el valor de referencia en T.
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Figura 31. Formacién del sitio alostérico a lo largo de Sol10. El panel superior muestra en negro la grafica de la proyeccion
del protémero (cfr. figura 24). En los otros tres paneles las graficas en gris corresponden a las tres distancias en
base a las cuales se define la formacion del sitio alostérico, las lineas negras continuas indican el valor de
referencia en Ry, las lineas negras segmentadas, el valor de referencia en T.

En el caso del sitio alostérico, este nunca llega a formarse, y las distancias entre los 4tomos que
lo definen permanecen demasiado alejadas de su valor de referencia en R. Esto es consistente con el
hecho de que el sitio alostérico tiene una carga neta positiva en su superficie de manera que, por

repulsion electrostatica, las paredes de esta cavidad permanecen separadas hasta que algin ligante (de

carga negativa) la neutralice [5].

8.6. Estabilizacion de Ila tapa abierta mediante una molécula de agua

Dado que en Sol28 se muestrea satisfactoriamente el espacio conformacional de la proteina,
pudieron observarse las conformaciones abierta y cerrada de la tapa del sitio activo tanto en el estado T
como en el R (tabla III). En este analisis visual se encuentra consistentemente una molécula de agua
equidistante al oxigeno O de la cadena principal de Thr161 (en la tapa) y el oxigeno OH del grupo
fenol de Tyr254 (en el carboxilo terminal) cuando la tapa esta abierta, ya sea en la conformacién T o
cercana a R. De hecho, esta molécula de agua presenta poca movilidad y estd orientada
electrostaticamente, con la carga negativa de su oxigeno alejandose de los oxigenos mencionados de la

proteina y uno de los hidrégenos acercandose a ellos, y con la molécula de agua orientada de forma que
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sea cerca de la conformacion T o R.

su oxigeno es repelido por el 4tomo OH de Tyr254, que es ligeramente mas negativo que el atomo O
de Thrl61 (figura 32).

Tabla IIL Intervalos de la simulacién Sol28 donde se observan los estados abierto o cerrado de la tapa del sitio activo, ya

tapa abierta tapa abierta tapa cerrada tapa cerrada
cercade R cercade T cerca deR cercade T
12.0246ns a 12.0306ns| 11.41nsa 11.43ns |0.5658ns a 0.5806ns |4.7488ns a 4.7782ns
16.7462ns a 16.7564ns| 18.73nsa 18.75ns |1.7830ns a 1.7940ns
18.5760ns a 18.5864ns| 20.58ns a 20.60ns |2.6144ns a 2.6418ns
20.7302ns a 20.7364ns | 22.635ns a 22.655ns | 2.9736ns a 2.9844ns
25.8120ns a 25.8190ns| 26.01ns a 26.03ns

Figura 32. Representacién en rizoma de los residuos Thr161 (abajo) y Tyr254 (arriba) y moléculas de agua cercanas, segin
se observa en la simulacién Sol28. El panel izquierdo corresponde a una conformacion cercana a R (18.5760 ns a
18.5864 ns), mientras que el derecho muestra la conformacion T (26.01 ns a 26.03 ns), ambas con la tapa abierta.
La molécula de agua de interés se representa en rojo y blanco. Las moléculas de agua cercanas se representan en

!

el

un solo color cada una. Imagen generada en VMD [6].
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Sin embargo, en los intervalos en los que la tapa del sitio activo estd cerrada la molécula de
agua equidistante a los atomos O de Thr161 y OH de Tyr254 presenta mucha movilidad, cuando llega
a estar presente (figura 33).

Figura 33. Representacion en rizoma de los residuos Thr161 (abajo) y Tyr254 (arriba) y moléculas de agua cercanas, segin
se observa en la simulacién Sol28. El panel izquierdo corresponde a una conformacion cercana a R (2.6144ns a
2.6418ns), mientras que el derecho muestra la conformacion T (4.7488ns a 4.7782ns), ambas con la tapa cerrada.
Las moléculas de agua cercanas se representan en un solo color cada una, para apreciar el grado de movilidad
que presentan. Imagen generada en VMD [6].

Estas observaciones sugieren que, una vez que el movimiento de la tapa la abre, la Tyr254

puede llegar a estabilizar este estado a través de alguna molécula de agua cercana.

8.7. Transmisioén de los efectos de la tapa al resto de la proteina

El movimiento de apertura y cerrado de la tapa del sitio activo es transmitido al resto de la
proteina a través de la Argl56, que esta cerca de su base (la tapa abarca los residuos 161 a 184). La
importancia de este residuo para la regulacion alostérica de la enzima puede inferirse del hecho de que
est4 altamente conservado en su rama del arbol filogenético del gen nagB, la cual engloba los ortdlogos
que si forman oligémeros (de hecho, todos forman hexdmeros) y cuyo efector alostérico es GIcNAc6P,

que se encuentran principalmente en proteobacterias pero también en humano (gen gnpl) [45].

31



i

Se observd que Argl56 interacciona con dos residuos de la hélice a 120 a 128: Glul22 y
Argl26. En el estado abierto de la tapa, Argl56 presenta un comportamiento similar
independientemente de la conformacién alostérica de la proteina, colocandose equidistante a las
cadenas laterales de Glu122 y Argl26, atrayendo al primero y repeliendo a la segunda. De esta manera,
la hélice 120 a 128 se desplaza alejandose de la tapa, y posiblemente propagando este efecto a otras

regiones de la proteina (figura 34).

Figura 34. Interaccion de Argl56 cerca de la base de la tapa (centro de la figura) con Argl26 (esquina inferior derecha) y
Glul22 (arriba de Argl26). Estos residuos se muestran en representacion de rizoma. Tanto la hélice 120 a 128
como la tapa del sitio activo (residuos 161 a 184) y el segmento que la conecta con Argl56 se muestran en
representacion de tubo. En gris se muestran las conformaciones cercanas a R y en amarillo las cercanas a T,
ambas con la tapa abierta. Las estructuras con la tapa cerrada se muestran en rojo (las cercanas a R), y en azul
(las cercanas a T). Cada estructura es el promedio de uno de los intervalos de la tabla III, minimizada
posteriormente con 500 pasos del algoritmo DMP limitando arménicamente el movimiento de los C* con una
constante de fuerza de 24 kcal/mol/A”. Imagen generada en VMD [6].

Los resultados del andlisis de modos cuasiarménicos sugieren que este efecto puede estar
relacionado con la transicion alostérica. Esta estd presente en la oscilacién mas representativa de la
proteina, pues se observa poca movilidad del médulo interno, y el médulo externo se mueve alrededor
de ¢l (figura 35). Sin embargo, en este modo cuasiarménico se observa también un movimiento de la

tapa del sitio activo en una direccion distinta (figura 36), de manera que existe una correlacion entre
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estas dos oscilaciones. Esto tltimo s6lo se observa, sin embargo, en la simulaciéon Sol28, que es la que

explora mas ampliamente el espacio conformacional de la enzima.

L L

Figura 35. Superposicion de las conformaciones de la traza de la proteina a lo largo del modo cuasiarménico mas
representativo de su movimiento en las simulaciones Sol28 (izquierda) y Soll10 (derecha), vistas a lo largo del
¢je de orden tres. El color de cada C” indica su movilidad (azul para los menos moéviles y rojo para los mas
moéviles, cfr. figuras 6 y 8). Imagen generada en VMD.

Figura 36. Superposicion de las conformaciones de la traza de la proteina a lo largo del modo cuasiarménico mas
representativo de su movimiento en las simulaciones Sol28 (izquierda) y Sol10 (derecha), vistas a lo largo del
eje de orden dos. El color de cada C" indica su movilidad (azul para los menos méviles y rojo para los mas
méviles, cfr. figura 6). Imagen generada en VMD.

Lo anterior no engloba la dindmica de la tapa del sitio activo, ya que existen también otros

modos cuasiarménicos (de mayor amplitud y, por lo tanto, menor frecuencia) que involucran

movimientos de la tapa (por ejemplo, el de la figura 37).
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Figura 37. Superposicién de las conformaciones de la traza de la proteina a lo largo del segundo modo cuasiarménico mas
representativo de su movimiento en las simulaciones Sol28 (izquierda) y Sol10 (derecha), vistas a lo largo del
¢je de orden tres. El color de cada C" indica su movilidad (azul para los menos méviles y rojo para los més
moviles, cfr. figura 8). Imagen generada en VMD.

Esto sugiere que la tapa del sitio activo transmite a través de Argl56 los efectos de sdlo
algunos de sus movimientos. De acuerdo con la descomposicién de Fourier sobre el andlisis de
proyeccion de la tapa, estos movimientos corresponden a los de menor frecuencia, de manera que las

oscilaciones mas rapidas no son transmitidas al resto de la proteina.
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9. CONCLUSIONES

La estructura de la GIcN6P desaminasa de E. coli oscila a lo largo de su transicién alostérica
aun en ausencia de ligantes, lo cual apoya la hipétesis de Rudifio y col. y es consistente con las
simulaciones y los experimentos que evidencian un equilibrio conformacional preexistente. Sin
embargo, en el cristal las conformaciones cercanas a R se ven desfavorecidas debido a choques
estéricos interhexaméricos, por lo que estas deben tener una ocupacion baja.

El movimiento mas representativo de la dinamica de la proteina se da en la direccion de la
transicion alostérica. En general, los movimientos de esta enzima son globales y, descartando el caso
de la tapa del sitio activo, no son especificos de la zona de la proteina. Ademas, tienen periodos en la
escala de tiempo de ns, o bien, frecuencias del orden de cientos de MHz. Algunas oscilaciones de la
tapa del sitio activo son, sin embargo, un orden de magnitud més réapidas, lo cual sugiere que estos
movimientos son distintos a los globales. Sin embargo, existe una transferencia mediada por Argl56 de
los efectos de los movimientos més lentos de la tapa al resto de la proteina.

La cavidad del sitio alostérico no puede formarse en ausencia de ligantes que neutralicen las
cargas positivas de sus paredes. El sitio activo, por otra parte, requiere de la presencia de algin ligante
para permanecer en su conformacion activa una vez formado. Ademds, una vez que la tapa del sitio
activo se ha abierto, Tyr254 puede estabilizarla en este estado por medio de interacciones

electrostaticas con una molécula de agua.
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