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Resum

Els enzims, que augmenten la velocitat de les reaccions quimiques molts ordres de magnitud, son els
catalitzadors més eficients de la Terra. Per aquest motiu, i per totes les seves caracteristiques
avantatjoses, estan esdevenint sistemes molt atractius per a les industries. A hores d’ara, pero, la
biocatalisi aplicada a aquest camp encara és bastant escassa degut a algunes limitacions que presenten
els enzims. Per conéixer, millorar i superar aquestes limitacions, s’utilitza el disseny d’enzims. Aquesta
técnica, experimental o computacional, sempre segueix el mateix procés. L’evolucié dirigida és
I’estratégia existent més potent pel disseny d’enzims. Aquesta técnica ha estat molt utilitzada, per
exemple pel disseny de la retro-aldolasa 95 (RA95), pero presenta les principals limitacions de no ser
racional i d’alt cost economic.

La RA95 promou el trencament d’enllagos carboni-carboni, partint d’un aldol, obtenint el corresponent
aldehid i una cetona. Aquesta reacci6 s’anomena retro-aldolica i concretament promou el trencament
del metodol a 6-metoxi-2-naftaldehid i acetona. Segueix una ruta de reaccid de diversos passos, un dels
quals és la formacié d’un adducte covalent entre el substrat i la lisina catalitica (base de Schiff). La
RA95 ha anat patint una série de mutacions, donant lloc a diferents variants de I’enzim. L ultima, i la
més eficient, és la RA95.5-8F, que presenta una tétrada catalitica. Aquesta prové d’aplicar varies
mutacions a la RA95.5-8 tant al centre catalitic com a la periféria de I’enzim.

L’objectiu d’aquest estudi €s analitzar i coneixer la contribucio sobre 1’activitat catalitica dels residus
mutats que no es troben al centre catalitic. Mitjancant el “Shortest Path Map” (SPM) aplicat sobre la
RA95.5-8, es poden predir els residus importants a la dinamica conformacional de I’enzim. Aixi doncs,
partint de I’altima variant, s’hi reverteixen els residus adients (pels de la RA95.5-8). Es segueix un
protocol de simulacié de dinamica molecular (MD) sobre el pas de reaccié posterior a la formacio de
la base de Schiff. Aixo permet 1’analisi de la distancia catalitica i la “Root Mean Square Deviation”
(RMSD). A més a més, s’utilitza el programa PyMol per poder visualitzar millor el comportament de
I’enzim al llarg de la simulacié. Els resultats de les simulacions realitzades per cadascuna de les variants
indiquen que ’eina computacional SPM és un bon métode per determinar quines posicions de I’enzim
son importants per I’activitat retro-aldolica.
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Resumen

Las enzimas, que aumentan la velocidad de las reacciones quimicas muchas 6rdenes de magnitud, son
los catalizadores mas eficientes de la Tierra. Por eso, y por todas sus caracteristicas ventajosas, estan
siendo muy atractivos para las industrias. Aun asi, hoy en dia, la biocatalisis aplicada a este campo es
todavia bastante escasa debido a algunas limitaciones que presentan las enzimas. Para conocer, mejorar
y superar estas limitaciones, se utiliza el disefio de enzimas. Esta técnica, experimental o computacional,
siempre sigue el mismo proceso. La evolucion dirigida es la estrategia existente mas potente para el
disefio de enzimas. Esta técnica estd siendo muy utilizada, por ejemplo para el disefio de la retro-
aldolasa 95 (RA95) pero presenta las principales limitaciones de no ser racional i de alto valor

economico.

La RA95 promueve la rotura de enlaces carbono-carbono, partiendo de un aldol, obteniendo el
correspondiente aldehido y una cetona. Esta reaccién se denomina retro-alddlica y concretamente
promueve la rotura del metodol a 6-metoxi-2-naftaldehido y acetona. Sigue una ruta de reaccion de
varios pasos, uno de los cuales es la formacion de un aducto covalente entre el sustrato y la lisina
catalitica (base de Schiff). La RA95 ha ido sufriendo una serie de mutaciones, dando lugar a diferentes
variantes de la enzima. La tltima, y la mas eficiente, es la RA95.5-8F, que presenta una tétrada
catalitica. Esta proviene de aplicar varias mutaciones en la RA95.5-8 tanto al centro catalitico como en
la periferia de la enzima.

El objetivo de este estudio es analizar y conocer la contribucion sobre la actividad catalitica de los
residuos mutados que no se encuentran en el centro catalitico. Mediante el “Shortest Path Map” (SPM)
aplicado sobre la RA95.5-8, se pueden predecir los residuos mas relevantes a la dinamica
conformacional de la enzima. Asi pues, se parte de la ultima variante y se revierten los residuos
adecuados (por los de la RA95.5-8). Se sigue un protocolo de simulacion de dinamica molecular (MD)
sobre el paso de reaccion posterior a la formacion de la base de Schiff. Esto permite el analisis de la
distancia catalitica y la "Root Mean Square Deviation" (RMSD). Ademas, se utiliza el programa PyMol
para visualizar mejor el comportamiento de la enzima durante la simulacion. Los resultados de las
simulaciones realizadas por cada una de las variantes indican que la técnica computacional SPM es un
buen método para determinar qué posiciones de la enzima son importantes para la actividad retro-
alddlica.
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Abstract

Enzymes, which increase the chemical reactions rate many orders of magnitude, are the most efficient
catalysts on Earth. For this reason, and for all their advantageous features, they are becoming very
attractive for the industries. However, biocatalyst applied to this field, at this time, is still quite scarce
due to some enzymes limitations. These are some barriers that must be overcome. To understand,
improve and overcome these barriers, enzyme design is used. This technique can be both experimental
and computational, but it always follows the same process. The directed evolution is the most powerful
strategy, of the three existing ones, for the enzymes design. This technique has been extensively used,
for example for the design of the retro-aldolase 95 (RA95).

RA95 promotes the breakdown of carbon-carbon bonds, starting from an aldol and obtaining the
corresponding aldehyde and ketone. This reaction is called retro-aldol reaction and specifically
promotes the breakdown of the methodol to 6-methoxy-2-naphthaldehyde and acetone. It follows a
reaction path of several steps, one of which is the formation of a covalent adduct between the substrate
and the catalytic lysine (Schiff base). Several mutations have been introduced into RA95, leading to
different variants of the enzyme. The last one, and the most efficient, is RA95.5-8F, which has a
catalytic tetrad. This new variant is originated applying some mutations to RA95.5-8 both in the
catalytic centre and in the periphery of the enzyme.

The aim of this study is to analyse and understand the contribution on catalytic activity of mutated
residues that are not in the catalytic centre. Using the “Shortest Path Map” (SPM) tool applied to
RA95.5-8, the most relevant residues can be predicted on the basis of the conformational dynamics of
the enzyme. Thus, several mutations in RA95.5-8F are reverted back to the original residue found for
the RA95.5-8 variant. A molecular dynamics (MD) simulation protocol is followed based on the
reaction intermediate formed after the formation of the Schiff base. This allows the rationalization of
how the catalytic distance and the "Root Mean Square Deviation" (RMSD) are affected after reverting
the selected mutations. In addition, the PyMol program is used for a better visualization of the behaviour
of the enzyme during the simulation. The results of the simulations for each of the variants show that
the SPM computational tool is a great method to determine which positions of the enzyme are relevant
for the retro-aldol activity.
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1. Introduccio

Els enzims son biomolécules, que acceleren reaccions quimiques en molts ordres de magnitud. Aquest
increment de la velocitat de reaccid és degut a la disminucio de ’energia d’activacio. Aixo fa que els
enzims siguin els catalitzadors més eficients que es coneixen, a més a més son molt importants per la
vida a la Terra. La gran majoria de processos metabolics que tenen lloc dins les cél-lules involucren
enzims, assolint les velocitats de reaccid necessaries per mantenir 1’organisme viu. Generalment, s6n
molt especifics i selectius pel que fa al substrat, sobretot degut a la carrega, la forma i les caracteristiques
hidrofiliques o hidrofobiques del centre catalitic. Aixo proporciona que el rendiment del producte
desitjat sigui elevat. A més a més, no son consumits durant la reaccid, no alteren I’equilibri quimic, sén
biodegradables i no son toxics. Totes aquestes caracteristiques avantatjoses fan que els enzims siguin
catalitzadors molt atractius per les industries. Es podrien utilitzar per convertir els processos industrials
en beneficiosos des del punt de vista mediambiental i també reduir costos de fabricacio.

Tot i aquests avantatges, la biocatalisi a nivell industrial encara és bastant escassa. Aixo es deu a algunes
limitacions com son I’estabilitat dels enzims naturals sota les condicions requerides (temperatura, pH o
solvent), la manca d’enzims naturals que catalitzin reaccions concretes 0, si aquests existeixen, que no
estiguin optimitzats pel substrat d’interés industrial.

Pel disseny d’enzims hi ha técniques tant experimentals com computacionals, pero totes estan basades
en el mateix procés: 1) seleccid dels punts de mutacio, 2) aplicacié de les mutacions, i 3) avaluaci6 de
les noves variants de I’enzim obtingudes. Hi ha tres estratégies principals pel disseny d’enzims. Es
presenten a continuacio.

- No racional. Generacio d’un elevat nombre de variants al laboratori amb mutacions aleatories.
Les noves variants son actives pero no es sap perque ho son.

- Semi-racional. Combinacid de la generacio d’una série de variants predites mitjangant calculs,
on posteriorment s’aplicara la técnica d’evolucio dirigida (DE) al laboratori per tal de millorar-
ne I’activitat.

- Racional. Limitacid del procés a un nombre reduit de variants, normalment predites utilitzant
eines computacionals. S’obté un gran coneixement sobre 1’efecte de les mutacions introduides.

L’evoluci6 dirigida ha esdevingut la técnica no racional més potent per a la produccié d’enzims per a
qualsevol procés. Mitjangant aquesta técnica s’han dissenyat gran quantitat d’enzim!®. Un exemple n’és
la retro-aldolasa 95 (RA95), tipus d’aldolasa classe I que, com a tal, promou el trencament reversible
d’enllagos carboni-carboni seguint una ruta de reaccié de diversos passos"’. Aquesta ruta inclou, entre
d’altres, la catalisi mitjangant una amina (provinent d’una lisina) i la generacié d’espécies intermeédies
covalentment enllagades anomenades bases de Schiff (formada per una lisina i el substrat corresponent).
Concretament es tracta de reaccions retro-aldololiques, catalitzades per les retro-aldolases.

1.1. Reaccio retro-aldolica

Una reacci6 aldolica és una reaccié de formacié d’enllacos carboni-carboni. Aquesta es pot dividir en
dues parts. Primerament té lloc 1’addici6 alddlica, que involucra 1’addici6 nucleofila de 1’enolat d’una
cetona a un aldehid, formant una PB-hidroxicetona o aldol. Sovint 1’aldol pateix una condensacid
aldolica, en la qual el producte perd una aigua i es forma una cetona o,B-insaturada.
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Una reacci6 retro-aldolica, pot fer també la ruta de trencament dels enllagos carboni-carboni (reacciod
inversa a I’addici6 aldolica). Es parteix d’un aldol o B-hidroxicetona i, degut a I’actuacié d’un enzim
que conté una amina, té lloc un trencament de I’enllag carboni-carboni, obtenint una cetona i un aldehid.
En aquest cas, concretament, es promou el trencament del 4-hidroxi-4-(6-metoxi-2-naftil)-2-butanona
(comunament anomenat metodol) a 6-metoxi-2-naftaldehid i acetona, utilitzant la RA95 com a enzim

o o ?
/“)\)‘\ HaN-Lys 0
+
o OO H,0 0 A
| 2

Figura 1. Reaccio global del metodol (1) donant el corresponent
naftaldehid (2) i acetona.

(veure Figura ).

Com s’ha esmentat aquesta reaccié inclou diferents passos de reaccié. Un d’aquests és la catalisi
mitjangant una amina (lisina, Lys en codi de tres lletres), que genera diferents espécies intermédies de
I’adducte covalent que formen una lisina catalitica i el substrat, el que s’anomena base de Schiff. Una
base de Schiff es defineix com a grup funcional que conté un doble enlla¢ carboni-nitrogen, veure

Figura 2.
H-bond H-bond
7N B-H 7N\ B-H .g®
O OH (OH OH H,0 LYS\(%H OH,/\.B
. ) S 3
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Figura 2. Mecanisme de reacci6 de la catalisi mitjangant una amina (Lys) en una reaccio retro-aldolica.
Es parteix del substrat (1) per formar la base de Schiff (3) i finalment, els productes (4 1 7).

1.2. Retro-aldolasa 95

L’enzim artificial generat mitjangant técniques racionals de disseny d’enzims és la RA95™. Aquest és
I’encarregat d’accelerar la reaccio retro-aldolica. Com s’ha esmentat abans, és una aldolasa tipus I, que
promou el trencament reversible de enllagos carboni-carboni. Aquest enzim, que presenta poca activitat
retro-aldolica (ke/Ky=0.02-0.3 M's™), es va evolucionar mitjangant I’evolucié dirigida de manera que
es van introduir una série de mutacions no només al centre actiu, sindé també a les periféries, per tal
d’augmentar la seva activitat catalitica. Totes les variants van ser analitzades també computacionalment
observant diferents posicions de I’intermedi corresponent en les simulacions de dinamica molecular
(MD) en un estudi realitzat al grup de recerca del CompBioLab!”. L ’evolucié que ha seguit es mostra

a continuacio:

- RA95.0: La primera variant de 1’enzim, dissenyada amb el protocol computacional anomenat
“inside-our”™ té 16 mutacions, 11 de les quals tenen lloc al centre actiu. Aquest conté una
lisina a la posicido 210 per facilitar el trencament de 1’enllag carboni-carboni mitjancant la

3
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formacié de la base de Schiff, un glutamat a la posicié 53 per orientar la molécula d’aigua
catalitica i una cadena hidrofobica llarga per acomodar el substrat (anell naftalénic). Com es
pot veure a la Taula 1, presenta un valor de ke,/Ky=0.17 M,

- RA95.5: Es la primera variant evolucionada amb evolucié dirigida™. Conté cinc mutacions
addicionals al centre actiu (V51Y, E53S, T83K, M180F i R182M) i una altra substituci6 a una
distancia lleugerament major d’aquest (D183N). L aparici6é d’una segona lisina a la posicio 83
€s comuna a moltes aldolases classe I, la que promou un grup cationic addicional al centre actiu
per activar la Schiff base. A més a més, la nova tirosina a la posicio 51 promou la desprotonacié
del B-alcohol. S’observen dues possibles orientacions per I’intermedi de la base de Schiff. Com
es pot veure a la Taula 1, presenta un valor de k../Ky= 16 M s,

- RA95.5-5: Conté sis mutacions addicionals, tres de les quals estan a una distancia petita del
centre actiu (ES3T, S110N 1 G178S) i tres altres que estan a la superficie de la proteina (R23H,

7 mostren

R43S i T95M). Les simulacions de dinamica molecular realitzades a un estudi previ
com I’intermedi de la base de Schiff no esta correctament situada per la catalisi. Com es pot

veure a la Taula 1, presenta un valor de k../Ky= 320 M,

- RA95.5-8: Conté cinc mutacions addicionals, tres properes del centre actiu (K135N, S178V i
G212D) i dues en una posicio distal (S43R i F72Y). Presenta una triada catalitica (Lys83,Tyr51
i Asnl110). L’intermedi de la base de Schiff encara és lleugerament flexible. Com es pot veure
a la Taula 1, presenta un valor de k../Ky= 1600 M s,

- RA95.5-8F: L tltima variant de I’enzim, generada amb evoluci6 dirigida™, és la que presenta
una major activitat catalitica. Aquesta conté tretze noves modificacions. Inclou una nova
tirosina al centre actiu (F180Y) i una leucina al lloc de la lisina catalitica original (K210L).
Presenta una tétrada catalitica (Lys83,Tyr51, Asnl10 i Tyr180), que esta perfectament
disposada per enllagar el substrat i adaptar-se als canvis geométrics i electrostatics que tenen
lloc durant els passos de reaccié!”). Cal esmentar que aquesta variant presenta una activitat
similar a les aldolases naturals de classe I. Com es pot veure a la Taula 1, presenta un valor de
Kea/Km = 34000 M's™!, 21 vegades més eficient que la variant anterior.

Figura 3. Mutacions de RA95 segons la
variant. Mutacions de la RA95.0 en esferes
grogues, de la RA95.5-8 en esferes verdes i

de Ia RA95.5-8F en esferes de color blau.

A mesura que la RA95 ha anat evolucionant mitjancant la introduccié de noves mutacions, ha anat
millorant la seva activitat catalitica i, aixi mateix, la seva eficiéncia (k../Ky). Per aquest motiu, I’ltima
variant, la RA95.5-8F, sera la que mostrara una eficiéncia optima respecte totes les altres. A la Taula 1
es mostra I’eficiéncia i I’increment de 1’activitat catalitica per a cada variant.

4
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Taula 1. Eficiéncia i augment de 1’eficiéncia (respecte la
primera variant) per a cada variant de la RA95.

Variant Keat/ Km (M"s") l?’l:fil:i?:ltci(:‘e
RA95.0 0.17 -
RA95.5 18 106
RA95.5-5 320 1880
RA95.5-8 1600 9400
RA95.5-8F 34000 200000

1.2.1. RA95.5-8F

L’ ultima variant de la RA95 és la que presenta una major activitat catalitica i una major eficiéncia
(veure Taula 1). La seva tétrada catalitica esta perfectament situada per interaccionar amb el substrat i
adaptar-se als canvis geomeétrics i electrostatics que tenen lloc durant la ruta de reaccio. Aquesta esta
formada per la Lys83, Tyr51, Asnl10 i Tyr180. Aixi doncs, la catalisi mitjangant una amina sera
provinent de la Lys83, ja que la lisina conté aquest grup amina per a dur a terme la reacci6 i la formacio
de la base de Schiff.

El mecanisme d’aquesta reaccio retro-aldolica utilitzant la tétrada catalitica de la RA95.5-8F com a
centre catalitic comenca amb 1’atac de la Lys83 al carbonil del metodol (substrat). Es forma un
hemiaminal intermedi (un mateix carboni conté un grup hidroxil i una amina). Aquest allibera 1’hidroxil
en forma d’aigua i s’obté la corresponent base de Schiff protonada. L’i6 imini actua com a donador
d’electrons per afavorir el trencament de I’enllag carboni-carboni i formar els corresponents aldehid i
enamina. La Tyr180 desprotonada, esta correctament posicionada per actuar com a base catalitica.
Seguidament es produeix una protonaci6 i una hidrolisi de I’enamina per acabar obtenint 1’acetona final
i ’enzim regenerat. (Veure Figura 1 1 Figura 4)

Schiff base
<&

Figura 4. Tétrada catalitica de la RA95.5-8F. En rosa I’intermedi de la base de Shiff (adducte entre la Lys83 i
el substrat), en cian la Tyr180, en beix la Tyr51 i en lila la Asnl110.
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1.2.2. RA95.5-8

La variant que presenta la segona millor eficiéncia és la RA95.5-8 (ke/Ky= 1600 M™'s™| veure Taula
1). Aquesta pateix 13 modificacions per a convertir-se en la tltima variant, la RA95.5-8F. En un estudi
previ realitzat al grup de recerca CompBioLab!"!, es va demostrar com I’eina computacional anomenada
“Shortest Path Map” (SPM) aplicat a la RA95.5-8 (veure metodologia), es podien predir aquestes
mutacions. Aquesta eina, desenvolupada al CompBioLab, permet identificar quines posicions o residus
tenen un paper més rellevant a la dinamica conformacional de I’enzim. Cal esmentar que les 7 posicions
predites amb el SPM coincideixen amb les posicions mutades anteriorment descrites. Dues de les
mutacions predites es troben a una distancia de 6 posicions respecte els SPM (Asn90 i Ser151), una a
distancia de 3 posicions (Asn135), una altra a una distancia de 2 posicions (Arg75) i les dues restants a
una distancia de 1 posicio (Ser214 i Arg216). Donat que experimentalment no es sap quina és la
importancia de les 13 mutacions introduides per a I’activitat retro-aldolica de I’enzim, es va dissenyar
aquest estudi per determinar com afecten les mutacions no incloses al SPM a I’activitat catalitica.

Figura 5. “Shortest Path Map” (SPM) de la variant RA95.5-8.
En blau la tétrada catalitica, en lila les set mutacions predites
pel SPM, en taronja les mutacions adjacents i en verd les
mutacions que es trobes desplacades a +6 posicions en
seqiiéncia del conjunt de residus predits computacionalment .
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2. Objectives

The man-made enzyme retro-aldolase (RA95), which catalyse the cleavage of the methodol substrate,
has been evoluted by means of Directed Evolution (DE) to present several computational mutations that
improve its catalytic activity and so, its efficiency. Each variant contains at least 5 mutations located
either at the active site or at distal positions. The last variant RA95.5-8F, the most efficient, contains a
catalytic tetrad (Lys83, Tyr51, Asn110 and Tyr180), that is perfectly arranged to bind the substrate and
promote the retro-aldol reaction. The previous less efficient variant RA95.5-8 contains a catalytic triad
(Lys83, Tyr51 1 Asn110). It is clear that the catalytic centre plays the most important role in the reaction
mechanism, so the introduced mutations in the active site have a huge contribution on the catalytic
improvement. However, each variant also contains mutations far away from the active site, which play
a crucial role in improving the efficiency and stability of the enzyme.

The “Shortest Path Map” (SPM), developed at CompBioLab, is the perfect tool to predict or identify
the most relevant residues to tune the conformational dynamics of the enzyme. The SPM of RA95.5-8
predicts mutations that have been introduced in this variant to become the RA95.5-8F variant. As seen
in “Figura 5, there are four residues located in adjacent positions of the SPM (Asn135, Arg75, Ser214
and Arg216) and two others at more than 5 positions far away in the sequence from the SPM (Asn90
and Serl151).

As mentioned before, retro-aldol reactions have a multistep reaction mechanism. It takes place via
amine catalysis, where a covalent adduct between the substrate and the catalytic lysine is formed, known
as Schiff base. In reference “Figura 27, it is studied the third step, where the Schiff base has already
been formed and is going to react with the base, in this case Tyr180.

The main goal of the current study is to analyse the effect for retro-aldol activity of those four mentioned
mutations (D9ON, G151S, P75R and E135N) that are not located in SPM, but in the proximities. The
hypothesis is that those residues situated far away from the SPM predicted have a minor effect on the
enzyme catalytic activity compared with those situated in adjacent positions. To accomplish this
objective, a multistep computational procedure is proposed:

- The RA95.5-8F positions studied in each case will be reverted back to the RA95.5-8 residues.
For each position or group of positions studied, new version of the enzyme is obtained.

- The structural features, configuration and dynamics of the different variants will be analysed
by means of molecular dynamics (MD) simulations.

- The catalytic distance between the catalytic base (Tyr180) and the B-alcohol at the Schiff
base intermediate will be analysed, as well as the flexibility of the latter intermediate with
the “Root Mean Square Deviation” (RMSD). For a better visualization, PyMol program will
be used.
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3. Metodologia
3.1. SPM (“Shortest Path Map?”)

Com s’ha esmentat, es parteix d’un estudi previ realitzat al grup de recerca CompBioLab!”. Per aquest,
es va aplicar I’eina computacional anomenada “Shortest Path Map” (SPM) a la RA95.5-8. D’aquesta
manera es podien predir quines mutacions d’aquest enzim revertir.

Aquesta eina permet identificar quines posicions o residus tenen un paper més rellevant a la dinamica
conformacional de 1’enzim. Esta basada en la utilitzacié d’un algoritme anomenat Dijkstra. Aquest
algoritme permet trobar quin és el cami més curt per anar des del primer residu fins 1’altim de I’enzim.
Per fer aixo, es mesura la distancia entre parells de residus durant la simulacio, amb els Ca com a
referéncia. Es considerara que dos residus son propers en I’estructura tridimensional quan tinguin una
distancia menor a 5 A durant tota la simulaci6. Una vegada seleccionats aquests residus, es calcula la
seva correlacio per poder establir si tenen un moviment comu o so6n independents entre ells. Per generar
el SPM, només es t€¢ en compte aquells parells de residus que presentin una gran correlacio, és a dir,
que tinguin un moviment en comu i, a més a més, que siguin propers (distancia menor a 5 A). Tenint
tots aquests factors en compte es descriu el cami espacial més curt des del primer fins 1’Gltim residu, el
SPM. S’utilitza PyMol per poder representar-lo en I’estructura proteica.

Encara que per aquest treball no s’utilitza aquesta eina, es parteix de 1’estudi previ esmentat, en el qual
aconseguia predir els residus importants de la RA95.5-8, descrits pel corresponent SPM (veure Figura
5). Aixi doncs, es fa una seleccid dels residus que no es troben al SPM perd que sén propers a ell:
Arg75, Asnl135, Asn90 i Serl51.

3.2. Preparacio de la proteina. Reversio de mutacions

Es parteix de I’estructura RA95.5-8F cristal-litzada (codi PDB 4pa8) amb la Tyr180 desprotonada. Es
volen revertir quatre mutacions que es troben a les proximitats del SPM, pero no al cami de residus
directament predits per I’eina computacional. Els residus més desplagats respecte la seqiiéncia del SPM
(de més a menys) son: Arg75 (desplagat 2 posicions), Asn135 (desplagat 3 posicions), Asn90 (desplagat
6 posicions) i Ser151 (desplacat 6 posicions). Les reversions de cada posicid es fan respecte els residus
de la variant RA95.5-8, variant anterior a la RA95.5-8F. A part d'analitzar cada una de les posicions,
també s’estudien combinacions entre elles.

Es va fer servir el programa PyMol™, per tal de poder superposar les dues variants de I’enzim que
s’utilitzen. A més a més, PyMol proporciona la seqiiéncia de cada una d’elles. Per a cada posicio
tractada, es canvia el residu de la RA95.5-8F pel residu de la variant RA95.5-8 que ocupa la mateixa
posicio. Aixi doncs, s’aconsegueix la tltima variant (amb la corresponent tétrada catalitica) pero havent
mutat alguns residus pels de la variant anterior (veure Taula 2).

D’aquesta manera s’obtenen tantes versions com posicions o combinacions entre elles es vulguin
estudiar, totes en format PDB. Aquests fitxers proporcionen la seqiiencia de la proteina i, aixi mateix,
I’estructura en tres dimensions d’aquesta.
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Taula 2. Mutacions a ’enzim RA95.5-8F.

Asp90 es muta a Asn90 (DION)
Gly151 es muta a Ser151 (G151S)
Asp90 i Gly151 es muten a Asn90i Ser151 (D9ON, G151S)
Pro75 es muta a Arg75 (P75R)
Glul35 es muta Asn135 (E135N)
Pro75 1 Glul35 es muten a Arg75 i Asnl135 (P75R, E135N)

3.3. Preparacio del sistema

Una vegada obtingudes les variants resultants de les mutacions, es procedeix a la preparacio del sistema.
Aquest pas ¢€s essencial per a la posterior simulacié de dinamica molecular (MD). Els sistemes s’han
simulat utilitzant el software AMBER16 amb el camp de forces ff99SB. Les simulacions s’han realitzat
al cluster Galatea del CompBioLab, grup de recerca del IQCC, compost per 178 GTX1080 GPUs.

El terme camp de forces (“Force Fields”) fa referéncia a la forma i parametres de les funcions
matematiques que s’utilitzen per descriure I’energia potencial de I’enzim. Aquesta energia potencial té
contribucions dels atoms enllagats (“bonded”) i dels no-enllagats (“nonbonded”). D’aquesta manera,
I’energia potencial total es representa a I’equacio [1]:

Epotencial total = E"bonded" + E"nonbonded" (1]

Aixi mateix, les contribucions de les components d’energia del “bonded” [2] i del “nonbonded” [3] es
representen en les segiients addicions:

E"bonded" = Eenllag + Eangle + Ediedre (2]
E"nonbonded" = Eelectrostétiques + EVan der Waals (3]

La contribucio6 dels atoms enllagats depén de 1’enllag, I’angle entre els atoms i I’angle diedre. Per altra
banda, la component que prové dels atoms no enllagats depén de les forces electrostatiques i les forces
de Van der Waals.

Per dur a terme la preparacié del sistema s’utilitza TLEAP, un modul del programari AMBER. Es
parteix dels fitxers PDB que s’obtenen a I’apartat anterior. Aquest modul addiciona els contraions
necessaris per neutralitzar el sistema (CI" 0 Na") i una caixa solvataci ciibica d’aigua de 10 A. Amb
aquesta caixa de solvatacio s’aconsegueix simular 1’entorn de la proteina amb aigiies explicites.

La finalitat d’aquesta preparacio del sistema és aconseguir els dos fitxers necessaris per la posterior
dinamica molecular. Un dels fitxers conté informacié sobre el tipus d’atoms i els parametres que
s’utilitzen per calcular I’energia del sistema, el que s’anomena “tipologia” (fitxer PRMTOP). L’altre
conté les coordenades del sistema (fitxer INPCRD). A més a més s’originen uns nous fitxers PDB de
cada versio de I’enzim amb la caixa d'aigiies per poder comprovar si el procediments anteriors s'han
realitzat correctament.
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3.4. Dinamica molecular (MD)

Un cop obtinguts els fitxers amb la tipologia i les coordenades, s’inicia el protocol de simulacid de
dinamica molecular.

- Minimitzacié: es duu a terme en dos etapes. En la primera es minimitzen les posicions dels
contraions i les molécules d’aigua de la caixa de solvatacid, mentre es manté ’enzim fix. Cal
apuntar que, per tal de mantenir fixos tots els atoms dels enzims, s’utilitzen unes restriccions
especifiques. En la segona etapa, en canvi, es minimitza tot el sistema al complet per aconseguir
una conformacio inicial més estable.

- Escalfament: consisteix en escalfar progressivament el sistema de 0K a 300K. D’aquesta
manera, es proporciona energia cinetica que dona peu al moviment dels atoms del sistema
primerament minimitzat. L’objectiu d’aquest procés €s simular al maxim les condicions de
laboratori durant la dinamica. Com al cas de la minimitzacid, també s’utilitzen restriccions
momentaniament. Aquest procés es duu a terme a volum constant.

- Equilibracio: aquest procés es realitza a pressio constant. El volum varia de manera que la
densitat del solvent, aigua en aquest cas, es relaxa i s’adapta a les condicions del sistema (a una
temperatura de 300K).

Després d’aquests tres passos previs, s’inicia la produccié de la trajectoria de la dinamica molecular.
En aquest cas, el temps total de simulacié és de 1000 ns. S’ha de tenir en compte que, per tal d’obtenir
una major representativitat es fan 4 répliques de cada versiéo de I’enzim proposada. Aixo permet un
major mostrejament dels sistemes, ja que les velocitat inicials de la MD son aleatories en cada réplica,
1 per tant, permet aconseguir un major nombre de dades per poder analitzar estadisticament.

3.5. Analisi dels resultats

S’ha emprat el modul PTRAIJ per analitzar els resultats de la dinamica molecular. Aquest és un modul
d’AMBER16 que permet obtenir informacié important de la simulaci6. Té una gran varietat de
funcions, per exemple, el simple analisi geomeétric de coordenades, la conversio entre diferents formats
de coordenades o I’analisi avangat de matrius i vectors. Tot i aix0, en aquest cas, s’estudien dos factors.
Un d’ells ¢s la distancia catalitica i 1’altre la RMSD (“Root Mean Square deviation™) de la base de
Schiff. A més a més s’utilitza el programa PyMol, una eina potent que permet visualitzar la trajectoria.

3.5.1. Distancia catalitica

Com s’ha esmentat abans, la distancia catalitica s’analitza amb el modul PTRAIJ. Totes les simulacions
de dinamica molecular es fan sobre el pas 3 en referéncia a la Figura 2, per tant s’analitzen les
conformacions que adopten els quatre residus del centre catalitic mentre 1’adducte covalent entre el
substrat i la Lys83 esta format. Cal recordar que el pas de reaccid posterior a la formacid de la base de
Schiff és I’atac d’una base sobre el f-alcohol del substrat per a la seva desprotonacio. La Tyr180, que
forma part de la tétrada catalitica, té la funcié de base que desprotona la base de Schiff. Es per aquest
motiu que la distancia catalitica es descriu com la distancia entre 1’oxigen del B-alcohol de la base de
Schiff'i I’oxigen de la Tyr180 desprotonada, veure Figura 6.

10
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Figura 6. Distancia catalitica (mesurada en A). En rosa un intermedi de la base de Schiff (adducte entre la
Lys83 i el substrat), en cian la Tyr180, en beix la Tyr51 i en lila la Asn110.

A la Figura 6 s’hi exemplifica una distancia catalitica, en aquest cas essent de 3.5 A. Ara bé, el resultat
de les simulacions de dinamica molecular sera una trajectoria del sistema. Aixi doncs, no tindrem un
sol valor de distancia catalitica sin6 una recopilaci6 de la variacio d’aquesta distancia al llarg del temps
de simulaci6, en concret, 1000 ns. Per poder analitzar la trajectoria s’utilitza el modul PTRAJ, que
permet fer una grafica d’aquesta distancia catalitica en Angstroms (eix y) enfront el temps en
nanosegons (eix X).

Si el comportament d’aquesta grafica €s totalment constant, significa que la distancia catalitica no ha
variat en tota la simulacio. Per contra, si té un comportament del tot irregular, equivaldria a moltes
fluctuacions en el valor de la distancia catalitica. A més a més es calcula la mitjana de les distancies
catalitiques de cada una de les répliques de totes les variants amb la seva corresponent desviacid
estandard.

3.5.2.  RMSD de la base de Schiff

El modul PTRAJ també proporciona el calcul de la RMSD, el qual és una bona eina per estudiar la
variaci6é de la distancia catalitica. Aquest calcul mesura la desviacié d’un conjunt de coordenades
objecte d’estudi respecte un conjunt de coordenades de referéncia amb RMSD=0. Per aquest cas,
s’estudia tan sols per la base de Schiff, no per la proteina total. Aquest calcul ve descrit per I’equacio

[4].

N
1
RMSD = NZ(XL- —Y;)? [4]
i=0

on N és el nombre d’atoms; X; és el vector de les coordenades de 1’atom i que es vol estudiar; i Y; és el
vector de les coordenades de 1’atom i de referéncia.

Aixi doncs, un valor de RMSD igual a 0 indicara que no hi ha desviacié del conjunt de coordenades
estudiat respecte al de referéncia i que, per tant, hi haura una superposicio perfecte. Per contra, si el
valor de RMSD és gran, indicara que hi ha desviacid i que, conseqiientment, no hi ha superposicio.

11
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Aplicat al cas de I’estudi en qiiestio, s’estudia la desviacié del coordenades de la base de Schiff. El
modul PTRAJ permet fer una grafica d’aquesta variacid, és a dir la RMSD (eix y) enfront el temps en
nanosegons (eix x). Si la RMSD té un valor relativament petit al llarg del temps, indica que la base de
Schiff no presenta una gran variacié de la posicio dels seus atoms respecte els de referéncia. Ara bé, si
el valor de RMSD ¢és major, significa que la base de Schiff t¢é més moviment respecte els atoms de
referéncia.

Ara bé també s’ha de tenir en compte si el valor de RMSD es manté constant o no al llarg del temps. Si
¢s aixi, indicara que la variacio6 de la distancia catalitica durant el temps de simulacidé no és massa gran,
independentment de la seva posicio respecte els atoms de referéncia. D’aquesta manera es podra intuir
una certa superposicio dels residus. Si, per contra, no es manté constant, no hi haura tanta superposicio
entre ells. Aquest valor estara estretament relacionat amb la desviacié estandard. Un valor constant de
RMSD indicara, un valor petit de desviacio estandard.

3.5.3.  Visualitzacio de la trajectoria

Per poder entendre d’una manera més clara i visual el comportament de les variants estudiades, s’utilitza
el programa PyMol. Aquest permet visualitzar la trajectoria obtinguda després de realitzar la simulacio
de dinamica molecular.

S’obtenen una série de fitxers en format PDB que contenen la informacié dels moviments i
conformacions que adopta la RA durant el temps de simulacié. El punt d’interés d’aquest estudi és el
centre catalitic, aixi que s’enfoca la visualitzacio en aquest. El que s’aconsegueix veure mitjancant
aquest programa ¢és la superposicio de les diferents conformacions i posicions que va adoptar cada
residu de la tétrada catalitica durant els 1000 ns que dura la simulaci6. Aixi doncs, facilita la mateixa
informacié que proporcionaria un video, pero sense moviment.

La imatge resultant mitjancant PyMol va estretament relacionada amb les grafiques que s’obtenen en
els dos apartats anteriors. Aixi doncs, si una réplica té una RMSD constant al llarg del temps, es veura
una gran superposicio de la base de Schiff. Per contra, si té un valor variant, els residus adoptaran
diferents conformacions durant la simulacid. Pel que fa a la distancia catalitica, es pot analitzar d’una
manera més visual.

3.6.Part ética i sostenible de ’estudi

En I’estudi de la RA95.5-8F s’ha utilitzat tant sols eines computacionals, les quals permeten fer un
estudi acurat de I’enzim en qiiestid. Aixi doncs no requereix cap part experimental, fet que implica no
utilitzar reactius o solvents, que podrien ser perjudicials pel medi ambient. Per aquest motiu, es
considera que 1’estudi és respectable amb el medi ambient.

A més a més, les dades presentades al treball no han sigut copiades ni canviades per tal d’aconseguir
millors resultats. Tota la bibliografia utilitzada s’ha enumerat i detallat a I’apartat corresponent. S’ha
evitat plagi.

12
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4. Resultats i discussio

Després d’haver dut a terme les simulacions de dinamica molecular per a cada una de les variants de
I’enzim obtingudes, es representen les grafiques de distancia catalitica i de RMSD de la base de Schiff.
A més a més, es proporcionen les imatges obtingudes a través de PyMol de cada una de les répliques.
Aquetes facilitaran la comprensi6 les grafiques. Es relacionara la RMSD de la base de Schiff amb la
seva superposicio mostrada en les imatges. A més a més, es podran visualitzar facilment les distancies
catalitiques i les diferéncies entre elles. Aquestes informacions es recullen a continuacio.

Per a cada variant, s’analitzen i es descriuen cada un dels comportaments que mostra qualsevol de les
répliques de cada variant. Basant 1’analisi en les imatges i grafiques resultants per a cada una de les
variants de la RA95.5-8F, doncs, s’utilitza el mateix ordre seguit a 1’apartat anterior. A més a més,
s’adjunten els valors de la mitjana de la distancia catalitica per a cada réplica, fet que ajudara a
comprendre el comportament de cada una d’elles i, aixi mateix, la visi6 general.

Es consideraran actives, per tant, que presenten una conformaci6 optima per a la catalisi, les répliques
o e . 5
amb una distancia catalitica d’aproximadament 4 A",

13
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4.1. “Variant 75”: RA95.5-8F amb la posicio 75 revertida (P75R)

Aquesta variant presenta revertida la posicid 75, €s a dir, conté una arginina en comptes d’una prolina.
Aquesta mutacio es troba desplagada +2 posicions en seqiiéncia del SPM. Si s’analitza la grafica de
distancia catalitica de la variant 75 (veure Figura 7), es pot observar que les répliques 0, 1 i 2 mantenen
una distancia fixa d’aproximadament 2.9 A durant la major part de la simulacio. Per altra banda, les
dues restants (répliques 3 i 4) presenten grans canvis en la distancia catalitica, que arriba a assolir fins
a 8 A. Aixo fara que les seves respectives distancies catalitiques mitjanes siguin més elevades. Pel que
fa al valor de RMSD de la base de Schiff d’aquestes dues répliques, es presenta molt variant durant el
temps de simulacio. Aquest fet indica que no hi haura massa superposicié i que els seus valors de
desviacio estandard seran majors. Aixi mateix, i d’'una forma més visual, es poden explicar els
comportaments de les répliques mitjancant les imatges obtingudes amb PyMol, relacionar-les amb les
dues grafiques descrites. Aquestes répliques 3 14 son les que presenten més variacions tant de distancia
catalitica com de RMSD degut a una major flexibilitat de la base de Schiff. D’aquestes dues répliques,
la 4 adopta valors més elevats, el que representa que els atoms de la base de Schiff ocupen posicions
més diferents a les de referéncia. Respecte a les tres primeres répliques, totes tenen un comportament
més constant (desviacidé estandard menor). Tot i aixd, presenten algunes diferencies entre elles. La
réplica 0 és la que presenta valors més baixos. Mostra algunes fluctuacions a I’inici de la simulacio,
perd després adopta el comportament més constant de les cinc répliques (desviacio estandard menor).
Per aquest motiu és la que presenta la major superposicié i, a més a més, un menor desplagament
respecte els residus de referéncia. La RMSD de la réplica 1 es manté constant durant la simulacid, pero
no tant com en el tram de la réplica 0. Degut a aixo0, la base de Schiff d’aquesta réplica també presenta
una bona superposicio de les estructures visitades al llarg del temps de simulacio, perd no tant com a la
réplica 0. Finalment, la réplica 2 mostra un interval variant durant els primers 400 ns. Aixi doncs, es
pot explicar el valor de les distancia catalitica mitjana i, sobretot de les desviacions estandard. En les
imatges de PyMol, la base de Schiff adopta dues conformacions diferents. Una equival als primers 400
ns de simulacié (valor menor de RMSD) i D’altre equival a la resta de la simulaci6. Tots els
comportaments de cada réplica es poden apreciar clarament a partir de la Taula 3, que recull la mitjana
de la distancia catalitica per cada réplica i la corresponent desviacié estandard.

Taula 3. Mitjana de distancia catalitica i desviacio estandard per cada réplica

Variant 75 Replica 0 Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4
Distancia (A) 2.64+026 2.75+0.62 2.97+090 4.02+122 481+1.56

Aixi doncs, es pot concloure que la variant 75 mostra dos comportaments clars. Les tres primeres
répliques presenten una conformacioé del centre actiu Optim per a la catalisi (son actives), mentre que
les dues darreres no son tant competents des d’un punt de vista de la catalisi. Tot i aixi, en 3 de 5
répliques la base esta ben posicionada per la catalisi.
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Figura 7. (a) Representacio per superposicio de la trajectoria de la tétrada catalitica per a cada réplica de la RA95.5-8F
amb la posicid 75 revertida (P75R). En beix la Tyr50, en rosa la base de Schiff en la posicié 82 i en cian la Tyr179. En
lila, la Asn109, en segon pla per finalitats de visualitzacio. (b) Grafiques de la distancia catalitica en Angstroms (A) i la
RMSD (A) de la base de Schiff. La réplica 0 esta representada en blau; la réplica 1 en lila; la réplica 2 en rosa; la réplica
3 en taronja i la réplica 4 en marro.
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4.2. “Variant 90”: RA95.5-8F amb la posicio 90 revertida (D9ON)

Aquesta variant presenta revertida la posicié 90, és a dir, conté una asparagina en comptes d’un acid
aspartic. Aquesta mutacid també es troba desplagada +6 posicions en seqiiéncia del SPM. Observant la
grafica de distancia catalitica de la variant 90 (veure Figura 8), es veu a simple vista com de lluny estan
la base Tyr180 i la base de Schiff de la réplica 3. La seva distancia es manté constant a aproximadament
5 A durant tot el temps de simulacid, pero no és gens similar a la resta de répliques. Aixo és degut al
posicionament del -alcohol a I’altra cara de la base de Schiff. Pel que fa les altres répliques, mostren
aquesta distancia també constant, perd partint d’aproximadament 2.9 A durant els 1000 ns. Cal notificar
que aquest valor constant de distancia és el mateix que el que mostraven les répliques corresponents de
la variant 75. Per una banda, les répliques 0 i 2, mantenen el valor de distancia catalitica durant els
primers 400ns i, posteriorment, va variant. Arriben a assolir una distancia de fins a 8 A, donat que la
base Tyrl180 presenta una major mobilitat. Per altra banda, les répliques 1 i 4 també tenen un
comportament similar entre elles. Es pot considerar que mantenen la distancia catalitica al llarg de la
simulacié. Per aquest motiu tenen els valors de distancia catalitica mitjana més proxims als 2.9 A. Per
la grafica de RMSD de la base de Schiff, la réplica 3 és la que presenta un valor constant més elevat i
diferent al de les altres répliques. Observant la imatge de PyMol corresponent a la réplica, s’explica el
comportament de les grafiques anteriorment descrites. Es pot explicar d’una forma visual el valor tant
elevat de RMSD d’aquesta réplica, ja que la seva base de Schiff és la que ocupa una posicié més diferent
a la de referéncia (1’hidroxil esta molt lluny de la base). A més a més, és la que presenta un valor més
constant (desviacid estandard menor) i, per tant, la que mostra més superposicio. Les répliques 114 i,
aixi mateix, la 0 i la 2, tenen un comportament en la grafica de RMSD respectivament semblant. La
primera parella de repliques té majors valors de RMSD que la segona, perd també es mantenen
lleugerament més constants. El valor de RMSD de la base de Schiff de la réplica 0 durant la simulacio
és més constant que el de la réplica 2, per aquest motiu aquesta segona no presenta tanta superposicio,
com es pot veure a la imatge. Pel que fa a les répliques 1 1 4 son les que mantenen més la distancia
catalitica durant els 1000 ns. Ara bé, com es pot veure a les imatges, la réplica 1 presenta més
superposicié que la réplica 4. Aixo ajuda a explicar que les seves desviacions estandards siguin
minimament menors. Mitjangant la Taula 4 es poden entendre tots els comportaments de cada réplica.

Taula 4. Mitjana de distancia catalitica i desviacio estandard per cada réeplica

Variant 90 Replica 0 Replica 1 Replica 2  Replica3  Replica 4
Distancia (A) 383161 3.04+1.09 502x195 524039 2.87=0.73

D’aquesta manera es pot concloure que les répliques 1 i 4 de la variant 90 son actives ja que presenten
distancies catalitiques al voltant de 3 A. Les répliques 0 i 2 presenten els residus catalitics i la base de
Schiff ben posicionats per la catalisi només durant els primers 400ns del temps de simulacio. La réplica
3 és inactiva degut al posicionament de 1’hidroxil de la base de Schiff lluny de la base Tyr180 .
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Figura 8. (a) Representacio per superposicio de la trajectoria de la tétrada catalitica per a cada réplica de la RA95.5-8F
amb la posicid 90 revertida (D9ON). En beix la Tyr50, en rosa la base de Schiff en la posici6 82 i en cian la Tyr179. En
lila, la Asn109, en segon pla per finalitats de visualitzacio. (b) Grafiques de la distancia catalitica en Angstroms (A) i la
RMSD (A) de la base de Schiff. La réplica 0 esta representada en blau; la réplica 1 en lila; la réplica 2 en rosa; la réplica
3 en taronja i la réplica 4 en marro.
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4.3. “Variant 135”: RA95.5-8F amb la posicio 135 revertida (EI35N)

Aquesta variant presenta revertida la posicio 135, és a dir, conté una asparagina en comptes d’un acid
glutamic. Aquesta mutacid es troba desplagada +3 posicions en seqiiéncia del SPM. La variant 135
presenta dues répliques (2 i 4) amb una valor de distancia catalitica que es pot considerar constant al
llarg de la simulacid (veure Figura 9). Cal notificar, altra vegada, que la distancia base torna a ser
d’aproximadament 2.9 A. Tot i aix0, la réplica 4 comenca a presentar petites fluctuacions a partir dels
700 ns. Degut aixo, les dues répliques en qiiesti6 mostren els menors valors de distancia catalitica
mitjana i, a més a més molt similars, pero la de la réplica 4 és lleugerament major que la de la réplica
2. La resta de répliques presenten més variacions durant la simulacid, essent la réplica 0 la que mostra
més fluctuacions. A més a més, és la que adopta valors de distancia catalitica més elevats durant més
temps donat que la Tyrl80 presenta una major flexibilitat i la base de Schiff pot adoptar dues
conformacions diferents. Es per aquest motiu que presenta el valor de distancia catalitica mitjana major
(veure Taula 5). Les répliques 1 i 3 tenen un comportament similar pel que fa a la seva distancia
catalitica al llarg del temps, tot i que la base Tyr180 presenta certa flexibilitat. En referéncia a la grafica
de RMSD de la base de Schiff, la réplica 2 és la que mostra els menors valors durant el temps, fet que
significa que és la que adopta una posicié més similar a la de referéncia i, a més a més, la més estable
durant la simulaci6. Aquesta réplica, juntament amb la réplica 1, son les que tenen aquest valor més
constant al llarg del temps i, per aquest motiu, son les répliques que presenten unes desviacions
estandards menors. Utilitzant les imatges obtingues amb PyMol es pot veure com aquestes dues
répliques son les que presenten una major superposicié de la base de Schiff, encara que la réplica 2 en
presenti una mica més que la réplica 1, degut al caracter més constant de RMSD. Les altres tres répliques
mostren fluctuacions clares en grafica de RMSD de la base de Schiff, per tant aquesta adopta varies
conformacions al llarg de les simulacions, com es pot veure a les corresponents imatges. Les répliques
013 son les que mostren els valors més elevats de RMSD, tot i que els de la réplica 0 son lleugerament
majors i menys constants (desviacié estandard major). Aixo significa, també, que la base de Schiff
d’aquesta réplica és la que presenta una posicié més diferent a la de referéncia i per tant, una major
flexibilitat (menys superposicid). Les répliques 1 i 4 son similars pel que fa al valor de RMSD i la seva
constancia al llarg del temps, per aixo les superposicions d’estructures son també similars. La réplica 2
és la que presenta més superposicio de totes les répliques.

Taula 5. Mitjana de distancia catalitica i desviacio estandard per cada réplica

Variant 135  Replica 0 Replica 1 Replica2  Replica3  Replica 4
Distancia (A) 5.00=152 420+0.86 298+0.76 4.40=1.06 3.17=1.10

Aixi doncs, es pot concloure que per la variant 135 hi ha dues variant actives (2 i 4). Les tres variants
restants presenten una major desviacio de la distancia catalitica i, per tant, son menys competents des
d’un punt de vista catalitic.
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Figura 9. (a) Representacio per superposicio de la trajectoria de la tétrada catalitica per a cada réplica de la RA95.5-8F
amb la posicié 135 revertida (E135N). En beix la Tyr50, en rosa la base de Schiff en la posicié 82 i en cian la Tyr179.
En lila, la Asn109, en segon pla per finalitats de visualitzacio. (b) Grafiques de la distancia catalitica en Angstroms (A)
i la RMSD (A) de la base de Schiff. La réplica 0 esta representada en blau; la réplica 1 en lila; la réplica 2 en rosa; la
réplica 3 en taronja i la réplica 4 en marro.
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4.4. “Variant 151”: RA95.5-8F amb la posicio 151 revertida (G1515S)

Aquesta variant presenta revertida la posicio 151, és a dir, conté una serina en comptes d’una glicina.
Aquesta mutacio també es troba desplagada +6 posicions en seqiiéncia del SPM. Pel que fa a la grafica
de distancia catalitica es poden apreciar tres comportaments diferents (veure Figura 10). Per una banda,
la réplica 2 es mostra poc variant al llarg del temps de simulacid, pero amb valors d’aproximadament 4
A. Aixo és degut al posicionament relativament llunya del B-alcohol i la base de Schiff, degut
majoritariament a la mobilitat de la base Tyr180. La resta de répliques presenten una distancia molt més
constant durant els 1000 ns. Cal esmentar altra vegada que la distancia base torna a ser
d’aproximadament 2.9 A. D’aquestes quatre répliques, les répliques 1 i 4 mantenen la distancia
mitjanament estable perd amb fluctuacions puntuals de fins a 8 A que provenen d’una segona
conformacio que adopta la base de Schiff. Aixo fa augmentar considerablement el seu valor de la
mitjana de distancia catalitica (veure Taula 6). Per altra banda, les répliques 0 i 3, no mostren tantes
variacions. Per aquest motiu, aquestes dues ultimes répliques tenen una distancia catalitica mitjana
menor que la de les répliques 1 i 4. Pel que fa a la grafica de RMSD de la base de Schiff, totes les
répliques mostren intervals constants que varien durant certs trams del temps de simulacié. Es poden
entendre les grafiques de RMSD de la base de Schiff i distancia catalitica d’una manera més visual
mitjangant les imatges obtingudes amb PyMol. Les répliques 1 i 4 son les que presenten els valors de
RMSD menys constants (desviacions estandards majors) i menys superposicid. Tot i aixd, la réplica 4
mostra valors molt majors, indicant que la seva base de Schiff adopta una posicié més diferent respecte
la de referéncia. Les répliques restants mostren valors molt més constant de RMSD. La réplica 0 mostra
un interval molt constant, des dels 300ns al final de la simulacid, amb un valor de RMSD
d’aproximadament 2 A. Ara bé, tamb¢ presenta un segon tram menys constant perd d’un valor menor.
Aixi doncs, veient la imatge corresponent a aqueta réplica, es poden veure les dues conformacions que
adopta la base de Schiff, que corresponen als dos intervals de la simulacio. La primera, de RMSD
menor, sera més similar a la de referéncia; mentre que la segona, de RMSD major, diferira més de la
posicio de referéncia. El mateix efecte passa per la réplica 1. L’interval de temps entre 100 i 300ns
equival a una conformacio diferent a la que adopta la resta de temps. Les répliques 3 i 4 també presenten
dues conformacions diferents de la base de Schiff que equivalen a un canvi de valor de la RMSD. La
RMSD de les répliques 2 i 3 tenen comportaments molt similars, per aixo també tenen valors de
desviacio estandards i superposicid de la base de Schiff semblants.

Taula 6. Mitjana de distancia catalitica i desviacio estandard per cada réplica

Variant 151  Replica 0 Replica 1 Replica2  Replica3  Replica 4
Distancia (A) 274 +0.55 3.42+1.64 3.63+0.86 3.05=1.09 3.90=1.69

Aixi doncs, les répliques 0 i 3 de la variant 151 presenten una distancia catalitica al voltant de 3 A
(actives). Les repliques 1 i 4 presenten els residus catalitics i la base de Schiff ben posicionats per la
catalisi temporalment. A causa de les grans distancies catalitiques que adopta la réplica 4 en gran part
de la simulaci6, es considera que el seu centre catalitic no esta massa ben posicionat per la catalisi. La
réplica 2 es considera inactiva.
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Figura 10. (a) Representacid per superposicio de la trajectoria de la tétrada catalitica per a cada réplica de la RA95.5-
8F amb la posicié 151 revertida (G151S). En beix la Tyr50, en rosa la base de Schiff en la posicié 82 i en cian la Tyr179.
En lila, la Asn109, en segon pla per finalitats de visualitzacié. (b) Grafiques de la distancia catalitica en Angstroms (A)
i la RMSD (A) de la base de Schiff. La réplica 0 esta representada en blau; la réplica 1 en lila; la réplica 2 en rosa; la
réplica 3 en taronja i la réplica 4 en marro.
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4.5. “Variant 75_1357: RA95.5-8F amb les posicions 75 i 135 revertides (P75R, EI35N)

Aquesta variant presenta revertides les posicions 75 1 135, és a dir, conté una asparagina i una arginina
en comptes d’un acid glutamic i una prolina. Aquestes dues mutacions es troben desplagades a +2 1 +3
posicions en seqiiencia del SPM. Aquesta és la primera variant mostrada que prové de revertir dues
posicions. Observant la grafica de distancia catalitica es pot veure un comportament diferent comparat
amb els anteriors casos esmentats (veure Figura 11). Tant sols a la réplica 4 se li pot intuir una certa
constancia a la grafica de distancia catalitica durant el temps de simulacid. Per aquest motiu, és també
la Unica réplica que presenta un valor mitja que es pot considerar baix, proxim als 3 A. Cal tornar a
recalcar que la distancia base torna a ser de 2.9 A. En qualsevol de les altres répliques hi ha fluctuacions
durant el transcurs de la simulacid, degut a la mobilitat de la base Tyr180. La répliques 1, 2 i 3 presenten
valors majors, per aixo les seves distancies catalitiques mitjanes son també majors. La réplica 0, encara
que també presenta un comportament fluctuant, assoleix valors menors, fent que la seva mitjana sigui
també menor. Pel que fa a la grafica de RMSD de la base de Schiff, totes presenten valors lleugerament
alts en comparacid a les altres variants descrites. Aixo significa que la seva base de Schiff adopta
posicions diferents respecte a la de referéncia. A més a més, hi abunden les fluctuacions del valor de
RMSD al llarg de la simulacio, que correspondra a valors de desviacio estandard relativament elevats i
per tant, la base de Schiff esdevé més flexible. La réplica 1 presenta un interval molt constant de RMSD
entre els 200 fins als 600 ns. Es per aquest motiu que en la imatge corresponent s’hi pot observar certa
superposicio. Tot i aixo la réplica 4 és la que mostra valors més constants pel que fa a la totalitat de la
simulaci6 (desviacid estandard menor) i, a més a més, amb els valor més baixos. Aixo significa que, de
les quatre répliques, és la que adopta la conformaci6 de la base de Schiff més similar a la de referencia.
Encara que també sigui la réplica més constant, no presenta massa superposicié. La réplica 0 és la que
presenta més variacié6 de RMSD i valors més alts. Per aixo és la que té el valor més elevat de desviacio
estandard i un major flexibilitat de la base de Schiff (menys superposicid). Les répliques 2 i 3 presenten
un comportament de RMSD molt similar, tant pel que fa als valors com per la seva constancia. Aixo
explica la seva similitud de valor estandard i aixi mateix, les superposicions de les estructures.

Taula 7. Mitjana de distancia catalitica i desviacio estandard per cada réplica

Variant 75 135 Replica 0  Replica 1 Replica 2 Replica3  Replica 4

Distancia (A) 450 + 146 6.55+136 549143 558=145 330=1.13

En el cas de la variant 75 135, la tnica réplica que es pot considerar que presenta una conformacio6 del
centre actiu Optima per la catalisi és la 4. Les répliques restants son no son competents des del punt de
vista catalitic ja que la base de Schiff presenta gran mobilitat. Aixi doncs, en només 1 de 5 répliques la
base esta ben posicionada per la catalisi.
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Figura 11. (a) Representacid per superposicio de la trajectoria de la tétrada catalitica per a cada réplica de la RA95.5-
8F amb les posicions 75 i 135 revertides (P75R, E135N). En beix la Tyr50, en rosa la base de Schiff en la posicio 82 i
en cian la Tyr179. En lila, la Asn109, en segon pla per finalitats de visualitzaci6. (b) Grafiques de la distancia catalitica
en Angstroms (A) i la RMSD (A) de la base de Schiff. La réplica 0 esta representada en blau; la réplica 1 en lila; la
réplica 2 en rosa; la réplica 3 en taronja i la réplica 4 en marro.
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4.6. “Variant 90 _1517: RA95.5-8F amb les posicions 90 i 151 revertides (D9ON, G1515S)

Aquesta variant presenta revertides les posicions 90 i 151, és a dir, conté una asparagina i una serina en
comptes d’un acid aspartic i una glicina. Aquestes mutacions es troben desplagades +6 posicions en
seqiiencia del SPM. Tot i que per aquesta réplica també es reverteixen dues posicions, el comportament
és totalment diferent a la variant anterior. Observant la grafica de distancia catalitica es por veure que
les répliques 2, 3 i 4 tenen un comportament molt constant (veure Figura 12). D’aquestes, la réplica 2
presenta un periode fluctuant a partir dels 100 fins als 300 ns, amb valors de distancia catalitica alts,
arribant a assolir els 8 A. Aquests valors alts venen donats per la mobilitat de la Tyr180. La réplica 4
presenta més variacions que la 2, perd amb valors menys alts, tant sols arribant a assolir els 6 A de
distancia catalitica. La seva base Tyr180 no presenta moviments tant bruscs com els de la réplica 2. Els
respectius valors de distancia catalitica mitjana d’aquetes répliques son molt similars entre ells. La
réplica 3 és la que presenta la distancia catalitica més constant durant la simulacio. Es per aquest motiu
que la seva mitjana és la més similar als 2.9 A de la distancia base. Pel que fa a la resta de répliques, la
0 adopta valors molt elevats i fluctuants de distancia catalitica mentre que la réplica 1, també pateix
moltes variacions de distancia catalitica perod de valor molt menor. Pel que fa la grafica de RMSD de la
base de Schiff, la réplica 1 manté un valor alt i variant durant el temps de simulacio6 (desviacié estandard
major), fet que indica que adopta una posicié molt diferent a la de referéncia i, per tant, la seva base de
Schiff és molt flexible. Les altres répliques tampoc mostren la RMSD constant en cap moment, pero si
que mantenen valors menors. Aixi doncs, no s’hauria d’esperar superposicié de cap de les répliques.
Ara bé, observant les imatges obtingudes amb PyMol de les répliques 2 i 3, es pot intruir certa
superposicio. Realment n’hi tanta com a la resta de répliques. Degut a finalitats de visualitzacid de la
distancia catalitica, la figura no permet veure el ventall que forma la base de Schiff a la part esquerra
de les imatges corresponents, deixant intuir una falsa superposicio. Aixi doncs, cap de les cinc répliques
presenta superposicio en la seva base de Schiff, ni tant sols les répliques 2 i 3. Tornant a la grafica de
RMSD de la base de Schiff, no es pot apreciar quina de les répliques és la més constant. Ara bé, veient
la Taula 8, es pot intuir que les répliques amb una desviacid estandard menor son, també, les de RMSD
més constant. Aquestes son la répliques 11 3. La réplica 2 és la que mostra els valors de RMSD menors,
per tant la seva base de Schiff ocupara un posicié més similar a la de referéncia.

Taula 8. Mitjana de distancia catalitica i desviacio estandard per cada réplica

Variant 90 151 Replica 0  Replica 1 Replica2  Replica3  Replica 4
Distancia (A)  6.04+1.66 3.65+0.79 3.13x130 2.84=048 3.17+0.93

Aixi doncs, es pot concloure que per la variant 90 151, les répliques 2, 3 1 4 son totalment actives degut
a la seva distancia catalitica similar als 3 A. Les dues primeres no presenten els residus catalitics i la
base de Schiff ben posicionats per la catalisi.
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Figura 12. (a) Representacid per superposicio de la trajectoria de la tétrada catalitica per a cada réplica de la RA95.5-
8F amb les posicions 90 1 151 revertides (D90ON, G151S). En beix la Tyr50, en rosa la base de Schiff en la posicio 82 i
en cian la Tyr179. En lila, la Asn109, en segon pla per finalitats de visualitzaci6. (b) Grafiques de la distancia catalitica
en Angstroms (A) i la RMSD (A) de la base de Schiff. La réplica 0 esta representada en blau; la réplica 1 en lila; la
réplica 2 en rosa; la réplica 3 en taronja i la réplica 4 en marro.
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4.7. Comportament general

Anteriorment s’han descrit i detallat cada una de les imatges de PyMol i les grafiques de distancia
catalitica i RMSD de la base de Schiff de cada una de les variants. Tota aquesta informacidé ha permeés
predir la seva activitat catalitica. Tot i aix0, per entendre el comportament de cada una de les variants
descrites anteriorment cal recordar a quantes posicions respecte del SPM es troba cada un dels residus
revertits. De més a menys propers: Arg75 (+2), Asn135 (+3), Asn90 (+6) i Ser151 (+6).

Comengant per les variants a les quals se’ls ha revertit els residus amb les posicions més llunyanes al
SPM (+6), concretament les variants 90 i 151, tant sols presenten una réplica totalment inactiva
cadascuna (1 de 5). Aixi doncs es podria dir que les dues variants son molt actives en abséncia
d’aquestes mutacions. Per la variant 135, que se li ha revertit el residu que es troba a +3 posicions
respecte el SPM, mostra tres répliques completament inactives (3 de 5), indicant que aquesta posicio té
un efecte més rellevant que les posicions 90 i 151. De totes les répliques de la variant 75, tant sols dues
son totalment inactives (2 de 5). Aquesta variant se li havia revertit un residu situat a +2 posicions del
SPM. Aquestes dues variants son menys actives que les dues anteriors, les quals se’ls ha revertit una
mutaci6 situada a +6 posicions del SPM.

Es pot comengar a entreveure, doncs, que el nimero de posicions respecte el SPM que es troba el residu
revertit podria estar relacionat amb 1’activitat catalitica de I’enzim en qiiestidé. A més a més, no es poden
detectar grans canvis estructurals a la tétrada catalitica per les variants descrites que tenen mutacions
desplacades unes 6 posicions del cami predit per SPM (variants 90 i 151). Si és cert que els residus
catalitics poden adoptar conformacions addicionals al llarg de la simulacio, sempre situant la base de
Schiff a la base catalitica. A continuacid, es segueix analitzant les variants que contenen més d’una
reversio.

Per la variant 90 151, tres de les répliques es presenten actives. Per altra banda, la variant 75 135,
només mostra una de les répliques actives. Aquesta diferéncia d’activitat es pot explicar per la diferéncia
de posicions respecte el SPM. Pel primer cas, les dues posicions que es reverteixen es troben a +6 del
SPM i per tant, es pot suposar que la variacid de ’activitat catalitica sera molt menor que si es revertissin
posicions més properes. Aquest €s el cas de la variant 75 135. Els residus que es reverteixen estan
situats a +2 1 +3 posicions respecte el SPM. El fet que només una de les répliques sigui activa indica
que I’impacte d’aquestes mutacions sobre ’activitat catalitica és molt major que pel cas de la variant
90 _151. Pel que fa a la tétrada catalitica d’aquestes variants, tampoc ressenten grans canvis estructurals,
perd si és cert que mostren menys superposicid que en les variants anteriors, indicant una major
flexibilitat de la base de Schiff i la base de Tyr180.

26



pl—,

Universitat . .
de Girona Cristina Duran i Rebenaque
Memoria del Treball Final de Grau

5. Conclusions

In this project, the effect of four residues mutated of the enzyme retro-aldolase 95 (RA95) has been
analysed. First, the PyMol program has been used to reverse the mutation on those studied residues.
Second, a computational protocol has been used to carry out a molecular dynamics (MD) simulation
for each variant obtained. Finally, two different graphics for the analysis have been obtained: the
catalytic distance and Schiff base fluctuation as computed with the RMSD. For a better visualization,
the PyMol program has been used again.

The main conclusions obtained from all the MD simulations and their analysis can be summarized as
follows:

- The catalytic distance is closely related to the number of positions far from the SPM where the
residue mutated is situated. It has been concluded that the effect of the mutations on the catalytic
distance is lower when the number of positions far from the SPM is higher.

- The variants that have only one residue mutated show a better overlay of the sampled
conformation for the Schiff base than in the other doubly mutated variants. Thus, this deviation
(and the large Schiff base RMSD) is related to the number of mutations applied on the enzyme.
A higher flexibility and deviation from the initial positioning have a dramatic impact into the
catalytic activity of the enzyme.

- The rest of the catalytic tetrad residues (Asn110 and Tyr51) do not show important structural
changes after the application of the mutated residues in any of the MD simulations performed
and analysed.

- The SPM is a great method to determine which positions of the enzyme are relevant for the retro-
aldol activity.

The catalytic distance is an important factor to take into account for the catalytic activity of each
enzyme. Despite of that, there are also other factors such as stability or flexibility. To further validate
our predictions and know exactly the influence of the mutations in the catalytic activity, experimental
test should be done.

Altogether our MD analysis has shown that the main working hypothesis of this project “the residues
situated far from the SPM have a minor effect on the enzyme retro-aldol activity compared with those
situated in adjacent positions” is valid.
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